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RESUMO

Efeito de filme de particulas de caulim sobre a selecdo hospedeira e desenvolvimento de
Diaphorina citri Kuwayama em Citrus sinensis (L.) Osbeck

‘Huanglonghing’” (HLB) ou ‘greening’ dos citros ¢ uma séria doenca associada a
bactérias do género Candidatus Liberibacter, que no Brasil sdo transmitidas pelo psilideo
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). Pela inexisténcia de variedades citricas
resistentes, as medidas de controle de HLB sdo preventivas, envolvendo o uso de mudas sadias;
inspecdo e erradicagdo de plantas sintomaticas e controle do vetor, que tem sido realizado de
forma quimica. A pulverizagdo sistematica de inseticidas para o controle de D. citri tem
ameacado o manejo integrado de pragas em citros, tornando-se necessario desenvolver medidas
alternativas para o manejo deste inseto. A aplica¢do de um filme de particulas a base de caulim
sobre as plantas pode substituir inseticidas no controle de ragas, por afetar a orientacao a planta
hospedeira e sua aceitacdo pelo inseto. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o impacto
do filme de particulas de caulim sobre a selecdo hospedeira e desenvolvimento do psilideo D.
citri em citros. Em laboratério, realizaram-se estudos de preferéncia de D. citri para pouso,
permanéncia e oviposi¢do em ‘seedlings’ de laranja ‘Caipira’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
tratados com caulim (Surround®WP) a 5%, bem como sobre o efeito deste produto quando
aplicado diretamente sobre ovos e ninfas em brotagdes citricas. Verificou-se que D. citri rejeita
plantas citricas cobertas com filme de particulas de caulim para fins de pouso, permanéncia e
oviposi¢do, em testes de livre escolha entre plantas tratadas e nao tratadas com este produto.
Machos e fémeas de D. citri se comportam de forma semelhante, rejeitando plantas cobertas
com caulim e preferindo a face abaxial das folhas de plantas ndo tratadas. Na auséncia de
escolha, um numero significativo de individuos de D. citri pousa e permanece por varios dias
sobre plantas citricas cobertas com caulim, porém inferior ao observado sobre plantas nao
tratadas. Havendo chance escolha entre plantas inteiramente cobertas com o filme de particulas,
parcialmente cobertas (com brotos novos desprotegidos), e plantas nao tratadas, verificou-se
maior nimero de psilideos sobre plantas com brotos desprotegidos do que em plantas
inteiramente cobertas com o produto, indicando que a emissdao de brotos em plantas tratadas
reduz a eficacia do tratamento. A oviposi¢do por D. citri é drasticamente reduzida sobre
brotagdes citricas cobertas com caulim, mesmo em condigdes de confinamento. Para avaliar o
efeito no desenvolvimento de D. citri, caulim a 5% foi aplicado diretamente sobre ovos e ninfas
de instares iniciais (1°-3° instar) e finais (4°-5° instar). A aplicagdo sobre brotagdes citricas
contendo ovos ou ninfas de diferentes estadios afetou o desenvolvimento de D. citri, reduzindo o
numero de ninfas e/ou adultos produzidos. A eficiéncia de aquisi¢do de Candidatus L. asiaticus
por D. citri foi reduzida em plantas cobertas com caulim, sugerindo que o caulim possa também
afetar a sua alimentacdo. Os resultados desta pesquisa indicam que a tecnologia de filme de
particulas tem bom potencial para o manejo de D. citri, podendo ser testada em campo.

Palavras-chave: Huanglongbing; Greening dos citros; inseto vetor; controle, tecnologia de filme

de particulas.



ABSTRACT

Effect of kaolin on host selection and development of Diaphorina citri Kuwayama on Citrus
sinensis (L.) Osbeck

Huanglonghing (HLB) or Citrus greening is a serious disease associated to the
phytopathogenic bacteria Candidatus Liberibacter spp., which in Brazil are transmitted by the
Asian citrus psylla, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). Due to the inexistence
of resistant varieties, control measures of this disease are preventive, involving planting of
healthy nursery trees, inspection and eradication of symptomatic plants and vector control. The
frequent spraying of insecticides for controlling D. citri has threatened the integrated pest
management in citrus, and the development of alternative methods for managing psyllid
populations became a research priority. The particle film technology based on kaolin has shown
to be effective for controlling some agricultural pests, because it affects host plant finding and
acceptance by the insects. This research was carried out to assess the impact of kaolin particle
films on host selection and development of D. citri on citrus. Laboratory studies were conducted
to evaluate landing, permanence and oviposition of D. citri on sweet orange [Citrus sinensis (L.)
Osbeck] seedlings treated with kaolin (Surround® WP) at 5% concentration in water, in relation
to non-treated plants, as well as the effect of this product on psyllid development when applied
directly on eggs and nymphs. It was found that D. citri rejects citrus plants covered with kaolin,
in choice tests between treated x untreated plants. This behavior was the same for D. citri males
and females, which preferred to land and remain on the leaf abaxial surface of untreated plants.
In non-choice tests, significant numbers of psyllid adults landed and remained for several days
on citrus covered with kaolin, but the population observed on non-treated plants was higher. In
choice tests among citrus seedlings entirely covered with kaolin, partially covered (with
uncovered young shoots) and untreated plants, higher number of psyllids were found on plants
with uncovered shoots than on entirely covered plants, showing that the emission of young shoot
on treated plants decrease treatment efficacy. Oviposition by D. citri is drastically reduced on
kaolin-treated young shoots, even in non-choice (confinement) tests. To test the effect on D. citri
development, kaolin was applied direclty on eggs, early-instar (1st-3rd instar) nymphs and late-
instar (4™-5" instar) nymphs. The treatment on young citrus shoots containing eggs or nymphs
of different stadia affected the development of D. citri, reducing the number of nymphs and
adults produced per shoot. Acquisition efficiency of Candidatus L. asiaticus by D. citri was
reduced on kaolin-treated plants, suggesting that this treatment may also affect vector feeding.
Overall, the results of this research indicate that the particle film technology is a promising tool
for managing D. citri populations in citrus groves, which could be tested for efficacy under field
conditions.

Key-words: Huanglongbing; Citrus greening; insect vector; control; Particle film technology
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1 INTRODUCAO

Com mais de 1 milhdo de hectares de plantas citricas em seu territorio, o Brasil tornou-
se na década de 80, o maior produtor mundial de citros. Em 2007, a area colhida chegou a 779.5
mil hectares, com uma producdo em torno de 447.713.137 caixas. A maior parte desta
produtividade destina-se a industria de suco concentrada no Estado de Sdo Paulo, responsavel
por 80,3% da producdo, oriunda da extensa area cultivada, de 565,7 mil hectares, ou seja,
correspondente a 73% de toda éarea colhida, [Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), 2008].

A cultura de citros ¢ afetada por inimeros problemas fitossanitarios, representados por
pragas e doengas, estando entre os cultivos com maiores perdas devido ao ataque de insetos,
acaros e patdgenos. Dentre as principais ameacgas a citricultura, destaca-se o “Huanglongbing”
(HLB) ou “Greening” dos citros, considerada a doenga mais destrutiva dos citros no mundo
(BOVE, 2006), pela severidade dos sintomas, potencial de progressio da doenca e por afetar
todas as variedades comerciais (GRACA, 1991).Mundialmente esta doenca esta associada a
bactérias do género Candidatus Liberibacter Gram-negativas, restritas aos vasos do floema de
plantas, ndo cultivaveis, pertencentes a subdivisio o do grupo Proteobacteria (BOVE, 2006). No
Brasil, sdo conhecidas duas espécies deste género, Ca. L. asiaticus e a nova espécie Ca. L.
americanus (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). A disseminagdo da
doenca se da por enxertia de material infectado ou por psilideos. O psilideo asiatico dos citros,
Diaphorina citri Kuwayama, relatado no Brasil ha 60 anos, esta estabelecido nos pomares de
Sdo Paulo e € o vetor dessas bactérias.

O manejo do HLB tem se baseado em algumas medidas fundamentais, como: plantio de
mudas sadias, produzidas em viveiros protegidos; controle dos vetores e eliminagdo de plantas
contaminadas de qualquer idade. O controle do inseto ¢ considerado essencial para reduzir a
disseminagdo da doenga nos pomares, sendo que o controle quimico ¢ atualmente o método mais
utilizado pelos citricultores para suprimir populagdes D. ctri. A pulverizagdo constante de
inseticidas de amplo espectro de acdo, especialmente fosforados e piretrdides, tem ameagado o
manejo integrado de pragas em citros, devido aos riscos de resisténcia de pragas, desequilibro
biologico, aparecimento de pragas secunddrias, entre outros. Assim, torna-se necessario

desenvolver medidas alternativas para o manejo deste inseto.
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A tecnologia do filme de particulas ¢ considerada uma alternativa com potencial para
substituir alguns inseticidas no controle de varios insetos. O caulim, um mineral
aluminossilicato (Al4 Si4 O10 [OH]8) branco, ndo abrasivo, quimicamente inerte, formulado
para o emprego em plantas, ¢ o principal componente desta tecnologia (PUTERKA; GLENN;
SEKUTOWSKI, 2000). De acordo com Glenn et al., (1999), os insetos podem ser repelidos ou
infestagdes inteiras suprimidas em plantas cobertas com o filme de particulas. A presenca do
caulim altera a coloracdo das plantas, podendo afetar o seu reconhecimento por insetos fitéfagos,
j& que muitos utilizam estimulos visuais ou cores para orientacdo a planta hospedeira.

O caulim mostra-se eficiente no controle de diversas pragas, tais como afideos
(COTTRELL; WOOD; REILLY,2002; WYSS; DANIEL, 2004), mosca-das-frutas (MAZOR;
EREZ, 2004), psilideos, cigarrinhas e 4caros (GLENN et al.,1999; PUTERKA et al.,2000). Para
o psilideo D. citri, estudos realizados por Hall et al. (2007) indicaram que o filme de particulas
de caulim debilita a capacidade dos adultos de D. citri para caminhar e permanecer sobre as
folhas, reduzindo a sua incidéncia sobre plantas citricas, embora nao tenha mostrado um efeito
toxico quanto aplicado sobre ovos, ninfas e adultos na dilui¢ao de 3%.

Considerando-se a redugdo na infestacdo de D. citri pela aplicacdo de caulim (HALL et
al.., 2007) e os possiveis efeitos deste produto sobre os processos de selecdo hospedeira,
transmissao do patégeno e desenvolvimento do inseto, justificam-se novos estudos para
investigar o potencial da tecnologia de filme de particulas como um método alternativo para o
manejo deste vetor em pomares de laranja no Brasil.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o impacto do filme de particulas de caulim
sobre a selegdo hospedeira e desenvolvimento do psilideo D. citri em citros. Para tal, foram
realizados estudos de preferéncia de D. citri para pouso, permanéncia e oviposicdo em plantas
citricas tratadas com o filme de particulas, bem como sobre o efeito deste produto no

desenvolvimento do inseto quando aplicado diretamente sobre ovos e ninfas em plantas citricas.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisdo Bibliogréafica

2.1.1 Greening

"Huanglongbing (HLB) tamb*““greening” dos citros (VAN VUUREN, 1996), considerada
a doenga mais destrutiva de citros no mundo (BOVE, 2006), pela severidade dos sintomas,
potencial de progressao da doenca e por afetar todas as variedades comerciais (GRACA, 1991).

O agente causal da doenga ¢ uma bactéria Gram negativa (GARNIER et al., 1984),
restrita ao vasos do floema da planta, ndo cultivavel, pertencente a subdivisdo a do grupo
Proteobacteria, cuja caracteristica principal consiste em ser um organismo que vive intimamente
associado as células eucaridticas e, em muitos casos, adquirem a habilidade de sobreviver e
crescer dentro de artropodes hospedeiros, além do floema das plantas hospedeiras (BOVE;
GARNIER, 2002).

Atualmente sdo conhecidas trés estirpes da bactéria, responsaveis por causar a doenca
em plantas hospederias, a africana (Candidatus Liberibacter africanus), asiatica (Candidatus
Liberibacter asiacticus), ¢ a americana (Candidatus Liberibactar americanus), sendo estas
encontradas respectivamente na Africa, Asia e América do Sul (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER,
1994; TEXEIRA et al., 2005). Em vérios paises destes continentes a doenga ¢ responsavel por
perdas significativas nas areas de citrus, chegando até a 95% de redugdo em alguns locais
(MARTINEZ; WALLACE, 1969; ALTAMIRO; GONZLEZ; VINAS 1976; BHAVAKUL et
al.,1981; TIRTAWIDJAJA, 1980). Na Africa do Sul existem relatos de até 100% de perdas na
producdo (SCHWARZ, 1968).

No Brasil, greening foi relatada pela primeira vez em 2004 em plantas de laranja (Citrus
sinensis L. Osbeck) na regido de Araraquara, Estado de Sdo Paulo, associada a bactéria Ca. L.
asiaticus e a nova espécie encontrada no pais Ca. L. americanus, (COLETTA-FILHO et al.,
2004; TEXEIRA et al.,2005).

Atualmente, greening encontra-se disseminada em 176 municipios do Estado de Sao
Paulo, um municipio de Minas Gerais ¢ dois municipios do Parana (FUNDECITRUS, 2008b),

sendo que a incidéncia da doencga nos talhdes evoluiu de 3,41% em 2004 para 18,57% em 2008.
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Até o momento mais de trés milhdes de plantas ja foram erradicadas, mas estima-se que 2,4
milhdes de plantas sintomaticas ainda permanecem nos pomares paulistas (FUNDECITRUS,
2008a)

O sintoma da doenga inicia-se em um ramo ou galho, que se destaca pela coloracao
amarela em contraste com a cor verde natural das folhas. Esses ramos possuem folhas
caracterizadas por uma clorose ao longo da nervura principal progredindo para mosqueamento e
amarelecimento por toda a folha, no avango da doenca. Como sintoma secundério ocorre a
formacao de folhas de tamanho reduzido, cloroses semelhantes as provocadas pela deficiéncia de
zinco e nitrogénio (GRACA, 1991). Com a evolu¢ao da doenca, ha intensa desfolha dos ramos
afetados e o problema comeca aparecer em outros ramos da planta, tomando toda a copa da
laranjeira, inclusive com surgimento de seca e morte de ponteiros. Os frutos afetados sdo
menores, assimétricos e apresentam um sabor amargo, provavelmente devido a alta acidez e
baixa quantidade de agucar. (McLEAN; SCHWARZ, 1970). Pode ocorrer queda prematura ¢ a
coloragdo irregular do fruto. caracteristica esta que atribui nome a doenca (McCLEAN;
SCHWARZ, 1970). Também ¢ comum a ocorréncia de sementes abortadas em frutos

severamente afetados (GRACA, 1991).

2.1.2 Transmissao de Candidatus Liberibacter spp

A identificacdo do psilideo africano Trioza erytreae (Del Guercio) e o psilideo asiatico
Diaphorina citri Kuwayama como vetor do Candidatus Liberibacter spp ocorreu nas Filipinas
por Salibe e Cortez (1966), sendo estes conhecidos como meio primario de disseminacdo da
doenga no campo (OBERHOLZER; HOFMEYR, 1971). Sendo o primeiro vetor natural de Ca. L.
africanus na Africa, e o segundo vetor de Ca. L. asiaticus sob condi¢des naturais na Asia e
Américas (BOVE, 2006).. Foi comprovado recentemente que o vetor no Estado de Sdo Paulo ¢
D. citri, que ndo s6 transmite Ca. L. asiaticus, mas também Ca. L. americanus (TEXEIRA et al.,
2005a). Ambas as espécies transmitem os dois patogenos (LALLEMAND; FOS; BOVE, 1970).
No entanto, ainda ndo se tem conhecimento se esta infeccdo pode ser simultinea (GARNIER,
2000).

As informagdes sobre interagdes patogeno-vetor e caracteristicas da transmissao

encontradas na literatura em alguns casos sdo conflitantes. Provavelmente, devido as diferencgas
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entre as espécies e bidtipos de vetores, espécies e estirpes da bactéria. Entretanto, na maioria dos
casos as informacgdes levam a crer que este patdgeno tem uma relacdo circulativa propagativa
com seus insetos vetores.

Adultos de D. citri s@o capazes de adquirir o patdgeno de plantas infectada (CAPOOR;
RAO; VISWANATH, 1974; ZHAO, 1981; XU et al., 1987), no entanto o tempo de aquisi¢ao
pode variar de 15 a 30 minutos (OBERHOLZE; HOFMEYR, 1955, CAPOOR; RAO;
VISWANATH, 1974) ou de 5 a 7 horas (XU et al., 1987), sendo que longos periodos de
alimentag@o conferem ao inseto alta infectividade (GRACA, 1991). Ninfas de D. citri a partir do
quarto instar sdo capazes de adquirir e reter o patdgeno até adultos, fase na qual sdo capazes de
transmitir a doenca imediatamente apos a emergéncia (CAPOOR; RAO; VISWANATH, 1974;
ZHAO, 1981), no periodo de 1 a 25 dias (XU et al. 1987).

O periodo de laténcia do patdgeno dentro do inseto pode variar de 24 horas (XU et al.,
1987) até 21 dias (CAPPOR; RAO; VISWANATH, 1974). Hung et al (2004) observaram um
longo periodo de retengdo da estirpe asiatica em adultos de D. citri apos aquisi¢do em plantas
infectadas.

A taxa de transmissao por D. Citri pode variar de 1 a 100% (XU et al., 1988), sendo que.
alguns trabalhos indicam que periodos curtos de alimentacdo sdo suficientes para que ocorra a
transmissao (RAYCHAUDHURI et al., 1972), entretanto, outros indicam a necessidade de um
periodo minimo de 5 horas (XU et al.,1987). A ocorréncia de transmissdo transovariana ainda
ndo foi bem explicada, existindo relatos conflitantes na literatura (HALBERT; MANJUNATH
2004).

Além dos insetos vetores Candidatus Liberibacter spp pode ser transmitida por meio de
enxertia Salibe e Cortez (1966). No entanto, a infecg¢do ¢ varidvel e depende da parte da planta
enxertada, da quantidade de tecido utilizada e do patdgeno presente nas regides utilizadas
(HALBERT; MANJUNATH, 2004).

De acordo com Halbert e Manjunath (2004), a transmissdo pelas sementes ¢
desconhecida, principalmente, em fun¢do dos frutos serem perdidos e suas sementes quase
sempre abortadas. Em um primeiro experimento Tirtawidjaja (1981) ndo observou sintomas da

doenca nas mudas provenientes de sementes de plantas doentes.
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2.1.3 Bioecologia do Inseto Vetor

Diaphorina citri (=Euphalarus citri (Kuwayama 1908) pertence a ordem Hemiptera ¢
familia Psyllidae foi descrita ocorrendo em citros em Schinchik, no Taiwan em 1907. Sao insetos
diminutos, que na fase adulta chegam a medir de 2 a 3 mm de comprimento (AUBERT, 1987;
GALLO et al., 2002). Possuem o corpo mosqueado de marrom, com cabega e asas contendo
machas amarronzadas e secre¢ao serosa sob a forma de p6. Comumente sdo encontrados na face
abaxial das folhas e quando parados, apresentam a disposi¢ao de 45° em relacdo ao substrato em
que se encontram (MEAD, 2002). Os adultos em temperaturas elevadas, vivem em média de 80 a
90 dias, apresentando um longo periodo para adquirir bactérias (AUBERT, 1987) e em
temperaturas baixas este periodo pode ser estendido para até 9 meses (YANG et al. 2006).

Os autores Weninger e Hall (2007) observaram que ambos os sexos podem adquirir
maturidade reprodutiva em 2 a 3 dias apds emergirem.. E o acasalamento ocorrendo
exclusivamente sobre as brotagdes, durante a fotofase (WENNINGER ; HALL, 2007).

A duragao da copula de D. citri varia de 18 min a 50 min (WENNINGER; HALL,
2007). Apos esse periodo de acasalamento o inseto inicia a oviposi¢do dentro de um dia
(WENNINGER; HALL, 2007) sobre as novas brotagdes, onde € o local exclusivo para as fémeas
colocarem os ovos (HUSAIN; NATH, 1927). Os ovos sao depositados em gemas foliares ainda
em abertura, ramos novos e na axila das folhas (HUANG et al., 1999). O nimero médio de ovos
por fémea varia de 630 a 1230 ovos (HUANG et al., 1990). Os ovos possuem coloragdo amarela
e formato alongado, chegando a medir em torno de 0,3mm de altura e 0,14mm de comprimento
(TSAI; LIU, 2000). O periodo de incubacao do ovo a temperatura de 28° C ¢ de 3,5 dias em
média (LIU; TSAI 2000).

As ninfas passam por cinco instares, sdo pequenas e achatadas, com 0,25 a 1,7mm de
comprimento, cor amarelada e apresentam pernas curtas. Sdo essencialmente sedentarias (WU,
1980) permanecendo grande parte do tempo agregadas e se alimentam na superficie das folhas na
parte terminal do peciolo entre a gema axilar e os brotos novos (TSAI; LIU, 2000). Esta fase, em
temperaturas elevadas, tem duracdo de 11 a 15 dias (CHAVAN; SUMMANWAR, 1993). Desta
forma, o ciclo de D. citri varia de 15 a 47 dias dependendo da temperatura (LIU; TSAI, 2000).

A flutuagdo populacional do psilideo estd correlacionada com o ritmo e qualidade da

brotag¢do, uma vez que os ovos sdo colocados exclusivamente sobre a ponteira de brotagdes novas
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e as ninfas se desenvolvem em folhas imaturas (CATLING, 1970). No Brasil, Yamamoto; Paiva
e Gravena (2001) demonstraram que ha uma variacao significativa na dindmica populacional de
D. citri em pomares na regido norte do Estado de Sdo Paulo, uma vez que a densidade mais alta
ocorre no final da primavera e come¢o do verdo, enquanto que durante o outono e inverno a
populacdo foi reduzida. Essa oscilagdo provavelmente esta relacionada ao regime de chuvas, a
preferéncia do pelo inseto pelo clima seco e quente, e conseqiientemente ao surgimento de novas
brotacdes no pomar de citros (REGMI; LAMA, 1988). Em regides com estagdes secas e imidas,
o pico dos psilideos ¢ alto depois das primeiras brotagdes nas estacdes chuvosas seguida de
tempo seco (CATLING, 1970).

O psilideo asiatico D. citri ¢ mais sensivel as chuvas ¢ umidades relativa do que as
temperaturas extremas. (AUBERT, 1987). Chuvas mensais em consideradas em excesso, acima
de 150 mm, sdo geralmente associadas com baixa populagdo de D. citri devido aos ovos e ninfas

jovens serem lavadas da superficie das plantas (AUBERT, 1987).

2.1.4 Controle

O controle do HLB ¢ dificil, entretanto, algumas medidas podem auxiliar no manejo da
doenca: a inspe¢ao constante do pomar; o uso de mudas sadias; o controle dos vetores por meio
de monitoramento e aplicagdo de inseticidas; erradicacdo de plantas contaminadas e de plantas de
murta (hospedeiro alternativo de plsilideos e do patégeno). A poda de galhos afetados nao ¢
eficaz para o controle da doenga pois ndo recupera a planta e nem reduz a fonte de contaminagao.

A principal estratégia e a mais empregada pelos citricultores para diminuicdo da
contaminagdo em laranjeiras e dissemina¢do da doenga na propriedade ou talhdo ¢ o controle
quimico dos vetores. Mesmo, com relatos da presenga de D. citri no Brasil, desde a década de 40,
até o ano de 2004 este inseto ndo apresentava-se como praga importante da cultura, ocorrendo
endemicamente nos pomares, incluindo Sao Paulo (GALLO; MONTENEGRO, 1960) e seu
controle era realizado somente em alguns locais onde a infestagdo era alta e resultava em danos
diretos (NAKANO et al., 1999).

Atualmente, com a comprovacdo de seu papel como vetor, psilideos tem sido
responsaveis por intensas aplicagdes de inseticida nos pomares de ciitros. O controle ¢ realizado

geralmente com inseticidas sistémicos e de contato. Os sistémicos sdo mais eficazes no controle
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de D. citri em virtude do fato do psilideo se alimentar de seiva. Entre estes os indicados
especificamente para psilideos sdo os monocrotophos, organofosforados e peritroides, os quais
sdo aplicados diretamente no tronco, no solo e¢ via “drench.. Na Asia, uma ampla faixa de
inseticidas, principalmente, os organofosforados e piretroides sdo muito utilizados como spray
para matar ovos e ninfas de D. citri sobre as brotagdes.

Os inseticidas de contato recomendados sdo neonicotinoides (tiametoxan, imidacloprido,
acetamiprido, tiacloprido), organofosforados (Acefato, dimetoato, etiona, malationa, clorpirifos,
metidationa), piretroides (deltametrina, lambdacialotrin, fenpropatrina, esfenvalerato, gama-
cialotrina) e carbamatos (carbosulfano, indoxacarbe) (YAMAMOTO, 20006).

O controle biologico com parasitdides ¢ realizado em outros paises por meio da vespa
ectoparasitoide Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) (AUBERT, 1987).
No Brasil a ocorréncia natural deste inimigo natural foi relatada em 2004, no entanto existe ainda

produgdo suficiente deste inseto que viabilize o controle biologico aplicado.

2.1.5 Tecnologia do filme de particulas

O emprego do pd mineral no controle de insetos ¢ utilizado ha décadas, existem relatos
do seu uso desde a era primitiva, onde homens e animais se banhavam com pos para repelir
insetos hematofagos de seu proprio corpo (EBLING, 1971), atualmente ainda ¢ observado este
comportamento entre os passaros, que tomam “banho de pds”, com a mesma finalidade.

Os minerais t€m sido testados e utilizados na agricultura para o controle de pragas ha
muito tempo. Sua eficacia estd relacionada a abrasividade de suas particulas sobre as pragas,na
qual provoca o rompimento da cuticula do inseto, promovendo sua dessecagdo (ALEXANDER et
al., 1944), ou até mesmo, a obstrucao do seu sistema digestivo.(EBELING, 1961)

Os estudos realizados por Alexander et al.,(1944) e Ebeling (1961) e a busca por
substitutos aos inseticidas sintéticos no controle de pragas, deram suporte para o inicio dos
estudos com tecnologia do filme de particulas, no controle de insetos em diferentes culturas.

Esta tecnologia ¢ baseada em diferentes teorias, como a interrup¢ao do reconhecimento
da planta hospedeira pelo inseto mascarando a pelas suas propriedades refletivas de luz, pela
alteragdo da atratividade e repeléncia das plantas em funcao da mudanca de cor. (KRING, 1962;

KRING, 1964; MOERICK, 1952).
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O principal composto da tecnologia ¢ o caulim, constituido de hidroxido de silicato de
aluminio (AI2Si205(0OH)4)) quimicamente inerte. 2 um mineral branco, possui grios de
2um(GLENN et al.,1999). O produto bruto possui tragos dos metais Fe203 e TiO2 e de silica
cristalina (Si02), na qual sdo removidoso, assim aumentando a luz refletida e evitando problemas

com a saude humana (GLENN et al.,1999).

2.1.6 Desenvolvimento da tecnologia do filme de particulas

Em 1994, deu-se inicio as pesquisas com uso do caulim hidrofébico, na qual teve a
finalidade de verificar a eficiéncia do produto na reducdo dos danos causados nos frutos pela
exposi¢do a radiacdo solar. Experimento realizado por Glenn e Puterka (2005) mostrou que o
produto além de reduzir os danos causados aos frutos pela exposicdo a radia¢do solar, indicou
que o produto também ¢ efetivo por reduzir os danos causados pelos insetos. Por conseqiiéncias
aos resultados obtidos no trabalho de Glenn e Puterka (2005), as pesquisas com o caulim
hidrofébico intensificaram-se, dando inicio ao uso da tecnologia do filme de particulas no
controle de pragas agricolas..

O caulim hidrofébico (M96-018) foi o primeiro protdtipo utilizado, empregado na
formulacdo em pd, por particulas cobertas com silicone, impedindo a sua dispersao em agua.
Devido a sua falta de aderéncia o produto passou a ser utilizado associado ao metanol (MEOH).

Apds tempo de estudo, o caulim hidrofébico foi substituido pelo caulim hidrofilico
(M97-009), devido ao alto risco do metanol e a sua falta de aderéncia (PUTERKA et al., 2000),
possuindo este as mesmas caracteristica, mas sem a cobertura de silicone. Sua utilizacdo na
agricultura tornou-se mais viavel devido a sua facil dispersdo em d4gua, caracteristicas
econdmicas e compatibilidade com outros materiais. Para maior eficiéncia passou-se a utilizar um
espalhante adesivo M03 em conjunto com o caulim, tornando-se conhecido comercialmente em
1999 como Surround ® crop protectant (Engelhard Corp., Iselin, New Jersey). Em 2001, foi
substituido por Surround ® WP corp protecant, o qual tem adicionado em sua formula o
espalhante adesivo (GLENN; PUTERKA, 2005).

Ambas as formulagdes sdo similares no modo de agdo e eficdcia contra as pragas, no
entanto o caulim hidrofilico promove melhor controle de algumas doencas (PUTERKA et al.,

2000; GLENN et al.,2002)
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2.1.7 Acao sobre a biologia e comportamento do inseto

Os artropodes utilizam os sentidos de toque, gustacdo, visdo e olfato para reconhecer, a
localizar e aceitar as plantas hospedeiras, de onde ird obter seu alimento e fara sua reprodugao.
Durante o processo de localizacdo e aceitacdo das plantas hospedeiras os quatros sentidos
interagem de tal maneira que estimulam de forma positiva ou negativa o comportamento do
inseto na selecdo da planta hospedeira (GLENN; PUTERKA, 2005).

Por meio de teste de escolha e sem escolha Glenn e Puterka, 2005, observaram que o
principal modo de acdo do filme de particulas sobre as diferentes espécies de insetos ¢ a
repelencia, por plantas cobertas com caulim, resultando na reducdo da alimentacdo e oviposi¢ao.
A repeléncia ¢ uma tentativa de demonstrar o possivel mecanismo de a¢do do caminhao inseto,
do caminho até a planta, sendo antes do contato do inseto com a planta cobertas com filme de
particulas (repeléncia), versus depois do contato do inseto com a planta coberta com o filme de
particulas, na qual, o termo mais apropriado ¢ deterrencia (GLENN; PUTERKA, 2005).

Muitas espécies de fitofagos usam a acuidade visual, localizar o hospedeiro. Plantas
hospedeiras cobertas com filme de particulas se constituem em uma barreira fisica contra a praga,
tornando-a irreconhecivel visualmente ou tatilmente ao inseto(GLENN; PUTERKA, 2005;
PUTERKA et al.,2000). Adultos de Rhagoletis pomonella (Walsh) ¢ Cacopsylla pyricola
(Foerster), sao atraidos pela coloragdo da plantas e uma alteragcdo da cor devido ao emprego do
filme de particulas reduziu o nimero de insetos presentes nas plantas (PUTERKA et al., 2000)

Alguns insetos usam a percepcao tatil para localizacdo a planta hospedeira, para
ovipositar e alimentar. Segundo Saour e Makee (2004), a oviposicdo de Bactrocera oleae
(Rossi), foi reduzida, devido ao ndo reconhecimento da planta hospedeira, pois estes insetos
possuem receptores no ovipositor, que sao ativos no processo de oviposi¢ao

Insetos podem tornar-se cobertos com particulas diante a presenca de plantas cobertas
com caulim, por conseqiiéncia reduzindo a alimentagao e oviposi¢do na planta hospedeira, devido
a redu¢do do movimento e capacidade de fixar-se sobre as mesmas. Segundo os autores Glenn et
al., (1999), Glenn e Puterka (2005), esta aderéncia das particulas ocorre em fungdo da forca

eletrostatica ou pela friccdo do inseto sobre a superficie da planta. Cottrel et al., (2002)
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demonstram que os pulgdes ndo sdo capazes de fixarem sobre as folhas cobertas com caulim
devido seus tarsos tornarem cobertos com as particulas.

Os insetos Cacopsylla pyricola Forster, Rhagoletis mendax (Curran) exposto ao caulim
também tornaram-se coberto por particulas, na qual interferiu na sua acuidade visual, reduzindo
sua alimenta¢ao (PUTERKA et al., 2000).

O filme de particulas também pode alterar o gosto e o olfato das plantas hospedeiras
(GLENN; PUTERKA, 2005). Outros mecanismos de comportamento sdo também observados
quando as plantas tornam-se cobertas com o filme de particulas tais como: redugdo da
sobrevivéncia dos adultos ou insetos imaturos quando nascem em folhas coberta com o filme de
particulas (KNIGHT et al., 2000, UNRUH et al., 2000; COTTRELL et al., 2002); reducao no
sucesso do acasalamento de lepiddptera exposta ao filme de particulas (KNIGHT et al., 2000 )

2.1.8 Eficacia do filme de particulas no controle de pragas

A tecnologia do filme de particulas tem sido proposta como um novo método para o
controle de pragas (GLENN et al.,1999). A densidade populacional de diversas pragas mostra-se
reduzida em plantas de véarias culturas agricolas cobertas com filme de particulas (GLENN et
al.,1999; UNRUH et al.,2000; PUTERKA et al., 2000), e os mecanismos responsaveis por esta
reduc¢do sao varios. Os mais observados sao:

Reducgdo da oviposicdo: Ceratitis capitata (Wiedemann), em frutos de nectarina
(Prunus persica var. nucipersica (L.) Batsch), maga e caqui (Diospyros kaki L.) (MAZOR;
EREZ, 2004), Rhagoletis pomonella (Walsh), Choristoneura rosaceana (Harris) e Cydia
pomonella (L.) em macas (KNIGHT et al., 2000, UNRUH et al., 2000,), Rhagoletis mendax
(Curran) em frutos de mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) (LEMOYNE et al., 2008), Homalodisca
coagulata (Say) em videira (Vitis sp.) (PUTERKA et al., 2003), Cacopsylla pyricola (Foerster) e
Cacopsylla pyri (L.) em plantas de péra (Pirus communis L.) (GLENN et al., 1999, PUTERKA et
al., 2000, 2005, PASQUALINI et al., 2002, DANIEL et al., 2005), Anthonomus grandis grandis
Boheman em plantas de algodao (Gossypium sp.) (SHOWLER, 2002), Trips tabaci (Lind) em
plantas de cebola (Allium cepa Lineu) (LARENTZAKI et al. 2008).

Repelindo os adultos e diminuindo a densidade populacional: Bactrocera oleae
(Gmelin) em oliveira (Olea europaea L.) (SAOUR; MAKEE, 2004), Rhagoletis mendax (Curran)
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em plantas de mirtilo (LEMOYNE et al., 2008), Typhlocyba pomaria (McAtee),Myzus persicae
(Sulzer), Aphis spiraecola Patch, Aphis pomi (De Geer) ¢ Dysaphis plantaginea (Passerini),
Choristoneura rosaceana (Harris) e Cydia pomonella (L.) em plantas de magas (GLENN et al.,
1999, KNIGHT et al., 2000, UNRUH et al., 2000, KNIGHT et al.,2001, WYSS; DANIEL, 2004,
BARKER et al.,2007, MARKO et al., 2006,), Cacopsylla pyricola (Foerster) (GLENN et al.,
1999, PUTERKA et al., 2000), Agonoscena targionii (Lichtenstein) em plantas de pistacho
(Pistacia vera L.), Acyrthosiphon pisum (Harris) em plantas de ervilha (Pisum sativum L.)
(EIGENBRODE et al.,2006), Melanocalis caryefoliae (Davis) em plantas de nogueira ( Juglans
regia Linné)(COTTRELL et al., 2002)

Reducdo da alimentacéo: Cacopsylla pyricola (Foerster) em plantas de péra (GLENN
et al., 1999, PUTERKA et al., 2000), Homalodisca coagulata (Say) em videira (PUTERKA et
al., 2003), Anthonomus grandis grandis Boheman em plantas de algoddo (SHOWLER, 2002),
Trips tabaci (Lind) em plantas de cebola (LARENTZAKI et al. 2008).

A efetividade do filme de particulas ¢ frequentemente especifico para as espécies e
muito deve ser estudado para cada praga em seu proprio ambiente, pois efeitos indesejaveis no
controle de pragas tem sido relatados (GLENN; PUTERKA, 2005).

Foi observado por Bostanian e Racette (2008) que multiplas aplicagdes do filme de
particulas cobrindo os pomares de macgas aumentaram a densidade populacional de
Phyllonorycter elmaella (Doganhar e Mutuura) Dysaphis plantaginea Passerini sobre as plantas
e de Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) sobre os frutos. Os danos causados nos frutos por
C. pomonella e o retorcimentos dos galhos de plantas causados por Archips argyrspillus (Walker)
também foram aumentados na presenga do filme de particulas.

O filme de particulas também proporcionou o aumento da densidade populacional de
outras pragas tais como Aphis gossypii (Glover) em algoddo e Phyllonorycter blancardella
(Fabricius), Lyonetia clerkella (Linaeus) e Phytomyza heringiana (Hendel) em macieiras. Em
alguns casos ¢ relatado que a densidade populacional de algumas pragas ¢ aumentada devido a
redugdo dos inimigos naturais. O nivel da infestagdo de Erosoma lanigerum (Hausmann) foi
severo € mais alto do que o nivel econdmico, devido a reducdo de inimigos naturais, como
Forticula auricularia (Linnaeus) e Allothrombium fuliginosum (Hermann) Os insetos D.
plantaginea; Phyllonorycter elmaella (Doganlar e Mutuura) também tiveram a densidade

populacional alta devido a baixa taxa de parasitismo e predadores (KNIGHT et al., 2001).
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As particulas de pds sdao conhecidas por interromper a acdo dos inimigos naturais.. Mas
seu efeito sobre o balango biologico pode variar entre as pragas seus predadores e parasitoides. A
“Environmental Protection Agency in América” considerou o caulim como um produto ndo
prejudicial aos organismos ndo alvo e ao meio ambiente, e estudos indicaram ndo haver efeito
adverso do filme de particulas sobre as aranhas, abelhas ou organismos aquaticos (EPA, 1999).
Além do potencial no controle de pragas, o filme de particulas de caulim podem contribuir
para o equilibrio fisioldgico da planta, pois suas propriedades refletivas reduzem o estresse de
calor e aumentam a fotossintese devido a uma reducdo de temperatura da planta, proporcionando
um aumento no tamanho e rendimento dos frutos (GLENN et al., 1999; THOMAS et al.,2004,
GLENN; PUTERKA, 2005; LAPOINTE et al.,2006)) e ainda, protege os frutos de queimaduras
solares (GLENN et al., 2003).

2.2 Material e métodos

Os estudos foram conduzidos nas dependéncias do Laboratorio de Insetos Vetores do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba.

2.2.1 Obtengdo e manutencgdo de Diaphorina citri Kuwayama

Os adultos de D. citri utilizados neste trabalho foram provenientes de criagdo mantida no
Laboratorio de Insetos Vetores (ESALQ/USP), em sala climatizada (26 + 1°C, 70 + 10% UR, e
fotofase de 14 h).

A criagdo foi estabelecida com a captura de aproximadamente 300 individuos adultos de
D. citri em cerca-viva de murta [Murraya paniculata (L.) Jack] no Campus da ESALQ,
utilizando-se um aspirador bucal. Para oviposicao, os insetos coletados foram introduzidos em
gaiola constituida por uma estrutura de cantoneiras de aluminio (33 x 33 cm na base e 50 cm de
altura), com revestimento de tela antiafidica e porta de acrilico transparente, contendo mudas de
murta com brota¢des novas (Figura 1A). Apds 7 dias de oviposi¢ao, os adultos de D. citri insetos
foram transferidos com auxilio de um aspirador bucal para uma outra caixa de postura, contendo

novas plantas de murta. Apds o desenvolvimento ninfal e emergéncia dos adultos (cerca de 2-3
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semanas), parte dos individuos obtidos (em torno de 10%) foi utilizada para oviposicdo e
continuidade do sistema de criacdo, enquanto que o restante foi utilizado para o desenvolvimento

desta pesquisa.

2.2.2 Produto utilizado e seu modo de aplicacdo sobre as plantas.

Uma formulagdo com 95% de caulim, denominada Surround WP Crop Protectant
(Engelhard Corp., Iselin, NJ 08830, USA) (Figura 2A), foi utilizada para a obtencdo do filme de
particulas sobre plantas citricas nos experimentos. Para pulverizacdo, este produto foi diluido em
agua a 5%. A sua aplicacdo foi feita até o ponto de escorrimento com um pulverizador manual de
5 L da marca Bruden, com bico tipo conico de alto volume, de modo a cobrir integralmente as
plantas com o filme de particulas brancas (Figura 1E). Para tratamentos com mais de uma
camada do produto, esperou-se a secagem da primeira pulverizagdo por um periodo de 1-2 h,
antes de realizar uma outra aplicagao.

As plantas usadas nos experimentos foram ‘seedlings’ de laranja-doce [Citrus sinensis
(L.) Osbeck], variedade Caipira, com ~20 cm de altura., produzidos em tubetes com substrato de
casca de Pinus, fertilizados periodicamente ¢ mantidos continuamente em telado livre de

psilideos.

2.2.3 Determinacdo do numero de aplicacbes de caulim sobre mudas citricas para estudos

de preferéncia

Realizou-se um teste preliminar para definir o nimero necessario de aplicagdes do
caulim sobre as mudas citricas de modo a obter um filme de particulas uniforme e efetivo sobre o
comportamento do psilideo D. citri. Por meio de um experimento de livre escolha, avaliou-se a
preferéncia dos psilideos por mudas citricas que receberam uma, duas e trés aplicacdoes do
caulim, em relagdo a plantas ndo tratadas (controle). Apos a secagem do produto, os tubetes
contendo as plantas foram inseridos em garrafas de vidro de 500 ml, contendo agua em seu
interior. O experimento foi conduzido em sala climatizada (26 + 1°C, 70 + 10% UR e fotofase de

14 h)..
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Para o teste de escolha, utilizaram-se gaiolas de criagdo (item 2.2.1) contendo uma
planta de cada tratamento (n = 4). O teste teve inicio com a liberagdo de 45 psilideos adultos com
idade de 3-5 dias, dentro de cada gaiola, no final da tarde (17:00-18:00 h). Durante 96 h, nos
horarios de 8:00, 13:00 e 18:00 horas, registrou-se o nimero de insetos pousados sobre as plantas
de cada tratamento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com esquema fatorial de 12
gaiolas (repeticdes), tendo como fatores o niimero de aplicacdes de caulim e o tempo apos a
aplicacdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias do niimero de insetos
encontradas nos diferentes tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). As

transformagdes dos dados foram efetuadas de acordo com as exigéncias da analise de variancia.

2.2.4 Efeito do filme de particulas de caulim sobre a preferéncia de D. citri

Com a finalidade de verificar o possivel efeito de filme de particulas a base de caulim
sobre a preferéncia de D. citri por plantas citricas, foram realizados testes de livre-escolha e sem
chance escolha (confinamento)

Os experimentos foram desenvolvidos nas mesmas condigdes climaticas (sala
climatizada) e com delineamento semelhante ao do item 2.2.3, porém com apenas dois
tratamentos: seedlings de laranja ‘Caipira’ tratados com trés pulveriza¢des de caulim e seedlings
ndo tratados (controle). Para o teste de escolha foram estabelecidas gaiolas com quatro plantas
citricas, sendo duas delas tratadas com o caulim e as outras duas ndo tratadas (controle), enquanto
que no teste sem escolha foram oferecidas quatro plantas citricas de um unico tratamento
(tratadas ou ndo tratadas) por parcela (gaiola). Apds a liberagdo de 45 psilideos adultos (machos
e fémeas) de D. citri dentro das gaiolas, avaliou-se o numero de individuos pousados sobre as
plantas de cada tratamento, nos mesmos intervalos de tempo descritos anteriormente (item 2.2.3).
No teste de confinamento, avaliou-se também o nimero de individuos mortos ou dispersos
(pousados sobre as paredes da gaiola), bem como a preferéncia de D. citri por diferentes partes
(haste e faces abaxial e adaxial da folha) de plantas cobertas e ndo cobertas com o filme de
particulas.

Um segundo experimento de livre escolha foi realizado para avaliar como machos e

fémeas se comportam diante plantas citricas cobertas com o filme de particulas. Neste
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experimento, apenas machos ou fémeas foram introduzidos em cada gaiola contendo as plantas
tratadas e nao tratadas. Nos periodos sucessivos apos a liberagdo, avaliou-se o numero de insetos
sobre plantas de cada tratamento, bem como a distribuicdo dos sexos sobre diferentes partes
(haste e faces abaxial e adaxial da folha) de plantas tratadas e ndo tratadas.

O delineamento experimental, condigdes ambientais da sala climatizada e as analises
estatisticas dos testes de livre escolha e de confinamento foram semelhantes ao descrito no item
2.2.3, sendo que os fatores estudados foram: tratamento com caulim (aplicacdo ou ndo de caulim)
e tempo apos a liberagdo. No caso do segundo de experimento de livre escolha, em que machos e
fémeas foram testados independentemente, a analise envolveu também os fatores sexo e posi¢ao

dos insetos na planta.

2.2.5 Preferéncia de D. citri por plantas com niveis variaveis de cobertura com filme de

particulas

Adultos de D. citri possuem uma preferéncia por pousar em brotos, e sua populacdo é
alta no periodo de brotacdo das plantas (XU et al., 1998). Assim, a emissao de novas brotagdes
em mudas citricas tratadas ¢ um aspecto que pode anular o efeito do filme de particulas. Para
investigar este efeito, realizou-se um teste de escolha para avaliar a preferéncia de D. citri entre
plantas dos seguintes tratamentos: a) inteiramente cobertas com o filme de particulas de caulim;
b) parcialmente cobertas (com brotos novos desprotegidos) (Figura 1B); e c¢) totalmente
descobertas (controle; plantas ndo tratadas). Para obten¢do de brotos desprotegidos, as plantas
foram inteiramente cobertas com trés aplicagdes de caulim e posteriormente mantidas no
laboratério até a emissdo dos brotos.

No teste de livre escolha, utilizou-se uma planta de cada tratamento por gaiola,
totalizando trés plantas. O teste foi iniciado com a libera¢do de 45 adultos de D. citri com idade
de 3-5 dias, dentro de cada gaiola, no final da tarde (17:00 h). As avaliagdes foram feitas
diariamente as 8:00, 13:00 e 18:00 horas, durante 48 h, registrando-se o numero de insetos
pousados sobre a planta de cada tratamento. Para a planta contendo o broto desprotegido, avaliou
também o numero de insetos presentes na parte da planta coberta com caulim e no broto

descoberto.
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As condigdes de laboratério (sala climatizada), delineamento experimental e as analises
estatisticas dos dados seguiram os procedimentos descritos no item 2.2.3. Os fatores estudados
foram o nivel de cobertura das plantas com caulim e o tempo apds a liberagdo dos insetos no

teste.

2.2.6 Determinacdo do numero de aplicagdes de caulim sobre mudas citricas para estudos

de oviposicao

A fim de determinar o niumero necessario de aplicagdes do caulim sobre as mudas
citricas para um menor indice de oviposigao por D. citri, realizou-se um teste de livre-escolha
entre plantas tratadas com uma, duas e trés aplicagdes de caulim a 5%, e plantas ndo tratadas
(controle) ‘Seedlings’ de laranja ‘Caipira’ produzidos em tubetes foram podados e mantidos em
estufa,até a emissdo de novos brotos. As plantas com brotagdes selecionadas para o experimento
continham foliolos ainda fechados, que sdo preferidos para a oviposi¢do por D. citri (Huang et al.
1999). Apds as aplicacdes de caulim e secagem do produto, as plantas foram introduzidas em
numero de quatro (uma de cada tratamento) e

O teste foi realizado em condigdes de laboratorio de 26 + 1°C, 70% UR, e fotofase de 14
h. Apds a aplicagdo de caulim e secagem do produto, quatro plantas (uma de cada tratamento)
foram introduzidas em postes plasticos transparentes do tipo “baleiro”, contendo duas aberturas
retangulares cobertas com tecido vaporoso (voile), para circulacdo de ar (Figura 1C). As bases
dos tubetes foram mantidas no interior de um pote plastico contendo agua. O teste foi iniciado
com a introdu¢do de quinze casais de D. citri, com 3-5 dias de idade, em cada baleiro. Apds 7
dias de confinamento, os insetos foram removidos e imediatamente realizou-se a contagem do
nimero de ovos e ninfas de psilideos presentes sobre as plantas de cada tratamento, por meio do
microscopio estereoscopico. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 23

potes (repetigoes).
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2.2.7 Teste de preferéncia para oviposicao de D. citri em mudas citricas tratadas e néo

tratadas com caulim.

Uma alteracdo na textura e coloragdo da superficie de brotagdes citricas pode inibir a
oviposi¢do por D. citri. Com a finalidade de examinar o efeito do filme de particulas sobre a
preferéncia de D. citri para oviposicdo, realizaram-se testes com e sem chance de escolha entre
mudas citricas tratadas e ndo tratadas com caulim, em condi¢des de laboratorio (26+ 1°C, 70%
UR, e fotofase de 14 h). O ntimero de aplicagdes de caulim utilizado neste experimento foi o que
mostrou menor nimero de ovos colocados pelas fémeas de D. citri no experimento anterior (item
2.2.6).

A forma de condug¢do deste estudo, em potes do tipo “baleiro” contendo quatro plantas
em tubetes (Figura 1C), onde foram introduzidos 15 casais jovens de D. citri, foi semelhante a
descrita em 2.2.6. Para o teste sem chance de escolha foram introduzidas quatro plantas tratadas
ou ndo tratadas por pote (parcela), enquanto que para o teste de livre-escolha, foram inseridas
duas plantas tratadas e duas ndo tratadas no interior de cada pote. No teste sem chance de escolha,
além de avaliar o numero de ovos e ninfas presentes nas plantas de cada tratamento, registrou-se
o numero de adultos mortos apods o periodo de confinamento de 7 dias, em cada parcela.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 14 repetigdes, ou seja,
14 potes com plantas tratadas e ndo tratadas no teste de livre escolha, e 14 potes para cada um

dos tratamentos do teste sem chance de escolha.

2.2.8 Efeito da aplicagdo de caulim diretamente sobre ovos e ninfas de D. citri

Neste estudo, avaliou-se a viabilidade das fases de ovo e ninfal de D. citri, apds duas
aplicagdes de caulim a 5% sobre os seguintes estadios de desenvolvimento: a) ovos com ldia de
idade; b) ninfas de instares iniciais (1°.-3°. instar); e ¢) ninfas de instares finais (4°.-5°. instar). Os
testes foram realizados em sala climatizada temperatura de 26+ 1°C, 70% UR, e fotofase de 14 h.

Para a obtencdo de ovos e ninfas deste inseto com idade uniforme, aproximadamente 80
‘seedlings’ de laranja ‘Caipira’ com brotacdes jovens (folhas ainda em formagdo) foram
dispostos sobre suportes de metal no interior de uma gaiola de postura (Figura 1F), onde foram

introduzidos aproximadamente 200 individuos. Os ‘seedlings’ foram diariamente analisados
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quanto a presenga de ovos sob microscopio estereoscopio, sendo que aqueles que aqueles que
apresentavam cerca de 15-250vos do dia foram separados para os experimentos, em uma gaiola
distintas. O tratamento com caulim foi realizado apds os insetos de um mesmo lote de idade
terem atingido o estadio de desenvolvimento desejado; metade das plantas ndo foi tratada, para
servirem como controle.

Apos a aplicacao de caulim, as plantas de cada tratamento (tratadas e ndo tratadas) foram
mantidas em gaiolas distintas, na sala climatizada. As avaliagdes foram realizadas a cada dois
dias, contando-se o nimero de ovos e ninfas presentes em cada planta, sob estereoscopio.
Quando as ninfas atingiram o 5° instar, as plantas de cada tratamento foram individualizadas em
gaiolas confeccionadas com garrafa pet de 2 L, contendo aberturas cobertas com voile, e
mantidas nesta condigdo até a emergéncia de adultos, que foram contados. Baseando-se nos
numeros de ninfas e adultos obtidos em cada planta, calcularam-se as taxas de viabilidade para os
periodos embrionario e ninfal, respectivamente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 20 plantas tratadas com
caulim e 8 ndo tratadas na fase de ovo; 21 plantas tratadas e 21 ndo tratadas na fase de instares
iniciais; e 15 plantas tratadas e 15 ndo tratadas na fase de instares finais. Os dados de
porcentagem de viabilidade e de numero médio de ninfas e adultos obtidos foram submetidos a
analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os dados foram
transformados pela fungio arc sen VP/100, no caso de viabilidade e pela fungdo (x + 8), no caso

de niimero médio de ninfas e adultos.

2.2.9 Teste de aquisicao de Candidatus Liberibacter asiaticus por D. citri em folhas com
filme de particulas

A ocorréncia de aquisi¢do da bactéria limitada ao floema, Ca. L. asiaticus, pelo vetor D.
citri, seria uma evidéncia indireta da alimentacdo deste inseto no floema de plantas citricas. Com
a finalidade de investigar o efeito do filme de particulas sobre a alimentacdo do psilideo,
realizou-se um teste de aquisicao desta bactéria em plantas-fonte tratadas ou ndo com o produto.

Trés plantas-fonte de laranja doce infectadas pela bactéria Ca. L. asiaticus foram
utilizadas neste experimento. Folhas jovens ja expandidas de cinco ramos das diferentes plantas-

fonte foram cobertas com duas aplicagdes de caulim (Surround®WP) a 5%, sendo que uma outra
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folha do mesmo ramo nao foi coberta com o produto. Gaiolinhas de polietileno transparente, com
dimensdes de 5x4 cm de base e 2 cm de altura (Figura 1G), foram utilizadas para o confinamento
de 30 adultos sadios de D. citri sobre cada folha selecionada, por um periodo de acesso aquisigdo
(PAA) de 78 h. Apés o PAA, os grupos de individuos confinados sobre cada folha foram
transferidos para seedlings de laranja ‘Caipira’ sadios, sobre os quais permaneceram confinados
em gaiolinhas por um periodo de laténcia de 27 dias. Um grupo de insetos da mesma coldnia foi
transferido diretamente da criagdo para os seedlings de laranja sadios, sem passagem pela planta-
fonte, para constituir um controle negativo. Os insetos que permaneceram vivos durante todo o
periodo de laténcia foram submetidos a extragdo de DNA e teste de “polymerase chain reaction”
(PCR) com oligonucleotideos especificos para detec¢ao de Ca. L. asiaticus, visando determinar se
adquiriram a bactéria nas plantas-fonte.

Extracdo de DNA dos psilideos. O protocolo de extragdo de DNA de insetos foi
baseado no trabalho de Deng et al. (2006). Cada amostra, constituida de trés psilideos, foi
macerada em tudo de 200 pl, em 100 pul de STE (10mM Tris-HCI, ImM EDTA, 25mM NaCL),
com auxilio de uma ponteira. Apds a trituracdo, foi adicionado 15 pl de proteinase K na
concentragdo de 200 pg/ml; a seguir as amostras foram agitadas vigorosamente em vortex por 10
s e incubadas por 30 min a 56°C. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por
Imin; retirou-se S5ul da fase superior da amostras, transferindo para um novo tubo de 500 pl.
Para purificagdo do DNA, foi realizada uma etapa adicional com reagentes do Kit Wizard
Promega®. Adicionou-se 100 pl de Nuclei Lysis Solution e as amostras foram agitadas
vigorosamente em Vvortex e incubadas por 5 min a 80°C. Apds serem resfriadas em temperatura
ambiente, adicionou-se 60 pul de Protein Precipitation Solution, as amostras foram agitadas em
vortex e em seguida incubadas em gelo por 5 min. A seguir as amostras foram centrifugadas a
13.000 x g por 3 min, transferindo-se a fase superior das amostras para um novo tubo (=140ul) e
adicionando-se 200ul de isopropanol, misturando-as por inversdo. As amostras foram mantidas
por 10min em ultrafreezer (-80°C) ou por 2-24 h em freezer (-20°C). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas por 5 min a 14.000 x g, o sobrenadante foi descartado, e adicionou-se 150 pl
de etanol 70%. As amostras foram agitadas no vortex e centrifugadas por Smin a 14.000 x g; o
sobrenadante foi descartado e o tubo incubado a 50°C por = 20 min para secar. Adicionou-se 50ul
de 1/10 TE + Rnase e as amostras foram incubadas por 30 min a 37°C, e finalmente armazenadas

em geladeira (4-8°C) até a realizacdo da Polymerase Chain Reaction (PCR).
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PCR. Para a detecgdo de Ca. L. asiaticus em D. citri realizou-se um teste duplo de PCR
(nested-PCR), com oligonucleotidos (‘primers’) desenvolvidos ¢ gentilmente cedidos por
Helvécio Della Coletta-Filho, do Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’ (comunicacdo pessoal)
Os oligonucleotideos utilizados na primeira PCR foram Omp 1-F e Omp 1-R que resultam em
um fragmento de 884 pares de base (pb). Para segunda reacdo, utizaram-se os oligonucleotideos
Omp 2-F e Omp 2-R, que amplificam um fragmento de 411 pb.

Utilizou-se a seguinte mistura de reagentes para a amplificagdo do DNA: tampao 1X
para PCR ( Invitrogen ™ - Life Technologies), 1,5 mM de MgCl,, 64uM de dNTPmix, 25 ng/ul
de cada oligonucleotideo, 1 unidade de Tag DNA-polimerase ¢ 3ul de DNA da amostra para um
volume final da reacao de 25ul. A amplificagdo foi realizada em um termociclador PTC-100 (MJ
Research, Inc., Watertown, MA 02172, EUA) programado para a primeira PCR com as seguintes
condi¢des: um ciclo inicial a 94°C por 3 min; 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 20 s,
anelamento a 62°C por 45 s e extensdo a 72°C por 45 s; com ciclo final de extensao a 72°C por 10
min, estabilizando a 4°C por tempo indeterminado. Para segunda reacao, 2ul do produto foi
diluido 50X e utilizado 2 pl como DNA-molde com igual mistura de reagentes da primeira PCR
para um volume final de 25 pl. A amplificagdo foi realizada nas seguintes condi¢des: um ciclo
inicial a 94°C por 3 min; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20 s, anelamento a 65°C por 45 s e
extensdo a 72°C por 45 s; com ciclo final de extensdo a 72°C por 10 min, estabilizando a 4°C por
tempo indeterminado.

Ap6s a amplificagdo, adicionou-se cerca de 1ul de corante (0,25% azul de bromofenol,
40% de sacarose) por amostra e visualizou-se o produto da reacdo de PCR através da eletroforese
em gel de agarose a 1% em tampao TBE 1X (89 mM Tris; 89mM Acido Bérico e 2 mM EDTA;
pH 8,0), corado com 0,5 pg/ml de brometo de etidio. Os fragmentos amplificados foram
visualizados sob luz UV e documentados em um fotodocumentador Eagle Eye II (Stratagene, La
Jolla, CA 92037, EUA).

Em todos os testes de PCR foram utilizados dois controles positivos, DNA de planta

infectada e DNA de insetos infectivos e dois controles negativos, 4gua e DNA de insetos sadios.
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Figura — 1 Sistemas de confinamento e plantas utilizadas nos estudos com Diaphorina citri neste trabalho. A: gaiola
de postura; B: planta tratada com caulim (Surround®WP) a 5%, contendo broto desprotegido; C: pote tipo
“baleiro” utilizado para testes de oviposi¢do; D: garrafa Pet, utilizada para emergéncia de adultos; E:
planta citrica integralmente coberta com caulim. F: Gaiola contendo ‘seedlings’ com brota¢des novas, para
obtencdo de ovos. G: gaiolinhas para confinamento de psilideos sobre folhas no teste de aquisi¢do de
bactéria..
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Determinacdo do numero de aplica¢des de cauli m sobre mudas citricas para estudos
de preferéncia por Diaphorina citri Kuwayama

A preferéncia de D. citri por plantas citricas tratadas com filme de particulas de caulim
foi reduzida conforme o aumento no numero de aplicagdes (F=1.131,49; P<0001; g.1.=3) (Figura
2). As médias obtidas para cada tratamento, considerando todo o periodo de avalia¢do, foram
24,8+0,9 (plantas sem aplicacdo), 5,8+0,5 (uma aplicagdo), 2,9+0,5 (duas aplicagdes) e 1,1+0,2
(trés aplicagdes). Observou-se reducdo de 95,6% no nimero médio de insetos em plantas com
trés aplicagdes do caulim, comparando-se com o controle sem aplicacdo, e de 81,0% em relagao
ao tratamento com apenas uma aplicacao.

O tratamento com duas aplicagdes ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos com uma
e trés aplicagdes. Hipoteticamente, um maior numero de repeticdes poderia evidenciar uma
diferencga entre os tratamentos com uma e duas aplicagdes, o que suportaria a escolha de duas
aplicagdes como o procedimento mais adequado para estudos com este produto. Entretanto, o
tratamento com trés aplicagdes proporcionou uma cobertura mais uniforme sobre as plantas,
quando comparada com os demais tratamentos. Segundo Glenn et al., (1999), uma completa e
uniforme cobertura de caulim sobre a superficie das plantas € essencial para maior efetividade no
controle do inseto. Portanto, considerou-se o niimero de trés aplica¢des de caulim mais adequado
para a execugdo dos testes de preferéncia de D. Citri por plantas tratadas e ndo tratadas. E possivel
que um maior numero de aplicagdes proporcionasse uma cobertura ainda mais uniforme das
plantas; porém, considerou-se que mais de trés aplicagdes poderia inviabilizar economicamente
esta tecnologia.

A interagdo tratamento x tempo apo6s a liberacdo dos psilideos no experimento nio foi
significativa (F=0,68; P=0.9144; g.1.=33). Observou-se uma constancia no nimero médio de

insetos em plantas dos diferentes tratamentos durante o periodo de 96 h de avaliacdes (Figura 3).
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Figura 2 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri por planta durante 96 h em teste de livre escolha entre
plantas citricas com uma (1X), duas (2X) e trés (3X) aplicagdes de caulim (Surround®WP) a 5%, e sem
aplicagdo (controle). Médias com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras sobre as
colunas representam o erro padrao da média
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Figura 3 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri por planta, em periodos sucessivos de tempo apds a
liberacdo, em teste de livre escolha entre plantas citricas com uma (1X), duas (2X) e trés (3X) aplicacdes
de caulim (Surround®WP) a 5%, e sem aplicagdo (controle). Barras sobre os pontos representam o erro
padrdo da média
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2.3.2 Efeito do filme de particulas de caulim sobre a preferéncia de D. citri.

Com base nos resultados do item 2.3.1, testou-se a preferéncia e o comportamento dos
adultos de D. citri para pouso sobre plantas cobertas com filme de particulas apds trés aplicagdes
de caulim e plantas ndo cobertas (controle), em testes com e sem possibilidade de escolha.

Teste de livre escolha. Diante da possibilidade de escolha, adultos de D. citri
mostraram uma nitida preferéncia pelas plantas ndo cobertas com caulim (controle) (F=5.895,83;
P<0.0001; g.1.=1) (Figura 4). Houve uma redugdo de 93% no niimero médio de individuos
observados sobre plantas com filme de particulas (2,4+0,3) em relacdo ao numero sobre plantas
ndo tratadas (34+0,5). Verificou-se que o niimero médio de psilideos sobre plantas dos dois
tratamentos foi relativamente constante ap6s 18 h da liberagdo dos insetos nas gaiolas, nao
havendo interagdo significativa entre tratamento e tempo (F=0.54; P=0,87; g.1.=11) (Figura 5).

Teste sem chance de escolha. Os testes realizados em regime de confinamento
mostraram que, na auséncia de escolha, um nimero relativamente alto de adultos de D. citri
pousa sobre a plantas tratadas com caulim (20,8+0,6), embora significativamente inferior ao
observado sobre plantas ndo tratadas (controle) (37,0+0,6) (F=596,66; P<0.0001; g.1.=1) (Figura
6). Outro efeito interessante ¢ o aumento significativo do nimero de insetos dispersos (F=186,53;
P<0.0001; g.1.=1) e mortos (F=143,23; P<0.0001; g.l.=1) quando confinados em gaiolas contendo
apenas plantas cobertas com caulim, em relagdo a gaiolas com plantas ndo tratadas (Figura 6).
Isto evidencia a inadequacao da planta tratada para a alimentagdo e sobrevivéncia do inseto. Para
este teste de confinamento, também ndo houve significancia da interagdo tratamento x tempo
(F=0,43; P=0,94; g.1.=11) (Figura 7).

Quanto a localizacdo dos psilideos sobre as plantas citricas nos testes sem escolha,
observou-se que o numero de insetos localizados em ambas as faces das folhas foi
significativamente maior em plantas nao tratadas, porém as médias igualaram-se estatisticamente
para os insetos presentes nas hastes (Tabela 1). Analisando-se a preferéncia de partes da planta
por D. citri, o nimero de insetos foi significativamente mais alto na face abaxial das folhas tanto
de plantas cobertas como de nao cobertas com caulim, diferindo estatisticamente das outras

partes (Tabela 1). Os resultados deste experimento diferiram dos encontrados por Cottrell et al
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(2002) para o afideo Melanocallis caryaefoliae (Davis), que se localizou predominantemente na
face abaxial das folhas em plantas nao tratadas, enquanto que em plantas cobertas com caulim foi
mais freqiiente na face adaxial. Segundo estes autores, a altera¢do na posicao do afideo em folhas
de plantas tratadas foi devido a aderéncia de particulas de caulim ao corpo dos insetos, o que
impediu a sua fixacdo no local preferencial (face abaxial das folhas).

Esta analise comparativa da distribui¢do de D. citri em plantas citricas teve por objetivo
verificar se o filme de particulas mostra-se eficiente quando aplicado nas diferentes partes da
planta. Os resultados do teste sem escolha indicam que embora haja uma redu¢do no nimero de
psilideos na face abaxial de folhas de plantas tratadas, esta continua sendo um local preferido
para esses insetos, conforme ja demonstrado em um estudo anterior.(MEAD,2002). A face
abaxial foi a que apresentou cobertura menos uniforme de particulas de caulim, seguida pela
haste, o que pode explicar os resultados obtidos no presente estudo.

O menor nimero de adultos de D. citri sobre plantas cobertas com caulim, tanto em
testes de escolha como de confinamento, pode ser atribuido ao ndo reconhecimento ou nado
aceitagdo das plantas citricas pelos psilideos. Segundo Glenn et al., (1999), o filme de particulas
possui propriedades reflectivas que podem alterar a percepcdo da planta hospedeira pelos
artropodes. Com resultados semelhantes ao do presente estudo, Hall et al. (2007) observou que o
psilideo D. citri foi repelido de plantas citricas cobertas com caulim (Surround®WP) a 3%, em
condi¢cdes de campo, devido a alteragdo na coloragdo das plantas (Hall et al., 2007)

Segundo KE (1991) os psilideos asiaticos sdo atraidos pela coloragdo amarela de
armadilhas adesivas e verde-amarelada de plantas citricas. Investigando um método de monitorar
os adultos de D. citri, Hall et al., (2007) observou que armadilhas amarelas capturam mais
psilideos que as azuis, indicando que esta espécie ¢ atraida pela cor amarela. O psilideo-da-
pereira, Cacopsylla pyricola (Forster), também ¢é atraido por plantas com coloragdo verde-
amarelada. Segundo Puterka et al., (2005), a alteracdo na coloracdo da superficie das plantas
devido a aplicagdo do caulim repeliu os adultos de C. pyricola em pereira.

A ocorréncia de numeros significativos e a baixa mortalidade de D. citri sobre plantas
citricas cobertas com caulim nos testes sem escolha (Figura 9), deve-se provavelmente a
cobertura nao uniforme do filme de particulas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Larentzaki et al (2007), que observaram alimenta¢ao por adultos de Thrips tabaci Linderman

(Thysanoptera: Thripidae) em areas foliares de plantas de cebola com pouco depdsito de caulim;
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tais autores sugeriram que uma cobertura uniforme do filme de particulas na planta ¢ essencial

para reduzir o dano causado pela alimentacdo de tripes.

Em experimento sem chance de escolha Puterka e Rienke (2003), demonstraram que
adultos da cigarrinha Homalodisca coagulata (Say) (Hemiptera: Cicadellidae) sdo fortemente
repelidos de plantas citricas cobertas com filme de particulas, ndo sendo observados individuos
sobre as plantas tratadas com caulim. Estes autores relataram 0% de sobrevivéncia das
cigarrinhas confinadas sobre as plantas cobertas com caulim em relagdo a 18% de sobrevivéncia
sobre plantas ndo tratadas, apds 4 dias de observagdes, A menor sobrevivéncia em plantas
tratadas foi atribuida ao fato de os individuos de H. coagulata ndo pousarem sobre as mesmas, o

que os conduziu a morte, devido a falta de alimentacao.

40

a
3B - B e

30

25

20

15 4

Ndmero médio de insetos

0 +-------1 |

Controle Caulim

Tratamentos

Figura 4 - Nimero médio de adultos de Diaphorina citri pousados sobre plantas citricas cobertas com trés aplica¢des
de caulim (Surround®WP) a 5%, ou ndo cobertas (controle), durante 96 h em teste de livre escolha.
Meédias com letras distintas diferem estatisticamente (P<0.05). Barras sobre as colunas representam o erro
padrao da média
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Figura 5 - Namero médio de adultos de Diaphorina citri pousados sobre plantas citricas cobertas com trés aplica¢des
de caulim (Surround®WP) a 5%, ou ndo cobertas (controle), em periodos sucessivos ap6s a liberagdo, em
teste de livre escolha. Barras sobre os pontos representam o erro padrdo da média
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Figura 6 - Nimero médio de adultos de Diaphorina citri situados sobre as plantas, dispersos nas paredes e mortos no
interior de gaiolas, durante 96 h em teste sem chance de escolha entre plantas citricas tratadas com trés
aplicagdes de caulim (Surround®WP) a 5%, e ndo tratadas (controle). Médias com letras distintas, para
uma mesma situacdo dos insetos, diferem estatisticamente (P<0.05). Barras sobre as colunas representam
o erro padrdo da média
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Figura 7 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri pousados sobre as plantas, dispersos nas paredes e mortos
no interior das gaiolas, em periodos sucessivos apods a liberacdo, no teste sem chance de escolha entre
(A) plantas citricas ndo tratadas (Controle) e (B) plantas tratadas com trés aplicagdes de caulim
(Surround®WP) a 5%. Barras sobre os pontos representam o erro padrdo da média
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Tabela 1- Numero médio de adultos Diaphorina citri observados na haste e nas faces adaxial e abaxial das folhas de
plantas citricas cobertas com trés aplicacdes de caulim (Surround® WP) a 5% e ndo cobertas (controle),
no teste sem chance de escolha

Tratamento Distribuicdo dos insetos nas plantas
Face adaxial Face abaxial Haste
Controle 84+02bA* 244+0,5aA 4,4+ 0,3 bA
Caulim 4,9+0,3bB 11,0+0,5 aB 4,6 +£0,2 bA

*Médias (+tEPM) seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05). Letras mintisculas comparam médias na linha e maiusculas,
na coluna.

Embora tenham sido observados adultos de D. citri sobre plantas citricas tratadas com
caulim no presente estudo, principalmente no teste sem chance de escolha, o numero médio de
individuos foi drasticamente reduzido em relacdo ao verificado em plantas ndo tratadas. Estes
resultados sugerem que os psilideos sejam repelidos diante de plantas hospedeiras cobertas com
filme de particulas, o que explicaria a maior dispersdo e mortalidade dos mesmos no teste de

confinamento. Uma cobertura uniforme de filme de particulas é essencial para uma maior
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eficiéncia no controle deste inseto vetor, visando-se reduzir a disseminacdo do Huanglongbing
em citros. Os efeitos do caulim sobre D. citri observados neste estudo justificam a realizac¢do de
testes com este produto em condi¢des de campo. Devido a eliminacdo do filme de particulas das
plantas com precipitagdo pluviométrica, esta técnica teria maior potencial de sucesso na época de
estiagem (junho a setembro no Estado de Sao Paulo), quando inseticidas sistémicos aplicados via

solo ou tronco geralmente nao sdo efetivos.

2.3.3 Efeito do filme de particulas sobre a preferéncia de machos e fémeas de D. citri por

mudas citricas

A cobertura pelo filme de particulas a base de caulim reduziu drasticamente o nimero de
machos e fémeas presentes sobre as plantas, durante o teste de livre escolha. Tanto as fémeas
(F=1.547,65; P<0.0001; g.l.=1) como os machos (F=2.501,01; P<0.0001; g.l.=1) preferiram a
planta ndo coberta com caulim (Figura 8). Para machos e fémeas houve uma reducao de 79,7 e
78,7.%, respectivamente, no nimero médio de individuos pousados sobre plantas cobertas com o
produto em relag@o a plantas ndo cobertas

Nao houve efeito significativo do tempo apds a liberagdo sobre a preferéncia de fémeas
(F=1.02; P=0.43; g.l.=11) e machos (F=1.09; P=0.37; g.l.=11) pelas plantas dos diferentes
tratamentos. Também ndo houve interagdo do tratamento x tempo para fémeas (F=0.83; P=0.60;

g.1.=11) e machos (F=1.81; P=0.06; g.1.=11) ( (Figura 9 e 10).
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Figura 8 — Numero médio de fémeas e machos de Diaphorina citri pousados sobre plantas citricas ndo tratadas
(controle) ou tratadas com trés aplicagdes de caulim (Surround ®WP) a 5%, durante 96 h de teste de
livre escolha. Colunas com letras distintas, para um mesmo sexo, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P<0.05). Barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média
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Figura 9 — Numero médio de fémeas de Diaphorina citri pousadas sobre plantas citricas ndo tratadas (controle) ou
tratadas com trés aplicagdes de caulim (Surround ®WP) a 5%, em periodos sucessivos de tempo apos a
liberacdo em teste de livre escolha Barras sobre os pontos representam o erro padrdo da média
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Figura 10 — Numero médio de machos de Diaphorina citri pousadas sobre plantas citricas ndo tratadas (controle) ou
tratadas com trés aplicagdes de caulim (Surround ® WP) a 5%, em periodos sucessivos de tempo apos a
liberacdo em teste de livre escolha Barras sobre os pontos representam o erro padrao da média
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Tabela 2 - Numero médio de machos e fémeas de Diaphorina citri observados na haste e nas faces adaxial, abaxial
das folhas de plantas citricas cobertas com trés aplicagdes de caulim (Surround® WP) a 5% e ndo cobertas
(controle), em teste de livre escolha

Parte da planta Fémea Macho

Controle Caulim Controle Caulim
Face adaxial 5,0£0,3 bA* 0,9+0,0 bB 6,1 £0,2 bA 1,2+0,1 bB
Face abaxial 242+06 aA 40+03 aB 222+05 aA 42+0,2 aB
Haste 1,4+£0,1 bA 1,4+0,1 bA 1,7+0,2 cA 0,9+0,1 cA
* Médias (=EPM) seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras

minusculas comparam médias na coluna, enquanto que as maiusculas comparam as médias na linha, para
um mesmo $exo.

Quanto a distribuicdo dos psilideos (machos ¢ fémeas) sobre as plantas, pode-se
observar que, quando comparados os tratamentos (controle e caulim), o numero de insetos
localizados em ambas as faces das folhas foi significamente maior em plantas ndo tratadas
(F=148.19; P<0.0001; g.l.=1); porém, ndo houve diferenca no numero de insetos presentes nas
hastes de ambos tratamentos (Tabela 2). Pode-se observar que ndo houve efeito significativo da
interacao tratamento x sexo (F=0.00; P=0.97; g.1.=1).

Comparando-se as partes da planta, verificou-se um maior niimero de fémeas e machos
na face abaxial das folhas em relacdo aos outros locais, independentemente do tratamento
(controle e caulim) (F=69; P<0.0001;g.1.=2) (Tabela 2). Para os machos, o nimero de individuos
na face adaxial da folha foi superior ao observado na haste, enquanto que para fémeas ndo houve
diferenca estatistica entre estas duas partes Nao se observou diferenca significativa entre os

machos e fémeas quanto a localizagdo na planta (F=0.64; P=0.53; g.1.=2).
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Pode-se observar neste experimento que tanto as fémeas como os machos foram
repelidos das plantas cobertas com caulim. Na literatura, ndo ha relatos sobre diferencas no
comportamento de machos e fémeas diante de plantas com filme de particulas. Mas sabe-se que
as fémeas de D. citri reduzem a oviposi¢ao sobre plantas de Murraya paniculata (L.) Jack
tratadas com este produto (HALL et al., 2007).

2.3.4 Preferéncia de D. citri por plantas com niveis variaveis de cobertura com filme de

particulas

No teste de livre escolha entre plantas citricas com niveis diferentes de cobertura com o
filme de particulas de caulim, observou-se que os adultos de D. citri preferem plantas nao
tratadas, seguidas de plantas com brotos desprotegidos (Figura 11). O nimero médio de psilideos
foi significativamente reduzido em plantas inteiramente cobertas com caulim (3,6+0,41) em
relagdo a plantas ndo tratadas (19,1+0,79) ou parcialmente cobertas com o filme de caulim
1(7,4+0,61) (F=157,38; P<0.0001; g.1.=2). Nao houve efeito significativo do tempo apds a
liberagdo dos insetos sobre o numero médio de psilideos observados sobre plantas citricas
integralmente cobertas com caulim (F=0,31; P=0,91; g.1.=5), plantas parcialmente cobertas
(F=0,54; P=0,75; g.1.=5), e plantas nao tratadas (F=2.26; P=0,053; g.1.=5) (Figura 12). Também
ndo houve interacdo significativa entre tempo e esses tratamentos (F=0.90; P=0,48; g.1.=5).

Analisando-se a distribui¢do dos psilideos na planta parcialmente tratada com caulim,
observou-se um nimero muito maior nimero de individuos pousados sobre os brotos (parte
desprotegida) do que na parte da planta coberta com o produto (F=94,3; P<0.0001; g.1) (Figura
13).

A efetividade de plantas tratadas com caulim contendo brotos desprotegidos foi reduzida
significativamente em relagdo a plantas integralmente cobertas com este produto. Nas plantas
com cobertura parcial houve concentragdo dos insetos sobre as brotagdes desprotegidas (Figura
13), mostrando que essas brotacdes sdo atrativas aos psilideos mesmo estando em uma planta
tratada com o produto. Ainda assim, o numero médio de psilideos nas plantas com apenas os
brotos desprotegidos foi 61,3% inferior ao de plantas ndo tratadas (Figura 11), indicando que ha

um efeito repelente do caulim mesmo em plantas parcialmente cobertas.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Daniel et al.,(2005) em pereira, que
observaram menor eficiéncia de caulim no controle dos psilideos Cacopsylla bidens (Sulc) e
Cacopsylla pyri (L.) quando as plantas emitiram brotagdes apds aplicagdo deste produto.
Segundo Hall et al., (2007), estudos realizados em pomares de laranja mostrara uma redugao de
60% na numero de adultos de D. citri observados em brotacdes citricas cobertas com caulim
(Surround®WP) a 3%, quando comparado com brotacdes ndo cobertas. Os valores acumulativos
observados pelos autores foram de 476 psilideos em brotos tratados (caulim) comparado com
1.176 em brotos nao tratados (controle).

Com base nos resultados obtidos no presente experimento € no trabalho desenvolvido
por Hall et al., (2007), pode-se deduzir que uma cobertura integral de brotagdes citricas com o
filme de particulas ¢ importante para um controle mais efetivo de D. citri. Como a flutuagdo
populacional de psilideos estd correlacionada com a emissdo e qualidade de brotagdes
(CATLING, 1970), novas aplica¢des deveriam ser realizadas apds a emissao de brotos novos em
pomares citricos, para reduzir efetivamente a populagdo de D. citri e, conseqiientemente, diminuir

a disseminagdo da doenga Huanglongbing.
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Figura 11 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri sobre plantas citricas inteiramente cobertas com trés
aplicagdes de caulim (Surround ®WP) a 5%, plantas parcialmente cobertas (brotos desprotegidos) e
plantas ndo tratadas (controle), durante 48 h do teste de livre escolha. Colunas com letras distintas
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média
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Figura 12 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri sobre plantas citricas inteiramente cobertas com trés
aplicagdes de caulim (Surround ®WP) a 5%, plantas parcialmente cobertas (brotos desprotegidos) e
plantas ndo tratadas (controle), em periodos sucessivos de tempo apos a liberagdo no teste de livre
escolha. Barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média
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Figura 13 - Numero médio de adultos de Diaphorina citri observados na parte coberta e ndo coberta (brotos) com
filme de particulas, em plantas citricas que foram parcialmente tratadas com caulim (Surround®WP) a
5%, no teste de livre escolha. Colunas com letras distintas diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Barras
sobre as colunas representam o erro padrdo da média
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2.3.5 Sele¢cdo do numero de aplicacGes de caulim para um menor indice de oviposi¢ao por D.

citri

No teste de livre escolha, houve nitida preferéncia de D. .Citri por ovipositar em plantas
citricas ndo tratadas com caulim, sendo a oviposi¢ao totalmente suprimida em plantas cobertas
com duas e trés aplicacdes do produto, e drasticamente reduzida em plantas cobertas com uma
aplicacdo do produto (Tabela 3).

Portanto, considerou-se o nimero de duas aplicacdes de caulim como suficiente para
inibir a postura pelo psilideo em estudos a respeito do efeito de filme de particulas sobre a
oviposi¢do e desenvolvimento de imaturos deste inseto. Para ‘seedlings’ muito jovens de laranja
‘Caipira’, como os que foram usados neste estudo preliminar, observou-se fitotoxicidez em 35%
das plantas que foram submetidas a trés aplicacdes de caulim, possivelmente devido ao acimulo
de particulas sobre os foliolos ainda fechados, o que dificultou o desenvolvimento da planta. A
fitoxidez foi observada somente nas folhas pequenas de ‘seedlings’ citricos em desenvolvimento,
as quais sdo ideais para a oviposi¢do de D. citri. Portanto, optou-se por usar apenas duas
aplicacdes de caulim para os estudos de oviposi¢do, que demandam ‘seedlings’ com brotacdes
muito jovens.

O filme de particulas a base de caulim (Surround®WP) nao tem sido fitotdéxico quando
aplicado na diluicdo de 3% em plantas de péra (PASQUALINI; CIVOLANI; GRAPPADELLI,
2002), a 3% em plantas citricas (HALL et al., 2007), e a 5% em até quatro vezes em plantas de
pistache (SAOUR, 2004),

Segundo Daniel et al.,(2005) a quantidade de ovos colocados pelo psilideo da péra C.
pyri em pereira ¢ afetada pelo numero de aplicagdes do caulim. O niimero de ninfas foi reduzido
em 97,7% e 100%, respectivamente, quando foram efetuadas duas e trés aplicagdes do caulim
sobre as plantas, devido a redugdo de ovos colocados pelos insetos. Os resultados obtidos na
presente pesquisa sdo consistentes com os relatados por Daniel et al., (2005); houve redugao
drastica e supressdo na oviposi¢ao de D. citri com o aumento no niimero de aplicagdes de caulim

nas plantas citricas.
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Tabela 3 - Numero médio de ovos e ninfas de Diaphorina citri observados por planta, apos 7 dias de exposigdo de
adultos sobre plantas citricas ndo tratadas (controle) ou cobertas com uma (1X), duas (2X) e trés (3X)
aplicagoes de caulim (Surround®WP) a 5%, em teste de livre escolha

Tratamento N° ovos + ninfas Intervalo de variancia

Controle 6,0+£1,0 1-34
1X 0,3+0,1 2-3
2X 0,0+0,0 0-0
3X 0,0+0,0 0-0

2.3.6 Efeito do filme de particulas na oviposi¢ao de D. citri em mudas citricas.

Baseando-se nos resultados obtidos no teste do item 2.3.5, testou-se a preferéncia de D.
citri para ovipositar sobre plantas cobertas com filme de particulas ap6s duas aplicagdes de
caulim e plantas ndo cobertas (controle), em testes com e sem possibilidade de escolha.

Teste de livre escolha. Havendo chance de escolha entre os tratamentos, observou-se
que a preferéncia de D. citri por plantas cobertas com caulim foi nula, ndo ocorrendo oviposigao
sobre as mesmas, enquanto que o nimero médio de ovos observados sobre as plantas nao
cobertas foi 35,4 + 3,7.

Teste sem chance de escolha. Testes realizados em regime de confinamento mostraram
que, na auséncia de escolha, ocorreu oviposi¢do sobre plantas tratadas com o filme de particulas.
Porém, o nimero médio de ovos e ninfas observado apds 7 dias de confinamento dos adultos

sobre as plantas tratadas foi 97,7% inferior ao de plantas ndo tratadas (controle) (Tabela 4),
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revelando um forte efeito inibitério do caulim sobre a oviposi¢do de D. citri. Verificou-se,
também, uma maior mortalidade dos adultos sobre as plantas cobertas com o caulim.

Resultados semelhantes foram obtidos por Hall et al.,(2007), que observou reducdo no
numero de ovos colocados pelos adultos de D. citri sobre brotagdes de [Murraya paniculata (L.)
Jack] cobertas com caulim (Surround® WP) a 3%, quando comparado com brotagdes ndo tratadas
(controle), em teste de livre escolha. O valor acumulativo de ovos colocados pelos psilideos foi
de 927 em plantas cobertas e 5997 em plantas ndo cobertas com caulim (HALL et al., 2007),
observando-se, portanto, uma reducdo de 84,5% na oviposi¢ao naquele estudo.

A ocorréncia de oviposigdo de D. citri em plantas tratadas com caulim no presente teste
de confinamento deve-se, possivelmente, a cobertura ndo uniforme do filme de particulas na
superficie vegetal, pois ninfas foram observadas em areas desprotegidas do produto na folha
(Figura 14). Cottrell et al.,(2002) também verificou a presenga de ninfas e sobrevivéncia de
adultos sobre plantas tratadas com caulim, atribuindo este fato a aplicacdo desuniforme do filme
de particulas sobre as plantas, o que teria proporcionado aos afideos uma oportunidade para
pousar sobre areas com menor quantidade do produto.

O niimero reduzido ou nulo de ovos de D. citri observado sobre plantas citricas tratadas,
nos testes de livre escolha e de confinamento, pode ter sido ocasionado por repeléncia dos adultos
desta espécie diante de plantas cobertas com caulim, ou pelo ndo reconhecimento das mesmas
como hospedeiras, como ja observado no teste do item 2.3.2. H4 outras hipoteses na literatura
para explicar a redu¢do da oviposicdo de insetos em plantas cobertas com caulim. Segundo Hall
et al., (2007), a presenca do filme de particulas sobre as plantas citricas inibiu o0 movimento das
fémeas de D. citri sobre a superficie das folhas e afetou a sua habilidade para se fixar sobre a
superficie tratada. Puterka et al., (2005) também notaram que a oviposi¢do do psilideo da pereira
foi reduzida devido a inibicdo dos movimentos e dificuldade para fixacdo na superficie de folhas
cobertas com caulim. O mesmo foi verificado para o psilideo C. pyri (PASQUALINI et al.,2002).
Outra explicacao plausivel para reducao do numero de ovos € a presenga de particulas de caulim
presas no corpo dos insetos que caminham sobre plantas tratadas com o produto. Glenn et al.,
(1999) observaram que a presenga de caulim sobre os adultos do psilideo da pereira, C. pyricola,
alterou o comportamento dos mesmos, mantendo-os preocupados em retirar as particulas presas

em suas asas e pernas, reduzindo assim o niamero de ovos colocados sobre as plantas.
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Outro efeito interessante no presente estudo foi o aumento significativo na mortalidade
de adultos de D. citri nas plantas citricas cobertas com o caulim. Isto evidencia a inadequagdo da
planta tratada para a alimentacdo do inseto. Cottrel et al.,(2002) observou alta mortalidade do
afideo Melanocallis caryaefoliae (Davis), depois de 6 dias de confinamento sobre folhas de
plantas cobertas com o filme de particulas em relagdo a plantas ndo cobertas, reduzindo o nimero
de ninfas produzidas nestas plantas. O aumento da mortalidade dos insetos pode ser ocasionado
por uma repeléncia dos insetos diante de plantas cobertas com o filme de particulas (caulim) ou
alteracdo no seu comportamento alimentar, resultando em nao alimentagdo, como sugerido por
Glenn et al.,(1999).

Os resultados deste estudo em laboratdrio mostram que o filme de particulas a base de
caulim (Surround®WP) a 5% afeta a oviposi¢do e sobrevivéncia de adultos de D. citri em
brotagdes citricas, e talvez possa ser efetivo no controle deste inseto vetor no campo. Seriam
necessarios outros trabalhos para investigar o efeito do caulim em condigdes de campo e
determinar a viabilidade economica deste tratamento na producao de laranja. A adaptacdao da
tecnologia do filme de particulas na citricultura poderia oferecer uma alternativa aos inseticidas
convencionais para o controle de D. citri, especialmente na época da seca, quando produtos

sistémicos nao sao efetivos.
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Tabela 4 - Numero médio de ovos e ninfas observados e mortalidade de adultos de Diaphorina citri apos 7 dias de
confinamento sobre plantas cobertas ou ndo cobertas com duas aplicagdes de caulim (Surround®WP) a
5%

Tratamento N° ovos + ninfas (Intervalo de variacdo) = Mortalidade de adultos (%)
Controle 56,7+5,6 (0-175) 17%
Caulim 1,3+0,4(0-10) 83%

Figura 14 — Ninfas desenvolvidas sobre areas desprotegidas de plantas cobertas com caulim, no teste sem chance de
escolha
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2.3.7 Efeito da aplicacédo de caulim diretamente sobre ovos e ninfas de D. citri

A aplicagdo de caulim diretamente sobre mudas citricas contendo ovos de D. citri afetou
significativamente a viabilidade dos ovos (F=11,92; P=0.0018; g.1.=1) e total (F=6,43; P=0,017;
g.1.=1), mas ndo a viabilidade ninfal (F=1,40; P=0.246; g.1.=1) (Tabela 5). A viabilidade do
periodo embrionario foi reduzida de 56,3%, em plantas ndo tratadas (controle) para 21,8%, no
caso da aplicag¢do do produto. A viabilidade total (fase de ovo + fase ninfal) foi de apenas 1,9%
em plantas tratadas, em relagdo a 12,1% no controle.

Analisando-se o ritmo de eclosdo de ninfas (Figura 15A) e de emergéncia de adultos
(Figura 15B) em periodos sucessivos ap6s o tratamento com caulim sobre os ovos, verificaram-se
nimeros reduzidos de ambos os estadios de desenvolvimento sobre as plantas tratadas em relagao
as nado tratadas. Uma reducdo gradativa de ninfas foi observada a partir do 8° dia em ambos os
tratamentos, que deve-se a mortalidade de ninfas e a emergéncia de adultos (Figura 15A). O
numero médio de ninfas observado ao longo dos periodos sucessivos de avaliagdo foi mais
elevado nas plantas ndo tratadas (F=5.72; P=0.026; g.1.=1).

Houve redugdo significativa na viabilidade ninfal quando o caulim foi aplicado
diretamente sobre os estadios de primeiro instares (1°-3° instar) (F=16,05; P=0.0003; g.1.=1) e
ultimo instres (4°-5° instar) (F=19,62; P=<0.0001; g.1.=1), em relacdo ao controle (Tabela 5).
Observou-se uma alta mortalidade de ninfas no 2° dia apoés a aplicacdo de caulim sobre os
primeiros instres (Figura 16A) e ultimos instares de D. citri (Figura 17A). Entretanto, o numero
médio de ninfas ao logo das avaliacdes ndo diferiu significativamente entre o controle e o
tratamento com caulim realizado sobre os primeiros instares (F=3.72; P=0.067); g.l.=1) ou
ultimos instares (F=1,25; P=0,28; g.1.=1), embora o baixo valor de P obtido pelas ninfas de
primeiros instares indiquem efeito marginalmente significativo do tratamento. Analisando-se o
ritmo de emergéncia dos adultos, verificou-se uma elevagdo gradual e significativa do numero
médio de individuos no controle em relagdo ao tratamento com caulim, tanto para aplicacdes
realizadas no estadio primeiros instares (F= 13,02, P=0.0016; g.l.=1) (Figura 25B), quanto no
estadio ultimos instares (F=7,06; P=0.02; g.1.=1) (Figura 17B).

Em plantas tratadas com caulim, as ninfas tornaram-se agitadas e parte delas morreram
no decorrer do periodo de avaliagdo; aquelas que permaneceram vivas foram observadas em

locais com menor deposi¢do de caulim, que possivelmente permitiram a alimentagao.
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Os resultados do presente estudo diferem dos obtidos por Hall et al., (2007) para D. citri,
que nao observaram um efeito negativo sobre a viabilidade dos ovos e o desenvolvimento de
ninfas de ultimos instares quando se aplicou caulim (Surround®WP) a 3% diretamente sobre
ovos, ninfas e adultos. Estes autores observaram apos 15 dias de tratamento um efeito toxico
sobre fémeas adultas, na qual a sobrevivéncia das mesmas foi reduzida. Os resultados
contrastantes se devem a diferenca na conduta do experimento, tais como: planta hospedeira
utilizada foi a murta [Murraya paniculata (L.) Jack], sendo os brotos contendo ninfas arrancados
e mantidos em placas de petri até a aplicagdo do caulim (Surround WP), sendo utilizado a

concentragdo de 3%, na qual diferenciando do presente experimento.

Tabela 5 - Viabilidade das fases de ovo, ninfa e do desenvolvimento total (ovo + ninfa) de Diaphorina citri ap6s
duas aplicagdes de caulim (Surround®WP) a 5% sobre plantas citricas contendo diferentes estadios de
desenvolvimento deste inseto

Estadio de o Viabilidade (%)
Tratamento n
desenvolvimento tratado Ovo Ninfal Total
Caulim 20 21.8+1,8b°  7,5#2,0a 1,9+0,5 b
Ovos
Controle 8 56,349,1 a 14,8+6,1 a 12,1+5,1 a
Caulim 21 - 2,4+0,4 b -
Ninfas de 1° ao 3° instar
Controle 21 - 239+2.5a -
Caulim 15 - 4,3+0,7b -
Ninfas de 4° ao 5° instar
Controle 15 - 272+2.7 a -

*Médias de viabilidade (+EPM) seguidas de uma mesma letra, nas colunas ¢ para um mesmo estadio tratado, ndo
diferem estatisticamente pelo test t (P<0,05).
sk

n: representa o nimero de parcelas (plantas com ~20 ovos ou ninfas) submetidas ao tratamento.
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Figura 15 — Namero médio de (A) ninfas ¢ (B) adultos observados em periodos sucessivos apos a aplica¢do de
caulim (Surround®WP) a 5% sobre plantas citricas contendo ovos de Diaphorina citri, em relagdo a
plantas ndo tratadas (controle). Barras sobre as colunas representam o erro padrdo da média
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Figura 16 — Numero médio de (A) ninfas e (B) adultos observados em periodos sucessivos apds a aplicacdo de
caulim (Surround®WP) a 5% sobre plantas citricas contendo primeiros instares (1°-3° instar) de
Diaphorina citri, em relagdo a plantas ndo tratadas (controle). Barras sobre as colunas representam o
erro padrdo da média
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Figura 17 — Nimero médio de (A) ninfas e (B) adultos observados em periodos sucessivos apos a aplica¢do de
caulim (Surround®WP) a 5% sobre plantas citricas contendo ultimo instres (4°-5° instar) de Diaphorina
citri, em relagdo a plantas nao tratadas (controle). Barras sobre as colunas representam o erro padrdo da
média
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Para o psilideo da pereira (C. pyri), no entanto, Puterka et al.,(2005) encontraram
resultados semelhantes aos do presente estudo, observando dessecacao dos ovos apods a aplicagao
direta do caulim (Surround WP) a 5% sobre os mesmos. Além disso, a sobrevivéncia de ninfas de
C. pyri foi afetada quando aplicaram o caulim sobre ninfas iniciais e de ultimos instares.
Observaram, também, uma interagdo significativa de tratamento x tempo, com aumento da
mortalidade no decorrer do tempo apds a aplicagdo. As ninfas que sobreviveram tornaram-se
agitadas e movimentaram-se para locais da superficie da planta ndo cobertos com caulim (Knight
et al.,2001).

Segundo Puterka et al.,(2005), a mortalidade das ninfas do psilideo C. pyri pode ter sido
ocasionada por surfactantes ou outros componentes da formulacao do filme de particulas, que
teriam um direto na cuticula das ninfas. Outra hipotese ¢ de que o filme de particulas possa
interferir com a mobilidade das ninfas, devido a presenca de particulas de caulim aderidas em seu
corpo; isto ocasionaria mortalidade pela dificuldade em localizar um local adequado para
alimentacao.

Os resultados do presente estudo indicam que aplicagdo de caulim sobre ovos ou ninfas
de D. citri afeta a viabilidade e o desenvolvimento de imaturos deste inseto, reduzindo o nimero
de adultos emergidos. Observou-se efeito do caulim sobre todas as fases de desenvolvimento de
D. citri. Portanto, no campo o produto podera ser efetivo se aplicado sobre brotagdes citricas
contendo ovos e/ou ninfas em desenvolvimento. Com isso, poderia auxiliar no combate a

disseminagdo da doenga, pois reduziria a emergéncia de adultos infectivos.

2.3.8 Teste de aquisicdo de Candidatus Liberibacter asiaticus por D. citri em folhas com

filme de particulas.

Dos 300 insetos que foram submetidos ao periodo de acesso a aquisicdo (PAA) da
bactéria Ca. L. asiaticus sobre plantas-fonte tratadas ou ndo tratadas com o filme de particulas de
caulim, apenas 147 insetos sobreviveram o periodo de laténcia de 27 dias, sendo 99 em folhas
nao cobertas e 48 em folhas cobertas com caulim. A alta mortalidade dos psilideos em plantas

cobertas com caulim foi investigada nos testes anteriores.
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Tabela 6.- Propor¢do de amostras de Diaphorina citri infectivas apos 78h de acesso dos insetos & aquisigdo em
folhas de plantas-fonte de Candidatus Liberibacter asiaticus tratadas ou ndo com trés aplicagdes de caulim
(Surround®WP) a 5%

Planta-fonte  Tratamento (folha)" Proporcio de amostras de Infectividade da

psilideos positivas** folha
Caulim 0/6 Positiva

Ramo 1
Controle 0/9 Positiva
Caulim 1/3 Positiva

Ramo?2
Controle 1/8 Positiva
Caulim 0/4 Positiva

Ramo3
Controle 3/14 Positiva
Caulim 0/1 Positiva

Ramo4
Controle 0/1 Positiva
Caulim 0/2 Positiva

Ramo5
Controle 0/1 Positiva

Controle _
R - 0/8 Negativa
negativo

Total Caulim 1/16 Positiva
acumulativo Controle 4/33 Positiva

*Os tratamentos foram constitituidos de folhas novas tratadas com trés aplicagdes de caulim a 5%, ou ndo tratadas
(controle), localizadas em uma mesma brotacao de cada planta-fonte.

**Proporgﬁo de amostras de psilideos (3 adultos/amostra) positivas para Ca. L. asiaticus pelo teste de nested-PCR
sobre o total de amostras avaliadas.

" As folhas sobre as quais os insetos foram confinados durante o periodo de acesso aquisi¢do, foram submetidas a
um teste de PCR para confirmar a infec¢@o pelo patogeno.

****Grupos de insetos obtidos da mesma colonia sadia, porém ndo submetidos a um periodo de acesso a aquisi¢do
em plantas-fonte.
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Verificou-se aquisi¢do da bactéria por psilideos tanto em plantas tratadas como em
plantas nao tratadas por caulim. Entretanto, para os psilideos confinados sobre folhas cobertas
com o filme de particulas, a taxa acumulativa de infectividade (1/16) foi mais baixa do que a de
insetos confinados em folhas ndo cobertas (controle) (4/33) (Tabela 6)

Estes resultados indicam que a capacidade de aquisi¢ao do patdégeno Ca. L. asiaticus e,
consequentemente, de alimentagdo de D. citri no floema foi reduzida, porém ndo suprimida na
presenca de um filme de particulas de caulim sobre as plantas-fonte. Segundo Tubajika et al.,
(2006). a incidéncia da Doenga de Pierce foi reduzida a 6% ¢ 14% em em videiras tratadas com
caulim e inseticidas convencionais, respectivamente, mostrando que o filme de particulas altera o
comportamento das cigarrinhas, afetando a sua alimentacdo. Em geral, ha outros relatos na
literatura a respeito do efeito do caulim sobre a aquisi¢ao de fitopatdogenos por insetos vetores.

Com base nos resultados obtidos neste experimento e no trabalho de Tubajika et al.,
(2006), supde-se que o aplicacdo de caulim em brotacdes citricas possa reduzir a eficiéncia de
aquisi¢do da bactéria por D. citri em plantas eventualmente infectadas e, conseqiientemente,

inibir a disseminagdo secundaria do Huanglongbing para outras plantas..
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3 CONCLUSOES

e O psilideo Diaphorina citri Kuwayama rejeita plantas citricas cobertas com um filme de
particulas de caulim a 5% para fins de pouso, permanéncia e oviposi¢do, quando ha
possibilidade de escolha entre plantas tratadas e ndo tratadas com este produto.

e Machos e fémeas de D. citri se comportam de forma semelhante, rejeitando plantas
cobertas com caulim para pouso e permanéncia, ¢ preferindo a face abaxial das folhas em
plantas ndo tratadas.

e Na auséncia de escolha, um nimero significativo de individuos de D. citri pousa e
permanece por varios dias sobre plantas citricas cobertas com caulim, porém inferior ao
observado sobre plantas ndo cobertas com o produto.

e Havendo chance escolha entre plantas inteiramente cobertas com o filme de particulas,
parcialmente cobertas (com brotos novos desprotegidos), e plantas nao tratadas, os
psilideos preferem as plantas ndo tratadas, seguida daquelas com apenas os brotos
desprotegidos.

e A oviposi¢do por D. citri ¢ drasticamente reduzida sobre brotagdes citricas cobertas com o
filme de particulas, mesmo em condi¢des de confinamento.

e Aplicagdo de caulim a 5% diretamente sobre ovos ou ninfas de D. citri afeta o

desenvolvimento deste inseto, reduzindo o nimero de ninfas e/ou adultos produzidos.
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