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RESUMO

Caracterizacdo do aparelho bucal e comportamento alimentar de Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) em Citrus sinensis (L.) Osbeck

O psilideo Diaphorina citri é vetor das bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca.
L. americanus, associadas ao Huanglongbing (HLB) dos citros. Apesar da grande importancia
desta doenca no mundo, sabe-se pouco sobre a atividade alimentar deste vetor, o que seria
fundamental para entender o processo de transmissao desses patdgenos e aprimorar estratégias de
manejo da doenga. Assim, esta pesquisa teve por objetivos: a) examinar aspectos morfoldgicos do
aparato bucal de D. citri; b) caracterizar o seu comportamento alimentar em mudas de laranja
doce (Citrus sinensis) através da técnica de Electrical Penetration Graph (EPG)-sistema DC; e c)
avaliar o efeito da idade de folhas citricas na penetracao estiletar deste inseto e na eficiéncia de
aquisi¢do de Ca. L. asiaticus. Adultos de D. citri apresentam um rostro que se projeta logo apos o
par de coxas protoraxicas. Verificou-se que na extremidade distal desta estrutura ha quatro pares
de sensilas em simetria bilateral. O rostro abriga um feixe de quatro estiletes (2 mandibulas e 2
maxilas) com comprimento médio de 512 um. Os estiletes maxilares se acoplam formando os
canais alimentar e salivar com didmetros de 0,90 um e 0,47 um, respectivamente; esses dois
canais se fundem proximo a extremidade distal de uma das maxilas para formar um canal
comum, que se estende por, aproximadamente, 4,1 um. No estudo de EPG, as formas de onda
foram descritas quanto a amplitude, frequéncia, nivel de voltagem e origem elétrica, sendo
correlacionadas com atividades estiletares baseando-se em andlises histologicas da posicao da
extremidade distal da bainha salivar no tecido vegetal e semelhangas com outras formas de onda
descritas para afideos. Cinco formas de onda foram descritas: (C) penetragdo intercelular no
parénquima; (D) contato com o floema; (E1) salivacao no floema; (E2) ingestao no floema; e (G)
ingestdao no xilema. Com um tempo médio de 206,1 min em 8 h de registro, a ingestdo no floema
(E2) ¢ a principal atividade observada em D. citri. O tempo médio para atingir o floema desde a
primeira prova ¢ de 154 min, apds 20,3 provas. D. citri mostra nitida preferéncia por folhas novas
da porg¢ao superior da planta (71,3% dos individuos), e pela nervura principal na face abaxial das
folhas (87,1%). Cortes histologicos revelam que folhas maduras apresentam lignificacdo nas
paredes de células que compdem a camada de fibras, tecido que antecede o feixe floematico; ja as
folhas novas ndo apresentam esse espessamento, favorecendo o caminhamento estiletar rumo ao
floema. Adultos de D. citri adquirem Ca. L. asiaticus com maior eficiéncia em folhas novas
(assintomaticas) do que em folhas maduras (sintomaticas) de plantas infectadas. Aplicando-se a
técnica de EPG, verificou-se que as folhas novas favorecem a alimentacdo floematica de D. citri;
quase que a totalidade dos individuos avaliados sobre folhas novas assintomaticas encontraram o
floema e permaneceram por mais tempo neste tecido, o que nao foi constatado sobre folhas
maduras sintomaticas. Esta pesquisa mostra que o comportamento alimentar de D. citri ¢é
influenciado pela idade das folhas citricas, com implicacdes sobre a eficiéncia de aquisicdo da
bactéria.

Palavras-chave: Hunglonbing; Doenga dos citros; Inseto vetor; Diaphorina citri; Comportamento
alimentar; Pecas bucais; EPG
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ABSTRACT

Caracterization of the mouth aparatus and feeding behavior of Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae) on Citrus sinensis (L.) Osbeck

The Asian citrus psyllid, Diaphorina citri, is the vector of the phloem-limited bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus and Ca. L. americanus, which are associated to the serious
disease known as Citrus Huanglongbing (HLB). Despite the importance of this disease
worldwide, little is known about the feeding activities of the vector, which is essential to
understand transmission mechanisms and establish disease management strategies. Thus, the
goals of this research were to examine the morphology of D. citri mouth apparatus, to
characterize its probing behavior on sweet orange (Citrus sinensis) seedlings by using the
Electrical Penetration Graph (EPG)-DC technique, and to assess the effect of citrus leaf age on
the stylet penetration and efficiency of acquisition of Ca. L. asiaticus. D. citri shows a cone-
shaped rostrum that extends itself to behind the prothoracic pair of thighs. By electron
microscopy, we found four pairs of sensilla symmetrically distributed on the distal end of the
rostrum. The rostrum houses a stylet bundle comprised of two mandibulae and two maxillae with
mean length of 512 um. The two maxillary stylets are hold together and have internal grooves
that form the food and salivary duct, with mean diameters of 0.9 and 0.47 pum, respectively.
These two canals merge at a distance of 4.1 pm from the distal tip of the stylets, forming a
common duct. In the EPG study, waveforms were described according to characteristics of
amplitude, frequency, voltage level and electrical origin, and correlated with stylet activities
based on histological analysis of salivary sheath termini in the plant tissue and similarities with
EPG waveforms previously described for aphids. Five distinct waveform types were described:
(C) intercellular stylet pathway through parenchyma, (D) phloem contact, (E1) salivation in the
phloem sieve tubes, (E2) phloem sap ingestion, and (G) in xylem sap ingestion. Phloem sap
ingestion (E2) is the main activity observed for D. citri, with an average time of 206.1 min in 8 h
of recordings. Mean time to reach sieve tubes from the first probe is 154 min, after 20.3 probes.
This insect shows a clear preference for young leaves of the upper portion of the plant (71.3% of
the individuals), and main vein on the abaxial leaf surface (87.1%). Mature leaves show
lignification in cell walls of the fiber layer adjacent to the phloem. In contrast, young leaves do
not show cell wall thickening in this fiber layer, favoring stylet pathway towards the phloem.
Adults of D. citri acquired L. Ca asiaticus with greater efficiency on young (asymptomatic)
leaves than in mature (symptomatic) leaves from infected plants. Applying the EPG technique, it
was found that young asymptomatic leaves favor phloem feeding by D. citri, since most
individuals reached phloem sieve tubes and remained longer in this tissue; this was not the case
for individuals confined on mature symptomatic leaves. This study shows that feeding behavior
of D. citri is influenced by citrus leaf age, with implication on efficiency of bacterial acquisition
from infected plants.

Keywords: Huanglonbing; Citrus disease; Insect vector; Diaphorina citri; Feeding behavior;
Mouth apparatus, EPG
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1 INTRODUCAO

A citricultura ¢ uma das atividades agricolas de maior relevancia no mundo, ocupando
uma posicdo de destaque na economia brasileira, seja pela comercializacdo de frutos “in natura”,
ou pela exportacio de sucos concentrados. De acordo com a Associagdo Brasileira dos
Exportadores de Citros (2009), o Brasil ¢ responsavel por 27% da produ¢cao mundial de laranja e
53% do total de suco de laranja consumido no planeta, um dos mais importantes itens de
exportagdo do pais. O estado de Sao Paulo responde por trés quartos da producdo e da area
dedicada a citricultura no pais (NEVES, 2003), sendo a principal zona de exporta¢do de suco de
laranja concentrado (SLC) do mundo (ESCOBAR et al., 1999).

A cultura dos citros ¢ uma das que apresenta maior nimero de pragas, dentre estas o
psilideo-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), que se tornou importante
a partir de 2004 no Brasil como vetor do agente causal do “Greening” dos citros. Os danos
diretos causados pelo psilideo devido a succao continua de seiva ndo representam ameaga ao
pomar. Esta doenga, oficialmente denominada Huanglongbing (HLB), foi constatada em pomares
citricos das regides Centro e Sul do Estado de Sao Paulo, em julho de 2004, estando associada a
bactérias gram negativas e restritas aos vasos do floema das plantas, pertencentes ao gé€nero
Candidatus Liberibacter (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). O psilideo
assume posicao de destaque neste patossistema por transmitir tanto a forma asiatica de HLB,
associada a bactéria Ca. L. asiaticus, como também a forma americana, associada a nova espécie
Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al., 2006), estando ambas as espécies presentes em pomares
paulistas.

Plantas citricas infectadas desenvolvem sintomas em folhas e frutos principalmente. Em
folhas os sintomas se manifestam de duas formas: sintomas primadrios, caracterizado pelo
amarelecimento ao longo das nervuras e manchas clordticas irregulares; e secundarios, como o
aparecimento de folhas pequenas com clorose similar a deficiéncia de zinco e ferro. Os frutos sdo
reduzidos, assimétricos e de sabor amargo, apresentam queda prematura € 0s que permanecem
nas arvores continuam com a coloragao verde (GRACA, 1991), popularizando a denominagao de

“Greening” para esta doenga, cujo nome oficial atualmente ¢ Huanglongbing.
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Plantas sintomadticas devem ser erradicadas em virtude de ndo haver cura para esta doenga,
e pelo risco de servirem como fonte de indculo para aquisi¢ao e disseminacao do patégeno pelo
psilideo dentro do pomar (GARNIER et al., 1984; GRACA, 1991; FUNDECITRUS, 2009).

Para entender o processo de transmissdo de fitopatogenos ¢ de extrema importancia
conhecer o comportamento alimentar dos insetos vetores, pois a aquisi¢do e inoculagdo ocorrem
durante a alimentagao do vetor no tecido vegetal. O vetor ndo participa da patogénese, atuando
apenas como agente de transmissao, disseminacao e inoculagao do patégeno (COSTA, 1998). Ao
contrario de insetos mastigadores que sdo visualmente observados quanto ao seu habito
alimentar, os hemipterdides alimentam-se de liquidos através da insercdo de seus estiletes no
tecido foliar. Este comportamento ndo pode ser observado diretamente, consequentemente,
técnicas especializadas sdo requeridas para o estudo do processo alimentar desses insetos. Um
avango muito importante foi o desenvolvimento da técnica “Electrical Monitoring System”
(EMS) (MCLEAN; KINSEY, 1964) e em 1985 “Electrical Penetration Graph” (EPG)
convencionado por Tjallingii (1985). A técnica de EPG nada mais ¢ do que a analise detalhada
dos caminhos percorridos pelos estiletes dos insetos sugadores nos tecidos da planta, bem como
as atividades biologicas envolvidas; baseia-se no principio de que o inseto e a planta fazem parte
de um circuito elétrico primario juntamente com uma fonte de voltagem e uma resisténcia, assim
a variacdo da voltagem ¢ gravada e registrada em forma tipos e formas (MCLEAN; KINSEY,
1964; TIALLINGII, 1978).

O principio basico da técnica de EPG ¢ o monitoramento da alteragao na resisténcia entre
a planta e o inseto quando este introduz seu aparato bucal no tecido foliar. Em funcdo das
atividades estiletares realizadas ocorrem alteracdes na voltagem do sistema devido a
componentes de resisténcia (R) e de forga eletromotriz (emf). Os sinais elétricos gerados (ondas)
sao amplificados e registrados em um grafico. Atividades estiletares especificas (puncturas ou
provas em células, salivagdo, ingestdo, etc) podem ser relacionadas com formas de onda
caracteristicas (TJALLINGII, 1988).

O método de EPG tem sido aplicado principalmente para o estudo do comportamento
alimentar de afideos, aleirodideos e cigarrinhas em diversas areas, tais como mecanismos de
transmissdo de fitopatogenos (PRADO; TJALLINGII, 1994; MARTIN et al. 1997; COLLAR;
FERERES, 1998) resisténcia de plantas a insetos sugadores (GARZO et al., 2002; ALVAREZ et
al., 2006), acao de inseticidas (NISBET et al., 1993; HARREWIIN; KAYSER, 1997) e avaliacao
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de plantas transgénicas (LIU et al., 2005). Para psilideos, ha apenas um estudo de comportamento
alimentar através da técnica de EPG no sistema AC, com o psilideo da pereira, Psyla pyricola
Foerster (Hemiptera: Psyllidae) (ULLMAN; MCLEAN, 1988).

D. citri ¢é praga de citros e se conhece mais de 50 espécies hospedeiras desse vetor
(BOVE; GARNIER, 2002). Pouco se sabe sobre a preferéncia desses psilideos pela parte da
planta citrica, por exemplo. Com relagdo as folhas sintomaticas que podem atrair o inseto vetor
para a planta infectada, ndo ha informagdes sobre o comportamento alimentar de D. citri sob
essas folhas, assim como dados de transmissao em diferentes partes da planta. O comportamento
alimentar de sugadores estd intimamente associado as estruturas que compdem o aparelho bucal
desse grupo de insetos e para uma melhor compreensao das atividades envolvidas no processo de
alimentacdo tem sido muito estudado em hemipteras as fungdes e caracteristicas morfoldgicas
(estruturas) do aparato bucal desses insetos (HUNTER et al., 1996).

Com a chegada do HLB no ocidente, grandes avangos estdo sendo conseguidos através de
pesquisas realizadas envolvendo: inseto vetor — patégeno — hospedeiro — ambiente. Conhecer
melhor o comportamento alimentar de adultos de D. citri e suas implicagdes neste patossistema €
importante para definir e aprimorar taticas de controle mais eficientes que possam ser
implementadas no MIP do HLB. Portanto este trabalho de tese teve por objetivos: a) Analisar as
principais caracteristicas morfologicas do rostro e estiletes de adultos de D. citri através de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmissao (MET); b) Caracterizar formas de
ondas de EPG-DC associadas a penetragdo estiletar e atividades alimentares de D. citri em citros,
para fundamentar o uso da técnica de EPG em estudos de comportamento alimentar deste inseto
vetor; e c¢) Avaliar a preferéncia de D. citri por diferentes partes da planta citrica, bem como o
efeito da idade da folha (nova e assintomadtica x madura e sintomatica) na eficiéncia de aquisi¢ao

e comportamento alimentar de D. citri em plantas-fonte infectadas com Ca. L. asiaticus.
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2 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO APARATO BUCAL DE Diaphorina citri
KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE)

Resumo

Informacdes sobre a morfologia do aparelho bucal de insetos vetores sdo essenciais para a
compreensdo dos mecanismos envolvendo a transmissao de fitopatdgenos. Neste estudo, utilizou-
se microscopia eletronica de varredura e de transmissdo para elucidar aspectos morfoldgicos do
rostro (labium) e dos estiletes maxilares e mandibulares de Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae), um importante vetor de bactérias (Candidatus Liberibacter spp.)
associadas a doenca Huanglongbing dos citros. D. citri apresenta um rostro que se projeta
posteriormente além do par de coxas protoraxicas, e que estd subdividido em um segmento basal
com 26,0 um de comprimento ¢ 60,0 um de didmetro, e outro distal com 63,0 um de
comprimento, que se afunila ao final. Na extremidade distal do rostro ¢ observado um grupo de 4
pares de sensilas em simetria bilateral, com comprimento médio de 5,2 um e didmetro de 1,75
um em sua base. O rostro abriga um par de estiletes mandibulares e um par de estiletes maxilares
com comprimento médio de 512 um. Quando retraidos, esses estiletes formam um “looping” em
sua regido proximal, e ficam protegidos dentro de uma estrutura chamada crumena. As
mandibulas sdo estruturas simples, com simetria bilateral; externamente sdo convexas, com dez
ranhuras no apice; internamente apresentam-se concavas, abrigando o par de estiletes maxilares,
os quais s3o responsaveis pela formagdo dos canais alimentar, salivar e comum. Cortes
transversais seriados do rostro desde sua extremidade distal at¢ a proximal revelam que as
mandibulas sempre estdo projetadas a frente das maxilas. O par de estiletes maxilares nado
apresenta simetria bilateral como o mandibular. Em sua extremidade distal ¢ observado o canal
comum que se estende por, aproximadamente, 4,1 um, quando entdo se subdivide nos canais
alimentar e salivar, com diametros de 0,90 e 0,47 um, respectivamente. Para a formacgdo desses
canais ¢ imprescindivel o acoplamento das maxilas que se dd4 por meio de sulcos presentes
lateralmente ao longo desses estiletes. As informagdes obtidas sdo basicas para estudos mais
detalhados sobre a anatomia das estruturas que compdem o aparato bucal deste inseto vetor.

Palavra-chave: Diaphorina citri; Inseto vetor; Microscopia eletronica; Aparelho bucal; Estiletes

Abstract

Detailed information on morphology of the mouth apparatus of insect vectors is basic to
understand mechanisms involved in transmission of pathogens. Here we employed scanning and
electron microscopy to elucidate morphological aspects of the rostrum (or labium), as well as
mandibular and maxillary stylets of Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), an
important vector of plant pathogenic bacteria associated with citrus huanglongbing. D. citri
shows a cone-shaped rostrum that extends itself behind the prothoracic pair of thighs, and is
subdivided in basal (60 um wide) and distal segments with length of 26 and 63 um, respectively.
At the distal end of the rostrum, a group of 4 symmetric pairs of sensilla are observed, which
show 5.2 um in length and 1.75 pum in diameter at the base. The rostrum houses a pair of
mandibular and maxillary stylets with mean length of 512 um; when retracted, their proximal
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portions form a loop and are stored in structure known as crumena. The mandibles are simple
structures that have bilateral symmetry, and are externally convex with ten grooves in the distal
end; internally they are concave and harbor the pair of maxillary stylets. Serial cross sections of
the rostrum revealed that the mandibles are always projected ahead of the maxillary stylets. The
two maxillary stylets are hold together, and have internal grooves that form the food and salivary
duct, with mean diameters of 0.9 and 0.47 um, respectively. These two canals merge at a distance
of 4.1 um from the distal tip of the stylets, forming a common duct. A tight junction of the
maxillary stylets is needed to form these canals. The information reported here is basic for further
studies about the anatomy of structures that comprise the mouth apparatus of this vector.

Keyword: Diaphorina citri; Insect vector; Electron microscopy; Mouth parts; Stylets

2.1 Introducao

A transmissao de patdgenos por insetos estd intimamente associada a alimentagdo e, para
hemipteros, sdao muito estudados os mecanismos que compdem o comportamento alimentar
desses insetos, como fungdes e estruturas do aparato bucal (HUNTER et al., 1996). O psilideo-
dos-citros, Diaphorina citri , ¢ considerado uma das principais pragas para a citricultura mundial,
pois ¢ o vetor da bactéria causadora do Huanglongbing ou Greening que em julho de 2004 foi
constatado em pomares brasileiros (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Os
estiletes sdo meios de aquisi¢do e inoculagdo de fitopatdgenos e de maneira geral possuem
estruturas similares nas diferentes familias de Hemiptera. Por outro lado, um estudo detalhado
com o uso de microscopia eletronica ¢ importante para caracteristicas taxondmicas ¢ melhor
compreensdo do comportamento alimentar (FORBES, 1969; ULLMAN; MCLEAN, 1986).

Afideos apresentam os estiletes dispostos em um par de mandibulas externamente e outro
par de maxilas internamente, todos inseridos em um “labium” triseguimentado (rostro e
proboscis) protegidos por um “labrum” triangular pequeno (POLLARD, 1973).

Forbes e Mullick (1970), observaram que os estiletes de ninfas de Adelges piceae
Ratzeburg (Hemiptera: Aphididae) apresentam um didmetro que varia entre 4,5um e 3,5 pm
desde a base chegando a 2,5 um na porc¢ao distal.

Caracteristicas morfoldgicas do aparato bucal de afideos foram bem relatadas para as
seguintes espécies: A. piceae (FORBES; MULLICK, 1970), Aphis gosssypii Glover (POLLARD,
1958), Rhopalosiphum maids Fitch (PARRISH, 1967), Schizaphis graminum Rondani
(SAXENA; CHADA, 1971), Myzus persicae Sulzer (FORBES, 1969; HOOF, 1958 apud

POLLARD, 1973), dentre outras. Ja para a familia Psyllidae os trabalhos estdo mais concentrados
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no género Psylla. Existem relatos de estudos anatdmicos da cabega e de estruturas relacionadas a
alimentacao para o psilideo da macieira Psylla mali Schmidt (Hemiptera: Psyllidae), (GROVE,
1920; WEBER, 1928 apud ULLMAN; MCLEAN, 1986). Forbes (1972) estudou a presenca de
dendritos nos estiletes mandibulares de Psylla pyricolla Foerster (Hemiptera: Psyllidae). Pollard
(1970) estudou a movimentagao dos estiletes para P. mali e Ullman e McLean (1986) estudaram
o canal alimentar anterior de P. pyricola.

Para o psilideo-dos-citros, D. citri, ndo se conhece um estudo detalhado do aparato bucal
envolvendo microscopia eletronica de varredura e transmissdo. S3o encontrados na literatura
somente estudos a nivel de familia. Em virtude da importancia do inseto como vetor da bactéria e
para uma melhor compreensdao do comportamento alimentar, o presente capitulo tem como
objetivo o estudo morfologico do rostro e estiletes de adultos de D. citri através de microscopia

eletronica de varredura (MEV) e transmissao (MET).

2.2 Desenvolvimento

2.2.1 Material e Métodos

Todos os insetos utilizados no estudo foram provenientes de criagdo mantida sob planta
de Murraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae) em sala climatizada (27+2°C; 70% UR e fotoperiodo
14:10) no laboratorio de insetos vetores de fitopatdogenos do Departamento de Entomologia,

Fitopatologia e Zoologia Agricola (ESALQ/USP).

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a MEV empregou-se a microscopia eletronica de baixa temperatura (LTSEM).
Insetos adultos de D. citri foram fixados em alcool (70%), para o estudo utilizamos insetos
integros e também se extraiu todo o aparato bucal (clipeo, labio e estilete; Figura 1A).

As amostras foram fixadas mecanicamente sobre o porta espécime de um sistema de
criotransfer (Oxford CT 1500) e assim mergulhadas em nitrogénio liquido. A unidade de
preparacao do microscopio foi instalada em um dispositivo de transferéncia de ar fechado.

Os espécimes congelados foram cauterizados por 2 minutos a -90°C. Ap6s a sublimagdo

do gelo, as superficies cauterizadas foram cobertas com ouro e os espécimes entdo foram
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colocados na fase fria da camara (-135°C), sendo a observagdo realizada com o uso de um

microscopio eletronico de varredura DSM960 Zeiss.

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Os insetos foram fixados em Glutaraldeido 3%, Tampao Cacodilato de sédio 0,1 M,
Sacarose 1,8%, CaCl, 0,001 M. Apds 24 horas, o aparelho bucal do inseto, contendo o clipeo,
labio e estiletes (Figura 1A).

As amostras foram lavadas e ficaram por 1h em cacodilato de sddio. Em seguida, foram
embebidas em agar 1% para facilitar a orientacdo do espécime durante inclusdo em resina. A Pos-
fixagdo foi feita em 1% tetroxide de osmium por um periodo de 2h, depois de lavado em agua
destilada, o bloco contendo o tecido permaneceu por 1h em 0.5% acetato de uranila a 4°C. As
amostras foram desidratadas em séries etilicas e incluidas em resina tipo spurr (Figura 1B).
Secdes finas (1pum) e ultrafinas (70-80 nm) foram obtidas em ultra micrétomo e, montadas em
grades de cobre de malha 50 mesh e coradas com acetato de uranila aquoso a 2 % (REYNOLDS,
1963). As amostras foram observadas em um microscopio de transmissao STEM LEO EM910
(Oberkochen, Germany) equipado com camara digital Gatan Bioscan 792 (Pleasanton, CA,

USA).

Figura | - Estrutura extraida de adultos de Diaphorina citri. (A) Clipeo - Cp; Labio - Lb; Estiletes - Sty e
(B) material incluido em resina para microscopia de transmissao (MET)
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2.2.2 Resultados

Adultos de D. citri apresentam um rostro que se projeta logo apds as coxas protoraxicas,
entre o primeiro e segundo par de pernas com um comprimento de 89,0 um (Figura 2A e B). Essa
estrutura que abriga 2 estiletes mandibulares e 2 maxilares, esta subdividida em duas partes, uma
basal e outra distal.

O rostro, desde sua base até a extremidade, apresenta um estreitamento dividindo a
estrutura em duas porg¢des (Figura 2B). A primeira € a basal (Ba), com comprimento de 26,0 pm
e largura de 60,0 um, e a segunda ¢ a distal (Di), mais comprida e estreita que a primeira, com
63,0 um de comprimento. Como essa por¢ao final ou distal do rostro apresenta um
“afunilamento” foram tomadas trés medidas para a largura: a primeira com 40,2 um, mediana
com 25,9 um e a distal com 14,3 pm ao final (Figura 2B).

Ao final da extremidade distal, observa-se um grupo de 4 pares de sensilas em simetria
bilateral, em relagdo a abertura do rostro (Figura 2B e 2C). Essas sensilas apresentam em média
um comprimento de 5,2 um.

A Figura 2D representa as estruturas basicas que compdem o aparato bucal do psilideo-
dos-citros. Nela observamos o clipeo (Cp), que abriga os musculos dilatadores do cibario
(CbDm), o cibéario (Cb), seguido pelo labio ou rostro (Lb). Um fator importante nesse conjunto
de estruturas ¢ que quando os estiletes estdo retraidos, a por¢ado distal fica abrigada no labio e a
por¢ao proximal faz uma volta ‘looping’ e entdo os estiletes ficam envoltos por uma membrana
chamada de crumena (Cr). O clipeo (Cp), juntamente com o conjunto de estiletes (mandibulares e
maxilares) foi separado do restante do aparelho bucal do inseto para a determinag¢@o do tamanho
dos estiletes, desde sua base até o final. Adultos de D. citri apresentam um comprimento de 512
um, em média, desde o clipeo (Cp) até sua extremidade distal (Figura 2E).

As mandibulas sdo estruturas simples com poucas variagdes morfologicas, externamente
convexas e internamente concavas. A extremidade distal da regido convexa ¢ composta de dez
“ranhuras” em cada uma das mandibulas (Figura 2F), estruturas que provavelmente auxiliam a
penetracao estiletar no tecido. Ja a regido cOncava interna, tem a funcao de abrigar os estiletes
maxilares funcionando como uma espécie de “calha”.

Os cortes transversais seriados na Figura 3 revelam a conformacao interna das estruturas
do labio do psilideo-dos-citros. Eles sdao representativos ao longo de seu comprimento, desde a

extremidade distal até a proximal (Figuras A-H). Analisando a Figura 3A, que representa a
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extremidade distal, observa-se as mandibulas (Md) se projetando para o exterior por meio da
abertura do labio. Em todos os exemplares analisados, foi verificada essa caracteristica,
evidenciando que, quando mortos em alcool, os insetos ndo retraem os estiletes completamente.
Ainda na mesma figura, nota-se a presenca das sensilas na regido apical do labio, apresentando
um didmetro médio de 1,75 pm em sua base.

A partir da Figura 3B até a 3H estudou-se em detalhes a conformacgao estiletar dentro do
labio. Seguindo a sequéncia de cortes, na Figura 3B, ¢ observada somente as mandibulas (Md)
com os canais neuronais, que sempre estavam projetadas anteriormente as maxilas (Mx), pois,
além da fun¢do de abrigar os estiletes maxilares, sao responsaveis pelo rompimento de tecidos
em muitos hemipteros, ndo s6 externo a nivel de epiderme como também internamente (células e
vasos) (POLLARD, 1973). Externamente ao nivel de epiderme a Figura 3C mostra a presenca de
uma das maxilas (Mx) abrigada pelas mandibulas (Md) e o inicio do canal comum (CC).
Morfologicamente as maxilas ndo possuem uma simetria bilateral como as mandibulas, além de
serem mais complexas.

Externamente os estiletes maxilares sdo iguais (convexos), mas em sua area interna, as
maxilas apresentam longitudinalmente 4 sulcos ou ‘“calhas”, dois deles formam os canais
alimentar e salivar e os outros dois formam os canais (groove) onde se encaixa a outra maxila. Na
Figura 3D, observa-se a presenca das duas maxilas (Mx), sendo que em, uma delas nota-se
completamente esses sulcos, em especial os dois centrais representados por (FAC') e (SCY), que
constituem o inicio dos canais alimentar e salivar, respectivamente. Seguindo para a regido
proximal do labio na Figura 3E, observa-se o inicio da jun¢do ou encaixe das maxilas
delimitando os canais alimentar (FdC) e salivar (SC). Na figura 3F, os canais estdo mais
evidentes pela aproximacdo do segundo estilete; com a “unido” dos estiletes maxilares, esses
canais tormam-se completamente separados e independentes (Figura 3G).

A Figura 3H representa o corte em uma regido mais proximal do 14bio, final da area distal
(D1i) e inicio da area basal (Ba), como observado anteriormente na Figura 2B. A partir deste corte
e no sentido proximal ndao foram observadas diferencas morfologicas, sendo possivel a
determinagdo dos didmetros dos canais alimentar (FdC) e salivar (SC), que apresentam valores
médios de 0,90 um e 0,47 pm, respectivamente.

As Figuras 4A e 4B representam a microscopia eletronica de varredura da regido dos

estiletes maxilares de D. citri. Na Figura 4A nota-se a regido concava ou interna de um estilete
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maxilar (Mx); quando os estiletes maxilares estdo unidos pelos sulcos (Go) presentes mais
externamente em cada uma das maxilas, observa-se a formacao dos canais: alimentar (FdC),
salivar (SC) e comum (CC) (Figura 4B). Analisando esta figura, nota-se que os canais salivar
(SC) e alimentar (FdC), permanecem separados ao longo do estilete até a extremidade distal,
onde ocorre a jun¢do ou fusdo desses canais, formando o canal comum (CC). Pelo canal comum
pode passar somente saliva (atividade de salivacao que antecede uma ingestao floematica de um
afideo por exemplo), ou ocorrer salivacdo e ingestdo de liquidos (seiva) simultaneamente, ou
ainda somente ingestdo (PRADO; TJALLINIJIL, 1994). O canal comum (CC) de D. citri apresenta

4,1 um comprimento.

2.2.3 Discussio

As estruturas morfologicas do aparato bucal de D. citri parecem ser homologas as
estruturas presentes em afideos e cigarrinhas, assim como Ullman e Mclean (1986) também
relataram para P. pyricola. O psilideo-dos-citros apresenta um par de estiletes mandibulares
localizado externamente, que abriga um par de estiletes maxilares como observado em afideos
(POLLARD, 1973) e outros psilideos, tais como, P. mali (GROVE, 1920; WEBER, 1928 apud
ULLMAN; MCLEAN, 1986) e P. pyricolla (FORBES, 1972). Para alojar esses dois pares
estiletes, D. citri apresenta um rostro localizado entre o primeiro e o segundo par de pernas
(Figura 2A). Diferentemente de afideos (Pollard,1973), D. citri ndo abriga fortemente o rostro na
regido ventral do torax, projetando-o para tras entre as coxas do primeiro par de pernas quando
ndo estdo se alimentando, mas mantém com o rostro na posi¢ao vertical (posicao de alimentagao).
Possivelmente hd uma pequena retragdo do rostro quando estd em repouso e, logo que inicia a
alimentacao, o inseto adquire a posi¢ao caracteristica (formando um angulo de 45° em relagao a
folha) favorecendo o contato do aparato bucal com o substrato. Devido a esta morfologia tipica,
D. citri apresenta um rostro com 89,0 um de comprimento, inferior aos de outros sugadores que
tém seus rostros de tamanho compativel ao dos estiletes (POLLARD, 1973). Quando nao esta se
alimentando, D. citri aloja os estiletes em uma bolsa chamada crumena, (Figura 2D), que ¢
formada por uma invagina¢do da parede do corpo do inseto sobre a base do labio (FORBES,
1970). Essa estrutura ¢ caracteristica de insetos com estiletes muito longos e filamentosos, sendo
presente em hemipteras das familias Coccidae, Aleyrodidae, além de Psyllidaec (POLLARD,
1970, 1973; MARANHAO, 1978).
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Na extremidade distal do 1abio, D. citri apresenta quatro pares de sensilas em simetria
bilateral, com um comprimento médio de 5,2 um, totalizando oito sensilas (Figura 2C). Essas
estruturas fazem parte do sistema sensorial do inseto no reconhecimento do hospedeiro
(TJALLINGII, 1978), porém, para D. citri ndo se sabe se estdo relacionadas com fung¢ao tatil ou
quimiorrecep¢ao do inseto. Tjallingii (1978) relatou a presenca de 8 pares dessas sensilas em
afideos, com comprimento médio del0 um. Para outros Psyllidae nao foram encontradas
informagdes sobre sensilas presentes na extremidade distal do rostro.

Os estiletes sdo muito estudados em insetos vetores, principalmente para afideos, pois
estao intimamente ligados a forma de transmissao de virus (HOOF, 1957, 1958 apud POLLARD,
1973; FORBES, 1969). Desde o clipeo até a sua extremidade distal, o conjunto de estiletes de D.
citri apresenta um comprimento médio de 512 pum (Figura 2E), tamanho este superior ao
comprimento observado em M. persicae por Forbes (1969), 502 um para formas aladas, 492 pm
para apteros. Para a cigarrinha Nilapavarta lugens Foster, Goodman e Duchett (1983)
encontraram um comprimento de 650 pum. Ullman e McLean (1986) relataram que as
caracteristicas morfologicas do aparelho bucal de psilideos sdo intermediarias entre afideos e
cigarrinhas.

Os estiletes mandibulares abrigam os maxilares que, por sua vez, formam os canais
alimentar e salivar. As mandibulas de D. citri sdo estruturas com pouca variagdo morfologica,
internamente, na regido concava. Por outro lado, externamente (regido convexa) apresentam 10
ranhuras ou dentes na extremidade distal (Figura 2F). Nao foram encontradas essas ranhuras nos
estiletes maxilares, assim como relatado por Pollard (1970) para P. mali. Ulman e McLean
(1986) também observaram a mesma quantidade dessas estruturas no psilideo da pereira, P.
pyricola. Mora, Retana e Espinoza (2001) encontraram essas estruturas em abundancia para a
cigarrinha Tagosodes orizicolus Muir (Homoptera: Delphacidae).

Estudando trés espécies de cigarrinhas, Tavella e Arzone (1993) descreveram 9-10
“dentes” para Zyginidia pullula Boheman (Typhlocybinae); 10-11 em Empoasca vitis Goethe
(Typhlocybinae) e 20 para Graphocephala fennabi Young (Cicadellinae). Em todos os trabalhos,
os respectivos autores suspeitam que essas estruturas sdo especializadas para perfurar tecidos da
planta no caminhamento estiletar, também sendo relatadas em afideos, como M. persicae, que

apresenta acima de 10 “dentes” (FORBES, 1969).



24

Os cortes transversais por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) (Figuras 3A-H)
representam a conformacao estiletar, desde a extremidade distal até a proximal do rostro. Na
Figura 3A nota-se que o par de estiletes mandibulares esta protraido (detalhe Figura 3B) sendo,
essa conformagdo sempre constatada nos exemplares analisados, podendo representar o que
ocorre em uma situacdo normal de atividade alimentar quando o inseto inicia a penetracao
estiletar, comportamento frequente em hemipteros (Weber, 1930). Esse movimento estiletar foi
muito estudado para P. mali (POLLARD, 1970). O inicio do canal comum surge com a primeira
maxila (Figura 3C), formado pela confluéncia entre os canais alimentar e salivar (FORBES,
1969; TIALLINGII, 1978) com um comprimento de 4,1 um, observado em MEV nas Figuras 4A
e B, trabalhos anteriores com outros hemipteros ndao mensuram deste canal, como ocorre com 0s
canais alimentar e salivar (FORBES, 1969; FORBES; MULLICK, 1970; POLLARD, 1970;
SAXENA; CHADA, 1971). Mittler (1957) observou o término dos canais alimentar e salivar para
afideos originando o canal comum, o que ndo foi observado para Homalodisca coagulata (Say)
(Hemiptera: Cicadellidae), onde os canais alimentar e salivar se estendem até a extremidade
distal do estilete maxilar (LEOPOLD et al., 2003).

Para formagao dos canais ¢ imprescindivel a jun¢do ou unido das duas maxilas (FORBES,
1969; FORBES; MULLICK, 1970). Esta juncdo ¢ possivel devido as mandibulas que abrigam as
maxilas e principalmente aos sulcos presentes lateralmente ao longo dos estiletes maxilares,
formando estruturas semelhantes a ganchos (FORBES, 1969; POLLARD, 1973; TJALLINGII,
1978; TAVELLA; ARZONE, 1993) (Figuras 3D e 4A).

Os canais alimentar e salivar (FdC e SC, respectivamente) estdo localizados ao centro da
maxila entre os sulcos (Go) e ao longo do estilete, at¢é o0 momento em que ocorre a fusdo para
formar o canal comum (Figuras 4A e 4B). Pollard (1973) relatou que o canal alimentar em
afideos ¢ formado igualmente entre os dois estiletes maxilares e o canal salivar ¢ formado
predominantemente por um dos estiletes. Essa assimetria entre as maxilas foi observada em M.
persicae por Forbes (1969), visualizada também para D. citri (Figura 3E).

As dimensdes médias dos canais alimentar e salivar em afideos foram determinadas por
Auclair (1963, 1964) e Forbes e MacCarth (1969), onde os didmetros variam de 1-2 um para o
canal alimentar e de 0,2-0,4 um para o canal salivar. Forbes (1969) e Forbes ¢ Mullick (1970)
observaram uma propor¢dao em torno de 2:1 (canal alimentar em relacdo ao salivar) para M.

persicae e A. piceae. Em D. citri foi constatada essa propor¢ao entre os canais alimentar e salivar,
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cujos didmetros medem 0,90 e 0,47 um, respectivamente. Forbes e Mullick (1970) encontraram
para A. piceae diametros de 1 um e 0,4 um (canal alimentar e salivar, respectivamente), que sao
valores proximos aos de D. citri. Ja Forbes (1969) relatou para M. persicae 1,2 pm e 0,5 pm para
os respectivos canais, indicando que o canal salivar deste inseto tem diametro superior ao valor
médio determinado para afideos em geral.

Em Auchenorrhyncha as dimensdes dos canais alimentar e salivar sdo ainda maiores;
apresentando, respectivamente 2,60 um e 1,20 um em Z. pullula; 2,0 pm e 1,0 um em E. vitis; 13
um e 4 um em G. fennabi (TAVELLA; ARZONE,1993), chegando a 6,2 ¢ 20,8 pm para o canal
alimentar de ninfas de primeiro instar e adultos de H. coagulata respectivamente (LEOPOLD et
al., 2003).

Este trabalho revelou informagdes importantes sobre o aparelho bucal de D. citri que
contribuirdo na melhor compreensao do comportamento alimentar deste inseto e de mecanismos
envolvidos na selecdo de hospedeiros e na transmissdo dos patdgenos associados ao
huanglongbing dos citros; bem como sobre a fungdo sensorial das sensilas presentes na
extremidade distal do rostro, que ja foi estudada em outros grupos de hemipteros (FOSTER;
GOODMAN; DUCHETT, 1983; BACKUS, 1985; ZACHARUK, 1980; ULMAN; MCLEAN,
1986).
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Figura 2 - Microscopia eletronica de varredura das estruturas do aparato bucal de Diaphorina citri. (A)
Vista ventral de um adulto; (B) Detalhe do labio; (C) Detalhe, extremidade distal do 1abio; (D)
Vista lateral das estruturas do aparato bucal; (E) Vista dos estiletes junto ao clipeo; (F) Detalhe
externo de um dos estiletes mandibulares: Cx, coxa; Cp, clipeo; Lb, labio; Stys, estiletes; SI,
sensilas; Ba, area basal; Di, area distal; StyMd, estiletes mandibulares; 1,2,3,4, sensilas; Cp,
clipeo; Cb, cibario; CbDm, musculos dilatadores do cibario; Lb, labio; Sl, sensilas; Cr, crumena;
Cp, clipeo; Stys, estiletes




Figura 3 - Cortes transversais sucessivos do labio de Diaphorina citri, extremidade distal para proximal (A-H). A) Abertura da extremidade distal do labio com
estiletes mandibulares ao centro, 4 pares de sensilas; B) Par de estiletes mandibulares e canais neuronais; C) Par de mandibulas ¢ um dos estiletes
maxilares, inicio do canal alimentar ou canal comum; D) Par de mandibulas e inicio da segunda maxila; E) Inicio da justaposi¢do entre as maxilas
formando os canais alimentar e salivar; F) Justaposi¢ao das maxilas e formag@o dos canais alimentar e salivar; G) Completa separag@o entre os canais

alimentar e salivar; H) Detalhe da regifo proximal dos estiletes: 1, 2, 3, 4, sensilas; Md, mandibulas; *, canais neuronais; Mx, maxilas; CC, canal

comum; FAC', inicio do canal alimentar; SC' inicio do canal salivar; FdC, canal alimentar; SC, canal salivar; Go, sulco.

LC



Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura da extremidade distal dos estiletes maxilares de Diaphrorina citri, vista da regido interna ou concava dos
estiletes. A) Estilete maxilar (Mx) expondo os sulcos (Go); os canais: alimentar (FdC); salivar (SC) e comum (CC); B) Maxila inferior com os
canais (Mx'); maxila superior (Mx?); detalhe do canal comum (CC)

8¢
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3 CARACTERIZACAO DAS FORMAS DE ONDA “ELECTRICAL PENETRATION
GRAPHS” (EPG) de Diaphorina citri KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE),
VETOR DE Candidatus Liberibacter spp. EM CITROS

Resumo

Hé varias décadas o psilideo Diaphorina citri ¢ conhecido como vetor de bactérias do
género Candidatus Liberibacter, associadas ao Huanglongbing (HLB) dos citros. Entretanto,
varios aspectos da transmissdo dessas bactérias ainda sdo desconhecidos, como as atividades
alimentares do vetor envolvidas na aquisi¢ao e inoculagdo do patégeno em citros. Este trabalho
teve por objetivo investigar a penetracao estiletar e atividades alimentares de D. citri sobre mudas
de Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Péra’, através da técnica de Electrical Penetration Graphs
(EPQG) - sistema DC. Os tipos de onda EPG foram descritos baseando-se em caracteristicas de
morfologia da onda, amplitude, freqiiéncia, nivel de voltagem e origem elétrica. As principais
ondas foram correlacionadas com observagdes histologicas das terminagdes das bainhas
estiletares no tecido vegetal, para determinar as atividades estiletares envolvidas e a localizacao
precisa desses eventos. A atividade estiletar também foi inferida com base na semelhanca da onda
com outras ja descritas para grupos de Sternorrhyncha, particularmente afideos e moscas-brancas.
Analisando-se os registros de 8 h de duracao de 20 fémeas adultas de D. citri, cinco formas de
onda foram identificadas: (C) penetragdo intercelular dos estiletes na epiderme e/ou parénquima;
(D) primeiro contato com o floema (onda distinta de outras ja relatadas para Sternorrhyncha);
(E1) salivagdo no floema; (E2) ingestdo no floema e (G) ingestdo no xilema. D. citri sempre
inicia a prova com penetragdo intercelular na epiderme e parénquima (C), com duragdo média de
10 min. Apds a onda C, os estiletes sdo freqlientemente retirados da planta e o inseto retorna para
ndo-prova (Np; 86,2% de probabilidade), principalmente nas primeiras 2 h de registro. A
probabilidade de contactar o floema apds a onda C ¢ de 12,5%. No contato com o floema,
observa-se sempre a onda D seguida de E1 (salivagdo; duragao média de 1,55 min). Apos El, ha
45% de chance dos insetos iniciarem ingestdo de seiva do floema (E2), sendo mais freqiliente o
retorno as atividades de caminhamento estiletar no parénquima (onda C; 55% de probabilidade).
A ingestao no floema ¢ a principal atividade de D. citri dentro da planta, com duragdo total de
206,11 min. em média, em 8 h de registro. Entretanto, este inseto realizou cerca de 20 provas e
demorou em média 155 min a partir da 1*. prova para atingir os vasos do floema. A onda G
(ingestdo no xilema) foi observada com baixa freqiiéncia (1,3%) apo6s a onda C, com duracao
média de 23,7 min. Estas informagdes sobre o comportamento alimentar de D. citri sdo
fundamentais para definir atividades estiletares e periodos necessarios para aquisicdo €
inoculacdo de Candidatus Liberibacter spp. em citros, e estabelecer taticas de manejo que possam
impedir a dissemina¢do de HLB.

Palavras-chave: Psilideo asiatico dos citros; Comportamento alimentar; EPG; Huanglongbing;
Candidatus Liberibacter
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Abstract

For decades the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama has been known as a
vector of phloem-limited bacteria associated to citrus huanglongbing (HLB), Candidatus
Liberibacter spp. However, some aspects of transmission remain poorly understood, such as the
feeding activities inside the plant tissue that result in bacterial acquisition and inoculation. This
research was carried out to investigate stylet penetration and feeding activities of D. citri on
seedlings of Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Péra’ by using the electrical penetration graph
(EPG-DC system) technique. EPG waveforms were described based on amplitude, frequency,
voltage level and electrical origin of the observed traces during stylet penetration on plant tissues.
The main waveforms were correlated with histological observations of salivary sheath termini in
plant tissues, in order to determine stylet activities and their precise position. The behavioral
activity was also inferred based on waveform similarities in relation to other Sternorrhynchans,
particularly aphids and whiteflies. By analyzing 8-h EPGs of 20 adult females, five waveforms
were described: (C) salivary sheath secretion and extracellular stylet pathway through epidermis
and parenchyma; (D) first contact with phloem vessels (distinct from other waveforms reported
for Sternorrhyncha); (E1) salivation in the phloem; (E2) phloem ingestion; and (G) xylem
ingestion. D. citri always initiate a probe with intercellular pathway through epidermis and
parenchyma (C), with mean duration of 10 min. After waveform C, stylet withdrawal from the
plant and return to non-probing status (Np) is the most frequent event (86.2%), especially in the
first 2 h of recording. The probability of phloem contact after C is 12.5%. Waveform D is always
observed upon phloem contact, followed by E1 (salivation; mean duration of 1.55 min). After EI,
there is a 45% probability of phloem ingestion (E2), but return to pathway activity (C) is a more
frequent outcome (55%). This insect only reached the phloem vessels after an average of 20
probes and 155 min following the onset of the first probe. Despite the long time to reach the sieve
elements, phloem ingestion is the main activity of D. citri within the plant, with average total
duration of 206.1 min (42.9% of the recording time). Waveform G (xylem ingestion) was
observed after C with a very low frequency (1.3%) and mean duration of 23.7 min. These data on
probing behavior of D. citri are basic to determine stylet activities and time periods required for
acquisition and inoculation of Candidatus Liberibacter spp. in citrus, as well as to establish
effective control tactics for preventing HLB spread.

Keywords: Asian citrus psylla; Probing behavior; EPG; Huanglongbing; Candidatus Liberibacter

3.1 Introducao

Greening dos citros, oficialmente denominada Huanglongbing (HLB) foi constatada em
pomares citricos do Brasil em 2004. O psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Psyllidae) assume posicdo de destaque neste patossistema por transmitir tanto a forma asiatica de
HLB, associada a bactéria Ca. L. asiaticus, como também a forma americana, associada a nova
espécie Ca. L. americanus (YAMAMOTO et al., 2006), estando ambas as espécies presentes em

pomares paulistas (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).
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Plantas citricas infectadas desenvolvem sintomas gerais de deficiéncia nutricional na
folha, ramos e frutos e devem ser erradicadas em virtude de ndo haver cura para esta doenca, e
pelo risco de servirem de fonte de indculo para aquisicdo e disseminagdo do patdgeno pelo
psilideo dentro do pomar (GARNIER; DANIEL; BOVE, 1984; GRACA, 1991;
FUNDECITRUS, 2009). Para entender o processo de transmissdo de fitopatégenos ¢ de extrema
importancia conhecer o comportamento alimentar dos insetos vetores, pois a aquisicdo e
inoculagdo ocorrem durante a alimentacdo do vetor no tecido vegetal (COSTA, 1998).
Informagdes detalhadas sobre a penetracao estiletar e atividades e atividades envolvidas sdo
essenciais para entender a aquisi¢do e inocula¢do de patdogenos. Infelizmente, para alguns vetores
importantes de bactérias fitopatogénicas, particularmente cigarrinhas e psilideos pouco ¢
conhecido sobre o comportamento alimentar em seus hospedeiros.

Para estudar em mais detalhes o comportamento alimentar de insetos sugadores, McLean e
Kinsey (1964), desenvolveram um método para registrar eventos elétricos relacionados a
penetragdo estiletar e atividades alimentares no interior do tecido vegetal. Originalmente
denominada “Electrical Monitoring System” (EMS), esta técnica consiste em montar um circuito
elétrico do qual o inseto e planta fazem parte, utilizando um sistema de corrente alternada (AC), e
registrando-se oscilagdes de voltagem (ou ondas) associadas as atividades estiletares dos insetos.
Atualmente esta técnica ¢ denominada “Electrical Penetration Graph” (EPG), podendo utilizar
também um sistema de corrente continua (DC), que registra oscilacdes de voltagem decorrentes
tanto de componentes de resisténcia (R) quanto de forca eletromotriz (emf) na interface inseto-
planta (TJALLINGII, 1978).

Virias espécies de Sternorrhyncha ja tiveram seu comportamento alimentar caracterizado
por EPG, principalmente utilizando-se o sistema DC, sendo que para afideos ja foram bem
estabelecidas as formas de onda, relacionadas as fases de caminhamento estiletar na epiderme e
parénquima vegetal (formas: A, B, C, pd e F), de ingestdo nos vasos do xilema (G) e floema (E1-
salivacdo e E2-ingestdo) (TJALLINGII, 1978; PRADO; TJIALLINGII, 1994). Para aleirodideos,
Janssen, Tjallingii e Van Lenteren (1989) descreveram formas de onda relacionadas a fase de
caminhamento (A e C), xilema (G) e ingestdo no floema [E(pd)]. Calatayud et al. (1994)
observaram ondas de caminhamento (A e C) e de atividade no floema (E) para cochonilhas.

Apesar da grande importancia de D. citri como vetor de bactérias associadas ao HLB,

pouco se sabe a respeito de sua penetracdo estiletar e atividades alimentares em plantas citricas
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que resultam na transmissao desses patdgenos. Este conhecimento ¢ fundamental para estabelecer
métodos de controle que possam interferir no processo de alimentagdo do inseto e com isso evitar
a disseminacao da doenca. Este trabalho teve por objetivo caracterizar formas de ondas de EPG-
DC associadas a penetragao estiletar e atividades alimentares de D. citri em citros, para
fundamentar o uso da técnica de EPG em estudos de comportamento alimentar deste inseto vetor.
Para tal, formas de ondas de EPG produzidas por adultos desse psilideo em seedlings de laranja
doce foram correlacionados com analises histologicas da posi¢do das terminagdes de bainhas
estiletares deixadas no tecido vegetal, e comparadas com as formas de ondas ja descritas para

outros Sternorrhyncha.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

Insetos e Plantas

A colonia de D. citri foi mantida sobre plantas de murta Murraya paniculata (L.) Jack
(Rutaceae), que ¢ um hospedeiro adequado para criagdo deste inseto. A criagdo foi acondicionada
em caixas de acrilico (35 x 35 x 53 cm) mantidas em sala climatizada (25+2°C; 70+% UR e
fotofase de 14 h). Para o estudo com EPG, utilizaram-se fémeas recém-emergidas com até 10 dias
de idade que passaram por um periodo de aclimatacdo de 2 dias em seedlings de laranja-doce
[Citrus sinensis (L.) Osbeck] cv. ‘Péra’. As plantas-teste utilizadas na aquisi¢ao dos registros de
EPG foram seedlings sadios de laranja doce com 20 — 25 cm de altura, produzidas em sacos
plasticos (500ml) contendo solo, esterco e areia (3:1:1), e mantidas em viveiros telados contra o

acesso de insetos vetores.

Electrical Penetration Graph (EPG)

O experimento foi conduzido em sala climatizada com as mesmas condigdes descritas
para a criacao dos insetos. Os registros de EPG foram obtidos utilizando o sistema DC modelo
GIGA-8 (Wageningen University) (TJALLINGII, 1978; 1988), ajustados com ‘“ganancia” de
100x. O sinal analdgico foi convertido em digital mediante a placa DI-710 (Dataq”™ Instruments,

Akro, OH, USA), acoplado a um computador Pentium4® para aquisi¢io e armazenamento dos
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dados, por meio do programa Probe 3.0 (Laboratory of Entomology, Wageningen University,
The Netherlands).

Os psilideos foram anestesiados com CO, durante 3 s e imediatamente imobilizados com
auxilio de uma bomba de vacuo semelhante a descrita por Van Helden e Tjallingii (2000), sob
microscopio esteroscopico. Um fio de ouro (Sigmund Cohn, Mont Vernon, NY, USA) de 20 um
de didmetro e 3 cm de comprimento, previamente acoplado a um eletrodo de cobre de 3 cm de
comprimento x 1 mm de didmetro, foi fixado sobre o pronoto do inseto com auxilio de uma
tintura a base de prata diluida em alcool (Laboratory of Entomology, Wageningen University,
The Netherlands). Em seguida, o eletrodo foi acoplado ao amplificador de sinais € o inseto
colocado sobre a superficie abaxial da folha da planta citrica. Outro eletrodo de cobre de 10 cm
de comprimento x 2 mm de didmetro (plant electrod) foi inserido no solo do vaso em que estava a
planta. O processo de monitoramento foi realizado dentro de uma gaiola de Faraday (100 x 110 x
90 cm). Para auxilio na interpretacdo do comportamento alimentar alguns registros foram
monitorados através de um sistema de video com uma camera digital (DCR-HC21, Sony,
Toyohashi, Japan) e posteriormente as imagens foram analisadas correlacionando o
comportamento do inseto com a forma de onda observada.

Cada psilideo foi monitorado por 8 horas e os dados de 20 individuos foram analisados
com o auxilio do programa Probe 3.0. As formas de onda de EPG foram descritas em relacao as
caracteristicas da morfologia da onda, andlise de espectro de amplitude (mdxima e minima),
frequéncia (Hertz), nivel de voltagem (extra ou intracelular) e origem elétrica (resisténcia — R ou
forga eletromotriz — emf). Para determinagdo da origem elétrica, ajustou-se o nivel de voltagem
para positivo e negativo em diferentes periodos para cada tipo de onda. A amplitude e frequéncia
foram estimadas usando a média de 60 valores observados em distintos pontos para cada padrao

(3 observagdes por inseto).

Histologia do tecido vegetal para analise da posicao dos estiletes em diferentes tipos
de onda

Em testes preliminares, foi definida as formas de ondas que eram observadas nos
registros. Assim, os psilideos foram monitorados sobre mudas citricas nas mesmas condi¢des de
desenvolvimento que as utilizadas para a aquisicao dos dados e, para cada forma de onda de

interesse, a alimentacdo foi interrompida retirando-se o inseto da planta. Uma &area de
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aproximadamente 0,5 cm” do tecido vegetal onde o inseto estava se alimentando foi retirada da
planta, sendo em seguida imersa em fucsina acida (1%) por 3 min, com o objetivo de tingir a
saliva produzida pelo inseto durante o inicio da alimentacdo, e facilitar assim a visualizacao do
ponto de insercao dos estiletes (MIRANDA et al.; 2009). Posteriormente, o material foi lavado
em agua destilada, seco em papel-filtro e fixado em solugdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1965).
Em seguida foi feita a desidratag@o a temperatura ambiente em uma série etilica crescente (10% a
100%). Para infiltracdo e emblocagem, utilizou-se o kit Historesina (Leica, Heidelberg,
Germany).

Posteriormente foram realizados cortes seriados em micrétomo com espessura de 12 um;
estes foram corados em solugdo de azul de toluidina (SAKAI, 1973). Inicialmente, a visualizacao
para encontrar a bainha salivar no tecido foi feita em microscopio 6tico (200x); posteriormente os
cortes foram montados em resina sintética “Entellan™ para a realizagdo de fotomicrografias em
fotomicroscopio Leica DM LB.

Apo6s correlagdes das formas de onda produzidas por D. citri na alimentacdo em folhas
citricas com o estudo da extremidade distal da bainha salivar, calcularam-se valores médios
(estatistica descritiva) de alguns parametros de EPG que representam o comportamento alimentar
de adultos deste inseto por um periodo de 8 horas.

Estudou-se também a sequéncia tipica de eventos que podem ocorrer durante a penetragao
estiletar, por meio do calculo da probabilidade de uma determinada forma de onda ser seguida
por outra (WAYADANDE; NAULT, 1996; ALMEIDA; BACKUS, 2004; MIRANDA et al,;
2009).

3.2.2 Resultados

Quando alimentados em citros por um periodo de 8 h, adultos de D. citri produziram
cinco formas de ondas distintas, que foram descritas baseando-se em sua associacdo com a
posi¢do das terminagdes da bainha estiletar no tecido vegetal e atividade exercida naquele tecido.
Cada forma foi representada por uma letra indicando a atividade alimentar bem como o tecido
explorado pelos estiletes. As letras utilizadas para estas ondas ja foram empregadas para afideos
por Tjallingii (1978) e Prado e Tjallingii (1994), excetuando-se a forma de onda D. A letra C,

indica penetragdo intercelular no parénquima; D, primeiro contato com o floema; E1, salivacdo
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no floema; E2, ingestdo no floema; e G, ingestdo no xilema (Figura 1A-J). As principais
caracteristicas referentes as cinco formas de onda estdo inseridas na tabela 1. O caminhamento
estiletar de D. citri nos tecidos da epiderme e parénquima foi sempre intercelular; ndo foram
observadas ondas do tipo ‘potential drop’ (Pd) durante o caminhamento, sugerindo que este
inseto ndo tem o habito de fazer picadas de provas em células (Figuras 2B; C; F). As cinco
formas de onda estdo representadas na figura 1A, o caminhamento dos estiletes pelo parénquima
lacunoso forma C ¢ apresentada na Figura 1B, a forma xilematica (G) ¢ observada na Figura 1C,
a forma D que antecede a fase floematica ¢ representada na Figura 1D, e a salivacao (forma de
onda El) e ingestdo floematica (forma E2) estdo representadas nas Figuras 1E e 1F
respectivamente.

Considerando 20 insetos adultos, a forma de onda Np (ndo prova) foi observada 30,71 £
4,0 vezes/individuo e duracao média de 115,86 + 13,4 minutos (Tabela 2). A primeira atividade
alimentar de D. citri ¢ a forma de onda C (caminhamento estiletar, Figura 3); em 8 horas de
registro cada individuo realizou em média 34,3+ 4,0 este comportamento € permaneceu nesta
atividade (prova) 157,1% 18,0 minutos (Tabela 2). Uma vez em C a maior probabilidade ¢ que o
inseto retorne a forma Np (86,2%) (Figura 3), ou seja, D. citri ¢ um inseto com o habito de
efetuar muitas provas. 12,5% ¢ probabilidade do primeiro contato com o floema (forma D) apds
C. Uma vez produzido essa onda, sempre sera observada a salivacdo no floema (E1) (Figura 3).
Consequentemente, as formas D e E1 foram observadas o mesmo ntimero de vezes (3,7 £ 0,9)
(Tabela 2).

Uma vez salivando, os insetos apresentam uma maior chance de voltar a forma C (55%)
que iniciar a ingestdao no floema, E2 (45%) (Figura 3). A atividade de ingestao floematica (E2) ¢
realizada (1,8 + 0,2 por individuo), porém ¢ o comportamento em que os insetos permanecem por
mais tempo, (206,1 + 25,1 minutos) podendo chegar a 389,02 minutos do total de 480 minutos
(Tabela2). Ao interromper ou finalizar a ingestdo, em todos os casos os insetos retornam a forma
de onda C (Figura 3). Somente 4 individuos produziram a forma G, com média de 0,45 + 0,2
vezes por individuo; nesta atividade xilematica os insetos permaneceram um total de 46,02 + 4,8

minutos (Tabela 2) e em todos os casos foi observado o retorno a forma de onda C (Figura 3).
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Correlacoes entre os padroes de EPG e posicio da extremidade distal da bainha
salivar produzida durante a alimentacio

Para a caracterizacdo do comportamento alimentar deste inseto, a analise histologica para
encontrar a bainha salivar foi uma etapa fundamental, haja vista que em testes preliminares
constatou-se que a excre¢do de “honeydew” ndo condiz com o momento exato da alimentagdo.
Este inseto, parece reter esse produto para a eliminacgao posterior. Abdullah (2008), observou que
ninfas de Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Psyllidae) excretam goticulas que cristalizam
que em contato com o ar.

Ao iniciar a penetracdo, os estiletes entram através dos espacos intercelulares da
epiderme, nao sendo observada entrada pelos estdmatos e em nenhum momento houve lise
celular (Figura 2b e 2C). Uma vez com os estiletes introduzidos na folha, todo o caminhamento
percorrido no parénquima lacunoso ¢ intercelular até chegar no floema e ou xilema (Figura 2A e
2F). Para cada forma de onda apontada anteriormente (C; D; Ele E2), encontrou-se a bainha
salivar correspondente, exceto G. A forma de onda G, que representa a fase xilematica foi
caracterizada por similaridade com a forma de onda G produzida por afideos, ja que sua
frequéncia de ocorréncia foi muito baixa. Essa onda apresenta uma amplitude média entre 50-
90% e freqiiéncia em Hz “waves” 5-7 e “peaks” 6-8 (Tabela 1).

Para a forma C, todas as bainhas salivares (n=6) corresponderam ao caminhamento
estiletar através do tecido parenquimatico lacunoso, ou seja, a extremidade distal da bainha
sempre estava neste tecido (Figura 2B e 2C); ja para as formas: D; E1 e E2 (5, 5 e 6 bainhas
respectivamente), impreterivelmente terminaram nos vasos do floema (Figuras 2A; 2D e 2E)
respectivamente. Dentre as bainhas salivares referente a forma E2 uma apresentou ramificagao
(Figura 2E), muito provavelmente, o inseto ndo encontrou um local adequado para a alimentacao
como vasos crivosos por exemplo, ou realizou uma salivagao (E1) ndo seguida de ingestao (E2) e
quando novamente encontra o floema inicia uma alimentagdo continua produzindo a bainha

ramificada.

Caracteristicas dos parametros que ocorrem durante a penetracdo estiletar
considerando vinte insetos em oito horas de registro
Apds serem acoplados ao equipamento de EPG, o tempo médio para que os insetos

realizem a primeira prova (forma C) ¢ de 3,10 + 1,21 (Tabela 3). A duracdo média de uma “C” ¢
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de 10,00 + 4,2 minutos ao longo de oito horas de registro, podendo alcancar 87,52 minutos
(Tabela 2). Na primeira hora, o numero de “Cs” ¢ 4,6 vezes maior que o realizado na segunda
hora, com 14.05 + 1,76 e 3,05 + 0,89 respectivamente (Tabela 3). Para o periodo em que o inseto
ndo esta realizando nenhum tipo de atividade alimentar, periodo de ndo-prova (Np), a duragao
média foi de 4,2 + 0,5 minutos, ndo excedendo 10,4 (Tabela 2). Do total de insetos analisados
(20), quatro se alimentaram do vaso xilematico (forma G) com uma duragdo média de 23,7 + 5,1
min, apresentando como menor tempo desse comportamento 13,2 min, ndo superando a 36,00
min (Tabela 2).

Ap0s percorrer todo o parénquima lacunoso, o inseto encontra o vaso do floema através
de seus estiletes. Todos os individuos avaliados atingiram o floema, sendo que E2 (ingestao) foi a
atividade que permaneceram por mais tempo, com uma média de 206,1 + 25,1 minutos (Tabela
2).

Em todos os casos, foi observada uma forma de onda caracteristica apds a forma C e que
sempre antecede a salivagdo no floema (E1), denominada como forma D (Figura 1D); ¢ um
comportamento que difere do que normalmente ocorre com afideos e outros Sternorrhyncha. Em
afideos por exemplo, apdés uma C (caminhamento) observa-se uma queda de potencial
representada pela forma E1 (salivagdo no floema); a forma D apresenta uma amplitude média de
50% a 5V, freqiiéncia em Hertz entre 1,0-3,5 “peaks” e nivel de voltagem extracelular, a
atividade associada a forma de onda D ¢é desconhecida (Tabela 1). Em todos os cortes
histologicos (n=5) para a forma de onda D, a extremidade distal da bainha salivar estava no
tecido floematico (Figura 2A) e uma vez nesse padrdo sempre ocorreu uma salivacao (E1)
(Figura 3).

A duracdo média da forma D ¢ de 0,77 + 0,05 (46,2 segundos), com tempo minimo de
22,8 e maximo de 78,0 segundos (Tabela 2). O tempo médio desde a primeira prova para que o
inseto realize uma salivacao (forma E1) foi de 154,89 + 20,94 min., podendo tardar pouco mais
de 5 h (307,23 minutos) ou ocorrer na primeira hora (50,09 min.) (Tabela 3). Ao encontrar o
floema o inseto impreterivelmente apresenta a forma de onda D seguida de E1 como comentado
anteriormente. Uma vez salivando (E1), o inseto pode iniciar o processo de ingestdo (45% de
probabilidade) ou voltar a fase de caminhamento (C) (55% de probabilidade) (Figura 3). Entdo,
podemos encontrar uma E1 seguida de C ou uma E1 seguida de E2; no primeiro caso chamamos

de E1 “single” (nove insetos apresentaram esse comportamento), que ocorreu com freqiiéncia
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média de 1,85 £ 0,7 vezes/inseto e com duragdo média de 1,24 + 0,64 min em 8 horas de registro;
ja a freqiiéncia média de uma E1 seguida de E2 foi de 3,7 £ 0,9 vezes por inseto e a duragdo
média foi de 1,55 + 0,24 min, variando de 0,39 a 4,8 minutos (Tabela 2).

Antes da primeira salivacao (E1), adultos de D. citri produzem um nimero médio de
20,30 £ 2,53 provas (forma C), com duracdo de 27,40 + 4,9 min./prova. Contudo, observou-se
um tempo minimo de 8,9 min, podendo chegar a até 89,6 minutos. Apds o periodo floematico
(E1 + E2), esse numero de provas cai pela metade (10,1+ 3,4). As provas menores que 3 minutos
de duragdo antes de (E1+E2) ocorreram em uma frequéncia média de 23,75 + 3,53, muito
superior a de 7,75 + 3,05 provas, constatada ap6s essa fase floematica (Tabela 3). Quando o
inseto inicia a ingestao (E2), ele pode ficar se alimentando no vaso floematico por um periodo de
até 389,0 minutos ou efetuar uma ingestdo curta de 8,9 min. A duracdo média deste
comportamento foi de 150,2 + 24,3 minutos, sendo a forma de onda em que o inseto permaneceu
por mais tempo dentre as cinco formas de onda descritas, evidenciando o comportamento
alimentar floematico para essa espécie de psilideo (Tabela 2). Ao final da terceira hora desde a
primeira prova (177,78 £ 22,67 minutos em média), a maior parte dos insetos iniciou a ingestao,

podendo ocorrer ja na primeira hora, mas com um tempo nao inferior a 51,87 minutos (Tabela 3).

3.2.3 Discussao

Até o momento a técnica de EPG tanto no sistema AC quanto no DC permitiu o
conhecimento detalhado do comportamento alimentar de pouco mais de 50 espécies de
hemipteros, contribuindo com informagdes importantes para uma melhor compreensdao do
patosistema inseto-planta-patdogeno, o que ¢ fundamental para o manejo integrado de pragas
(BACKUS, 1994).

Para a familia Psyllidae foi realizado um unico trabalho, onde Ulman e McLean (1988)
monitoraram as atividades alimentares no sistema AC de ninfas e adultos de P. pyricola e
idenficaram uma forma de onda S (saliva¢do) e outra I (ingestdo), diferindo de D. citri que
apresentou cinco formas de onda distintas. Esses autores observaram que tanto ninfas quanto
adultos apresentam um movimento constante de antenas inclusive apds o inicio da ingestdo.
Foram realizadas gravacdes em video desde o inicio do experimento e observou-se que adultos de

D. citri também apresentam esse comportamento caracteristico; porém, quando o inseto realiza
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uma forma C mais constante (por exemplo, duracdo média 10 + 4,15 min, Tabela 2), ou quando
estdo em ingestdo continua no floema (E2) o movimento de antenas ¢ paralisado.

Outro ponto importante observado por Ulman e McLean (1988), ¢ a preferéncia pelas
nervuras foliares para a alimentacao de P. pyricola. No caso de D. citri, adultos também realizam
a alimentacdo em nervuras de folhas citricas, mas com preferéncia para a nervura principal ou
central observado em testes preliminares, drea que apresenta maior feixe floematico segundo
Queiroz-voltan e Blumer (2005); podendo ser um dos motivos pelo qual o inseto tem esse habito.

Ainda em Ulman e McLean (1988), o tempo desde o inicio do experimento até a primeira
prova explorando a superficie foliar foi de 2,9 minutos para ninfas de P. pyricola, resultado
praticamente semelhante ao que obtivemos para adultos de D. citri (3,10 minutos, Tabela 3); ja
adultos do psilideo da pereira apresentaram um tempo superior a 4,4 minutos. Eles observaram
também que tanto ninfas como adultos se alimentaram em varios tipos de células, ndo ingerindo
predominantemente seiva do floema, contrariamente foi observado que D. citri se alimenta de
floema ou de xilema com um tempo médio de 206,1 e 46,0 minutos, respectivamente (Tabela 2),

concordando com Hodkinson (1974), que relatou o habito floematico para a familia Psyllidae.

Forma de onda C

Tjallingii (1978; 1985) monitorou atividades alimentares de pulgdes através de EPG-DC e
relatou que esta forma de onda ¢ complexa, porque pode assemelhar-se a outras ondas com
relagdo ao nivel de amplitude da onda ou freqiiéncia de ‘peaks’. Para afideos, esta forma
apresenta as seguintes caracteristicas: amplitude da onda 30%, uma freqiiéncia ndo determinada
(mistura de picos), o estilete pode estar em todos os tecidos e a atividade ¢ de caminhamento
intercelular, podendo ocorrer ‘pds’ entre a forma de onda (REESE et al, 1994). Em D. citri, a
forma C também esta relacionada com o caminhamento intercelular, porém quedas de potencial
(pds) ndo foram observadas, a morfologia da onda ¢ distinta, amplitude ¢ de 45% com uma
frequéncia de picos variando entre 11,5-19,0 Hz (Tabela 1).

Janssen, Tjallingii e Van Lenteren (1989) estudaram o comportamento alimentar da
mosca-branca Trialeurodes vaporariorum (Westw.) no sistema DC e observaram que a forma C
também representa a atividade de caminhamento estiletar intercelular no mesofilo, podendo
ocorrer ‘pds’ porém mais raramente que afideos. A freqiiéncia ¢ de 10-16 Hz inicialmente, que

decresce com o tempo, estd freqliéncia ¢ bem similar a observada em D. citri, porém para o
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psilideo se manteve estavel durante as 160 horas de registros (11,5-19,0 Hz; Tabelal), a forma de
onda C pode apresentar “subformas” como ocorre em moscas-branca (JANSSEN; TJALLINGII;
VAN LENTEREN, 1989), porém neste trabalho nao foi estudada em detalhes, ja que o principal
interesse sao as formas de onda floematicas onde supostamente ocorre a aquisi¢do e inoculacao
de C. L. spp. Jiang et al. (1999) monitoraram durante seis horas o comportamento alimentar de
Bemisia tabaci (Gennadius) frente a dois bidtipos de tomate e observaram uma frequéncia entre
5-10 Hz e amplitude entre 10-60% para as subformas I e II, ficando abaixo da frequencia minima
observada em D. citri (11,5; Tabelal), ja a amplitude de 45% foi estavel diferindo da variacao
relatada para este aleirodideo.

Lei, Van Lenteren e Tjallingii (1999), observaram que quando alimentada em tomate 7.
vaporariorum realizou 57,1 provas (forma C) em um periodo de 12 horas (4 horas a mais em
relagdo ao presente trabalho), aproximadamente 24 provas a mais que D. citri (Tabela 3), ja para
B. tabaci Jiang et al. (1999) constataram uma média de 78,7 e 60,3 provas quando alimentada em
dois biodtipos de tomate, muito superior a média constatada neste ensaio que ndo ultrapassou 73
provas (Tabela 3), além de serem grupos diferentes de insetos, este fato pode estar relacionado
com a planta hospedeira, ja que plantas de citros ndo possuem tricomas facilitando a busca por
um local adequado para a alimentagdo, o que ndo ocorre com B. fabaci em tomate. Yang e
Walker (2003) monitoraram ninfas de B. argentifolii e observaram que a forma de onda C
também apresenta um nivel de voltagem extracelular e todo o caminhamento dos estiletes se da
entre as células.

Para a cochonilha Phenacoccus manihoti, a frequéncia para a forma C nao ultrapassou 11
Hz (CALATAYUD et al., 1994), também inferior a minima observada para D. citri (11,5 Hz
tabela 1). Como parte intrinseca da forma C ocorrem as quedas de potenciais (pds) para insetos
do grupo Sternorrhyncha (TJALLINGII, 1978; JANSSEN; TJALLINGII; VAN LENTEREN,
1989; JIANG et al., 1999; CALATAYUD et al., 1994) comportamento ndo observado para

adultos de D. citri neste trabalho.

Forma de onda G
Embora se alimentem predominantemente de seiva do floema, D. citri assim como afideos
sdo capazes de ingerirem seiva do xilema. De 20 individuos de D. citri avaliados, 4 se

alimentaram no xilema com um tempo médio de 23,7 minutos de ingestdo (Tabela 2). A seiva
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xilematica € composta basicamente de dgua e sais minerais (GOLLAN et al., 1992); portanto, ¢
improvavel que supra os insetos nutricionalmente quando comparada com uma alimentagdo
floematica; porém, pode ser uma importante fonte de agua evitando a desidratagdao do inseto. Um
estudo de EPG realizado com Aphis fabae Scop. (Homoptera: Aphididae) mostrou que a duracao
de ingestdo no xilema aumentou consideravelmente quando os insetos eram submetidos a um
periodo de ndo alimentagdo ‘jejum’ (SPILLER; KOENDERS; TJALLINGII, 1990). No presente
trabalho os insetos ndo foram submetidos ao jejum, entdo pode ser que os quatro psilideos que
ingeriram seiva xilematica tenham passado por um periodo de nao alimentagdo enquanto estavam
em aclimatacao.

A forma de onda G somente foi observada no periodo de marcagdo dos registros; por esta
razdo, ndo foram realizados cortes histologicos para o estudo da bainha salivar. E uma onda
pouco frequente, que apresenta uma probabilidade de ocorrer de 1,3%, inferior a probabilidade de
ocorréncia de uma forma de onda floematica (12,5%) (Figura 3). Para a cochonilha P. manihoti
ndo foi observada claramente a forma G (CALATAYUD et al., 1994). Por similaridade, a forma
G ¢ compativel morfologicamente as formas xilemdticas que outros insetos do mesmo grupo
Sternorrhyncha possuem, por exemplo, afideos apresentam uma freqiiéncia entre 4 ¢ 9 Hz, nivel
de voltagem extracelular (e) e origem do sinal elétrico forca eletromotriz (emf) para ‘waves’ (w)
e resisténcia (R) para ‘peaks’ (VAN HELDEN; TJALLINGII, 2000). Neste trabalho foram
constatadas iguais caracteristicas para o psilideo dos citros, porém com uma menor varia¢do de

frequéncia, entre 5,0-7,0 ¢ 6,0-8,0 para ‘waves’ e ‘peaks’ respectivamente (Tabela 1).

Forma de onda D

Esta nomenclatura foi empregada para afideos por Tjallingii (1978), o autor relatou que
este comportamento representava parte da ingestao floematica e era equivalente a “forma de onda
I” de ingestao para pulgdes, observado por McLean e Kinsey’s (1964). Como havia uma auséncia
de correlagdo para esta atividade na época e posteriormente o comportamento floematico foi
estabelecido salivacdo e ingestdo (E1 e E2 respectivamente), decidiu-se resgatar a nomenclatura
ja que a forma D deste trabalho também esta relacionada com o floema.

Todos os cortes histologicos para esta forma de onda apresentaram a extremidade da
bainha salivar no tecido floematico (Figura 2A) e o nivel de voltagem ¢ extracelular (e) (Tabela

1), j& que ndo se observa uma queda de potencial (Figura 1D), muito provavelmente esse
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comportamento representa o primeiro contato com o vaso floematico, contudo, apesar dos cortes
apresentarem a bainha salivar no floema o tipo de atividade ¢ indeterminado (Tabela 1).

Esta forma sempre estd entre uma C e uma E1 (Figura 1D), ou seja, antes que o inseto
salive no floema ela ¢ observada, com uma amplitude de 50% e frequéncia entre 1,0-3,5 Hz
(Tabela 1). Até entdo parece ser um padrao especifico da espécie D. citri, j4 que Ullman e
McLean (1988) ndo relataram qualquer tipo de atividade semelhante para P. pyricola,
(pertencente a mesma familia). Janssen, Tjallingii ¢ VAN Lenteren, (1989) relataram que a forma
floematica E(pd) para a mosca-branca 7. vaporariorum ocorre sempre apos a forma C, nao sendo
observado outro tipo de onda entre essas formas.

Ninfas de B. argentifolii quando encontram o floema ocorre uma transi¢do abrupta do
nivel de voltagem extra (e) para intracelular (i) originando uma nova forma de onda nomeada
como J , esta forma ¢ breve e também ndo tem uma atividade biologica conhecida, porém
apresenta um nivel de voltagem intracelular (i) diferentemente da forma D para D. citri que ¢
extracelular (e), curiosamente os autores relataram que este comportamento poderia representar o
comego da fase floematica ou ainda uma atividade preparatoria antes das atividades principais de
floema (YANG; WALKER, 2003). Lei et al. (1996) estudaram o comportamento alimentar de
ninfas de 7. vaporariorum e ndo encontraram comportamento semelhante, o mesmo foi
observado para a cochonilha da mandioca P. manihoti, a forma floematica (E1) inicia-se com
uma queda de potencial apos uma C (CALATAYUD et al., 1994). Afideos apresentam a forma
C como a ultima que antecede o comportamento floematico (TJTALLINGII, 1978, 1988; PRADO;
TJALLINGII, 1994). Todos esses sternorrhynchos basicamente seguem o modelo do
comportamento alimentar dos pulgdes e, contrariando essa similaridade, D. citri apresenta a

forma de onda D entre as formas C e E1 (Figura 1A e 1D).

Formas de onda E1 e E2

A fase floematica ¢ formada por duas formas de onda, E1 (saliva¢do) e E2 (ingestdo). Em
ambas, as extremidades distais das bainhas salivares sdo observadas no feixe floematico (Figuras
2 D, E e F). Uma vez atingido o floema (apds D), a forma E1 sempre ¢ observada, E1‘single’
quando nao ¢ seguida pela ingestao (E2) ou E1 + E2 (salivagdo seguida de ingestao) concordando
com Tjallingii, (1978; 1988) e Prado e Tjallingii (1994), nove adultos de D. citri apresentaram El

‘single’ ndo seguida de E2 (Tabela 2). Pulgdes apresentam uma freqiiéncia entre 2 e 4 Hz para E1
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(VAN HELDEN; TJALLINGIIL, 2000). D. citri apresentou uma freqiiéncia maior, entre 5 ¢ 7,5
Hz; contudo, a oscilacdo ¢ praticamente a mesma (2,5 Hz) (Tabela 1).

Esses comportamentos floematicos observados em D. citri apresentam uma similaridade
com afideos e outros insetos pertencentes ao mesmo grupo baseado em duas observagoes: 1)
todos os cortes histologicos apresentaram a extremidade distal da bainha salivar no tecido
floematico, 2) o nivel de voltagem ¢ mantido ao longo do padrdo, indicando a posicao intracelular
(1) dos estiletes (Tabela 1), assim como o potencial de membrana também ¢ mantido
(TJALLINGII, 1985). Um dos cortes histoldgicos que correlacionaram com E2 foi detectada uma
bainha ramificada (Figura 2E), podendo evidenciar uma E1 ‘single’, desta forma podemos
considerar que o inseto apenas salivou no floema (E1), e em uma segunda tentativa a ingestao foi
estabelecida (E1 + E2) momento em que o inseto foi retirado da folha para o estudo histologico.

Calatayud et al. (1994) relataram que de maneira geral as formas de onda El e E2
produzidas para a cochonilha P. manihoti sao homologas as observadas em afideos. Da mesma
forma, moscas brancas também apresentam igual comportamento (JANSSEN; TJALLINGII;
VAN LENTEREN, 1989; LEI; VAN LENTEREN; TJALLINGIIL, 1999; JIANG et al., 1999).
Portanto essas evidéncias sugerem certa similaridade entre D. citri e demais insetos do grupo
Sternorrhyncha, principalmente quando ambos estdo em atividade floematica.

Este estudo permitird grandes avangos e melhor compreensdo na relagdo entre vetor-
patdégeno-hospedeiro, contribuindo com informagdes importantes sobre o comportamento
alimentar deste inseto que até entdo ndo eram detalhadas como. Foram estabelecidas as principais
atividades estiletares durante a alimentagdo, evidenciando o comportamento floemdatico por
adultos de D. citri. Essas informagdes serdo de referéncia para estudos de transmissao de Ca. L.
asiaticus pelo inseto, estudos de resisténcia de plantas, acdo de inseticidas dentre outros,

contribuindo de maneira significativa para o manejo integrado do Huanglongbing no mundo.



Tabela 1 — Sumario das principais caracteristicas e correlagdes das formas de ondas de EPG-DC descritas para Diaphorina citri em

Citrus sinensis

Caracteristicas das formas de onda Correlagdes
Ondas de  Amplitude® Frequéncia  Nivel de Origem do Local do estilete na Atividade
EPG' (%) (Hertz) voltagem®  sinal elétrico* planta
C 45 11,5-19.0 . R Parénquima Secre(;ég da bainha salivar /
intercelular

D 50 1,0-3,5 e emf Floema Nao determinado
El - 5,0-7,5 1 emf Floema Salivacao
E2w ) 3,0-8,0 i emf Floema Ingestao

p 10 - 40 3,0-9,0 i R
Gw ) 3,0 - 7,0 ¢ emf Xilema Ingestao

p 50-90 6,0 - 8,0 e R

'p= picos, w= ondas

?Amplitude média; 5V=100% amplitude
Se: extracelular; i:intracelular

*R: resisténcia;emf: for¢a eletromotriz
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Tabela 2 — Frequéncia de ocorréncia e duracao de formas de onda (EPG —DC) para Diaphorina citri durante um periodo
de oito horas em folhas novas de Citrus sinensis. NPP: propor¢do de individuos que produziram um tipo de
onda; NPI: nimero de individuos que produzem uma forma de onda especifica; DTI: duracao total (minutos)
da forma de onda por individuo; DPI: dura¢do (minutos) de uma forma de onda por individuo

NPI DTI DPI

NPP  média + EP (min — max ) média = EP (min — max ) média = EP (min — max )
(n=20) (n) (n)

NP 20/20"  30,7+4,0 (3-171) 1159+13,4 (0,38 -226,9) 42+0,5 (0,13-10,4)
(20) (20)

C 2020  34,3+4,0 (3-73) 157,1 £18,0 (60,0 —343,6) 10,0 4,2 (1,8—-287,5)
(20) (20)

D 20/20 3,7+£0,9 (1-16) 2,74 £ 0,65 (0,38 -12,3) 0.77+0.05 (22,8-78,0)
(20) (20)

El“single”2 9/20 1,85+0,7 (0-12) 33+1,3 (0,51 -12,3) 1,24+ 0.64 (0,31 —6,36)
) )

El’ 20/20 3,7+£0,9 (1-16) 4,6+1,0 (0,40 -17,9) 1,55+0,24 (0,39 —-4,8)
(20) (20)

E2 20/20 1,8+0,2 (1-4) 206,1+£25,1 (17,8 —389,0) 150,2+24,3 (8,9 -389,0)
(20) (20)

G 4/20 0,45+0,2 (0-3) 46,0 £4,8 (36,0 — 55,9) 23,7+5,1 (13,2 -36,0)
“4) “4)

"Numero de individuos que produzem uma forma de onda no total de individuos avaliados.
*Forma de onda E1 nio seguida da forma de onda E2.
*Forma de onda E1 seguida da forma de onda E2.
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Tabela 3 — Parametros de EPG utilizados no estudo do comportamento alimentar de
Diaphorina citri durante um periodo de oito horas em folhas novas de Citrus

Sinensis
Numero de provas Média + EP / (min-max)
durante 8 h 343+4,0/(3-73)
na 1* hora 14,05+ 1,76 / (3 —28)
na 2° hora 3,05+0,89/(0-14)

Antes da 1* E1
Apds a 1*E12!

<3 min antes de E12
<3 min apo6s E12'

20,30 £ 2,53/ (3 — 41)
10,1 3,4 /(0 — 58)
23,75+3,53/(2—58)
7,75 +3,05/(0—50)

Tempo (min) para

Média + EP / (min-max)

1? prova a partir do inicio do experimento
1* E1 desde o inicio da 1? prova

1* E12° desde o inicio da 1* prova

Prova (padrdo C) que antecede E1

3,10 £ 1,21 /(0,24 — 25,03)

154,89 = 20,94 / (50,09 — 307, 23)

177,78 + 22,67 / (51,87 — 352,26)
274+49/(8,9 - 89,6)

'Forma de onda E1 seguida por E2
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Figura 1 — Formas de onda de EPG produzidas por Diaphorina citri sobre folhas de Citrus sinensis. (A)
Esquema de todas as formas registradas; (C) forma C em 30 seg.; (D) forma C em 10 seg.; (E)
forma G em 30 seg.; (F) forma D em 30 seg.; (G) forma E1 em 30 seg.; (H) forma E1 em 10 seg.;
(D forma E2 em 30 seg.; e (J) forma E2 em 10 seg.
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Figura 2 — Cortes transversais de folhas de Citrus sinensis contendo bainhas salivares de Diaphorina citri. (A)
Bainha salivar completa terminando no floema durante a forma El1 (40x). (B ¢ C) Bainhas com
extremidades distais no parénquima lacunoso durante a forma C (40 e 100x respectivamente). (D)
detalhe da bainha alcangando o floema durante a forma E2 (100x). (E) bainha salivar ramificada no
floema durante a forma E2 (100x). (F) bainha salivar com extremidade distal alcangando o floema
durante a forma D (100x). E: epiderme; PL: parénquima lacunoso; F: fibras; Ph: floema; X: xilema.
Setas indicam o local onde as bainhas salivares terminam.
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Figura 3 — Sequéncia de eventos para Diaphorina citri sobre folhas de Citrus sinensis. Os valores na cabega
de cada seta correspondem a probabilidade de uma forma de onda ser seguida por outra
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4 INFLUENCIA DA IDADE DA FOLHA CITRICA NO COMPORTAMENTO
ALIMENTAR DE Diaphorina citri Kuwayama (HEMIPTERA: PSYLLIDAE) E NA
AQUISICAO DE Candidatus Liberibacter asiaticus

Resumo

O conhecimento de fatores que influenciam a eficiéncia de aquisicdo de
Candidatus Liberibacter asiaticus por Diaphorina citri ¢ importante para determinar condigdes
favoraveis a disseminag¢do da doenca Huanglongbing (HLB) em citros e selecionar estratégias
adequadas para interferir neste processo, Esta bactéria apresenta uma distribui¢do irregular nas
plantas citricas, com maior concentracdo em folhas mais maduras que apresentam os sintomas
tipicos da doenca. Neste estudo avaliou-se a preferéncia de D. citri por diferentes partes da planta
citrica, bem como o efeito da idade da folha (nova e assintomatica x madura e sintomatica) na
eficiéncia de aquisicdo e comportamento alimentar de D. citri em plantas-fonte infectadas com
Ca. L. asiaticus. D. citri mostra nitida preferéncia por folhas novas da por¢ao superior da planta
(71,3% dos individuos), e pela nervura principal na face abaxial das folhas (87,1%). Grupos de
insetos sadios foram entdo confinados separadamente em folhas maduras e folhas novas de
plantas-fonte de Ca. L. asiaticus. Apos um periodo de acesso a aquisicao (PAA) de 4 dias, os
psilideos de cada tratamento foram mantidos em plantas sadias por 24 dias e, sua infectividade
testada por PCR quantitativo. Adultos de D. citri adquiriram Ca. L. asiaticus em folhas novas
(assintomaticas) com maior eficiéncia do que em folhas maduras (sintomaticas). Para investigar
possiveis motivos para as diferencas em eficiéncia de aquisicdo, fémeas adultas de D. citri
tiveram sua penetragdo estiletar analisada pela técnica de Electrical Penetration Graph (EPG), em
folhas maduras x novas de plantas infectadas, A ingestdo de seiva do floema foi mais longa e
frequente em folhas novas. Em 5 horas de observacao, aproximadamente 50% dos individuos em
folhas novas iniciaram ingestdo continua em floema (E2), em comparacdo com apenas 15% em
folhas maduras, onde os insetos passaram maior periodo de tempo com os estiletes no
parénquima foliar (fase de caminhamento) ou ndo se alimentando. Analises histologicas
mostraram que as folhas maduras apresentam uma lignificagdo na parede das células da camada
de fibras que antecede os feixes vasculares, enquanto que em folhas novas esta lignificacdo ndo ¢
intensa. E possivel que a camada de fibras possa dificultar o caminhamento dos estiletes em
direcdo aos vasos de floema nas folhas maduras. A maior duragdo e frequéncia de ingestdo no
floema em folhas novas parecem explicar, a0 menos em parte, a maior eficiéncia de aquisi¢ao de
Ca. L. asiaticus por D. citri, quando este ¢ confinado nesta parte da planta.

Palavra-chave: Diaphorina citri; Candidatus Liberibacter asiaticus; Comportamento alimentar;
Transmissdo; Huanglongbing (HLB); EPG

Abstract
An understanding of factors influencing acquisition efficiency of Candidatus Liberibacter

asiaticus by the Asian citrus psylla, Diaphorina citri, is basic to determine favorable conditions
for Huanglongbing (HLB) spread in citrus, as well as to select strategies to interfere with this
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process. This bacterium has an irregular distribution in citrus plants, with greater concentration in
mature leaves showing typical symptoms (blotchy mottle). In this study we evaluated the
preference of D. citri for different parts of a citrus plant, as well as the effect of leaf age (young
and asymptomatic x symptomatic mature leaves) in source plants infected with Ca. L. asiaticus
on acquisition efficiency and probing behavior of D. citri. This insect shows a clear preference
for young leaves of the upper portion of the plant (71.3% of the individuals), and main vein on
the abaxial leaf surface (87.1%). Groups of healthy lab-reared D. citri adults were then confined
separately on a young and on a mature (symptomatic) leaf of source plants of Ca. L. asiaticus.
After an acquisition access period (PAA) of 4 days, psyllids from each treatment were kept on
healthy plants for 24 days and then tested for infectivity by quantitative PCR. Adults of D. citri
acquired Ca. L. asiaticus with greater efficiency on young (asymptomatic) leaves than in mature
(symptomatic) leaves from infected plants. To investigate possible reasons for the differences in
acquisition efficiency, we analyzed the probing behavior of adult females of D. citri on mature x
young leaves of infected citrus plants by the Electrical Penetration Graph (EPG) technique.
Phloem ingestion was longer and observed more often on young leaves. Within 5 h, around 50%
individuals on young leaves started sustained phloem ingestion (E2), whereas less than 15%
individuals on mature leaves did so. On mature leaves, the insects spent most of the time with the
stylets in the parenchyma (pathway phase) or non-probing. Histological analyses indicated that
mature leaves show lignification in cell walls of the fiber layer surrounding the vascular bundles.
In contrast, young leaves do not show cell wall thickening in this fiber layer. It is possible that the
fiber layer affects stylet pathway towards the phloem vessels in mature leaves. The higher
frequency and longer duration of phloem ingestion appears to explain at least in part the higher
acquisition efficiency of Ca. L. asiaticus when D. citri is confined on young asymptomatic
leaves.

Keyword: Diaphorina citri; Candidatus Liberibacter asiaticus; Feeding behavior; Transmission;
Huanglongbing (HLB); EPG

4.1 Introducao

Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae) ¢ considerada a praga mais importante da
citricultura mundial quando estd associada ao agente causal da doenga Candidatus Liberibacter
spp. (HALBERT; MANJUNATH, 2005), apesar de ser praga geralmente encontrada em citros,
tem-se o conhecimento de uma ampla gama de hospedeiros, esses mesmos autores relataram em
2004 mais de 50 espécies hospedeiras do inseto vetor; plantas da familia Rutaceae sao
hospedeiros naturais tanto de D. citri quanto das espécies de Liberibacter (GARNIER et al.,
2000; BOVE; GARNIER, 2002). Os hospedeiros de Psilideos sao exclusivamente dicotiledoneas
(EASTOP, 1972). Os estudos desses diferentes hospedeiros para o inseto vetor t€m sido bastante
explorados, porém temos poucas informacdes da distribuicao de D. citri em plantas citricas. Tsai

e Liu (2002) reportaram que o crescimento continuo de brotos e folhas novas produzidos por
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Murraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae) ¢ um fator importante para manter altas popula¢des do
inseto na planta. Skelley e Hoy (2004) constataram que adultos do inseto ocuparam 95 % dos
brotos de M. paniculata para reproducao.

Yasuda, Kawamura e Oishi (2005) avaliaram a presenca desse psilideo em plantas adultas
de Murraya exotica L. e Citrus depressa Hayata e ndo observaram diferenga no nimero de
adultos nas diferentes partes da planta de Citrus, sendo que em Murraya, a maioria das ninfas e
adultos foi encontrada em brotos e folhas jovens. Em outro ensaio, empregando plantas (jovens)
desta espécie de planta, os autores nao encontraram diferengas, na presenca de machos em folhas
jovens e maduras, porém o numero de fémeas na regiao apical foi significativamente maior.

O fato desses insetos serem encontrados em regides apicais e brotagdes, principalmente
ninfas e fémeas, pode estar relacionado a alta concentragdo de aminodcidos presentes na seiva
floematica deste tipo de tecido. Esta caracteristica proporciona longos periodos de alimentacao
neste tipo de tecido vegetal, ingerindo grande quantidade de seiva (WU, 1980).

Ca. Liberibacter sdo bactérias restritas aos vasos do floema e apresentam distribuicdo
sistétmica na planta (BOVE; GARNIER, 2002), sendo essa distribuicdo irregular na planta
(MCLEAN, 1970). Como a alimentacao de D. citri em plantas citricas ¢ predominantemente
floematica (BONANI, 2009') e a bactéria presente neste tecido, em condi¢des favoraveis, um
unico inseto pode adquiri-la. No entanto, em uma populagdo, poucos sdo os individuos capazes
de efetuar a aquisicdo e posteriormente inoculagdo em uma planta sadia (ZHAO, 1981;
McLEAN, 1974).

Além da distribuicdo sistémica, porém de forma irregular, da bactéria na planta, outro
fator que pode interferir na transmissdo ¢ a preferéncia pelo local de alimentagdo por D. citri na
planta hospedeira, ja que ndo se conhece um estudo de caso mais detalhado. A preferéncia pelo
tecido na alimentagao do psilideo pode estar ainda relacionada quanto a conformagao histologica,
como disposicao do parénquima e feixe floematico (QUEIROZ-VOLTAN; BLUMER, 2005).

Com o advento da técnica de “Electrical Penetration Graphs” (EPG), muitas questdes
relacionadas ao comportamento alimentar de insetos sugadores foram elucidadas (TJALLINGTII,

1978). O comportamento necessario para transmissao de fitopatégenos por afideos foi estudado

! Bonani, 2009, p. 46.
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por Prado e Tjallingii (1994), Martin et al. (1997) e Collar e Fereres (1998). Também foi
empregada para estudar a mudanca de comportamento em afideos quando alimentados em
plantas infectadas com virus (FERERES et al., 1990; ALVAREZ et al., 2006). Jiang et al. (1999)
estudaram o comportamento alimentar de Bemisia tabaci (Gennadius) em dois bidtipos de
tomateiro e observaram diferengas comportamentais.

Em virtude de poucas informagdes relacionadas a preferéncia de D. citri por partes da
planta de citros para a alimentacdo e consequente aquisicdo do patdgeno, o presente capitulo tém
por objetivos: avaliar o local de alimentacao de D. citri em mudas citricas; analisar os possiveis
fatores que possam estar relacionados a este comportamento, através de cortes histoldgicos do
tecido de preferéncia para a alimentacdo do inseto; testar a aquisi¢do de Ca. L. asiaticus por
adultos de D. citri quando alimentados em brotagdes, folhas novas (assintomadticas) e folhas
maduras (sintomaticas) e; avaliar o comportamento alimentar deste vetor quando alimentado em
folhas novas (assintomaticas) e maduras (sintomadticas) de plantas citricas infectadas com Ca. L.

asiaticus, por meio da técnica de Electrical Penetration Graphs (EPG).

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Material e Métodos

Experimento 1: Locais de alimentacio de D. citri em mudas citricas

Obtencao de psilideos e plantas-teste

A colbnia de D. citri foi mantida sobre plantas de murta M. paniculata. A criagao foi
acondicionada em caixas de acrilico (35 x 35 x 53cm) mantidas em sala climatizada (25+£2°C;
70% UR e fotoperiodo de 14 h). Para o estudo, utilizaram-se insetos recém-emergidos com até 10
dias de idade nao sexados. As plantas citricas empregadas no estudo foram seedlings de laranja-
doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] cv. ‘Péra’ com 30 cm de altura, produzidas em sacos plasticos
(500ml) contendo terra, esterco e areia (3:1:1), e mantidas em viveiros telados, evitando o acesso

de insetos vetores.
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Selecdo do local de alimentacdo na planta citrica

O estudo foi realizado em casa de vegetagdo e para determinar o local de preferéncia para
alimentacdo de adultos do psilideo subdividimos as plantas citricas da seguinte forma: porcao
superior, tecido mais tenro (regido com folhas novas recém expandidas) e porcao inferior, tecido
mais lenhoso (regido com folhas maduras, mais coridceas). Além dessas regides, foi avaliada a
presenca de insetos pousados no caule, epiderme adaxial e abaxial das folhas, nervura principal e
nervura secundaria e o nimero de insetos dispersos (Figura 1A). Cada planta foi acondicionada
em recipientes plasticos tipo “baleiro” (Figura 1B). Foram realizadas 10 repeti¢des, sendo cada
uma constituida por uma planta citrica nas mesmas condi¢des, sendo que, para cada repeticao,
foram liberados 20 insetos adultos (machos e fémeas ao acaso). A liberagdo dos insetos foi feita
as 10 horas da manha e as avaliacdes foram realizadas ap6és 1 (11:00 h), 4 (14:00 h), 7 (17:00 h) e
12 (22:00 h), 24 (10:00 h), 27 (13:00), 31 (17:00) e 36 (22:00) h, registrando-se o nimero de
insetos pousados em cada parte da planta. Para anélise dos dados foi aplicado o teste de médias

Scott-Knott a 5% de significancia.

Superficicadaxial

— Porgiio Superior

— Porgio Inferior

Figura 1 - A: arquitetura da planta com respectivas subdivisdes; B: Recipiente plastico tipo “baleiro”
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Experimento 2: Histologia do tecido vegetal para analise da posicio da bainha

salivar de D. citri em folhas novas e folhas maduras de citros cv Péra

Desenvolvimento do ensaio

Plantas e insetos utilizados no experimento foram mantidos nas mesmas condigdes
descritas no experimento 1. Fémeas adultas foram colocadas individualmente sobre a superficie
abaxial de folhas novas recém expandidas e folhas maduras por um periodo de duas horas. Em
seguida, a alimentacdo foi interrompida, retirando-se o inseto da planta. Na sequéncia, foi cortada
uma area de aproximadamente 0,5 cm” do tecido vegetal onde o inseto estava se alimentando e
em seguida imerso em fucsina acida (1%) por 3 minutos. Com isto, foi possivel corar a saliva
produzida pelo inseto durante o inicio da alimentagdo, o que facilitou a visualizacdo do ponto de
insercao dos estiletes. Posteriormente o material foi lavado em agua destilada, seco em papel-
filtro e fixado em solucdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). Na etapa seguinte, foi feita a
desidratacdo a temperatura ambiente em uma série etilica crescente (10% a 100%). Para
infiltracdo e emblocagem, foi utilizado o kit Historesina (hidroxietilmetacrilato, Leica,
Heidelberg). Posteriormente, foram realizados cortes seriados em micrétomo com espessura de
12 pum, sendo estes corados em solucdo de azul de toluidina (SAKAI, 1973). Em primeiro
momento, a visualiza¢do para encontrar a bainha salivar no tecido foi feita em microscopio 6tico
(200x), apos os cortes foram montados em resina sintética “Entellan” para a realizagdo de
fotomicrografias em fotomicroscopio (Leica DM LB / DC 300 F). Vinte amostras foram
processadas com esse objetivo, obtendo-se ao final conseguimos seis cortes histoldgicos, onde foi
possivel observar a bainha salivar, trés referentes a insetos que se alimentaram em folhas novas e

trés que se alimentaram em folhas maduras.



62

Experimento 3: Aquisicio de C. L. asiaticus por adultos de D. citri quando
alimentados em brotacées, folhas novas (assintomaticas) e folhas maduras

(sintomaticas)

Insetos e plantas utilizados no ensaio de aquisi¢cido da bactéria

Os insetos foram mantidos nas mesmas condi¢des descritas no experimento 1. As plantas-
fonte utilizadas (cv. péra) foram obtidas junto ao Fundecitrus, todas PCR (+) para Ca. L.
asiaticus, apresentando sintomas caracteristicos de HLB. Essas plantas foram cultivadas em sacos

plésticos (4 litros) contendo o substrato Rendmax®, apresentando cerca de 40cm de altura.

Desenvolvimento do ensaio

Foram utilizadas 4 plantas-fonte de mesma idade. Previamente essas plantas foram
podadas, estimulando a emissdo de brotagdes, preservando as folhas mais velhas que
apresentavam sintomas do HLB. Como tratamentos, foram utilizadas plantas com brotos, folhas
novas recém expandidas e folhas velhas que apresentavam sintomas, sendo utilizados 4
tratamento por repeti¢ao.

Apos o periodo de aclimatagao de 48 horas em plantas citricas sadias os insetos foram
confinados sob brotos, folhas novas e folhas velhas sintomaticas em grupos de 30 individuos
acondicionados em gaiolas plasticas transparentes e retangulares (4 x 7 x 3cm), contendo
aberturas com tecido tipo “voil”’, mantendo, um periodo de acesso a aquisicdo (PAA)de 72 h. Em
seguida, os psilideos foram mantidos sob “seedlings” sadios de laranja-doce (C. sinensis cv.
caipira) por um periodo de 24 dias (laténcia). Entdo, os insetos foram subdivididos em trés por
amostra e analisados quanto a infectividade através de PCR quantitativo (QPCR). Como controle
negativo, um grupo de 30 psilideos da mesma criagao estoque, ndo foram submetidos ao PAA em
planta-fonte, também foram avaliados por qPCR, a fim de confirmar a sanidade dos mesmos. As
brotacdes, folhas novas e folhas velhas que os insetos passaram nas plantas-fonte também foram

analisadas por qPCR.
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Experimento 4: Electrical Penetration Graph (EPG)

Desenvolvimento do ensaio

O experimento foi conduzido em sala climatizada com as mesmas condigdes descritas
para o experimento 1. Os registros de EPG foram obtidos utilizando o sistema DC modelo GIGA-
8 (Wageningen University) (Tjallingii, 1978; 1988), ajustados com “ganancia” de 100x. O sinal
analogico foi convertido em digital mediante a placa DI-710 (Dataq” Instruments), acoplado a
um computador Pentium4® para aquisi¢do e armazenamento dos dados, por meio do programa
Probe 3.0 (Laboratory of Entomology, Wageningen University). O processo de monitoramento
foi realizado dentro de uma gaiola de Faraday, onde as quatro plantas-fonte foram distribuidas ao
acaso.

Os insetos foram acoplados ao sistema de EPG utilizando a metodologia descrita por
Bonani (2009") e colocados individualmente em folhas novas (recém expandidas) ndo
apresentando sintomas do HLB e folhas velhas (maduras) sintomaticas, foi monitorado 4 insetos
simultaneamente, dois em folhas novas e dois em folhas maduras, a cada registro era alterada a
posi¢ao de arrumacao das plantas na gaiola bem como folhas novas e velhas para a alimentagao
dos insetos. Em testes preliminares nao foram observadas diferencas no comportamento
alimentar de insetos sob brotos e folhas novas, o que motivou a realizacdo do ensaio somente
com insetos sob folhas novas e folhas maduras. Foram analisados 15 registros para insetos sob
folhas novas e 15 para insetos sob folhas maduras de 5 horas de duragdao para cada individuo
avaliado. Posteriormente realizou-se a marcagdo dos registros com o programa Probe 3.0
baseando-se nas formas de onda descritas por Bonani (2009%), definidas como: (C), penetragdo
intercelular no parénquima; (D), primeiro contato com o floema; (E1), saliva¢ao no floema; (E2),
ingestdo no floema; e (G), ingestdo no xilema. Apos a marcagdo dos registros calculou-se os
parametros de EPG determinados por Van Helden e Tjallingii (2000) a fim de se observar
possiveis diferencas no processo de penetragdo estiletar de D. citri em folhas novas e maduras de
plantas citricas infectadas com o HLB asiatico. Os parametros foram divididos em: nimero de

vezes que um padrao ocorre em um registro; duracao média e total do padrao por registro e tempo

" Bonani, 2009, p. 35.

? Bonani, 2009, p. 37.
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necessario para que ocorra determinado parametro. Os dados foram submetidos a uma analise de

variancia e posteriormente ao teste de comparacao de médias de Mann-Whitney.

4.2.2 Resultados e Discussiao

Adultos de D. citri quando expostos a plantas citricas jovens apresentaram um
comportamento caracteristico com relacdo a preferéncia para pouso e consequente alimentacao.
Em média, 71,3 % dos individuos foram encontrados pousados na porc¢ao superior das plantas
enquanto que 5,1 % estavam na porg¢ao inferior e 1,4 % no caule da muda (Figura 4A). A porcao
superior ¢ constituida de um tecido tenro (mais jovem) com folhas recém expandidas, ao
contrario da inferior que possui folhas maduras e coridceas e o caule provavelmente por ser mais
lignificado foi a regido menos preferida pelos psilideos. Curiosamente, a porcentagem de insetos
dispersos foi mais que o dobro (22,2 %) do que a soma daqueles que se encontravam pousados na
por¢ao inferior e caule (Figura 4A). Xu, Xia e Ke (1994) relataram que adultos e ninfas de D.
citri sao encontrados em ramos mais jovens, na penultima folha que compde o ramo da planta
citrica, o que ndo ocorreu neste trabalho, onde a distribuicao foi uniforme na por¢do mais jovem.
Em M. paniculata, Tsai e Liu (2002) reportam que brotagdes e folhas novas sdo estruturas
importantes para manter altas populagdes do inseto. Yasuda, Kawamura e Oishi (2005) também
observaram que a maior parte de adultos e ninfas do mesmo psilideo foi encontrada em brotos e
folhas jovens de plantas adultas de M. paniculata, ja no hospedeiro C. depressa contrastando com
esses resultados, foram encontrados adultos em todas as partes da planta nao havendo diferencgas.
Em outro experimento, empregando plantas jovens de murta, os mesmos autores encontraram
84% de fémeas na por¢do apical enquanto que para machos ndo foram observadas diferencas
significativas. De maneira geral, hemipteros preferem regides mais jovens do hospedeiro para
realizar a alimentagdo, porém psilideos, quando confinados em plantas mais velhas e com
auséncia deste tipo de tecido eles se alimentam de ramos e folhas maduras (AUBERT, 1987).

Marucci et al. (2004) também constataram esse comportamento para duas espécies de
cigarrinhas vetores em citros. Apesar desses insetos apresentarem um comportamento xilematico,
€sses vasos possuem uma maior concentragdo de aminoacidos na seiva em ramos que compoem
essa por¢ao da planta, e provavelmente, os psilideos também apresentam esse comportamento

devido aos tecidos serem mais vigorosos e os vasos floematicos mais ricos nesses compostos.
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Esse comportamento floeméatico foi mencionado por Hodkinson (1974) e confirmado por Bonani
(2009") através da técnica de EPG.

A maior parte dos psilideos foi encontrada na por¢ao superior da planta. Neste mesmo
ensaio foi avaliada a preferéncia pela regido da folha (Figura 4B), onde observou-se que 87,1 %
dos insetos foram encontrados na epiderme abaxial dessas folhas novas. Desses, 50,0 % estavam
pousados na nervura central posicionados em fila (Figura 4B) e o restante nas nervuras
secundarias. Dos 12,9 % observados na epiderme adaxial a maior parte também foi encontrada na
nervura principal (9,7 %) e 3,2 % nas nervuras secundarias (Figura 4B). Tsai, Hwang e Wang
(1984) avaliaram a distribui¢cdo de adultos de D. citri em M. paniculata e verificaram uma maior
incidéncia desses insetos ocupando as nervuras centrais das folhas (43 %) seguido de 31% nos
peciolos, 24 % na borda foliar ¢ menos que 2 % no caule, no presente trabalho também foi
encontrado um numero maior de adultos pousados na nervura central, porém Tsai, Hwang e
Wang (1984) ndo mencionaram se os insetos estavam na epiderme abaxial ou adaxial, outro fator
foi o nimero elevado de adultos nos peciolos, neste trabalho o caule foi representado por (caule
+ peciolos) ndo ultrapassando 1,4 % de adultos presentes nestas regides (Figura 4A). No presente
experimento quando pousados em folhas todos os insetos ocupavam as nervuras, diferindo dos
resultados obtidos por Tsai, Hwang e Wang (1984).

Wu (1980) relatou que o comportamento de adultos de D. citri estarem pousados nas
epidermes adaxial ou abaxial de folhas esta relacionado as condi¢des climaticas; no inverno esses
insetos se deslocam para a epiderme adaxial enquanto que no verao sdo encontrados na epiderme
abaxial evitando a incidéncia direta de luz solar e para se protegerem contra chuvas.

Em virtude de poucas informagdes que relatam essa preferéncia pela epiderme e nervura
central de folhas citricas realizamos um experimento para avaliar o aspecto histologico dessas
folhas que muito provavelmente aspectos histologicos tém grande influéncia nesse
comportamento.

A conformacgdo histologica basica em folhas de C. sinensis focada nos objetivos do
presente trabalho, baseou-se nos seguintes pontos: na Figura 3A, observa-se uma folha em corte

transversal de 12 pm de espessura na regido da nervura central. A porcao superior ¢ chamada de

! Bonani, 2009, p. 46.
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superficie adaxial e a inferior de superficie abaxial, a diferenca na nervura central entre essas
regides € bem evidente, pois a area da nervura localizada na epiderme adaxial é menos robusta
que a observada na abaxial. A diferenca nos tecidos também ¢ nitida, pois quando D. citri se
alimenta na epiderme adaxial, o primeiro tecido que os estiletes encontram apos a epiderme € o
parénquima palicadico. Esse tecido ¢ constituido por células de formato regular e sao justapostas,
com pouco espaco intercelular (QUEIROZ-VOLTAN; BLUMER, 2005). Quando o inseto se
alimenta pela superficie abaxial (regido de preferéncia), apds passarem pela epiderme, os estiletes
encontram o parénquima lacunoso que apresenta células de formato irregular. Nessa conformacao
os espacos entre as células sdo evidentes e certamente facilitam o caminhamento estiletar do
inseto, tendo em vista que D. citri apresenta caminhamento estiletar intercelular (BONANI,
2009").

Outro fator que favorece a alimentagao na epiderme abaxial pode estar relacionado com a
conformagdo do tecido floematico. O floema, localizado nesta regido, possui um calibre superior
ao que estd na epiderme adaxial (QUEIROZ-VOLTAN; BLUMER, 2005), ou seja, a
disponibilidade do feixe floematico ¢ maior do que aquela que estd na epiderme superior.

Analisando as Figuras (3B — 3E) observa-se uma provavel hipotese que explique a
preferéncia dos insetos pela por¢ao superior de plantas citricas (folhas novas). A Figura 3B
representa cortes histolégicos de uma folha madura; Nela pode-se observar parte da bainha
salivar de D. citri deixada pelos estiletes no momento da alimenta¢do. Neste corte, o final da
bainha esta na camada de fibras que antecede os vasos floematicos (a extremidade distal que
representa o término da bainha esta apresentada na Figura 3C). Essa camada apresenta como uma
de suas fungdes a protecao do feixe floematico. Nessas folhas maduras, a camada de fibras possui
a parede celular mais lignificada quando comparadas a mesma estrutura em folhas novas (Figura
3D e 3E). Bronze (1981) realizou um estudo anatémico comparativo entre folhas jovens e folhas
maduras de C. sinensis ¢ observou que em folhas novas essas fibras periciclicas (ao redor do
floema) possuem paredes espessas, porém pecto-celuldsicas. Em folhas maduras, ocorre

lignificacdo dessas paredes conferindo rigidez as mesmas. Essas caracteristicas podem ser

! Bonani, 2009, p. 39.
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observadas nas Figuras (3B, C, D e E) do presente trabalho. Em folhas novas esses fatores
favorecem o caminhamento estiletar e consequente chegada ao floema.

Como a alimentagao de adultos de D. citri pode ser influenciada pela regido e/ou tecido de
plantas citricas, certamente implicaria de alguma forma no processo de transmissao de Ca. L.
asiaticus quando alimentados em folhas novas assintomaticas e folhas maduras com os sintomas
do HLB. Heredia et al. (2006) realizaram um estudo anatomico comparativo em folhas
sintomaticas (mosqueado) e assintomaticas de plantas infectadas com bactéria e observaram
diferencas no parénquima e floema. Folhas com sintomas apresentaram grande acumulo de
granulos (provavelmente amido) nas células do parénquima e um visivel aumento do nimero de
camadas celulares no floema, enquanto que em folhas sem sintomas os granulos, quando
presentes, ocorreram em poucas células e a regido do floema se apresentou menos espessa. Hong-
Ji (2008) observou, em cortes histologicos de folhas sintomaticas de duas variedades citricas
(Ponkan e Tankan) infectadas pelo HLB, revelaram uma degeneragdo severa dos tecidos em
ambas as variedades: hiperplasia do parénquima, degeneragdo de células floematicas e
xilematicas e consequente necrose dos elementos vasculares. Houve um espessamento do floema,
assim como observado por Heredia et al. (2006), sendo constatado, também o rompimento da
epiderme superior causado por hiperplasia e necrose, inclusive suberizacdo de células
epidérmicas expostas.

Aliados aos fatores verificados supde-se que folhas com sintomas e sem sintomas da
doenca venham a interferir no processo de alimentacdo dos insetos e consequente aquisicdo da
bactéria.

Em um primeiro experimento, foi avaliada a taxa de infectividade de adultos deste
psilideo quando alimentados em folhas maduras (sintomaticas) e folhas novas (assintomaticas)
constatando-se que em todas as repeticoes (os insetos foram confinados em folhas com sintomas)
a aquisicao da bactéria foi de 0 %, por outro lado, quando alimentados em folhas novas sem os
sintomas do HLB, a eficiéncia de aquisi¢do foi de 60,00 %; 71,40 %; 66,70% e somente em uma
das repeti¢cdes a aquisicdo foi zero ou nula (Tabela 1). Quando submetidos a folhas novas, a
eficiéncia de aquisi¢do da bactéria foi alta (Tabela 1, 60,0 — 71,4 %). Na Tailandia, Hong-Ji
(2008) verificou que a eficiéncia de aquisicdo de D. citri adultos apds passar mais de um dia em

planta citrica infectada foi abaixo de 5%, por outro lado, Xu et al. (1988) observaram uma
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eficiéncia de aquisicao de 80 % para D. citri alimentados em plantas citricas infectadas com HLB
asiatico (variedade Tankan).

No experimento 2 (Tabela 1), em todos os tratamentos (Brotos, Folhas novas
assintomaticas e Folhas maduras sintomaticas) foi observada a aquisicdo do patdégeno por D. citri,
a taxa de infectividade em insetos oriundos de aquisi¢ao em folhas novas assintomaticas foi entre
(12,5 e 100,0 %), seguido de aquisi¢do em brotagdes (0-50,0 %) e folhas com sintomas do HLB
(0,0-33,3 %). A eficiéncia de aquisi¢do de Ca. L. asiaticus por D. citri ¢ afetada em virtude da
alimentacao nos diferentes tecidos de planta citrica. Gottwald et al. (2008) questionaram, apesar
da distribuigao sist€émica da bactéria na planta citrica, as por¢cdes que nao apresentam sintomas do
HLB, com menor titulo bacteriano presente, poderiam ser fonte de indculo quando D. citri se
alimenta nesse tecidos? Ainda concluiram que a taxa de infectividade de Ca. L. asiaticus para D.
citri que se alimenta em tecidos ndo sintomaticos mas PCR-positivo continua sendo um ponto de
discussao.

Coletta Filho' comparou a concentracdo da bactéria (CT) entre brotos, folhas coridceas e
folhas novas de plantas citricas infectadas com o HLB asidtico e constatou que a concentragao
bacteriana em folhas maduras sintomaticas ¢ maior que as observadas em brotagdes e folhas
novas (informagdo pessoal). Essas informagdes enriquecem ainda mais os resultados aqui
mencionados. Apesar de folhas sintomaticas apresentarem um CT superior da bactéria, insetos
sob folhas novas podem realizar uma alimentacdo mais eficiente refletindo no processo de
aquisicao da bactéria, gerando uma relagao inversamente proporcional (1 CT | aquisi¢do).

Empregando a técnica de EPG para avaliar o comportamento alimentar de D. citri quando
submetidos em folhas novas assintomaticas e folhas maduras com o sintoma do HLB asiatico de
plantas citricas infectadas, observou-se a maior parte das diferengas em pardmetros floematicos.
Gabrys, Tjallingii e Van Beek (1997) avaliaram a preferéncia alimentar de Brevicoryne brasicae
(L.) por folhas jovens, maduras, velhas e talos de repolho e diferentemente dos resultados
apresentados nesse trabalho, os autores constataram diferencas significativas em parametros que
antecedem o floema, como numero de provas, por exemplo, que foi maior para insetos sob talos

que em folhas.

"COLETTA FILHO, H.D. Centro de Citricultura
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Os parametros de EPG (Tabela 2), relativos ao nimero de vezes que o inseto realiza uma
forma de onda durante um registro revelam que adultos do psilideo, quando se alimentam em
folhas novas (sem sintomas), encontram o floema quatro vezes a mais (5,46 vezes) que adultos
sob folhas maduras sintomaticas (1,53 vezes) em 5 horas de registros (considerar este tempo de
registro para todos os parametros). Esta diferenga ¢ observada pela forma de onda D que antecede
a E1l em 100% dos casos como relatado anteriormente por Bonani (2009"). Além de diferencas no
nimero de vezes que insetos atingem esta forma de onda, também foi constatado que de 15
insetos avaliados, 14 encontraram o floema quando em folhas novas e apenas 6 tiveram este
comportamento sob folhas maduras. Esses dois fatores podem interferir significativamente na
aquisicdo da bactéria, pois a eficiéncia de aquisicdo esta relacionada diretamente com um
comportamento alimentar adequado pelo inseto vetor, o que corrobora com McLean (1974) e
Zhao (1981). Através de analises de EPG consegue-se observar em detalhes possiveis fatores
inerentes ao hospedeiro que interferem no comportamento alimentar de sugadores, como
diferencas de tecido por exemplo, seja relacionado a epiderme, mesofilo ou tecidos vasculares
(TJALLINGII, 1990, 1995)

A ingestdo no floema (E2) apds a salivacao (E1) ocorreu duas vezes a mais para insetos
em folhas novas que em folhas maduras (1,20 e 0,60 respectivamente, Tabela 2) e dos seis que
haviam produzidos E1 em folhas maduras 50% realizaram a ingestdo (E2). Com relacdo as
provas que ocorrem antes € apds a 1* E2, o numero de vezes em folhas novas foi
significativamente maior em ambos os casos (Tabela 2). Analisando a Figura 4, de maneira geral
observa-se que em folhas maduras (Figura 4B) a forma C (provas) € praticamente estavel ao
longo do tempo, com pequena diminuicdo apos a E2. Consequentemente esse comportamento
gera certa estabilidade no numero de provas, ou seja, insetos em plantas maduras passam a maior
parte do tempo em C que em plantas novas (134,32 e 96,78 minutos respectivamente, Tabela 2).
Sabe-se que a forma de onda D sempre antecede a salivacdo (E1) e os cortes histologicos
referentes a esta atividade, a extremidade distal da bainha salivar do psilideo sempre estava no

tecido floematico (BONANI, 2009%), a dura¢io média uma D foi de 45,57 e 67,56 segundos para

! Bonani, 2009, p. 40.

?Bonani, 2009, p. 39.
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insetos alimentados em folhas novas e maduras respectivamente. Essa diferenca de 20 segundos
observada em insetos sob folhas maduras pode estar relacionada a uma possivel dificuldade de
rompimento do vaso floematico para a alimentacao, devido provavelmente ao espessamento e
degeneracao de células desse tecido constatado por Heredia et al. (2006) e Hong-ji (2008) e ainda
a lignificagdo da camada de fibras que antecede o floema (BRONZE, 1981).

Os parametros floematicos que antecedem a ingestdo (E2) foram marcados por diferencas
significativas. A ingestdo (E2) que estd intimamente relacionada com a aquisi¢cdo do patogeno
pelo inseto também foi observada uma grande diferenca na duracao. Insetos que se alimentaram
em folhas novas assintomaticas permaneceram em média 63,86 minutos ingerindo seiva
floematica, enquanto que psilideos alimentados em folhas sintomaticas apresentaram este
comportamento por 15,85 minutos apenas (Tabela 2). Na mesma tabela, nota-se diferenga
significativa para o parametro E2 > 10 minutos, que ocorre em maior quantidade para insetos sob
folhas novas que em folhas maduras. A forma E2 para D. citri em sua maioria ¢ superior a 10
minutos, portanto esta diferenga ¢ reflexo do nimero de vezes que a forma E2 ¢é produzida. O
tempo desde a primeira prova (forma C) até a primeira E1 e primeira E2 foi maior em ambos os
parametros para D. citri que se alimentaram em folhas maduras sintomaticas. Esses parametros
tem uma relagdo muito forte com o fato desses insetos terem permanecido por longo tempo na
fase de caminhamento estiletar (forma C).

Na Figura 4 observou-se diferencas de comportamento analisando a porcentagem de insetos
nas diferentes formas de onda (EPG) a cada 30 minutos. Com 5 horas de registros nota-se que
50% dos insetos estavam em comportamento floematico sob folhas novas (Figura 4A) e apenas
15% dos individuos realizavam esta atividade em folhas maduras para o mesmo periodo (Figura
4B).

Observa-se claramente uma alternancia entre as formas Np e C para insetos em folhas velhas
chegando a 75 % dos individuos ao final de cinco horas (Figura 4B). Foi constatado que os
insetos apresentaram certa dificuldade em encontrar o floema e estabelecer uma alimentagdo

continua sob folhas maduras e com sintomas do HLB .
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4.2.3 Conclusoes

1 — Adultos de D. citri tem preferéncia por folhas novas da por¢do superior de mudas
citricas, mais especificamente pela nervura principal da face abaxial dessas folhas.

2 — Folhas novas e maduras de citros possuem diferengas histoldgicas que parecem
explicar pelo menos em parte a maior frequéncia de adultos de D. citri que atingem os vasos do
floema e ingerem seiva em folhas novas de plantas-fonte da bactéria.

3 — A taxa de infectividade de C. L. asiaticus por adultos de D. citri foi superior quando se
alimentam em folhas novas e assintomadticas de planta citrica infectada.

4 — Folhas novas assintomadticas de plantas infectadas pelo HLB asidtico favorecem o

comportamento alimentar adequado para aquisi¢do da bactéria por adultos de D. citri.
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Tabela 1 — Deteccdo de Candidatus Liberibacter asiaticus em adultos de Diaphorina citri em
funcdo da alimentacdo em brotos, folhas assintomaticas e folhas sintomadticas em
plantas de Citrus sinensis infectadas com a bactéria

Plantas- N° de insetos Taxa de

Experimentos fonte Tratamentos (folhas) avaliados infectividade (%) *
1 Nova assintomatica 15 60,00
Madura sintomatica 12 0
) Nova assintomatica 21 71,40
| Madura sintomatica 15 0
3 Nova assintomatica 9 66,70
Madura sintomatica 9 0
4 Nova assintomatica 18 0
Madura sintomatica 18 0
Controle negativo' 30 0
Broto 30 0
1 Nova assintomatica 24 12,50
Madura sintomatica 6 0
Broto 30 10,00
2 Nova assintomatica 30 30,00
) Madura sintomatica 9 33,33
Broto 24 50,00
3 Nova assintomatica 27 89,00
Madura sintomatica 21 14,30
Broto 30 40,00
4 Nova assintomatica 27 100,00
Madura sintomatica 30 20,00
Controle negativo' 30 0

*3 psilideos / amostra.
'Insetos obtidos da mesma colénia de criagdo, porém nio submetidos & planta-fonte.



Tabela 2 — Parametros de EPG (média + erro padrao) usados no estudo do comportamento alimentar de Diaphorina
citri sobre folhas assintomaticas e sintomaticas de plantas citricas infectadas com Candidatus Liberibacter
asiaticus, durante o periodo de 5 horas

1

1

Parametros de EPG n Folhas Assintomaticas n Folhas Sintomaticas P
Numero de vezes que ocorre
C 15 18,27 £2,22 a* 15 21,13+4,70 a 0,7713
C < 3 minutos 15 7,86 £2,35a 15 11,53 +4,60 a 0,5712
Np 15 13,00+ 2,30 a 15 19,01 £4,77 a 0,3082
C na 1* hora 15 8,33+£2,27a 15 6,86+ 1,74 a 0,4746
C na 2* hora 11 1,86 0,46 a 12 5,60+2,33 a 0,1919
G 7 0,53+0,16a 7 1,06 £ 0,52 a 0,7472
D 14 5,46 +0,72 a 6 1,53+0,55b 0,0006
El “single” 14 427+0,55a 4 1,00+ 0,48 b 0,0004
El 14 5,46+ 0,72 a 6 1,53+0,55b 0,0008
E2 12 1,20+ 0,26 a 3 0,60+0,33b 0,0159
Provas antes da 1* E2 12 9,20+£2,50 a 3 4,06+1,87b 0,0141
Provas apds a 1* E2 10 2,90+0,92 a 3 0,53+0,32b 0,0116
E2 > 10 min 11 0,80+0,92a 2 0,20+0,14b 0,0049
Duragao (min.)
C 15 96,78 + 29,40 a 15 134,62 +£ 15,60 b 0,0279
Np 15 79,85+ 10,85 a 15 116,17+ 15,93 a 0,1249
G 7 15,64 +7.81a 7 15,32+ 8,09a 0,9283
média de D* 14 47,57+ 2,16 a 6 67,56 +2,65b 0,0369
El 14 13,23 +3,85a 6 495+1,85b 0,0295
E2 12 63,86+ 16,77 a 3 15,85+ 11,440 0,0022
Tempo’
para 1? prova desde o inicio do registro 15 3,77+0,10 a 15 2,20+0,69 a 0,1249
minimo de C antes da 1* E1 14 23,12+ 3,08 a 6 16,74+ 6,32 a 0,1130
desde a 1% prova até a 1* E1 14 95,07+ 11,49 a 6 167,98 + 24,63 b 0,0078
desde a 1* prova até a 1° E2 12 118,58 £21,61 a 3 185,36 £29,33 b 0,0046

1 , .
Numero de insetos

* Médias seguidas da mesma letra, na mesma linha, ndo diferem significativamente (P < 0,05) usando o teste de Mann-Whitney.

*Valores em segundos.

€L
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incipal
22,2 % (b) = Porgio Superior principa
B Porcio Inferior Abaxial / Nervara
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Figura 2 — Distribui¢do de adultos de Diaphorina citri em mudas de Citrus sinensis, em ensaio de livre escolha. A)
Regides da planta; B) Superficie foliar e Nervuras. Porcentagens seguidas da mesma letra no mesmo
grafico, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Nott a 5% de significancia.



Superficie adaxial

Figura 3 — Cortes transversais de folhas de Citrus sinensis (A) Tomada geral de um corte transversal evidenciando
epiderme adaxial e abaxial e nervura central da folha (10x); (B) Tecido de uma folha madura e encontro
da bainha salivar produzida por D. citri com a camada de fibra (100x); (C) Detalhe da bainha salivar
chegando ao feixe floematico apds ultrapassar a camada de fibras em uma folha madura (100x); (D)
Tecido de uma folha nova (20x); (E) Detalhe da bainha salivar chegando ao feixe floematico apods
ultrapassar a camada de fibras em uma folha madura (100x). PP: parénquima paligadico; PL: parénquima
lacunoso; F: fibras; Ph: floema; X: xilema. Setas indicam as bainhas salivares terminam.
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Figura 4 — Porcentagem de individuos adultos de Diaphorina citri em diferentes formas de onda (EPG), em
intervalos de 30 minutos sobre folhas “novas” assintomaticas e folhas “maduras” sintomaticas de
plantas infectadas com Candidatus Liberibacter asiaticus
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EPILOGO

Huanglongbing (HLB), considerada a doenca mais destrutiva dos citros, que representa
uma grande ameaca para a citricultura mundial, esta invadindo novas areas de cultivo a cada dia.
Pesquisas intensas t€ém sido realizadas por todo mundo, principalmente a partir de 2004/2005,
quando esta enfermidade atingiu o continente americano, que ¢ o maior produtor mundial do
fruto. Muitas sdo as linhas de pesquisa em andamento e todas vém contribuindo
significativamente para um melhor entendimento do complexo vetor-patdégeno-hospedeiro-
ambiente. Uma vez detectada na planta a bactéria Candidatus Liberibacter, a arvore deve ser
erradicada imediatamente, ja que ndo existe cura para o HLB e a mesma pode servir como fonte
de in6culo para disseminacao secundaria da doenca; ou seja, o psilideo Diaphorina citri pode se
alimentar na arvore infectada e eventualmente adquirir a bactéria e transmiti-la para outras
plantas sadias no pomar.

Uma das medidas para conter o avanco da doenga ¢ o combate do inseto vetor através de
inseticidas. Porém, quando se trata de insetos vetores de fitopatdgenos nao existe um nivel de
controle, pois um unico inseto pode ser capaz de disseminar a doencga, considerando-se ainda que
uma fémea ¢ capaz de efetuar uma postura de mais de 500 ovos ao longo de sua vida, o risco de
disseminagdo ¢ elevado mesmo quando a populacdo de psilideos ¢ baixa. Para conseguir avangos
no manejo de doengas disseminadas por vetores ¢ de extrema importancia conhecer o
comportamento alimentar desses insetos, ja que a aquisi¢ao e inoculacdo do patdégeno ocorrem
durante a alimentagao do vetor no tecido vegetal. Portanto, as informacdes obtidas neste trabalho
sobre o comportamento alimentar de D. citri permitirdo uma maior compreensdo do processo de
transmissdo de bactérias associadas ao complexo HLB, oferecendo uma perspectiva mais
promissora para o combate a doenga.

No capitulo 2 desta tese foram descritas as principais caracteristicas morfologicas do
aparelho bucal de D. citri, principalmente a conformagdo dos estiletes e suas dimensoes,
informagdes importantes que auxiliam na compreensdo da alimentacdo deste inseto no
hospedeiro. No capitulo 3, a alimentagdo floemdtica de D. citri foi evidenciada e o
comportamento alimentar foi detalhadamente observado em folhas novas recém expandidas de

plantas citricas, local preferido para sua alimentacao.
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Apesar da bactéria estar em maior concentragdo em folhas maduras e sintomaticas de
uma planta infectada, os resultados do capitulo 4 mostram que sua aquisi¢do pelo vetor ¢ mais
eficiente em folhas novas sem os sintomas da doenga. Isto origina a seguinte questdo: sera que
uma planta com sintomas do HLB ¢ realmente a principal fonte de in6culo?

Folhas citricas maduras, mesmo ndo apresentando sintomas, possuem diferenciagdo nos
tecidos em relagdo a folhas novas. Por exemplo, cortes histoldgicos mostraram que a camada de
fibras periciclicas que envolvem o floema sdo mais espessas e lignificadas quando comparadas
com as encontrada em folhas novas. Essa observagdo pode auxiliar na compreensao do
comportamento alimentar de D. citri em folhas maduras, que se caracterizou por menor ingestao
floemética. E possivel que o psilideo tenha dificuldades de transpor essa camada de fibras com
seus estiletes, j4 que o caminhamento estiletar ¢ intercelular; com essa lignificagdo os espagos
intercelulares sdo reduzidos consequentemente a alimentagao floematica se torna mais dificil, o
que explica pelo menos em parte a menor taxa de aquisicdo bacteriana pelo vetor em folhas
maduras.

Em seu conjunto, esta pesquisa mostra que o processo de transmissao de Candidatus
Liberibacter asiaticus ¢ influenciado pelo comportamento alimentar de D. citri e por
caracteristicas do tecido foliar, portanto, seria de grande importancia desenvolver e aprimorar
métodos de controle que interfiram na alimentacdo do psilideo D. citri, impondo dificuldades no
caminhamento estiletar até o floema. Por exemplo, através de estudos de resisténcia de plantas,
buscando-se inserir algum fator de resisténcia que interfira no comportamento alimentar do
inseto, ou melhorando-se a agdo e tecnologia de aplicacdo de inseticidas, dentre outras

medidas,de modo a contribuir para o manejo do HLB.

Jean Patrick Bonani



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

