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RESUMO

Calda sulfocélcica em pomares de citros: evolugdo da resisténcia em Brevipalpus phoenicis
(Acari: Tenuipalpidae) e impacto sobre Iphiseiodes zuluagai (Acari: Phytoseiidae)

A adocdo da calda sulfocdlcica como um produto alternativo para o controle de
Brevipalpus phoenicis (Geijskes) tem sido intensificada pelos citricultores brasileiros. A calda
sulfocélcica € o tnico produto eficiente no controle de B. phoenicis permitido pelas certificadoras
de produtos organicos, sendo pulverizada em média 11 vezes por ano. Devido a intensificacdo no
uso da calda sulfocdlcica, os objetivos do presente trabalho foram avaliar a evolugdo da
resisténcia de B. phoenicis e o impacto sobre Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma mediante
condugdo de estudos de: (a) detec¢do e caracterizacdo da resisténcia de B. phoenicis a calda
sulfocédlcica pelo monitoramento da suscetibilidade de populagdes origindrias do sistema de
manejo organico e convencional, e avaliacdo de resisténcia cruzada entre enxofre e calda
sulfocalcica; (b) avaliagdo da toxicidade de calda sulfocdlcica na evolucdo da resisténcia de B
phoenicis mediante estimativa da demografia de linhagens suscetivel (S), e resistentes a calda
sulfocalcica (Calda-R) e enxofre (Enxofre-R); (c) avaliacdo da estabilidade da resisténcia de B.
phoenicis a calda sulfocalcica em laboratdrio, pela estimativa da freqiiéncia de resisténcia ao
longo do tempo e da taxa instantanea de crescimento (rj) das linhagens S e Calda-R; e (d)
avaliacdo do efeito letal e subletal de calda sulfocalcica sobre I. zuluagai. Para monitorar a
suscetibilidade de B. phoenicis a calda sulfocalcica, concentragdo diagndstica de 320 ug de
enxofre/ml de dgua [(ppm) I.A.] foi definida pela caracteriza¢do da linhagem S com bioensaio de
contato direto e residual. Diferencas significativas na suscetibilidade foram detectadas entre as
populagdes, mas ndo entre os sistemas de manejo. A populagdo com maior sobrevivéncia foi
selecionada com concentragdo diagndstica para a resisténcia a calda sulfocdlcica (R). A CLs
estimada para as linhagens S e Calda-R a calda sulfocélcica foram 200,79 e 1.142,75 ppm
respectivamente, e razao de resisténcia de 5,69 vezes. Foi detectada resisténcia cruzada positiva
entre enxofre e calda sulfocdlcica em B. phoenicis. A avaliagdo da toxicidade de calda
sulfocalcica na evolugdo da resisténcia foi baseada na estimativa da rj. A r; diminuiu com o
aumento das concentragdes de calda sulfocalcica. As linhagens Calda-R e Enxofre-R
apresentaram crescimento positivo mesmo nas concentragdes de calda sulfocélcica de 3.000 e
6.000 ppm, enquanto a linhagem S foi extinta a partir de 3.000 ppm. Discriminag¢do entre as
linhagens S, e resistentes Calda-R e Enxofre-R foi verificada a partir das concentragdes de 320 e
240 ppm, respectivamente. A resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica em laboratério foi
estavel. A toxicidade de calda sulfocalcica a I. zuluagai foi avaliada com bioensaio de contato
direto e residual. A persisténcia da calda sulfocélcica a I. zuluagai foi avaliada em plantas de
Canavalia ensiformis L. pulverizadas com concentra¢ao de 6.000 ppm. A calda sulfocalcica nas
concentragoes de 3.000 e 6.000 ppm afetou negativamente a demografia de I. zuluagai, levando a
extingdo. A persisténcia da calda sulfocalcica foi relativamente longa, residuo com 41 dias de
idade afetou significativamente a demografia de |. zuluagai. Baseado nos resultados, estratégias
de manejo da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica devem ser implementadas para
preservar sua vida util.

Palavras-chave: Acaro-da-leprose; Controle quimico; Manejo da resisténcia; Citros organico;
Taxa instantidnea de crescimento
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ABSTRACT

Lime sulfur in citrus groves: resistance evolution in Brevipalpus phoenicis (Acari:
Tenuipalpidae) and impact on Iphiseiodes zuluagai (Acari: Phytoseiidae)

The use of the lime sulfur as an alternative product for controlling Brevipalpus phoenicis
(Geijskes) has intensified in Brazilian citrus groves. The lime sulfur is the only efficient product
used to control B. phoenicis and certified by organic producers with an average of 11 sprayings
per year. Due to intense use of this product, the major objectives of this research were to
understand the evolution of resistance of lime sulfur in B. phoenicis and the impact on
Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma by conducting studies (a) to detect and characterize B.
phoenicis resistance to lime sulfur by monitoring susceptibility in populations collected from
citrus groves managed organically and conventionally, and by assessing the possible cross-
resistance between sulfur and lime sulfur; (b) to understand the impact of lime sulfur toxicity in
B. phoenicis resistance evolution, by comparing the demography of susceptible (S), lime sulfur-
resistant (Lime-R) and sulfur-resistant (Sulfur-R) strains; (c) to evaluate the stability of B.
phoenicis resistance to lime sulfur under laboratory conditions, by estimating temporal changes in
the frequency of resistance and the instantaneous rate of increase (I) in S and Lime-R strains; and
(d) to evaluate the lethal and sublethal effect of lime sulfur on I. zuluagai. To monitor
susceptibility of B. phoenicis to lime sulfur, a diagnostic concentration of 320 pg of sulfur/ml of
water [(ppm) Al] was defined, by characterization of S strain through direct and residual contact
bioassays. Significant differences in susceptibility were detected among populations, but not
between management systems. A population with the highest survivorship was identified for
selecting a resistant strain to lime sulfur (R) with diagnostic concentration. The estimated LCsg of
lime sulfur for S and R strains were 200.79 and 1,142.75 ppm respectively. Therefore, the
resistance ratio was 5.69-fold. Cross-resistance between sulfur and lime sulfur was detected in B.
phoenicis. The evaluation of the toxicity of lime sulfur on resistance evolution was based on
estimation of ri. The r; decreased with the increase of lime sulfur concentrations to all strains. The
Lime-R and Sulfur-R strains showed positive population growth, even at concentrations of 3,000
and 6,000 ppm, while the S strain was extinct from concentration of 3,000 ppm of lime sulfur.
Discrimination between the S and the Lime-R and Sulfur-R was observed from concentrations of
320 and 240 ppm, respectively. The resistance of B. phoenicis to lime sulfur was stable under
laboratory conditions. The toxicity of lime sulfur in I. zuluagai was evaluated with residual and
direct contact bioassay. The persistence of lime sulfur to I. zuluagai was evaluated on plants of
Canavalia ensiformis L. sprayed at concentrations up to 6,000 ppm. The lime sulfur at
concentrations of 3,000 and 6,000 ppm had negative impact on population growth of |. zuluagai,
by leading to extinction. The persistence of lime sulfur was relatively high because even 41-day
old residues had also negative impact on |. zuluagai population growth. Based on results obtained
herein, strategies for managing B. phoenicis resistance to lime sulfur should be implemented to
preserve the lifetime of this product.

Keywords: Flat mite; Chemical control; Resistance management; Organic citrus; Instantaneous
rate of increase
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1 INTRODUCAO

A adocgdo da calda sulfocélcica como um produto alternativo para o controle do dcaro-da-
leprose, Brevipalpus phoenicis (Geijskes), tem sido intensificada pelos citricultores brasileiros,
principalmente, a partir do desenvolvimento da citricultura organica nos ultimos anos. Segundo
Camargo et al. (2006), o Estado de Sao Paulo é um dos cinco estados brasileiros onde se
concentra a produgdo organica nacional, com uma 4rea de 10.234,8 ha, representando 0,14% da
area cultivada no Estado. A laranja ocupa uma area de 425,70 ha, o que equivale a 4,16% da area
cultivada com produtos organicos no Estado, com produ¢do de 13.353,10 toneladas de laranja.
Praticamente toda a producdo de laranja orgéanica encontra-se localizada em apenas trés regioes
tradicionais de cultivo do Estado, ou seja, Sdo José do Rio Preto (52,1%), Catanduva (28,2%) e
Jaboticabal (18,6%) (CAMARGO et al., 2006). A citricultura orginica coloca o Brasil em
posicdo de destaque no cendrio internacional, pois € o maior produtor mundial de suco de laranja
organico concentrado congelado (FAQO, 2003).

A rentabilidade da producio organica de citros é maior que da producdo convencional
(TURRA; GHISI, 2004), no entanto, ha dificuldades na produg¢ao, principalmente, no controle de
doencas e pragas, com destaque para a leprose dos citros, doenca causada pelo virus “Citrus
leprosis virus” — CiLV, que é transmitido por B. phoenicis (KITAJIMA et al., 1972; KITAJIMA
et al., 1995). A leprose dos citros é considerada uma das doengas de maior importincia
econOmica na citricultura, devido aos sérios prejuizos que acarreta na producao, pois leva a queda
prematura de folhas e frutos, seca dos ramos e redu¢do da vida util da planta.

O sistema de manejo organico exige a ado¢cdo de novas filosofias que visem
sustentabilidade. Entretanto, o manejo de pragas ainda é baseado nas decisdes tomadas
historicamente no sistema convencional, ou seja, com predominio da tatica de controle quimico.
A preferéncia pelo controle quimico no sistema organico € favorecida pelo baixo custo dos
agrotoxicos inorganicos (produtos a base de enxofre). Os riscos e custos sociais associados ao uso
intensivo de agrotoxicos também sdo observados para os produtos inorganicos (ZEHNDER et al.,
2007). Esse fato pode ser evidenciado pela detec¢dao do primeiro caso de resisténcia de uma praga
agricola a um agrotéxico, que foi registrado para o piolho-de-Sao José, Quadraspidiotus
perniciosus (Comstock), resistente a um produto a base de enxofre nos EUA (MELANDER,
1914).
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O controle quimico tem sido a principal estratégia empregada para o controle do 4caro-da-
leprose na citricultura (COMENALE NETO et al., 1995; SATO; RAGA, 1998). Estima-se que,
anualmente, mais de 90 milhdes de ddlares sdo gastos com acaricidas na citricultura brasileira, o
que corresponde a aproximadamente 20% do custo de produgdo de citros. Cerca de 80% deste
valor € destinado ao controle do dcaro-da-leprose (SALVO FILHO, 1997; NEVES; DAYOUB;
DRAGONE, 2002). Entretanto, na citricultura orgénica, a calda sulfocélcica é o tnico produto
permitido pelas certificadoras de produtos orgdnicos que apresenta eficiéncia no controle do
acaro-da-leprose (PENTEADO, 2004), com média de 11 pulverizacdes dessa calda por ano. Ja na
citricultura convencional, a calda sulfocdlcica é adotada como uma opcdo de baixo custo,
principalmente, em épocas de baixa rentabilidade da cultura.

Atualmente a calda sulfocélcica é considerada um produto alternativo para o controle do
acaro-da-leprose, mas ja foi muito utilizada para o controle de outras pragas e doengas. Foi
formulada pela primeira vez por Grison em 1852 e consiste da mistura de sulfetos e polissulfetos
de célcio obtidos a partir do aquecimento de uma suspensido aquosa de cal hidratada e enxofre.
Seu baixo custo a tornou um produto muito popular entre 1852 e 1950, perdendo sua importancia
com o surgimento dos agrotoxicos organicos sintéticos (SECOY; SMITH, 1983). Apresenta acdo
fungicida, acaricida e inseticida, sendo que sua toxicidade deve-se a liberagdo dos gases toxicos
sulfeto de hidrogénio (H,S) e diéxido de enxofre (SO,) (ABBOTT, 1945). O mecanismo de acdo
da calda sulfocélcica ainda niao é bem conhecido, mas seu principal ingrediente ativo é o enxofre,
que isolado atua como inibidor da respiragdo celular (IRAC, 2009).

Na citricultura, a alta pressdo de selecdo exercida por acaricidas e, principalmente, o
modo de reproducdo do tipo partenogénese telitoca de B. phoenicis sdo apontados como os
principais fatores responsdveis pela rdpida evolu¢do da resisténcia (HELLE et al., 1980;
OMOTO, 1998). Casos de evolugdo da resisténcia de B. phoenicis ja foram detectados para os
principais acaricidas utilizados na cultura dos citros, tais como dicofol (OMOTO et al., 2000),
hexythiazox (CAMPOS; OMOTO, 2002) e propargite (FRANCO et al., 2007).

A resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica pode ser um dos fatores para explicar a
perda da eficiéncia desse produto para o controle desse dcaro em alguns pomares de citros. Além
da calda sulfocalcica, o enxofre tem sido bastante utilizado para o controle do acaro-da-falsa-
ferrugem, Phyllocoptruta oleivora (Ashmead), tanto em pomares de citros com sistema manejo

organico como convencional, o que poderia favorecer a evolugao da resisténcia de B. phoenicis a
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calda sulfocélcica, devido a possibilidade de resisténcia cruzada com enxofre, além de outros
acaricidas convencionais que apresentam enxofre na molécula e atuam na respiracao celular, tais
como propargite. A resisténcia cruzada entre propargite e enxofre em B. phoenicis ja foi
reportada por Franco et al. (2007).

As dificuldades no controle do &caro-da-leprose também podem ser resultado da
utilizacdo de acaricidas ndo seletivos, que podem comprometer as populagdes de &caros
predadores, principalmente, os da familia Phytoseiidae, considerados importantes inimigos
naturais de B. phoenicis nos pomares de citros (GRAVENA, 1990; MORAES; SA, 1995). Os
principais acaros fitoseideos encontrados no Estado de Sdo Paulo associados ao acaro-da-leprose,
sdo Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma, Euseius concordis (Chant), ¢ Euseius citrifolius
Denmark & Muma (GRAVENA, 1990; CHIAVEGATO, 1991; SATO et al., 1994). A
seletividade do agrotéxico pode retardar a evolugdo da resisténcia, uma vez que, possibilita a
sobrevivéncia de inimigos naturais, que podem atuar na eliminacdo dos individuos resistentes,
além de reduzir o nivel populacional da praga e possibilitar a redu¢do de uso dos agrotoxicos e
assim da pressdo de sele¢do exercida por eles (ROUSH, 1989).

Estudos conduzidos por Sato et al. (1995) demonstraram que o enxofre foi
significativamente prejudicial a populacdo de predadores (Phytoseiidae) em condi¢des de campo
até 58 dias apdés a aplicagdo. Trabalhos de seletividade realizados por Reis et al. (1998)
mostraram que o enxofre ¢ moderadamente nocivo a Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma.
Teodoro et al. (2005), utilizando-se de testes ecotoxicolégicos baseado em parametros
demogrificos, verificaram que o enxofre compromete drasticamente populagoes de I. zuluagai,
levando rapidamente a extin¢do devido ao baixo potencial reprodutivo desta espécie quando
comparada com sua presa, Oligonychus ilicis (McGregor). Apesar dos trabalhos que avaliam o
impacto de enxofre sobre acaros fitoseideos encontrados na literatura, desconhece-se o efeito da
calda sulfocdlcica sobre os mesmos, pois apesar da calda sulfocalcica apresentar o enxofre como
principio ativo, apresenta também outros componentes que podem alterar a sua toxicidade. Essa
interferéncia em organismos benéficos associada a evolucdo da resisténcia pode comprometer o
manejo do 4caro-da-leprose nos pomares de citros.

O presente trabalho foi desenvolvido para obter subsidios para o manejo da resisténcia de
B. phoenicis a calda sulfocélcica em pomares de citros orgdnico e convencional, mediante a

condugdo de estudos para:



18

e Detectar e caracterizar a resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica;
e Avaliar a toxicidade de calda sulfocalcica na evolugao da resisténcia em B. phoenicis;
e Avaliar a estabilidade da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica;

e Avaliar o efeito letal e subletal da calda sulfocélcica sobre I. zuluagai.
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2 DETECCAO E CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DE Brevipalpus phoenicis
(ACARI: TENUIPALPIDAE) A CALDA SULFOCALCICA EM POMARES DE CITROS

Resumo

O desenvolvimento da citricultura orgénica e o alto custo no controle de Brevipalpus
phoenicis (Geijskes) na citricultura convencional tém levado a intensifica¢do do uso de calda
sulfocdlcica para o controle desse dcaro no Brasil. Associado a esse fato estd o uso do enxofre,
principal componente da calda sulfocalcica, para o controle de Phyllocoptruta oleivora
(Ashmead) nos pomares de citros. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi detectar e
caracterizar a resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica mediante estudos de avaliagao da
suscetibilidade de populagoes de B. phoenicis coletadas em pomares de citros com sistema
manejo organico e convencional; e avaliar a possibilidade de resisténcia cruzada entre enxofre e
calda sulfocalcica. Para o monitoramento da suscetibilidade de B. phoenicis a calda sulfocalcica
foi definida a concentracdo diagnoéstica de 320 pg de enxofre/ml de agua [I.A. (ppm)] a partir da
caracterizagdo da suscetibilidade da linhagem suscetivel (S) de B. phoenicis a calda sulfocalcica
com bioensaio de contato direto e residual. Diferencas significativas na suscetibilidade a calda
sulfocélcica foram observadas entre as populagdes de B. phoenicis; mas nao foram observadas
diferengas entre populacdes provenientes de pomares de citros com sistemas de manejo organico
e convencional, com porcentagens de sobrevivéncia na concentragdo diagnostica variando de 0,0
a 18,4% e de 0,5 a 20,1%, respectivamente. A populagdo que apresentou sobrevivéncia de 20,1%
foi submetida a presssdo de sele¢do com calda sulfocélcica na concentracido diagndstica de 320
ppm para a obtencdo da linhagem resistente a calda sulfocélcica (Calda-R). Baseado nas curvas
de concentragdo-resposta, as estimativas das CLsy das linhagens S e Calda-R foram de 200,79 e
1.142,75 ppm, respectivamente. Portanto, a razdo de resisténcia (RR) foi de 5,69 vezes. Foi
detectada resisténcia cruzada positiva entre enxofre e calda sulfocélcica em B. phoenicis. Diante
dos resultados obtidos no presente trabalho, ha possibilidade de evolugdo da resisténcia de B.
phoenicis a calda sulfocélcica e o uso do enxofre pode acelerar essa evolugdo devido a resisténcia
cruzada. Dessa forma, a calda sulfocélcica, assim como qualquer agrotéxico, deve ser utilizada
cautelosamente dentro de um programa de manejo da resisténcia.

Palavras-chave: Acaro-da-leprose; Manejo Integrado de Pragas; Controle Quimico; Manejo da
Resisténcia; Citros Organico

DETECTION AND CHARACTERIZATION OF Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE) RESISTANCE TO LIME SULFUR IN CITRUS GROVES

Abstract

With the development of organic citriculture and the high cost of controlling Brevipalpus
phoenicis (Geijskes) in conventional citriculture, the use of lime sulfur to control this mite has
intensified in Brazil. Moreover, sulfur, the main component of lime sulfur, is also used for
controlling Phyllocoptruta oleivora (Ashmead) in citrus groves. Therefore, the objective of this
research was to detect and characterize B. phoenicis resistance to lime sulfur by conducting



22

monitoring studies of B. phoenicis to lime sulfur in populations collected from citrus groves
managed organically and conventionally, and by assessing the possible cross-resistance between
sulfur and lime sulfur. To monitor susceptibility of B. phoenicis to lime sulfur, a diagnostic
concentration of 320 pg of sulfur/ml of water [(ppm) A.L.] was defined, based on the
characterization of concentration-response of susceptible strain (S strain) of B. phoenicis to lime
sulfur through direct and residual contact bioassays. Significant differences in susceptibility to
lime sulfur were detected among populations of B. phoenicis, but not between organic and
conventional management systems, with survival percentages ranging from 0.0 to 18.4%
(organic) and 0.5 to 20.1% (conventional). The population with 20.1% survival was identified for
selecting a resistant strain to lime sulfur (R strain) with diagnostic concentration of 320 ppm.
Based on concentration-response data, the estimated LCsp of lime sulfur for S and R strains were
200.79 and 1,142.75 pg of sulfur/ml of water [(ppm) A.L] respectively. Therefore, the resistance
ratio (RR) was 5.69-fold. Cross-resistance between sulfur and lime sulfur was detected in B.
phoenicis. Based on results obtained herein, resistance evolution of B. phoenicis to lime sulfur is
very likely in the field and the use of sulfur can speed the evolution due to cross-resistance.
Hence, lime sulfur, as well as any other pesticide, should be used with caution within the
framework of a resistance management program.

Keywords: Flat mite; Integrated pest management; Chemical control; Resistance management;
Organic citrus

2.1 Introducéo

A adog@o da calda sulfocalcica para o controle do acaro-da-leprose, Brevipalpus phoenicis
(Geijskes), tem sido intensificada pelos citricultores brasileiros, principalmente com o
desenvolvimento da citricultura organica. No sistema de manejo organico de citros, a calda
sulfocdlcica € o Unico produto permitido pelas certificadoras de produtos orginicos que apresenta
eficiéncia no controle desse 4caro (PENTEADO, 2004), com uma média de 11 pulveriza¢des por
ano. Ja na citricultura convencional, a calda sulfocdlcica é adotada como uma opg¢do de baixo
custo, sendo utilizada principalmente em épocas de baixa rentabilidade da cultura.

O sistema de manejo organico exige a adocdo de novas filosofias que visem
sustentabilidade. Entretanto, o manejo de pragas nesse sistema ainda € baseado nas decisdes
tomadas historicamente no sistema convencional, ou seja, com predominio da titica de controle
quimico. A preferéncia pelo controle quimico no sistema organico € ainda favorecida pelo baixo
custo dos agrotoxicos inorganicos, os quais também apresentam oOs riscos € custos sociais
associados ao uso intensivo dos acaricidas convencionais organicos sintéticos (ZEHNDER et al.,

2007). Dessa forma, produtos alternativos a base de enxofre, como a calda sulfocélcica, ndo estdao
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livrtes dos mesmos problemas que acarretam os agrotoxicos convencionais, tais como a
possibilidade de evolugdo da resisténcia e o impacto sobre organismos benéficos.

A evolugdo da resisténcia € considerada um dos grandes entraves em programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (GEORGHIOU, 1983; CROFT, 1990). A alta pressao de
selecdo exercida por acaricidas e, principalmente, o modo de reproducdo do tipo partenogénese
telitoca de B. phoenicis sido apontados como os principais fatores responsaveis pela rapida
evolugdo da resisténcia do 4caro-da-leprose (HELLE et al., 1980; OMOTO, 1998). Casos de
evolugdo da resisténcia de B. phoenicis ja foram detectados para os principais acaricidas
utilizados na cultura dos citros, tais como dicofol (OMOTO et al., 2000), hexythiazox
(CAMPOS; OMOTO, 2002) e propargite (FRANCO et al., 2007).

O intenso uso de calda sulfocalcica no controle de B. phoenicis em pomares de citros pode
ser um dos fatores determinantes para a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis a calda
sulfocélcica e, consequentemente, perda da eficiéncia desse produto. Além disso, o enxofre
utilizado para o controle do acaro-da-falsa-ferrugem, Phyllocoptruta oleivora (Ashmead), tanto
em pomares de citros com sistema de manejo orginico como convencional, também poderia
favorecer a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica devido a possibilidade de
resisténcia cruzada entre esses produtos, pois o enxofre estd presente na composi¢do da calda
sulfocdlcica. Outros acaricidas convencionais que apresentam enxofre na molécula e atuam na
respiragdo celular, como propargite, poderiam também favorecer a evolucdo da resisténcia do
acaro-da-leprose a calda sulfocdlcica devido a resisténcia cruzada. Franco et al. (2007)
detectaram resisténcia cruzada superior a 111 vezes entre propargite e enxofre em B. phoenicis.
Casarin et al. (2004) detectaram a resisténcia cruzada entre propargite e calda sulfocalcica de 4,6
vezes.

O presente trabalho foi desenvolvido para avaliar a suscetibilidade a calda sulfocélcica em
populacdes de B. phoenicis coletadas em pomares de citros com sistema de manejo organico e
convencional do Estado de Sao Paulo. Além disso, foi realizada avaliacao de resisténcia cruzada
entre enxofre e calda sulfocélcica para verificar se a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis ao

enxofre pode afetar a suscetibilidade desse 4caro a calda sulfocélcica.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta e criagdo de B. phoenicis

A populagio suscetivel de referéncia (S) de B. phoenicis foi obtida em um pomar de citros
sem tratamentos fitossanitarios localizado em Piracicaba-SP e, mantida em condi¢des de
laboratdrio desde 2000. As populagdes de B. phoenicis coletadas em pomares comerciais com
sistemas de manejo organico e convencional de citros do Estado de Sdo Paulo, com respectivos
histéricos de uso de calda sulfocélcica e enxofre no periodo anterior a coleta, estdo listadas nos
Quadros 2.1 e 2.2, respectivamente. Os pomares comerciais de citros com sistema de manejo
organico originaram-se da conversio em 2001 de pomares implantados a partir do sistema de
manejo convencional. Para cada popula¢do, foram coletados aproximadamente 50 frutos
infestados com o 4caro-da-leprose em um determinado talhdo de citros.

As populagoes de B. phoenicis foram multiplicadas, em condi¢oes laboratoriais, sobre
frutos de laranja das variedades Péra Rio ou Valéncia livre de residuos de agrotéxicos. Esses
frutos foram lavados em 4gua corrente e apds secagem foram parafinados, deixando-se uma arena
livre de parafina de aproximadamente 4 cm de didmetro que foi delimitada com cola
(Tanglefoot®). Antes da transferéncia dos 4caros, uma mistura de areia, gesso, farinha de trigo e
dgua destilada na proporcao 4:1:1:3 foi pincelada em alguns pontos da arena, com o objetivo de
simular os sintomas de verrugose, que favorecem o desenvolvimento deste acaro
(CHIAVEGATO, 1986; NAKANO et al., 1987). Apés a transferéncia dos dcaros para as arenas,
os frutos foram acondicionados em caixas plasticas e mantidos em sala climatizada com

temperatura de 25 = 1°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 h. Cada populagéo foi

iniciada com aproximadamente 300 dcaros provenientes do campo. Os frutos foram renovados a
cada 20 ou 30 dias mediante sobreposi¢c@o da arena do fruto novo sobre arena do fruto infestado

com 0S acaros.



Dados da populagao
Populacio Nimero médio de
Data
(denominagao) Local pulverizagoes/ano
(més/ano)
Calda sulfocélcica Enxofre
Orgl Bebedouro 06/2005 14,4 0
Org2 Bebedouro 06/2005 15,6 3,6
Org3 Bebedouro 06/2005 12,0 0
Org4 Guapiacu 12/2004 7,2 0
Org5 Guapiacu 12/2004 7,2 0
Orgb6 Altin6polis 06/2005 11,2 39
Org7 Altinépolis 06/2005 13,8 2,6
Org8 Santa Cruz do Rio 06/2006 6,5 0
Pardo

Quadro 2.1 — Denominagdo, local, data da coleta e nimero médio de pulverizagdes com
produtos a base de enxofre (calda sulfocélcica e enxofre) no periodo anterior a
coleta de populagdes de B. phoenicis em pomares de citros com sistema de
manejo organico do Estado de Sdo Paulo
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Dados da populagao
Populacio Nimero médio de
Data
(denominagao) Local pulverizagoes/ano
(més/ano)
Calda sulfocalcica Enxofre
Conl Santa Cruz do Rio 07/2004 0 0,8
Pardo
Con2 Santa Cruz do Rio 06/2005 0 2,0
Pardo
Con3 Santa Cruz do Rio 06/2005 0 0
Pardo
Con4 Itapolis 12/2004 0 5,5
Con5 Gaviao Peixoto 12/2004 0 4.4
Con6 Olimpia 06/2005 - --
Con7 Onda Verde 06/2005 0,6 4.6
Cong Onda Verde 06/2006 0,4 3,8
Con9 Onda Verde 05/2009 0 5,0

'Informagio ndo disponivel

Quadro 2.2 — Denominagdo, local, data da coleta e nimero médio de pulverizacdes com
produtos a base de enxofre (calda sulfocdlcica e enxofre) no periodo
anterior a coleta de populagdes de B. phoenicis em pomares em citros com
sistema de manejo convencional do Estado de Sao Paulo

2.2.2 Caracterizacao da linha-basica de suscetibilidade a calda sulfocéalcica

O método de bioensaio utilizado para a caracterizag@o da suscetibilidade de B. phoenicis a
calda sulfocélcica Fertibom® (200 g de enxofre/L de produto comercial - Fertibom Industria
Ltda., Catanduva-SP) foi o de contato direto e residual.

Os bioensaios foram realizados em arenas de 2,6 cm de didmetro confeccionadas com
folhas de laranjeira coletadas em um pomar sem aplicagdo de acaricidas. Os discos de folha
foram acondicionados em placas acrilicas de 3,5 cm de diametro (Falcon 1008, Becton Dickinson
Labware, Lincoln Park, NJ, Estados Unidos) contendo 2 ml de uma mistura ainda nao geleificada
de 4gar-dgua na concentragdo de 2,0 %. Apés a geleificagdo do substrato no fundo da placa, uma
barreira ao redor dos discos de folha foi feita com a mesma mistura de &agar-igua para

confinamento dos 4caros, seguindo metodologia descrita por Omoto et al. (2000).
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Foram transferidas 10 fémeas adultas de B. phoenicis para cada arena de bioensaio. Apds
a transferéncia dos 4caros, diferentes concentracdes da calda sulfocédlcica foram pulverizadas na
superficie adaxial dos discos de folhas com auxilio de torre de Potter (Burkard Manufacturing,
Rickmansworth, Herts, Reino Unido), calibrada a pressao de 10 psi (68,95 kPa). Foi utilizado um
volume de 2 ml de solu¢do na pulveriza¢do de cada arena, obtendo-se uma deposi¢do média de
residuo imido de 1,56 mg/cm? sobre as arenas. Apds a pulverizacdo, as arenas foram mantidas
em condi¢des ambientais até a secagem do produto. Em seguida, essas arenas foram tampadas e
mantidas em camara climatizada regulada a 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase
de 14 horas. A mortalidade foi avaliada 24 horas apds a exposi¢do dos &caros a calda
sulfocdlcica. Para a avaliacdo, os dcaros foram colocados com a face ventral voltada para cima e
aqueles que retornaram imediatamente a posicdo normal e caminharam, foram considerados
vivos. As repeticdes que apresentaram mortalidade superior a 15% na testemunha foram
descartadas, assim como aquelas cuja perda de 4dcaros na barreira de dgar ultrapassou 15%.

Na caracterizacdo da curva de concentra¢do-resposta da linhagem S foram utilizadas seis
concentragdes de calda sulfocélcica, espagadas logaritmicamente entre 100 e 320 pg de
enxofre/ml de dgua destilada [I.A. de calda sulfocélcica (ppm)].

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e cada concentragao
foi repetida cinco vezes, sendo que cada repeticdo foi constituida por quatro arenas com dez
acaros cada. Os dados de mortalidade obtidos foram submetidos a analise de Probit, utilizando-se
o programa Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987). A partir da curva de concentragao-resposta

para a linhagem S foi estimada a concentracdo diagndstica de 320 ppm (= CLgs) para o

monitoramento da suscetibilidade de populag¢Ges de B. phoenicis a calda sulfocélcica.

2.2.3 Monitoramento da suscetibilidade de B. phoenicis a calda sulfocalcica

O monitoramento da suscetibilidade a calda sulfocalcica foi realizado em dezessete
populacdes de B. phoenicis, sendo oito populagdes provenientes de pomares comerciais de citros
com sistemas de manejo organico denominadas de Orgl, Org2, ... e Org8 (Quadro 2.1) e nove
populagdes provenientes de pomares convencionais denominadas de Conl, Con2, ... e Con9
(Quadro 2.2).

Para estimativa da porcentagem de sobrevivéncia, as populagdes de B. phoenicis foram

submetidas a concentragdo diagndstica de calda sulfocdlcica de 320 pug de enxofre/ml de dgua
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destilada. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e os bioensaios
para cada populacdo foram repetidos cinco vezes, sendo que cada repeticdo foi constituida por
quatro arenas com dez 4caros cada. Os dados de porcentagem de sobrevivéncia (X) obtidos para
~ B . < 41 . . .
cada populagdo foram transformados em arc sen 4/x,/100 e submetidos a analise hierarquica de
variancia para comparar a porcentagem de sobrevivéncia das populagdes de B. phoenicis entre e

dentro dos sistemas de manejo organico e convencional de citros. As médias dos tratamentos

foram comparadas pelo teste Tukey (a = 0,05) (SAS INSTITUTE, 2002).

2.2.4 Caracterizacao da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica

Para a obtengdo da linhagem resistente a calda sulfocalcica (Calda-R), a populagdo de B.
phoenicis denominada Con7 que apresentou uma taxa de sobrevivéncia de 20,1% no
monitoramento da suscetibilidade a calda sulfocélcica foi submetida a pressdo de selecdo com
concentra¢ao diagndstica de calda sulfocélcica de 320 ppm por uma geracdo em laboratério. Os
acaros sobreviventes a concentracdo diagndstica de calda sulfocélcica foram resgatados e
transferidos para frutos previamente preparados para multiplicagdo.

Na caracterizacdo da linhagem Calda-R foram utilizadas oito concentragdes de calda
sulfocélcica espacadas logaritmicamente entre 320 e 3.200 pg de enxofre/ml de dgua destilada.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e cada concentragio
foi repetida cinco vezes, sendo que cada repeticao foi constituida por quatro arenas com dez
acaros cada. Os dados de mortalidade obtidos para as linhagens S e Calda-R foram submetidos a
andlise de Probit e teste de paralelismo e igualdade utilizando o programa Polo-PC (LEORA
SOFTWARE, 1987). A partir da curva de concentragdo resposta para as duas linhagens, foram
estimadas as CLsgs e seus respectivos intervalos de confianga (I.C. 95%). A razdo de resisténcia
foi obtida pela divisdo da CLsy da linhagem Calda-R pela CLs, da linhagem S, e o intervalo de
confianga estimado a partir do procedimento descrito por Robertson e Preisler (1992). O nivel de

significancia do teste foi de o = 0,05.

2.2.5 Relacéo de resisténcia cruzada entre enxofre e calda sulfocalcica
O método de bioensaio utilizado para a caracterizacio da suscetibilidade de B. phoenicis
ao enxofre Kumulus DF (800 g/Kg de produto comercial - Basf S.A) foi o de contato residual. Na

caracterizagdo da curva de concentragdo-resposta da linhagem S de B. phoenicis ao enxofre
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foram testados 1.360 dcaros com sete concentragdes de enxofre espacadas logaritmicamente entre
100 e 320 pg de enxofre/mL de dgua destilada. A partir dessa caracterizacdo foi estimada a
concentragdo diagnostica de 320 ppm (= CLys) para isolamento de uma linhagem de B. phoenicis
resistente ao enxofre (Enxofre-R).

Para a obtencdo da linhagem Enxofre-R, a populag¢do de B. phoenicis denominada Con7
foi submetida a pressdo de selecdo com enxofre na concentragio diagndstica por uma geracao em
laboratdrio. Os 4caros sobreviventes a concentracdo diagndstica de enxofre foram resgatados e
transferidos para frutos previamente preparados para multiplicacdo. Na caracterizacdo da
linhagem Enxofre-R ao enxofre foram testados 1.373 acaros com sete concentragdes espagadas
logaritmicamente entre 320 e 4.800 pg de enxofre/ml de dgua destilada.

Para avaliar a relagdo de resisténcia cruzada entre enxofre e calda sulfocélcica, foi
conduzida a caracterizacdo da curva de concentragdo-resposta da linhagem Enxofre-R a calda
sulfocdlcica, utilizando-se de seis concentracdes de calda sulfocdlcica espacadas
logaritmicamente entre 320 e 3.200 ppm (I.A).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e cada concentragao
foi repetida cinco vezes para cada linhagem e produto, sendo que cada repeti¢do foi constituida
por quatro arenas com dez acaros cada. Os dados de mortalidade das linhagens S e Enxofre-R ao
enxofre e das linhagens S e Enxofre-R a calda sulfocélcica foram submetidos a analise de Probit
e teste de paralelismo e igualdade utilizando o programa Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987).
A partir da curva de concentragdo resposta para as duas linhagens, foram estimadas as CLsos e
seus respectivos intervalos de confianga (I.C. 95%) para cada produto. A razdo de resisténcia foi
obtida pela divisdao da CLs das linhagens Enxofre-R ou Calda-R pela CLsy da linhagem S para
cada produto, e o intervalo de confianga estimado a partir do procedimento descrito por

Robertson e Preisler (1992). O nivel de significancia do teste foi de o = 0,05.

2.3 Resultados

2.3.1 Caracterizagdo da resisténcia a calda sulfocélcica

A razdo de resisténcia (I.C. 95%) estimada para linhagem Calda-R foi de 5,69 vezes (5,35
—6,05) (Figura 2.1). A CLs (I.C. 95%) estimada pela anélise de Probit para a linhagem S a calda
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sulfocélcica foi de 200,79 ppm (I.A.) (182,96 — 218,82), coeficiente angular (+ desvio padrao) de
5,79 (£ 0,29), (xz =12,54; g.1. = 4; P>0,05). A CLso (IC 95%) estimada para a linhagem Calda-R
foi de 1.142,75 ppm L.A. de calda sulfocalcica (1.033,52 — 1.268,36), coeficiente angular (+ erro
padrio da média) de 3,88 (+ 0,15), ), (x* = 16,44; gl. = 6; P>0,05). Ndo foi observada
sobreposi¢cdo dos intervalos de confianca das CLsgs, indicando que as curvas de concentracao-
resposta sdo distintas, resultado confirmado pelos testes de igualdade e paralelismo, que foram
rejeitados (;(2= 1.162,1; gl= 2; p<0,05) e (X2= 34,65; g.l.= 1; p<0,05), respectivamente. A
concentracdo diagndstica de 320 ppm I.A. de calda sulfocélcica (= CLogs) foi definida para

programas de monitoramento da suscetibilidade de B. phoenicis a calda sulfocélcica.

Probit

PP VRPN —————— . Y, I

10 100 1000 10000

ug de enxofre/ml de agua

Figura 2.1 - Caracterizagdo toxicoldgica das linhagens de B. phoenicis S (o) e Calda-R (e) a
calda sulfocélcica. A linha tracejada indica a concentracdo diagndstica de calda
sulfocélcica (320 ug de I.A./ml de dgua). Razao de resisténcia de 5,69 vezes
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2.3.2 Monitoramento da suscetibilidade a calda sulfocéalcica

Os resultados do monitoramento da suscetibilidade de populagdes de B. phoenicis
revelaram diferencas significativas quanto a suscetibilidade entre as populacdes de B. phoenicis
(F=3,01; g.1.= 15, 68; P<0,05). Entretanto, nao houve diferenca significativa na suscetibilidade a
calda sulfocdlcica entre o sistema de manejo organico e convencional de citros (F= 0,37; g.1.=1,
68; P>0,05), com taxa de sobrevivéncia variando entre 0,0 e 18,4% e entre 0,5 ¢ 20,1%,
respectivamente. Tanto no sistema de manejo organico como no convencional trés populacdes
apresentaram taxa de sobrevivéncia acima de 5%. Sendo as populagdes Org4, Orgb e Org5 no
sistema de manejo organico com sobrevivéncia de 18,4; 9,0 e 7,8%, respectivamente. E as
populagdes Con7, Con9 e Con6 no sistema de manejo convencional com sobrevivéncia de 20,1;
6,9 e 6,7%, respectivamente (Figura 2.2 e Tabela 2.1).

As populagdes origindrias de pomares de citros com sistema de manejo organico
apresentam em seu histérico o uso intenso de produtos a base de enxofre, sendo que o nimero
médio de pulverizagdes com calda sulfocdlcica variou de 6,5 a 15,6 por ano, e com enxofre
variou de 0 a 3,9 (Quadro 2.1). J4 nas populac¢des originarias de pomares com sistema de manejo
convencional o uso de calda sulfocédlcica no periodo anterior a coleta das populacdes foi
reduzido, variando de 0 a 0,6 pulverizagdes por ano, mas as pulverizagdes com enxofre ainda

foram intensas, variando de 0 a 5,5 (Quadro 2.2).
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Figura 2.2 - Porcentagem média de sobrevivéncia (+ erro padrdo da média) de populagdes de
B. phoenicis originarias de pomares comerciais com sistema de manejo organico
e convencional de citros do Estado de Sdo Paulo na concentracdo diagnéstica de

calda sulfocalcica de 320 pug de enxofre/ml de dgua em bioensaio de contato
direto e residual



33

Tabela 2.1 - Porcentagem média de sobrevivéncia (+ erro padrao da média) de populacdes
de B. phoenicis coletadas em pomares comerciais com sistema de manejo
organico e convencional de citros do Estado de Sdo Paulo na concentra¢io
diagndstica de calda sulfocdlcica de 320 pg de enxofre/ml de dgua em
bioensaio de contato direto e residual

Sistema Populagido n' % Sobrevivéncia + EPM
Org 4 206 18,4 +£5,66 a
Org 6 198 9,0 £5,16 ab
Org 5 194 7,8 £3,01 ab
Orginico Org 3 197 5,0 £ 3,79 be
Org 1 197 3,6 + 1,31 be
Org 7 198 2,0£2,81 bc
Org 2 199 1,0 £ 1,00 be
Org 8 194 0,0 +£0,00 c
Con 7 199 20,1 £5,53 a
Con 9 196 6,9+6,38 b
Con 6 193 6,7+275 b
Con 5 198 3, 73,68 b
Convencional Con 8 198 3,0+095 b
Con 2 198 25+194 b
Con 1 198 20+£094 b
Con 3 199 1,5+£1,50 b
Con 4 196 0,5+0,50 b

'Ntimero de 4caros testados
Meédias seguidas pela mesma letra, dentro de cada sistema de manejo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(0 =0,05)

2.3.3 Relagdo de resisténcia cruzada entre enxofre e calda sulfocalcica

A razdo de resisténcia (I.C 95%) estimada para linhagem Enxofre-R foi de 10,77 vezes
(10,18 — 11,39) (Figura 2.3). A CLs5p (I.C. 95%) estimada a partir da curva de concentracdo-
resposta da linhagem S ao enxofre foi de 170,96 ppm (I.A.) (161,64 — 180, 43), coeficiente
angular (+ desvio padrdo) de 7,53 (+ 0,36), ()(2 = 13,54; g.1. = 5; P>0,05). A CLs, (IC 95%)
estimada para a linhagem Enxofre-R ao enxofre foi de 1.841,23 ppm (I.A.) (1.519,69 —2.323,06),
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coeficiente angular (+ erro padrio da média) de 1,99 (+ 0,11), ), (* = 13,99; g.l. = 5; P>0,05).
Nao foi observada sobreposi¢dao dos intervalos de confianga das CLsgs, indicando que as curvas
de concentracdo-resposta ao enxofre sdo distintas, resultado confirmado pelos testes de igualdade
e paralelismo que foram rejeitados (;(2: 1.075,9; g.1.= 2; p<0,05) e (;(2: 278,11; g.l.=1; p<0,05),

respectivamente.

Probit

10 100 1000 10000

Mg de enxofre/ml de 4gua

Figura 2.3 - Caracterizagao toxicoldgica das linhagens S (0) e Enxofre-R (@) de B. phoenicis
ao enxofre com bioensaio de contato residual. A linha tracejada indica a
concentracdo diagndstica de enxofre (320 ug de I.A./ml de dgua). Razdo de
resisténcia de 10,77 vezes

Resisténcia cruzada positiva foi verificada entre enxofre e calda sulfocalcica. Revelando
que a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis ao enxofre afeta a suscetibilidade de populagdes de

B. phoenicis a calda sulfocalcica. A CLs, (I.C. 95%) estimada para a linhagem Enxofre-R a calda
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sulfocélcica foi de 921,06 ppm (I.A.) (773,17 — 1.068,32), coeficiente angular (+ desvio padrio)
de 2,71 (£ 0,15), (X2 = 8,01; g.1. = 4; P>0,05). Nao foi observada sobreposi¢do dos intervalos de
confianga das CLsy, indicando que as curvas de concentragdo-resposta das linhagens S e Enxofre-
R a calda sulfocélcica s@o distintas, resultado confirmado pelos testes de igualdade e paralelismo
que foram rejeitados (;(2: 558,04; g.1.=2; p<0,05) e ()(2: 92,73; g.1.=1; p<0,05), respectivamente.
A intensidade de resisténcia cruzada (I1.C.95%) verificada entre enxofre e calda sulfocélcica foi
de 4,59 vezes (4,32 — 4,88) (Tabela 2.2 e Figura 2.4). Devido a resisténcia cruzada entre enxofre
e calda sulfocdlcica, a concentracao diagnoéstica de 320 ppm [.A. de enxofre (= CLos) foi definida
para futuros trabalhos de monitoramento da suscetibilidade de B. phoenicis a calda sulfocélcica,

utilizando-se enxofre.

Tabela 2.2 - Respostas das linhagens de B. phoenicis S, Calda-R e Enxofre-R a calda
sulfocalcica com bioensaio de contato direto e residual

Linhagem n' CLso (ug I.A./ml) Coeficiente XZ gl : RR’
(IC 95%) Angular (+ EP) (I.C. 95%)
S 1.149 200,79 5,79 £ 0,29 12,54 4 -
(182,96 — 218,82)
Calda-R  1.585 1.142,75 3,88 +0,15 18,93 6 5,69
(1.033,52 — 1.268,36) (5,35-6,05)
Enxofre- 1.109 921,06 2,71 £0,15 8,01 4 4,59
R (773,17 — 1.068,32) (4,32 - 4,88)
' Niimero de 4caros testados
> Graus de liberdade

3 Razdo de resisténcia
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Figura 2.4 - Caracterizagdo toxicologica das linhagens S (o) ¢ Enxofre-R (@) de B. phoenicis a
calda sulfocalcica com bioensaio de contato direto e residual. Intensidade de
resisténcia cruzada entre enxofre e calda sulfocalcica de 4,59 vezes

2.4 Discusséo

O numero de pulveriza¢des com calda sulfocédlcica no sistema de manejo organico foi
superior a0 no convencional. Entretanto, ndo foi possivel associar o regime de uso de calda
sulfocélcica com a porcentagem de sobrevivéncia na concentragdo diagndstica de 320 ppm de
I.A. de calda sulfocélcica para as populacdes de B. phoenicis testadas. Por exemplo, tanto a
populacdo Org4 como a Org8 foram submetidas a um nimero médio de pulverizagdes com calda
sulfocdlcica muito préximos de 7,2 e 6,5 por ano, respectivamente (Quadro 2.1), mas
apresentaram porcentagens de sobrevivéncia distintas de 18,4 e 0,0%, respectivamente. Dessa

forma, alguns outros fatores podem estar associados a pressiao de selecdo com calda sulfocélcica
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e assim favorecendo a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis a esse produto em pomares de
citros.

Um dos fatores que podem favorecer a evolucdo da resisténcia de B. phoenicis a calda
sulfocalcica, tanto em pomares de citros com sistema de manejo organico que se originaram da
conversao do sistema convencional, como no préprio sistema de manejo convencional, sdo as
relacdes de resisténcia cruzada entre os produtos alternativos a base de enxofre (calda
sulfocdlcica e enxofre elementar) e os acaricidas convencionais que atuam como inibidores da
respiracdo celular. Franco et al. (2007) constataram a resisténcia cruzada entre acaricidas
inibidores da respiragdo celular utilizados na citricultura em B. phoenicis, sendo que, as
intensidades de resisténcia entre o acaricida propargite e os demais acaricidas inibidores da
respiracdo celular azocyclotin, cyhexatin, dinocap e pyridaben, e mesmo o acaricida alternativo
enxofre, foram de 1,8; 4,6; 3,5; 3,5 e >111 vezes, respectivamente. Casarin et al. (2004)
detectaram resisténcia cruzada entre propargite e calda sulfocélcica de 4,6 vezes. No presente
trabalho foi constatada uma intensidade de resisténcia cruzada entre enxofre e calda sulfocélcica
de 4,59 vezes. Portanto, a evolucdo da resisténcia de B. phoenicis ao enxofre e ao acaricida
propargite reduziu a suscetibilidade desse dcaro a calda sulfocdlcica, afetando assim a eficiéncia
da calda sulfocdlcica no controle B. phoenicis na citricultura e favorecendo a evolugdao da
resisténcia a calda sulfocélcica.

Levando-se em consideragdo ainda que, entre os ingredientes ativos registrados para o
controle do 4caro-da-leprose na cultura dos citros, quase a metade interfere na respiracdo celular
(incluindo os acaricidas do grupo dos organoestanicos, além de propargite, chlorfenapyr, dinocap,
pyridaben, fenpyroximate e enxofre) (MAPA, 2009). A pressdo de selegdo exercida por
acaricidas inibidores da respiragdo celular sobre B. phoenicis é muito elevada na citricultura.
Dessa forma, talvez a evolugdo da resisténcia a calda sulfocdlcica em algumas populacdes de B.
phoenicis, ndo esteja apenas relacionada ao regime de uso da mesma, mas sofra grande influéncia
da pressdo de selecdo exercida indiretamente por acaricidas convencionais inibidores da
respiragao celular. Segundo Vieira et al. (2010), os pomares organicos, na sua maioria, originam-
se da conversdao de pomares convencionais, pois o risco para forma¢do de um pomar organico é
muito maior que a conversdo. Nos primeiros anos as plantas ficam muito suscetiveis as doengas,
exigindo tratamentos fitossanitdrios. Sendo assim, seria mais seguro formar o pomar seguindo o

manejo convencional, e depois converté-lo para o cultivo organico, quando o pomar estiver com
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aproximadamente cinco anos. Portanto, ao longo dessa etapa de formacao do pomar, o dcaro-da-
leprose estd sujeito a pressdo de selecdo exercida por acaricidas convencionais, entre os quais
estdo os inibidores da respiracao celular.

Hé ainda fatores associados a calda sulfocdlcica que podem estar contribuindo para
retardar ou evitar a evolugdo da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica em algumas
populacdes. Entre esses fatores estdo a baixa acdo ovicida da calda sulfocdlcica sobre B.
phoenicis (PATTARO et al., 2004), e a baixa persisténcia da atividade bioldgica da calda
sulfocélcica observada em trabalho conduzido em campo, onde foi constatada uma mortalidade
de adultos de B. phoenicis abaixo de 50% aos 5 dias apés a pulverizagdo com calda sulfocélcica .
Devido a baixa persisténcia da calda sulfocélcica, a pressdo de selecdo exercida por esse produto
nao seria tdo intensa em algumas situagdes. Entretanto, segundo Taylor e Georghiou (1982),
agrotoxicos de baixa persisténcia podem exigir aplicacdes mais freqiientes devido a rapida
reinfestacdo da praga, o que comprometeria ou mesmo anularia todo o potencial benéfico da
baixa persisténcia no ambiente. Situagdes como essa de pulverizagdes em intervalos muito curtos
podem ser observadas para a calda sulfocélcica em algumas populagdes de B. phoenicis. E foram
também relatadas por Pattaro (2006), que na conduc¢do de experimento em campo precisou
realizar 10 pulverizacdes de calda sulfocélcica para o controle do dcaro-da-leprose, contra apenas
3 do acaricida convencional spirodiclofen ao longo de 16 meses. No entanto, mesmo com 10
aplicagdes de calda sulfocalcica, a infestagdo de B. phoenicis manteve-se sempre proxima ao
nivel de controle, evidenciando o curto periodo residual do produto.

A variabilidade na suscetibilidade de 4caros a produtos a base de enxofre foi constatada
também por Hoy e Standow (1982) que avaliaram a suscetibilidade do inimigo natural
Metaseiulus [= Galandromus = Thyphlodromus] occidentalis Nesbitt (Acari: Phytoseiidae) a
diferentes formulacdes de enxofre e a calda sulfocdlcica. Franco et al. (2007) constataram
variabilidade na suscetibilidade ao enxofre em populagdes de B. phoenicis coletadas em campo
na concentragdo diagndstica de 1.800 ppm (I.A) de enxofre, com taxa de sobrevivéncia variando
de 9,0 a 82,6%.

No presente trabalho foi possivel comprovar a presenca de variabilidade na resposta a
calda sulfocalcica em populagdes de B. phoenicis, bem como o isolamento e caracterizagao da
resisténcia de B. phoenicis a esse produto. No entanto, como a padroniza¢do da qualidade da

calda sulfocdlcica pode variar de lote para lote e a confirmagdo da resisténcia cruzada entre



39

enxofre e calda sulfocalcica em B. phoenicis, o monitoramento da suscetibilidade de populagdes
de B. phoenicis a calda sulfocélcica pode ser realizada com enxofre, por ser um produto de
melhor controle de qualidade e possibilitar boa discriminagdo entre as linhagens S e Calda-R.
Segundo ffrench-Constant e Roush (1990) um método de bioensaio adequado para avaliacdo da
suscetibilidade deve maximizar as diferencas entre os individuos suscetiveis e resistentes e
aumentar a magnitude (razdo de resisténcia) entre os genétipos e/ou aumentar o coeficiente
angular da curva de concentragdo-resposta. Para atender aos requisitos citados acima, o melhor
agrotoxico ndo precisa, necessariamente, ser o que € utilizado em campo para o controle da
praga.

Baseado nos resultados obtidos no presente trabalho, as estratégias de manejo de B.
phoenicis com calda sulfocalcica, tanto em pomares com sistema de manejo de citros organico
como convencional, precisam ser repensadas e planejadas para evitar a evolucdo da resisténcia.
Além disso, o impacto da calda sulfocalcica sobre os agentes de controle bioldgico também deve
ser estudado para a avaliacao dos beneficios desse produto no manejo de B. phoenicis na cultura

dos citros.

2.5 Conclusoes

e Ha variabilidade na suscetibilidade de populag¢Ges de B. phoenicis a calda sulfocélcica;

e Nio ha diferenca na suscetibilidade a calda sulfocalcica entre populagdes de B. phoenicis

coletadas em pomares de citros com sistema de manejo organico e convencional;

e Ha resisténcia cruzada entre calda sulfocdlcica e enxofre.
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3 IMPACTO DA TOXICIDADE DE CALDA SULFOCALCICA NA EVOLUCAO DA
RESISTENCIA EM Brevipalpus phoenicis (ACARI: TENUIPALPIDAE)

Resumo

A calda sulfocélcica tem sido bastante utilizada para o controle de Brevipalpus phoenicis
(Geijskes) em pomares de citros no Brasil, principalmente, em sistemas de producdo organica.
Devido ao intenso uso desse produto, a resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica ja foi
detectada. Para uma melhor compreensdo do impacto da toxicidade da calda sulfocélcica na
evolucdo da resisténcia, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade da calda
sulfocélcica na demografia de trés linhagens de B. phoenicis, uma suscetivel de referéncia (S),
uma resistente a calda sulfocélcica (Calda-R), e outra resistente ao enxofre (Enxofre-R), que
apresentou resisténcia cruzada com a calda sulfocdlcica. A avaliacao foi realizada com bioensaio
de contato direto e residual com a exposicao de fémeas adultas de B. phoenicis as concentragdes
de calda sulfocélcica de 0, 56, 100, 180, 240, 320, 600, 1.800, 3.000 e 6.000 ug de enxofre/ml de
agua [(ppm) L.A.]. Os bioensaios foram conduzidos em frutos parafinados de laranja, deixando-se
uma arena de 4 cm de didmetro para a colonizacdo do dcaro. Antes da pulverizacao das diferentes
concentragoes da calda sobre o fruto, 5 fémeas adultas de B. phoenicis foram transferidas por
arena. A avaliacdo foi baseada na estimativa das taxas instantaneas de crescimento (I;) apés um
periodo de tempo de 25 dias. A r; diminuiu com o aumento das concentracdes de calda
sulfocélcica para todas as linhagens de B. phoenicis. As linhagens Calda-R e Enxofre-R
apresentaram crescimento positivo mesmo nas concentragdes de calda sulfocélcica de 3.000 e
6.000 ppm (equivalentes a 50 e 100% da concentracdo de calda sulfocdlcica recomendada),
enquanto que a linhagem S foi extinta a partir da concentragao de 3.000 ppm. Verificou-se que ha
discriminacao entre as linhagens suscetivel S e as resistentes Calda-R e Enxofre-R, a partir das
concentragdes de 320 e 240 ppm, respectivamente. A reducgdo significativa no crescimento
populacional da linhagem S em relacdo as linhagens resistentes possibilita a evolugcdo da
resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica.

Palavras-chave: Acaro-da-leprose; Controle quimico; Citros organico; Ecotoxicologia; Taxa
instantanea de crescimento

IMPACT OF LIME SULFUR TOXICITY ON RESISTANCE EVOLUTION IN
Brevipalpus phoenicis (ACARI: TENUIPALPIDAE)

Abstract

The lime sulfur has been intensively used for controlling Brevipalpus phoenicis (Geijskes)
in Brazilian citrus groves, mainly in organic production systems. Due to high use of this product,
resistance to lime sulfur has already been detected in B. phoenicis. To better understand the
impact of the lime sulfur toxicity in the resistance evolution, the objective of this research was to
evaluate the toxicity of the lime sulfur in the demography of three strains of B. phoenicis, that is,
one susceptible reference (S), one lime sulfur-resistant (Lime-R) and sulfur-resistant (Sulfur-R)
which showed cross-resistant to lime sulfur. A residual and direct contact bioassay was used to
evaluate the exposure of B. phoenicis at concentrations of 0, 56, 100, 180, 240, 320, 600, 1.800,
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3.000 and 6.000 pg of sulfur/ml of distilled water (ppm). The bioassays were performed with
waxed citrus fruits by leaving an arena of 4 cm diameter for mite rearing. Before spraying
different concentrations of lime sulfur on the fruit, 5 adult females of B. phoenicis were
transferred onto each arena. The evaluation was based on estimation of the instantaneous rate of
increase (rj) after time interval of 25 days. The r; decreased with the increase of lime sulfur
concentrations to all strains. The Lime-R and Sulfur-R strains showed positive population
growth, even at concentrations of 3,000 and 6,000 ppm (equivalent to 50 and 100% of
recommended rate), while the S strain was extinct from concentration of 3,000 ppm of lime
sulfur. Discrimination between the S strain and the resistant strains Lime-R and Sulfur-R from
concentrations of 320 and 240 ppm respectively, due to significant decrease in the population
growth of S strain relative to the resistant strains, and thus allowing resistance evolution of B.
phoenicis to lime sulfur.

Keywords: Flat mite; Chemical control; Organic citrus; Ecotoxicology; Instantaneous rate of
increase

3.1 Introducéo

A calda sulfocélcica tem sido intensamente utilizada para o controle do dcaro-da-leprose,
Brevipalpus phoenicis (Geijskes), principalmente, em pomares de citros com sistema de manejo
organico no Brasil, atingindo uma média de 11 pulveriza¢des por ano. No entanto, apesar do
intenso uso de calda sulfocélcica no controle de B. phoenicis, e da detec¢do da evolugdo da
resisténcia de B. phoenicis a esse produto, bem como a presenca de resisténcia cruzada entre
enxofre e calda sulfocdlcica (Capitulo 2), estudos relacionados a avaliagdo do impacto da
toxicidade da calda sulfocélcica na demografia do 4caro-da-leprose, e mesmo de outras pragas,
S30 escassos.

Para avaliar a toxicidade de agrotoxicos a artropodes tem-se utilizado, comumente, apenas
as estimagOes de concentragdes letais (CLs) (OVERMEER; VAN ZON, 1981; STARK;
RANGUS, 1994). A importancia desses testes tradicionais de toxicidade amplamente
empregados é inegdvel. Entretanto, recentemente, trabalhos tém demonstrado que o uso de
concentragdes letais ndo permitem avaliar completamente o impacto dos agrotdxicos sobre os
organismos (FORBES; CALOW, 1999; STARK; BANKEN, 1999; STARK; BANKS, 2003). As
CLs sao estimadas a partir de observagdes dos individuos num tnico estdgio de desenvolvimento
e por um curto periodo de tempo, ndo permitindo assim, supor o efeito sobre a populagao do

organismo (STARK et al., 1997).
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Ecologistas e ecotoxicologistas tétm chamado a atenc¢do para a utilizagdo de testes de
avaliacdo de toxicidade mais realisticos do que os tradicionalmente utilizados, baseados na
estimativa de CLs (VAN LEEUWEN et al., 1985; VAN DER HOEVEN, 1990; SEITZ; RATTE
1991; CROMMENTUIIN et al., 1995; BEACHMAN, 1994; KAMMENGA et al., 1996;
KAREIVA et al., 1996). Nesse aspecto, uma abordagem que vem ganhando popularidade em
ecotoxicologia é o uso de parametros demograficos como representantes do efeito toxicolégico
(DANIELS; ALLAN, 1981; VAN LEEUWEN et al, 1985; BEACHMANN, 1994;
KAMMENGA et al., 1996; CALOW et al., 1997, WALTHALL; STARK, 1997a,b). Analises
toxicoldgicas demogréficas parecem superar alguns dos problemas associados as andlises
toxicoldgicas tradicionais. Pois, a determinacdo da taxa de crescimento populacional € obtida
levando-se em consideragdo o efeito total de um produto quimico (efeito letal e subletal)
(STARK; BANKEN, 1999).

A taxa de crescimento populacional e, especialmente, a taxa intrinseca de crescimento (I'n)
tem sido recomendada, juntamente com a estimativa de concentragdes letais (CLs) para avaliar o
efeito toxico dos compostos quimicos de maneira mais precisa sobre os niveis populacionais
(STARK et al., 1997, WALTHALL; STARK, 1997a; FORBES; CALOW, 1999). Entretanto, o
calculo da ryp é demorado e requer estudos de tabela de vida e fertilidade. Desta forma, uma
simplificag@o da estimativa de crescimento populacional foi proposta por Hall (1964), mediante a
utilizacdo da taxa instantanea de crescimento (rj), que tem se mostrado muito robusta (HALL,
1964; STARK et al. 1997, WALTHALL; STARK, 1997b; STARK; BANKEN, 1999; STARK;
BANKS 2003).

A estimativa da taxa instantdnea de crescimento (Ij) poderia permitiria uma melhor
compreensdo do impacto da toxicidade de calda sulfocédlcica na evolu¢do da resisténcia de B.
phoenicis, pois refletiria de forma mais realistica o impacto desse produto nos niveis
populacionais do 4caro-da-leprose. Dessa forma, diante da auséncia de trabalhos que avaliam a
toxicidade da calda sulfocalcica na dindmica populacional de B. phoenicis, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o impacto da toxicidade da calda sulfocélcica na evolugdo da resisténcia de B.
phoenicis, mediante estimativa da taxa instantanea de crescimento (rj) sobre linhagens suscetivel
e resistentes de B. phoenicis expostas a diferentes concentragdes de calda sulfocalcica para

simular a degradacio que ocorre em condi¢cdes de campo.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Linhagens e criacdo de B. phoenicis

As linhagens de B. phoenicis utilizadas no estudo foram suscetivel (S), resistente a calda
sulfocélcica (Calda-R), e resistente ao enxofre (Enxofre-R), conforme descritas no Capitulo 2.
Essas linhagens foram multiplicadas em condi¢Ges laboratoriais sobre frutos de laranja das
variedades Péra Rio ou Valéncia. Os frutos foram lavados em dgua corrente e apds a secagem
foram parafinados, deixando-se uma arena livre da parafina de, aproximadamente, 4 cm de
didmetro delimitada com cola (Tanglef00t®). Antes da transferéncia dos dcaros, uma mistura de
areia, gesso, farinha de trigo e dgua destilada na proporc¢do 4:1:1:3 foi pincelada em alguns
pontos da arena, com o objetivo de simular os sintomas de verrugose, que favorecem o
desenvolvimento deste acaro (CHIAVEGATO, 1986; NAKANO et al.,, 1987). Apds a
transferéncia dos éacaros para as arenas, os frutos foram acondicionados em caixas pldsticas

mantidas em sala climatizada a 25 = 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 14 h. Os

frutos foram renovados a cada 20 ou 30 dias mediante sobreposicao da arena do fruto novo sobre

arena do fruto infestado com os acaros, para que estes se deslocassem para o fruto novo.

3.2.2 Determinacgdo de periodo de avaliacdo (At) para estimativa da taxa instantanea de
crescimento (r;) de B. phoenicis

A estimativa da taxa instantanea de crescimento (rj) em diferentes periodos de avaliagcdo
foi realizada com a linhagem S de B. phoenicis. Frutos de laranja (variedade Péra) livres de
residuo de agrotéxicos foram lavados, e apds secagem, parafinados em aproximadamente 2/3 de
sua area. Na drea livre de parafina foi construida uma arena circular de 4 cm de didmetro com
cola (Tanglefoot®) para o confinamento dos dcaros. Foram transferidas 5 fémeas adultas de B.
phoenicis no inicio da fase reprodutiva (fémeas entre 1 e 5 dias de idade) por arena. Esses frutos
foram mantidos em sala climatizada a 25 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 h. A avaliagdo
do crescimento populacional foi realizada apds 18, 20, 22, 25 e 30 dias da transferéncia dos
dcaros nas arenas.

Para cada periodo de avaliagdo (At) foi registrado o nimero total de ovos, imaturos e
adultos em cada fruto para a estimativa da taxa instantanea de crescimento (I;) pela equacao I = [

In (Nt / No)]/ At ], onde N € o numero final de individuos vivos, Ny € 0 nimero inicial de
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individuos vivos e At € o intervalo de tempo (dias) entre o inicio e término do bioensaio (STARK
et al., 1997; WALTHALL; STARK, 1997b).

Cada fruto constituiu-se em uma repeticao, sendo que cada periodo de avaliacao (At) foi
composto por 18 repeticdes. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
aleatorizado. As taxas instantineas de crescimento (I;) estimadas para os diferentes periodos de
avaliacdo (At ) foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA) e comparagdo de médias pelo

teste de Tukey (o= 0,05) (SAS INSTITUTE, 2002).

3.2.3 Impacto da toxicidade da calda sulfocélcica na demografia de B. phoenicis

A avaliagdo do efeito da calda sulfocalcica na demografia de B. phoenicis foi realizada
com as linhagens S, Calda-R e Enxofre-R sobre frutos de laranja. A calda sulfocalcica utilizada
foi a Fertibom® (200 g de enxofre/L de produto comercial - Fertibom Inddstria Ltda., Catanduva-
SP). As concentracoes de calda sulfocalcica testadas foram 56, 100, 180, 240, 320, 600, 1.800,
3.000 e 6.000 ppm (I.A.), baseadas nas curvas de concentracdo-resposta das linhagens S, Calda-R
e Enxofre-R (Capitulo 2). As concentragdes de 600, 3.000 e 6.000 ug de enxofre/ml de dgua
correspondem a 10, 50 e 100% da concentracdo de calda sulfocdlcica recomendada para o
controle do acaro-da-leprose, respectivamente.

Frutos de laranja foram parafinados, deixando-se uma arena circular de 4 cm de diametro
que foi delimitada com cola adesiva (Tanglefoot®) para o confinamento dos 4caros. Apds a
transferéncia de 5 fémeas adultas de B. phoenicis no inicio da fase reprodutiva (fémeas entre 1 e
5 dias de idade) por fruto, os frutos foram pulverizados com o auxilio de torre de pulverizagao de
Potter (Burkard Manufacturing, Rickmansworth, Herts, Reino Unido) calibrada a pressdo de 10
psi (68,95 kPa). Um volume de 2 ml de solugdo foi utilizado em cada fruto obtendo-se uma
deposicao de residuo imido de 1,56 mg/cm2. Apds pulverizagdo, esses frutos foram mantidos em
sala climatizada a 25 + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 14 h. Cada fruto constituiu-se em uma
repeticdo, sendo que foram realizadas 10 repeti¢des por tratamento. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente aleatorizado.

O numero total de ovos, imaturos e adultos de cada fruto foi contabilizado apds 25 dias

(At ) da transferéncia dos dcaros nas arenas para a determinacdo da taxa instantinea de
crescimento (rj) estimada pela equacdo ri = [ In (Nf / No)l/ At ] (STARK et al., 1997;
WALTHALL; STARK, 1997b).
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Os valores de Nt foram transformados pela somatéria de 0,1 devido a presencga de Ny igual
a zero e Nf maior que zero num mesmo tratamento, pois quando Nf € igual a zero nio € possivel
estimar a taxa instantanea de crescimento (I;) através da equacdo (ri = [ In (Nt / No)]/ At ])
(STARK; BANKEN, 1999). Apés transformagado os valores de Nf foram submetidos a anélise de
variancia com interagdo baseada nos postos (ANOVA_R) e as médias de Nf comparadas pelo
teste de Dunnett em relagdo ao controle dentro de cada linhagem, e teste de Tukey para a
comparagdo entre as linhagens (a = 0,05) (SAS INSTITUTE, 2002).

Os valores de ri também foram comparados, sendo que r;j positivo indicou crescimento
populacional, o r; igual a zero indicou estabilidade populacional e o ri negativo indicou uma
populacdo em declinio e caminhando para a extingdo, que ocorre quando Nr.é igual a zero

(HALL, 1964; WALTHALL; STARK, 1997).

3.3 Resultados

3.3.1 Determinagdo de periodo de avaliacdo (At) para estimativa da taxa instantanea de
crescimento (r;) para B. phoenicis

Foram observadas diferengas significativas nas taxas instantdneas de crescimento (Ij)
estimadas nos diferentes periodos de avaliacdo (At) (F= 16,30; g.l.= 4, 85; P<0,05) (Tabela 3.1).
Para os periodos de avaliagdao (At) de 22, 25 e 30 dias, os ris foram de 0,131 + 0,004; 0,118 +
0,003 e 0,120 = 0,003, respectivamente. Estes valores foram bastante proximos das taxas
intrinsecas de crescimento (ry,) obtidas por Teodoro e Reis (2006), Campos (2006) e Franco et al.
(2007) que estimaram valores de ry de 0,128; 0,99 e 0,100 para B. phoenicis criados em frutos de
laranja a 25°C. Dessa forma, como o r; para o At de 22 dias ndo diferiu do At de 20 dias; e o I;
para o At de 30 dias € dificil de ser estimado em fun¢@o da maior possibilidade de deterioragao
dos frutos, o periodo de avaliacao (At) de 25 dias foi definido como ideal para a estimativa de

taxa instantinea de crescimento (r;) de B. phoenicis.
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Tabela 3.1 - Médias das taxas instantdneas de crescimento (rj) (x erro padrdo da média)
estimadas para a linhagem suscetivel de resisténcia (S) em diferentes periodos de

avaliagdo (At)
Periodo de avaliacdo em dias (At) Taxa instantanea de crescimento (I;)
18 0,152 + 0,004a
20 0,143 + 0,004ab
22 0,131 = 0,004bc
25 0,118 +0,003c
30 0,120 + 0,003¢

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (a = 0,05)

3.3.2 Impacto da toxicidade da calda sulfocalcica na demografia de B. phoenicis

Foram detectadas diferencas significativas para o N; (nimero final de 4caros vivos) entre
as linhagens (F=30,66; g.l. = 2, 270; P<0,05), entre as concentragdes (F=13,80; g.l. = 9, 270;
P<0,05) e houve interacdo entre linhagem e concentracdo (F=4,81; g.l. = 18, 270; P<0,05). O
aumento na concentracdo de calda sulfocdlcica proporcionou uma redu¢do no Ni que
conseqiientemente, afetou negativamente a taxa instantanea de crescimento (I;) nas trés linhagens

de B. phoenicis avaliadas (S, Calda-R e Enxofre-R) (Figura 3.1 e Tabela 3.2).
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efeito de diferentes concentracdes de calda sulfocdlcica de 56, 100, 180, 240, 320, 600, 1800, 3000 e 6000 ug de
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Tabela 3.2 - Numero final de individuos (Nf) e taxa instantanea de crescimento (I;) apds 25 dias da pulverizagdo para a avaliacido do

impacto da toxicidade de calda sulfocélcica na demografia das linhagens S, Calda-R e Enxofre-R de B. phoenicis

Linhagens de B. phoenicis

Concentragao
(ug LA/ml) Calda-R Enxofre-R
N i’ \ ri N¢ ri
0 161,3+9,01 a 0,138 + 0,002 126,6 + 5,50 b 0,129 + 0,002 144,5+ 6,61 ab 0,134 0,002
56 103,8 + 10,74* a 0,119 + 0,004 126,7 + 6,50 a 0,129 + 0,002 1243 +7,54 a 0,128 + 0,003
100 133,2+12,32*% a 0,130 = 0,004 1152+6,72 a 0,125 + 0,002 137,5 +£20,04 a 0,129 + 0,005
180 127,0 £9,75*% a 0,128 + 0,003 119,2 £ 891 a 0,126 + 0,003 132,8 +17,88 a 0,127 = 0,006
240 119,5+9,11*% b 0,126 + 0,003 123,6 + 6,18 ab 0,128 + 0,002 156,7 + 14,89 a 0,136 + 0,004
320 67,9 £ 14,51*% b 0,089 + 0,013 127,0+ 3,86 a 0,129 + 0,001 146,2 + 16,5 a 0,132 + 0,005
600 71,4 +15,60% b 0,090 + 0,016 113,3+7,45 ab 0,124 + 0,003 136,9 + 12,27 a 0,131 + 0,004
1.800 19,8 £10,33* ¢ -0,041 £0,036  146,0+7,65 a 0,134 + 0,002 117,3+8,10 b 0,125 + 0,003
3.000 0,00 £ 0,00* ¢ Extin¢do 98,7 £8,16% b 0,118 + 0,003 126,7 + 10,57 a 0,128 + 0,004
6.000 0,00 £ 0,00* b Extin¢ao 34,6 £6,10% b 0,070 + 0,009 102,4 + 14,78* a 0,117 + 0,006

*Média de N na linhagem (coluna), difere significativamente da testemunha (concentragdo 0) pelo teste de Dunnett (o = 0,05).
Médias seguidas pela mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)

[5Y
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Na linhagem S o N; diferiu significativamente entre a testemunha (concentragao 0) e todas
as concentracdes de calda sulfocélcica testadas. A rj para as concentracdes de calda sulfocédlcica
de 56 a 600 ppm I.A. foi positiva, o que caracteriza crescimento populacional. No entanto,
quando a linhagem S foi submetida a concentracdo 1.800 ppm (I.A.) de calda sulfocélcica a r; (£
EPM) foi negativa de -0,041 (+0,036), o que caracteriza decréscimo populacional, sendo que a
populagdo pode estar caminhando para a extin¢do. J4 nas concentragdes de 3.000 e 6.000 ppm
(I.A.) de calda sulfocilcica (concentracdes equivalentes a 50 e 100% da concentragio
recomendada para o controle de B. phoenicis em campo) a linhagem S foi extinta.

Na linhagem Calda-R o N; diferiu significativamente apenas entre a testemunha
(concentracdo 0) e as concentragdes de 3.000 e 6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocélcica, com
valores de N¢ (+tEPM) de 126,6 (£5,50), 98,7 (£8,16) e 34,6 (+6,10), respectivamente. Os valores
de ri (xEPM) foram positivos e iguais a 0,118 (x0,003) e 0,070 (+0,009) nas concentracdes de
3.000 e 6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocdlcica, respectivamente, o que caracteriza crescimento
populacional. Portanto, mesmo nas concentracdes de calda sulfocdlcica equivalentes a 50%
(3.000 ppm (I.A.)) e 100% (6.000 ppm (IA.)) da recomendada para o controle de B. phoenicis em
campo, a linhagem Calda-R foi capaz de manter-se em crescimento populacional positivo.

Na linhagem Enxofre-R o N; diferiu significativamente apenas entre a testemunha
(concentracdo 0) e a concentracdo de 6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocélcica, sendo que, os
valores de N¢ (+tEPM) foram iguais a 144,5 (£6,61) e 102,4 (£14,78, respectivamente. O valor da
ri (xEPM) foi positivo e igual a 0,117 (+0,006), mesmo quando a linhagem Enxofre-R foi
submetida a concentracdo de 6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocélcica.

O Nt da linhagem Calda-R diferiu significativamente da linhagem S nas concentragdes de
320, 1.800 e 3.000 ppm (I.A.) de calda sulfocdlcica, sendo que a discriminagdo méixima entre
estas linhagens foi observada na concentragcdo de 3.000 ppm, pois nessa concentracio a linhagem
S foi extinta e a linhagem Calda-R manteve crescimento populacional positivo com r; igual a
0,118 (+0,003). Para a concentraciao de 6.000 ppm de calda sulfocélcica o Nf da linhagem Calda-
R ndo diferiu significativamente do Nt da linhagem S, no entanto, a r; foi positiva (0,070 + 0,009)
para a linhagem Calda-R, o que indica que essa linhagem manteve crescimento populacional,
enquanto que, a linhagem S foi extinta. Dessa forma, houve discrimina¢do entre as linhagens S e

Calda-R a partir de 320 ppm de I.A. de calda sulfocélcica.
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Comparando-se os N das linhagens S e Enxofre-R, as diferengas foram significativas para
as concentracdes de 240, 320, 600, 1.800, 3.000 e 6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocélcica, sendo
que a discrimina¢do maxima entre as linhagens foi observada para as concentragdes de 3.000 e
6.000 ppm (I.A.) de calda sulfocdlcica, onde a linhagem S foi extinta e a linhagem Enxofre-R
manteve crescimento populacional positivo com r; (tEPM) igual a 0,128 (+0,004) e 0,117
(2£0,006), para as respectivas concentragdes. Dessa forma, houve discriminaga@o entre as linhagens

S e Enxofre-R a partir de 240 ppm de I.A. de calda sulfocalcica.

3.4 Discusséo

Na literatura, a taxa instantanea de crescimento (r;) tem sido estimada para espécies de
artrépodes que apresentam um periodo curto entre os estagios de ovo a adulto. Entretanto, o
acaro-da-leprose, apresenta um periodo relativamente longo entre esses estigios, variando de
17,27 a 21,2 dias (CHIAVEGATO, 1986, CAMPOS; OMOTO, 2006, TEODORO; REIS, 2006,
FRANCO et al., 2007), o que dificulta os estudos de ecotoxicologia envolvendo parametros
demograficos, uma vez que o periodo de avaliagio (At) também deverd ser longo. A
determinagdo do At estd diretamente relacionada com a estimativa da taxa instantanea de
crescimento (Ij), sendo que a r; deve estar correlacionado com a taxa intrinseca de crescimento
(rm) obtida mediante a confeccdo de tabela de vida e fertilidade (HALL, 1964; WALTHALL,;
STARK, 1997b). No entanto, a correlacdo entre I e Iy € empirica uma vez que os trabalhos até
entdo publicados ndo fornecem procedimentos estatisticos para testes de correlacdo entre esses
valores (HALL, 1964; WALTHALL; STARK, 1997b). Portanto, mediante comparacdes
empiricas entre as ris estimadas neste trabalho e rps obtidas por outros autores, foi determinado
que o periodo de avaliagdo (At) equivalente a 25 dias seria o tempo ideal para avaliar o efeito
letal e subletal de um determinado produto no crescimento demografico de B. phoenicis.

O periodo de 25 dias para B. phoenicis permite que os primeiros descendentes dos adultos
que receberam diretamente a pulverizagdo com calda sulfocalcica, atinjam a fase adulta ao final
do experimento e possam iniciar a oviposi¢do, uma vez que trabalhos demonstram que a
temperatura de 25°C, o dcaro-da-leprose criado sobre frutos de laranja apresenta um periodo de
ovo a adulto variando de 19,11 a 24,10 dias (CHIAVEGATO 1986; CAMPOS; OMOTO 2006;
TEODORO; REIS, 2006; FRANCO, 2007). Dessa forma, a r; refletiria um possivel efeito da
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calda sulfocélcica na reprodugdo dos descendentes que passaram todo o experimento em contato
com residuo de calda sulfocalcica, como provavelmente ocorreria em condi¢des de campo.

Na caracterizagdo toxicoldgica utilizando-se da estimativa de CLs, a concentracdo de 320
ppm L.A. de calda sulfocélcica causou uma mortalidade média de 94% na linhagem S. Avaliando
o efeito letal e subletal da calda sulfocélcica utilizando-se da estimativa do crescimento
populacional de B. phoenicis foi verificado que a populacdo S ndo é levada a extingdo nessa
concentragdao. Embora, a r; de 0,089 obtido para a concentracdo de 320 ppm seja 1,55 vezes
menor que a I do controle, esse valor positivo indica que a concentracdo de calda sulfocélcica de
320 ppm ndo € suficiente para impedir o crescimento populacional da linhagem S. Portanto, a
recomendacdo feita pelos autores para realizacdo de avaliagdo de crescimento populacional
associados a estimativa de CLs sdo imprescindiveis para avaliar o efeito téxico dos compostos
quimicos de maneira mais precisa sobre os niveis populacionais (STARK et al., 1997;
WALTHALL; STARK, 1997a; FORBES; CALOW, 1999).

Fatores como a curta atividade bioldgica de calda sulfocélcica, o periodo prolongado de
incubagdo de ovos do dcaro-da-leprose associado a baixa eficiéncia ovicida do produto podem ser
fatores decisivos para obtencdo das ris positivas. Estudos de persisténcia da calda sulfocélcica
detectaram uma redug¢ao na mortalidade de B. phoenicis a partir do 5° dia apds a aplicagdo,
quando a mortalidade foi de aproximadamente 30% para adultos de B. phoenicis expostos por 48
horas aos residuos do produto. Curta acao residual de calda sulfocélcica foi verificada também
por Pattaro (2003). Associado a este fator, o periodo de incubacdo de ovos do dcaro-da-leprose
sobre frutos de laranja em condi¢des de temperatura média de 25°C variou de 7,33 +£ 0,04 a 7,71
+ 0,48 dias (CHIAVEGATO 1986, CAMPOS; OMOTO, 2006, TEODORO; REIS, 2006;
FRANCO et al., 2007). Além disso, a calda sulfocdlcica ndo apresenta acdo ovicida em B.
phoenicis (PATTARO, 2003).

Trabalhos de avaliagdo de toxicidade de agrotoxicos sobre dcaros t€ém adotado a taxa
instantdnea de crescimento (rj) como parametro de avaliacdo do efeito téxico de produtos
quimicos sobre niveis populacionais. Segundo Venzon et al. (2006), o 4caro-branco,
Polyphagotarsonemus latus (Banks), submetido a pulverizagdo com calda sulfocalcica na
concentragdao recomendada apresentou reducao significativa na taxa instantanea de crescimento
(rj) com valor negativo de —0,292, indicando decréscimo populacional e tendéncia a extingdo,

enquanto que no controle (agua), o valor de r;foi de 0,1971, indicando crescimento populacional.
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Stavrinides e Mills (2009) avaliaram o efeito de agrotéxicos na demografia do acaro-
praga Tetranychus pacifcus McGregor e do seu acaro predador Galendromus occidentalis
(Nesbitt). Um dos agrotéxicos avaliados foi o enxofre, que reduziu significativamente a taxa
instantanea de crescimento de T. pacifcus. E Teodoro et al. (2005) avaliaram o efeito de enxofre
sobre o acaro-praga Olygonychus ilicis e seu predador Iphiseiodes zuluagai mediante estimativa
da taxa instantdnea de crescimento (rj). Ao avaliar o efeito de enxofre sobre |. zuluagai,
observou-se que a I decresceu linearmente com o aumento das concentragdes, sendo que a CLs
de enxofre foi capaz de levar o dcaro predador a extingdo apds sete dias de exposigdo. O. ilicis
quando foi exposto ao enxofre também apresentou declinio populacional com o aumento da
concentragdo, mas a extin¢do nio foi observada nem mesmo com a CLgy. O elevado potencial
reprodutivo de O. ilicis comparado com o do seu predador I. zuluagai, é capaz de minimizar a
mortalidade causada pelo enxofre. Segundo Teodoro et al. (2005), apenas a estimativa de CL ndo
permitiria evidenciar os prejuizos ocasionados pelo enxofre no potencial reprodutivo de I.
zuluagai., pois a CL,s de enxofre foi capaz de levar o acaro predador a extingdo quando
pardmetros demogréficos foram utilizados.

A razdo de resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi de 5,7 vezes e a maxima
concentracdo de calda sulfocalcica testada para a caracterizagao da resposta da linhagem Calda-R
foi de 320 ppm, que possibilitou mortalidade proxima de 95% (Capitulo 2). Portanto, a
concentragdo recomendada de calda sulfocélcica (6.000 ppm I.A. de calda sulfocalcica) poderia
evitar a discriminacdo dos individuos resistentes e suscetiveis, € conseqiientemente, impedir a
evolugcdo da resisténcia. Segundo Roush (1989), a discriminacdo de individuos resistentes e
suscetiveis somente é observada durante a degradacao do residuo do produto avaliado. De acordo
com o estudo da demografia de linhagens de B. phoenicis a calda sulfocélcica, verificou-se que a
partir da concentragdo de 320 ppm houve discriminagdo entre as linhagens S e Calda-R, sendo
que a partir de 3.000 ppm L.A. de calda sulfocélcica, a linhagem S foi extinta, enquanto a
linhagem Calda-R apresentou taxa instantinea de crescimento positiva, evidenciando a
discriminacao entre as linhagens S e R.

Embora o crescimento populacional das linhagens resistentes a calda sulfocdlcica seja
retardado na concentragdo de calda sulfocalcica recomendada (6.000 ppm) para o manejo do
dcaro-da-leprose na citricultura brasileira, esta concentracdo nao foi suficiente para impedir a

evolucdo da resisténcia.
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Para uma melhor compreensao da ecotoxicologia da calda sulfocélcica sobre o dcaro-da-
leprose, este produto deveria ser testado em populaces estaveis de B. phoenicis, ou seja,
populagdes com diferentes estigios de vida e em propor¢des que refletem exatamente as
populacdes naturais em condi¢des de campo, onde estigios com diferentes graus de
suscetibilidade ocorrem ao mesmo tempo. Segundo Stark e Banken (1999), a estrutura inicial das
populagdes tem influéncia no impacto de agrotéxicos e deveria ser levada em consideragdo
quando se avalia o efeito toéxico de um produto. A populagdo estdvel do dcaro da leprose foi
estudada por Kennedy et al. (1996), que determinou uma distribui¢dao de 74,9% de ovos, 19,24%
de imaturos e 6,07% de adultos, sendo que uma populagdo iniciada com 10 individuos levou 156
dias para atingir a estabilidade. Essas populacdes estdveis refletiriam de forma ainda mais
realistica a interagdo da calda sulfocalcica com B. phoenicis, pois simulariam de forma precisa as

populacdes naturais de campo quando expostas a a¢cdo da calda sulfocélcica.

3.5 Conclusoes

e A calda sulfocédlcica afeta negativamente a taxa instantdnea de crescimento () nas

linhagens S, Calda-R e Enxofre-R de B. phoenicis avaliadas;

e Ha discriminagdo entre as linhagens suscetivel S e as resistentes Calda-R e Enxofre-R de

B. phoenicis;
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4 ESTABILIDADE DA RESISTENCIA DE Brevipalpus phoenicis (ACARI:
TENUIPALPIDAE) A CALDA SULFOCALCICA EM CONDICOES LABORATORIAIS

Resumo

A resisténcia de Brevipalpus phoenicis (Geijskes) a calda sulfocalcica foi detectada em
pomares de citros do Estado de Sao Paulo. Estudos para a avaliacdo da estabilidade da resisténcia
tém sido fundamentais para o estabelecimento de estratégias de manejo da resisténcia, pois a
instabilidade da resisténcia pode ser explorada mediante rotacdo de agrotéxicos ou de outras
taticas de controle. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a estabilidade da
resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica em condi¢cdes de laboratério mediante a
estimativa de mudancas temporais nas freqiiéncias de resisténcia em populagdes com diferentes
proporg¢des de dcaros suscetiveis (S) e resistentes a calda sulfocdlcica (Calda-R); e a estimativa da
taxa instantanea de crescimento (rj) em linhagens S e Calda-R e em uma populagdo de campo de
B. phoenicis (Con7) para medir o crescimento populacional na auséncia da pressdo de selegdao. A
freqiiéncia de resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi estimada mensalmente, ao longo
de seis meses, em populacdes com freqii€ncias iniciais de resisténcia de 20, 50 e 80 %,
utilizando-se de bioensaio de contato residual na concentragdo diagndstica de enxofre de 320 pg
de I.A./ml de dgua. A r;foi avaliada em frutos parafinados de laranja, deixando-se uma arena de 4
cm de didmetro para a colonizagdo por 5 fémeas adultas de B. phoenicis, por um periodo de
tempo de 25 dias. Nao foram observadas redugdes significativas na freqii€ncia de resisténcia
mesmo ap0s 6 meses na auséncia de pressao de selecao nas populagdes avaliadas. Além disso, a
taxa instantanea de crescimento das linhagens S e Calda-R, e da populagdao Con7 foram bastante
proximas (ri = 0,12). A resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica é estavel em condigdes
laboratoriais. Portanto, € essencial a implantacdo de estratégias de manejo da resisténcia de B.
phoenicis a calda sulfocélcica para preservar a vida util desse produto.

Palavras-chave: Acaro-da-leprose; Custo adaptativo, Demografia; Taxa instantdnea de
crescimento; Manejo da resisténcia

STABILITY OF Brevipalpus phoenicis (ACARI: TENUIPALPIDAE) RESISTANCE TO
LIME SULFUR UNDER LABORATORY CONDITIONS

Abstract

The resistance of Brevipalpus phoenicis (Geijskes) to lime sulfur was detected in citrus
groves of the State of Sdo Paulo. Studies to evaluate the stability of resistance have been
fundamental for implementing resistance management strategies by exploiting the instability of
the resistance with the use of rotation of pesticides or other control tactics. Thus, the objective of
this study was to evaluate the stability of B. phoenicis resistance to lime sulfur under laboratory
conditions, by estimating temporal changes in the frequency of resistance in populations with
different proportions of susceptible (S) and resistant to lime sulfur (Lime-R) individuals, and by
estimating the instantaneous rate of increase (I;) in S and Lime-R strains and in a field population
of B. phoenicis (Con7) to measure the population growth in the absence of selection pressure.
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The frequency of resistance of B. phoenicis to lime sulfur was estimated monthly during a 6-
month period, in populations with initial frequency of resistance of 20, 50 and 80%, with the use
of residual contact bioassay at diagnostic concentration of 320 pg of sulfur/ml of water. The r;
was evaluated on waxed citrus fruits by leaving an arena of 4 cm diameter for mite rearing for a
period of 25 days. There was no significant reduction in the frequency of resistance even after 6
months in the absence of selection pressure in all populations tested. Furthermore, the
instantaneous rates of increase of S and Lime-R strains and Con7 population were very similar (r;
=~ 0.12). Therefore, resistance of B. phoenicis to lime sulfur was stable under laboratory
conditions. Strategies for managing B. phoenicis resistance to lime sulfur should be implemented
to preserve the lifetime of this product.

Keywords: Flat mite; Fitness cost; Demographic; Instantaneous rate of increase; Resistance
management

4.1 Introducéo

A calda sulfocalcica vem sendo intensamente utilizada na citricultura, principalmente, em
pomares com produgdo orginica, para o controle do dcaro-da-leprose, Brevipalpus phoenicis
(Geijskes), uma das principais pragas da citricultura brasileira. No sistema de produ¢do organica
de citros sdo realizadas, em média, 11 pulveriza¢des de calda sulfocdlcica por ano. Devido a alta
pressao de selecdo, uma intensidade de resisténcia a calda sulfocélcica de aproximadamente 5,7
vezes foi detectada para B. phoenicis, além da presenca de resisténcia cruzada entre calda
sulfocdlcica e enxofre (Capitulo 2). Portanto, as aplicagdes complementares de enxofre para o
controle de Phyllocoptruta oleivora (Ashmead) podem contribuir para o aumento do problema da
resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica em alguns pomares de citros. Para a implanta¢ao
de estratégias de manejo da resisténcia, conhecimentos relativos a estabilidade da resisténcia t€ém
sido fundamentais. Os principais fatores que afetam a estabilidade da resisténcia de artropodes a
agrotoxicos sdo a imigragdo de individuos suscetiveis e o custo adaptativo associado a resisténcia
na auséncia de pressio de selecio, o que poderia possibilitar o restabelecimento da
suscetibilidade (GEORGHIOU, 1983). As principais diferencas no custo adaptativo podem estar
relacionadas aos parametros biolégicos, como tempo de desenvolvimento, fecundidade e
fertilidade (GEORGHIOU; TAYLOR, 1986; GEORGHIOU; TAYLOR, 1977; ROUSH; CROFT,
1986; ROUSH; MCKENZIE, 1987).

Estudos de estabilidade da resisténcia de B. phoenicis a acaricidas tém apresentado

resultados distintos de acordo com o acaricida e condi¢gdes experimentais. Para o acaricida
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dicofol, a resisténcia foi altamente instavel, ou seja, decréscimos significativos na freqiiéncia de
resisténcia foram observados na auséncia da pressdo de selecdo (ALVES, 1999). No entanto, a
resisténcia foi relativamente estdvel para os acaricidas propargite (FRANCO et al., 2007) e
hexythiazox (CAMPOS; OMOTO, 2002) em condig¢des laboratoriais. Em algumas situacdes, a
resisténcia de B. phoenicis a hexythiazox foi instdvel em condigées de campo (CAMPOS;
OMOTO, 2006). Apesar de o 4caro-da-leprose apresentar hdbito alimentar polifago
(TRINDADE; CHIAVEGATO, 1994), possibilitando a imigracdo de 4caros suscetiveis de areas
de reftigio (4reas ndo tratadas) para as areas pulverizadas, a dispersao de B. phoenicis por
caminhamento e pelo vento pode ser bastante limitada (ALVES et al., 2005), além da
possibilidade de isolamento entre as populagdes de B. phoenicis originarias de diferentes plantas
hospedeiras (ALVES, 2004; GROOT et al., 2005).

Dessa forma, para entender a estabilidade da resisténcia de B. phoenicis a calda
sulfocalcica, foram conduzidos estudos em condicdes de laboratério mediante: (a) estimativa das
mudangas temporais na freqiiéncia de resisténcia em populagdes com diferentes proporgdes de
acaros suscetiveis e resistentes a calda sulfocalcica; e (b) estimativa da taxa instantinea de
crescimento (i) em linhagens suscetivel e resistente a calda sulfocalcica e em uma populagdo de

campo para avaliar o crescimento populacional na auséncia da pressao de selecao.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Criagéo de B. phoenicis

Foram utilizadas as linhagens de B. phoenicis suscetivel (S) e resistente a calda
sulfocédlcica (Calda-R), além de uma populagdo proveniente de pomar de citros comercial
localizado no municipio de Onda Verde-SP (populacdo Con7) (Capitulo 2). Os acaros foram
multiplicados em condi¢des laboratoriais sobre frutos de laranja das variedades Péra Rio ou
Valéncia. Os frutos foram lavados em 4gua corrente e apds a secagem foram parafinados,
deixando-se uma arena livre da parafina de, aproximadamente, 4 cm de didmetro delimitada com
cola (Tanglef00t®). Antes da transferéncia dos 4caros, uma mistura de areia, gesso, farinha de
trigo e dgua destilada na propor¢do 4:1:1:3 foi pincelada em alguns pontos da arena, com o

objetivo de simular os sintomas de verrugose, que favorecem o desenvolvimento deste acaro
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(CHIAVEGATO, 1986; NAKANO et al., 1987). Ap6s a transferéncia dos dcaros para as arenas,

os frutos foram acondicionados em caixas pldsticas mantidas em sala climatizada a 25 + 1°C,
umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 h. Os frutos foram renovados a cada 20 ou 30 dias

mediante sobreposi¢do da arena do fruto novo sobre arena do fruto infestado com os acaros, para

que estes se deslocassem para o fruto novo.

4.2.2 Estimativa da frequéncia de resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica

O acompanhamento da freqiiéncia de resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi
realizado em condi¢Ges laboratoriais para populacdes com freqiiéncias iniciais de resisténcia de
20, 50 e 80%. Essas populagdes foram estabelecidas a partir de combinagdes de diferentes
propor¢des de dcaros das linhagens S e Calda-R. Cada uma das trés populagdes foi constituida
por 8 frutos, sendo que em cada fruto foram transferidas 100 fémeas adultas, com as respectivas
porcentagens de individuos S e R (20% S e 80% de R; 50% de S e 50% de R; e 80% de S e 20%
de R). As populacdes com 100% de S e 100% de Calda-R foram tomadas como populacdes
controle.

As populagoes de B. phoenicis foram mantidas na auséncia de pressdo seletiva e
monitoradas mensalmente ao longo de seis meses. O método de bioensaio adotado para estimar a
sobrevivéncia de 4caros resistentes foi o de contato residual com concentracdo diagndstica de
enxofre de 320 pg de I.A./ml de dgua (= CLos), com o uso de Kumulus DF (800 g de enxofre/Kg
de produto comercial - Basf S.A.).

Os bioensaios foram realizados em arenas de 2,6 cm de didmetro confeccionadas com
folhas de laranjeira coletadas em um pomar sem aplicacdo de acaricidas. Os discos de folha
foram acondicionamento em placas acrilicas de 3,5 cm de didmetro (Falcon 1008, Becton
Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ, Estados Unidos) contendo 2 ml de uma mistura ainda nao
geleificada de dgar-dgua na concentracdo de 2,0 %. Ap6s a geleificagdo do substrato no fundo da
placa, foi construida uma barreira ao redor dos discos de folha com a mesma mistura de 4gar-
agua para confinamento dos dcaros, seguindo metodologia descrita por Omoto et al. (2000).

A pulverizacdo do enxofre foi feita na superficie adaxial dos discos de folhas com auxilio
de torre de Potter (Burkard Manufacturing, Rickmansworth, Herts, Reino Unido) calibrada a
pressao de 10 psi (68,95 kPa). Foi utilizado um volume de 2 ml de solu¢@o na pulverizacao de

cada arena, obtendo-se uma deposi¢ao média de residuo imido de 1,56 mg/cm? sobre as arenas.
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Ap0s a pulverizagdo, foram transferidas 10 fémeas adultas de B. phoenicis para cada arena de
bioensaio. Essas arenas foram mantidas em condi¢des ambientais até a secagem do produto. Em
seguida, as arenas foram tampadas e mantidas em cdmara climatizada regulada a 25 + 1°C,
umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

A mortalidade foi avaliada 48 horas apds a exposi¢do dos 4caros ao enxofre. Para a
avaliacdo, os dcaros foram colocados com a face ventral voltada para cima e aqueles que
retornaram imediatamente a posicdo normal e caminharam, foram considerados vivos. As
repeticoes que apresentaram mortalidade superior a 15% na testemunha foram descartadas, assim
como aquelas cuja perda de acaros na barreira de dgar ultrapassou 15%.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado. A freqii€éncia de
resisténcia foi acompanhada por 6 meses, mediante a realiza¢ao de estimativas mensais para cada
populacdo. Em cada periodo de avaliacdo, os bioensaios foram repetidos 5 vezes por populagio,

sendo que cada repeticdo foi constituido por quatro arenas com 10 4caros cada. Os dados de
sobrevivéncia (X) para cada populac¢do foram transformados em arc sen /x/100 e submetidos a

andlise de variancia de dois fatores (populagdo e tempo) com interagdo e teste de Tukey. O nivel

de significancia do teste foi de o = 0,05 (SAS INSTITUTE, 2002).

4.2.3 Estimativa da taxa instantanea de crescimento (r;) em B. phoenicis

A estimativa da taxa instantanea de crescimento (rj) foi realizada para as linhagens S,
Calda-R e a populagdao Con7. Para tanto, frutos de laranja (variedade Péra) livres de residuo
foram lavados, e apds secagem, parafinados em aproximadamente 2/3 de sua drea. Na drea livre
de parafina foi construida uma arena circular de 4 cm de didmetro com cola (Tanglef00t®) para o
confinamento dos acaros. Foram transferidas 5 fémeas adultas de B. phoenicis no inicio da fase
reprodutiva (fémeas entre 1 e 5 dias de idade) por fruto. Esses frutos foram mantidos em sala
climatizada a 25 = 2°C, UR de 70 = 10% e fotofase de 14 h. Cada fruto constituiu-se em uma
repeticdo, sendo que foram realizadas 35 repeticdes para cada linhagem. O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado.

A avaliacdo foi realizada apds 25 dias da infestacdo (At). Nessa avaliacdo, o nimero de
ovos, de imaturos e de adultos de cada fruto foram contabilizados para a estimativa da taxa

instantanea de crescimento (r;j) através da equagdo i = [ In (N / No)]/ At ], onde Nt € o nimero

final de individuos vivos, Ny € o nimero inicial de individuos vivos e At € o intervalo de tempo
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(dias) entre o inicio e término do bioensaio, ou seja, o periodo de avaliacdo (STARK et al., 1997;
WALTHALL; STARK, 1997). Valores positivos de r; indicam crescimento populacional, valores
negativos indicam decréscimo na populacdo e tendéncia a extingao que é alcancada com Nt igual
a zero, e valores de rj iguais a zero indicam uma populac¢ao estavel (HALL, 1964; WALTHALL;
STARK, 1997). Paralelamente, a compara¢ao dos valores de rj, o nimero final de individuos (Ny)
foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Dunnett para comparar o resultado
obtido no controle (linhagem S) com a da linhagem Calda-R, e a populagdo Con7 (a = 0,05)
(SAS INSTITUTE, 2002).

4.3 Resultados

4.3.1 Estimativa da frequéncia de resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica

Diferencas significativas na freqii€ncia de resisténcia ao longo do tempo foram verificadas
para as populagdes com freqii€ncias iniciais de resisténcia de 20, 50 e 80% (F = 8,59; g.I. = 6,
140; P < 0,0001), sendo que ocorreu interagdo entre os fatores populacdo e tempo (F = 2,70; g.1.
= 24, 140; P = 0,0002) (Figura 4.1 e Tabela 4.1). No entanto, os resultados sugerem que a
resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica é estavel na auséncia de pressdo de sele¢do com o
produto (Figura 4.1 e Tabela 4.1).

Embora pequenas oscilagdes na freqiiéncia de resisténcia tenham sido verificadas ao
longo do periodo de avaliacdo, no sexto més foi verificado que as freqiiéncias de resisténcia nao
declinaram em relacdo as freqii€ncias iniciais estabelecidas para cada populacdo. Para as
populacdes com freqiiéncias iniciais de resisténcia de 80% e 20% foram verificadas pequenas
diferencas entre a freqiiéncia de resisténcia no més 0 e no final do sexto més, sendo que os
valores ndo diferiram significativamente, com porcentagem média de sobrevivéncia (+ EPM)
para a populacdo com 80% de R de 76,2% (+ 0,73) e 88,6% (+ 4,07), para os meses O e 6,
respectivamente. A porcentagem média de sobrevivéncia (+ EPM) para a populagdo com 20% de
R foi de 21,3% (= 0,73) e 27,9% (+ 5,15), para os meses O e 6, respectivamente (Figura 4.1 e
Tabela 4.1).

Para a populacdo com freqiiéncia inicial de 50% de resisténcia, as diferencas entre as

freqiiéncias de resisténcia estimadas no inicio do experimento até o final do experimento,
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indicaram até um aumento na freqiiéncia de resisténcia a partir do 4° més de monitoramento. As
porcentagens de sobrevivéncia (+ EPM) registradas no inicio (més 0) e o fim do experimento

(més 6) foram de 48,7% (+ 0,57) e 64,3% (+ 4,78), respectivamente (Fgura 4.1 e Tabela 4.1).

100
/;_\ /;/‘u
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/'%7 ;- ]
60 4

% Sobrevivéncia (x EPM)

| —%— Suscetivel (S) —m 20%R —o—50%R —A— 80%R —— Resistente (R) |

Tempo (meses)

Figura 4.1 - Porcentagem média de sobrevivéncia (+ EPM) ao longo do tempo em trés
populacdes de B. phoenicis (20, 50 e 80% de individuos resistentes) e linhagens
suscetivel (S) e resistente a calda sulfocédlcica (Calda-R) na concentracdo
diagnéstica de enxofre de 320 pug de I.A./ml de dgua



Tabela 4.1 - Porcentagem média de sobrevivéncia (= EPM) ao longo do tempo em trés popula¢des de B. phoenicis (20, 50 e 80%
de individuos resistentes) e linhagens suscetivel (S) e resistente a calda sulfocdlcica (Calda-R) na concentracio
diagnostica de enxofre de 320 pug [.A./ml de dgua

Tempo (més)

89

Fopulagdo 0 1 2 3 4 5 6
CaldaR  94,5:0,96 a 99,5+0,50 a 97,5+1,12 a 95,5094 a  96,5+1,50 a  99,0+1,00a  98,5+1,01
20S:80R  76,2+0,73 ab 76,5:3.42 ab 70,3%345 b 843+328 a  75,60,56 ab 81,7+2,90ab  88,6+4,07
50S:50R  48,7+0,57 b 55,7+3,18 ab 49,7+397 ab 5584323 ab 644251 a  64,1x4.45a  64,3+4,78
80S:20R  21,3+0,73 ab 9,7+122 b 10,0+2,84 b  242+4,16 a 18,1256 ab 16,8+2,08ab 27,9+5,15
S 3,0£095 a 3,5£1,72 a 501,58 a 404203 a  60+204 a 65+1,90 a  4,6x1,84

Média seguida pela mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (o = 0,05)
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4.3.2 Estimativa da Taxa instantanea de crescimento (r;) em B. phoenicis

Niao foram verificadas diferencas significativas quanto ao crescimento populacional das
linhagens de B. phoenicis suscetivel e resistentes a calda sulfocélcica. Os Nss (nimero final de
individuos vivos) registrados para as linhagens de B. phoenicis S, Con7 e Calda-R nio diferiram
significativamente (F = 0,01; gl. = 2, 102; P = 0,993). Os valores da taxa instantinea de
crescimento (r;) foram positivos e préximos para todas as linhagens de B. phoenicis, indicando
que as populacdes se comportam de maneira semelhante em relagdo ao crescimento populacional
(Tabela 4.2). Portanto, ndo had custo adaptativo nos parametros bioldgicos associados ao

crescimento populacional das linhagens de B. phoenicis resistentes a calda sulfocalcica avaliadas.

Tabela 4.2 - Valores médios do nimero final de individuos vivos (Nj) e das taxas instantaneas
de crescimento (r;) para as linhagens de B. phoenicis suscetivel (S) e resistente a
calda sulfocélcica (Calda-R) e para a populacido de campo (Con7)

Linhagem Nt ri
S 110,91 £ 9,52 0,119 + 0,003
Con7 112,34 £ 9,08 0,119 + 0,004
Calda-R 111,31 £7,18 0,120 + 0,003

" N; médio no tratamento difere do N¢ no controle (linhagem S) pelo teste de Dunnett (P < 0,05)

4.4 Discussao

A resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica foi estdvel, em condigdes laboratoriais,
pelo periodo de seis meses na auséncia de pressao de selecdo (Tabela 4.1 e Figura 4.1).

A estabilidade da resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi confirmada mediante
estimativas da taxa instantanea de crescimento (rj). Os Nss das linhagens S, Calda-R e Con7 nao
diferiram significativamente, e os valores da r; foram positivos e muito préximos entre as
linhagens S e Calda-R (Tabela 4.2); evidenciando a auséncia de custo adaptativo associado a
resisténcia, baseado nos parametros demograficos avaliados no presente estudo.

A auséncia de custo adaptativo também foi observada em trabalhos com B. phoenicis
resistentes a hexythiazox (CAMPOS; OMOTO, 2006) e propargite (FRANCO et al., 2007).
Campos e Omoto (2006) estimaram a taxa de intrinseca de crescimento (I'y) para as linhagens de

B. phoenicis suscetivel de referéncia (S) e resistente a hexythiazox (Hexythiazox-R) de 0,099 e
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0,100, respectivamente, e constataram que essas taxas foram préximas para as duas linhagens.
Campos e Omoto (2002) avaliaram também a estabilidade da resisténcia de B. phoenicis ao
hexythiazox em condi¢des de laboratério e constataram estabilidade. Segundo Franco et al.
(2007), os valores de ry das linhagens de B. phoenicis suscetivel de referéncia (S) e resistente a
propargite (Propargite-R) foram de 0,100 e 0,097, respectivamente, constatando assim que as
taxas foram também bastante proximas entre as duas linhagens. Por outro lado, Alves (1999)
avaliando linhagens de B. phoenicis suscetivel e resistente ao acaricida dicofol verificou
diferencas significativas entre os parametros bioldgicos da tabela de vida e fertilidade, com
valores de ry de 0,091 e 0,078 para as linhagens suscetivel e resistente, respectivamente. A
presenca de custo adaptativo associado a resisténcia € considerada como um fator fundamental
para a implementacdo do manejo da resisténcia, pois € uma das premissas para o sucesso da
estratégia de rotacdo de agrotoxicos com diferentes mecanismos de acdo (TABASHNIK, 1990).
Entretanto, a presenca de alelos resistentes ndo estd sempre associada a presenca do custo
adaptativo (HOY; COMLEY, 1989; HOY, 1990; ROUSH; DALY, 1990). A auséncia de custo
adaptativo pode ser explicada pelo historico evolutivo da espécie, pois durante o processo
evolutivo ha possibilidade da incorporagdo de genes modificadores que podem aumentar o valor
adaptativo dos individuos resistentes. Nesta situagdo, o restabelecimento da suscetibilidade seria
lento mesmo na auséncia da pressdo seletiva (FFRENCH-CONSTATNT, 2007; HARTLEY et
al., 2006; McCART; BUCKLING; FFRENCH-CONSTANT, 2005). A estabilidade da resisténcia
dificulta o0 manejo (GEORGHIOU, 1983; ROUSH; MCKENZIE, 1987), visto que, mesmo na
auséncia da pressao de selecdo ndo seria possivel verificar o restabelecimento da suscetibilidade.
No entanto, para confirmar a estabilidade da resisténcia a calda sulfocalcica, seria interessante
conduzir estudos de estabilidade em condi¢cdes de campo, pois outros fatores poderiam
possibilitar o restabelecimento da suscetibilidade, tais como a imigracao de individuos suscetiveis
ou acdo diferencial de inimigos naturais, como os &acaros predadores fitoseideos, sobre as

linhagens suscetivel e resistente.

4.5 Conclusodes

e A resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica é estavel em condic¢des de laboratério;
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e Nio ha custo adaptativo associado a resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocalcica,

baseado em parametros demograficos.

Referéncias

ALVES, E.B. Manejo da resisténcia do acaro da leprose Brevipalpus phoenicis (Geijskes,
1939) (Acari: Tenuipalpidae) ao acaricida dicofol. 1999. 91 p. Disserta¢ao (Mestrado em
Ciéncias Entomoldgicas) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de
Sdo Paulo, Piracicaba, 1999.

ALVES, E.B. Dinamica da resisténcia de Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939) (Acari:
Tenuipalpidae) ao acaricida dicofol. 2004. 79 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Entomoldgicas)
— Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2004.

ALVES, E.B.; CASARIN, N.F.B.; OMOTO, C. Mecanismos de dispersao de Brevipalpus
phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) em pomares de citros. Neotropical Entomology,
Londrina, v.31, n.1, p.8§9-96, 2005.

CAMPOS, F.J.; OMOTO, C. Resistance to hexythiazox in Brevipalpus phoenicis (Acari:
Tenuipalpidae) from Brazilian citrus. Experimental and Applied Acarology, Amsterdam, v.26,
n.3/4, p.243-251, 2002.

CAMPOS, F.J.; OMOTO, C. Estabilidade da resisténcia de Brevipalpus phoenicis (Geijskes)
(Acari: Tenuipalpidae) a hexythiazox em pomares de citros. Neotropical Entomology, Londrina,
v. 35, n. 6, p.840-848, 2006.

CHIAVEGATO, L.G. Biologia do acaro Brevipalpus phoenicis em citros. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.21, n.8, p.813-816, ago. 1986.

FFRENCH-CONSTANT, R.H. Which came first: insecticides or resistance? Trends in Genetics,
London, v.23, n.1, p.1-4, 2007.

FRANCO, C.R., CASARIN, N.F.B., DOMINGUES, F.A.; OMOTO, C. Resisténcia de
Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) a acaricidas inibidores da respiragio
celular em citros: resisténcia cruzada e custo adaptativo. Neotropical Entomology, Londrina,
v.36, n.4, p.565-576, 2007.

GEORGHIOU, G.P. Management of resistance in arthropods. In: GEORGHIOU, G.P.; SAITO,
T. (Ed.) Pest resistance to pesticides. New York: Plenum, 1983. p.769-792.



72

GEORGHIOU, G.P.; TAYLOR, C.E. Factors influencing the evolution of resistance. In:
NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Pesticide resistance: strategies and tactics for
management. Washington, D.C.: National Academic Press, 1986. chap.3, p. 157-169.

GEORGHIOU, G.P.; TAYLOR, C.E. Genetic and Biological influences in the evolution of
insecticide resistance. Journal of Economic Entomology, Lanham, v.70, n.3, p.319-323, 1977.

GROOT, T.V.M.; JANSSEN, A.; PALLINI, A.; BREEUWER, J.A.J. Adaptation in the asexual
false spider mite Brevipalpus phoenicis: evidence for frozen niche variation. Experimental and
Applied Acarology, Amsterdam, v.36, p.165-176, 2005.

HALL, D.J. An experimental approach to the dynamics of natural population of Daphnia galeata
mendotae. Ecology, Tempe, v.45, p.94-112, 1964.

HARTLEY, C.J.; NEWCOMB, R.D. RUSSEL, R.J. YONG, C.G. STEVENS, J.R. YEATES,
D.K. LA SALLE, J. OAKESHOTT, J.G. Amplification of DNA from preserved specimens
shows blowflies were preadapted for the rapid evolution of insecticide resistance. Proceedings of
the National Academy of Sciences of United States of America, Washington, v.103, n.23,
p.8757-8762, 2006.

HOY, M.A.; COMLEY, J. Propargite resistance in Pacifi spider mite (Acari: Tetranychidae):
stability and mode f inheritance. Journal of Economic Entomology, Lanham, v.82, n.1, p,11-16,
1990.

HOY, M.A. Pesticide resistance in arthropod natural enemies: variability and selection responses.
In: ROUSH, R.T.; TABASHNIK, B.E. (Ed.). Pesticide resistance in arthropods, New
York:Chapman and Hall, 1990. p. 203-236.

McCART, C.; BUCKLING, A.; FFRENCH-CONSTANT, R.H. DDT resistance in flies carries
no cost. Current Biology, London, v.15, n.15, p.R587-589, 2005.

NAKANO, O.; SANCHEZ, G.A.; ISHIDA, A.K. Reducio na infestacdo do 4caro da leprose
Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939) em citros através do controle da verrugose. Laranja,
Cordeirdpolis, v.8, p.19-33, 1987.

OMOTO, C.; ALVES, E.B.; RIBEIRO, P.C. Deteccao e monitoramento da resisténcia de
Brevipalpus phoenicis (Geijskes) (Acari: Tenuipalpidae) ao dicofol. Anais da Sociedade
Entomoldgica do Brasil, Jaboticabal, v.29, n.4, p.757-764, 2000.

ROUSH, R.T.; CROFT, B.A. Experimental population genetics and ecological studies of
pesticide resistance in insects and mites In: NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Pesticide
resistance: strategies and tactics for management. Washington, D.C.: National Academic Press,
1986. chap.3, p.257-270.

ROUSH, R.T.; DALY, J.C. The role of population genetics in resistance research and
management. In: ROUSH, R.T.; TABASHINIK, B.E. (Ed.). Pesticide resistance in arthropods.
New York: Chapman and Hall, 1990. p.97-152.



73

ROUSH, R.T.; MCKENZIE, J.A. Ecological genetics of insecticide and acaricide resistance.
Annual Review of Entomology, Stanford, v.32, p.361-380, 1987.

SAS INSTITUTE INC. SAS/STAT: user’s guide. Cary: SAS Institute, 2002.

STARK, J.D.; TANIGOSHI, L.; BOUNFOUR, M.; ANTONELLI, A. Reproductive potencial: its
influence on the susceptibility of a species to pesticides. Ecotoxicology and Environmental
Safety, New York, v.37, p.273-279, 1997.

TABASHINIK, B.E. Modeling and evaluation of resistance management tactics. In: ROUSH,
R.T.TABASHINIK, B.E. (Ed.). Pesticide resistance in arthropods. New York: Chapman and
Hall, 1990. p.153-182.

TRINDADE, M.L.B.; CHIAVEGATO, L.G. Caracteristicas bioldgicas dos acaros Brevipalpus
obovatus D., B. californicus B. e B. phoenicis G. (Acari: Tenuipalpidae). Anais da Sociedade
Entomoldgica do Brasil, Jaboticabal, v.23, n.2, p.189-195, 1994.

WALTHALL, W.K.; STARK, J.D. Comparison of two populations-level ecotoxicological
endpoints: The intrinsic (r'p) and instantaneous (r) rates of increase. Environmental Toxicology
and Chemistry, New York, v.16, p.1068-1073, 1997.



74



75

5 EFEITO LETAL E SUBLETAL DE CALDA SULFOCALCICA SOBRE Iphiseiodes
zuluagai (ACARI: PHYTOSEIIDAE)

Resumo

O é&caro predador Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma € um dos principais fitoseideos
associado ao acaro-da-leprose, Brevipalpus phoenicis (Geijskes), em pomares de citros do Estado
de Sdo Paulo. Devido ao intenso uso da calda sulfocdlcica para o manejo de B. phoenicis,
principalmente, em sistemas de produg@o organica de citros, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito letal e subletal da calda sulfocalcica sobre I. zuluagai. Foram conduzidos estudos
para caracterizar a toxicidade da calda sulfocalcica a |. zuluagai em relagdo a B. phoenicis;
avaliar o impacto de calda sulfocalcica na demografia de |. zuluagai, mediante estimativa da taxa
instantanea de crescimento (rj) em laboratério; e mensurar a persisténcia da atividade bioldgica
da calda sulfocélcica em casa de vegetacdo. A caracteriza¢do da toxicidade da calda sulfocélcica
a |. zuluagai foi avaliada com bioensaio de contato direto e residual sobre discos de folhas de
feijao-de-porco, Canavalia ensiformis L.. A estimativa da r; foi realizada em arenas
confeccionadas com discos de folhas de feijao-de-porco pulverizadas nas concentragdes de calda
sulfocélcica de 60, 600, 3.000 e 6.000 ug de I.A./mL de dgua (ppm) que sdo equivalentes a 1, 10,
50 e 100% da concentra¢do recomendada para o controle do dcaro-da-leprose, respectivamente.
A persisténcia da atividade biol6gica da calda sulfocalcica a I. zuluagai foi avaliada sobre plantas
de feijao-de-porco pulverizadas com calda sulfocdlcica na concentracio de 6.000 ppm. A
avaliacdo da persisténcia foi realizada até 41 dias da pulverizacdo mediante coletas periddicas de
folhas pulverizadas para a confec¢do de arenas para a estimativa da mortalidade e da r; para I.
zuluagai. A CLsj de calda sulfocélcica estimada para |. zuluagai foi de 865,07 ppm e razdo de
tolerancia relativa a B. phoenicis foi de 4,31 vezes. A calda sulfocélcica nas concentragdes de
3.000 e 6.000 ppm afetou negativamente o crescimento populacional de I. zuluagai em condigoes
de laboratério, levando a exting@o. A persisténcia da atividade biolégica da calda sulfocélcica em
casa de vegetacdo foi relativamente alta, pois residuos de calda sulfocédlcica com até 41 dias de
idade afetaram negativamente o crescimento populacional de I. zuluagai. Portanto, a calda
sulfocélcica poderia afetar negativamente a dinamica populacional de |. zuluagai em pomares de
citros.

Palavras-chave: Persisténcia; Taxa instantinea de crescimento; Controle quimico; Controle
biolégico, Acaro predador

LETHAL AND SUBLETHAL EFFECT OF LIME SULFUR ON Iphiseiodes zuluagai
(ACARI: PHYTOSEIIDAE)

Abstract

The predaceous mite Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma is one of the most important
phytoseiid mites associated to flat mite, Brevipalpus phoenicis (Geijskes), in citrus groves in the
State of Sao Paulo. Due to intense use of lime sulfur for managing B. phoenicis, mainly in
organic citrus production systems, the objective of this research was to evaluate the lethal and
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sublethal effect of lime sulfur on I. zuluagai. The following studies were conducted: (a)
characterization of lime sulfur toxicity to |. zuluagai relative to B. phoenicis; (b) evaluation of the
impact of lime sulfur on demograph of I. zuluagai with estimation of the instantaneous rate of
increase (i) in the laboratory; and (c) to measure the persistence of biological activity of lime
sulfur in the greenhouse. The toxicity of lime sulfur in I. zuluagai was evaluated with residual
and direct contact bioassay on leaf disks of Canavalia ensiformis L.. The estimation of r; was
conducted on leaf disks of C. ensiformes sprayed with lime sulfur at concentrations of 60, 600,
3.000 and 6,000 pg of sulfur/mL of water (ppm), which correspond to 1, 10, 50 e 100% of the
recommended rate to control B. phoenicis respectively. The persistence of biological activity of
lime sulfur to I. zuluagai was evaluated on plants of C. ensiformis sprayed at concentration of
6,000 ppm of lime sulfur. The persistence was evaluated until 41 days after spraying by
collecting sprayed leaves periodically to bioassay and estimate the mortality and r; to I. zuluagai.
The estimated LCsg of lime sulfur to I. zuluagai was 865.07 ppm and tolerance ratio relative to B.
phoenicis was 4,31-fold. The lime sulfur at concentrations of 3,000 and 6,000 ppm had negative
impact on population growth of I. zuluagai under laboratory conditions, by leading to extinction.
The persistence of biological activity of lime sulfur on C. ensiformis was relatively high because
even 41-day old residues had also negative impact on |. zuluagai population growth. Therefore,
the use of lime sulfur may affect the population dynamics of I. zuluagai in citrus groves.

Keywords: Persistence; Instantaneous rate of increase; Chemical control; Biological Control;
Predaceous mite

5.1 Introducéo

Os 4caros predadores sdao considerados os inimigos naturais mais efetivos no controle
biolégico de Brevipalpus phoenicis (Geijskes) na citricultura brasileira, com destaque para os
acaros Phytoseiidae (MORAES, 1991; MORAES; GASTALDO JR., 1992; SATO et al., 1994;
SATO, 2005). Os principais fitoseideos associados ao dcaro-da-leprose nos pomares de citros do
Estado de Sao Paulo sdo Iphiseiodes zuluagai Denmark & Muma, Euseius concordis (Chant), e
Euseius citrifolius Denmark & Muma (GRAVENA, 1990; CHIAVEGATO, 1991; SATO et al.,
1994; SATO et al., 1995; REIS et al., 2000), sendo que |. zuluagai ocorre com maior freqiiéncia
entre abril e setembro (outono e inverno), periodo de temperaturas amenas e baixa precipitacao
(SATO et al., 1994; REIS et al., 2000), coincidindo com o periodo de maior ocorréncia de B.
phoenicis (OLIVEIRA, 1995). Apesar da relevancia desses acaros predadores, a sua preservagao
tem sido comprometida devido ao uso excessivo de agrotoxicos no manejo de pragas e doencas
da cultura dos citros mesmo no sistema de manejo organico.

Apesar do sistema de manejo organico exigir a ado¢do de novas filosofias que visem

sustentabilidade, o manejo de pragas ainda é baseado no controle quimico. A preferéncia pela
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estratégia de controle quimico no sistema organico € favorecida pelo baixo custo dos agrotéxicos
inorgénicos (produtos a base de enxofre), que ndo estdo livres dos mesmos riscos e custos sociais
associados ao uso intensivo dos agrotéxicos organicos sintéticos (ZEHNDER et al., 2007).

Na citricultura organica, a calda sulfocalcica é o ftnico produto permitido pelas
certificadoras de produtos organicos que apresenta eficiéncia no controle do acaro-da-leprose
(PENTEADO, 2004), sendo pulverizada em média 11 vezes por ano. J4 na citricultura
convencional, a calda sulfocdlcica ¢ adotada como uma opg¢do de baixo custo e € utilizada,
principalmente, em épocas de baixa rentabilidade da cultura. Devido ao intenso uso desse
produto, a resisténcia de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi detectada com intensidades de
resisténcia de 5,7 vezes, além da resisténcia cruzada com enxofre (Capitulo 2). Dentro das
estratégias para o manejo da resisténcia do acaro-da-leprose, o controle biologico com &4caros
predadores poderia ser integrado ao controle quimico (GRAVENA, 1990; SATO et al.. 1994;
POLETTI; OMOTO, 2005), mediante o uso de agrotoxicos seletivos aos dcaros predadores para
conservacdo desses inimigos naturais que poderiam atuar indistintamente sobre individuos
resistentes ou suscetiveis, além de reduzir o nivel populacional da praga e possibilitar a reducdo
de uso de agrotoxicos (GEORGHIOU, 1983; ROUSH, 1989).

Apesar de indmeros trabalhos de seletividade de enxofre a 4caros predadores
(Phytoseiidae), ndo ha relatos sobre o efeito da calda sulfocdlcica sobre os mesmos. Estudos
conduzidos por Sato et al. (1995), demonstraram que o enxofre foi prejudicial a populacdo de
predadores (Phytoseiidae), em condi¢ées de campo, até 58 dias apds a aplicagdo. Trabalhos de
seletividade realizados por Reis et al. (1998) revelaram que o enxofre € moderadamente nocivo a
I. zuluagai. Teodoro et al. (2005), utilizando-se de testes ecotoxicoldgicos baseados em
parametros demograficos, verificaram que o enxofre compromete drasticamente populagdes de |.
zuluagai, levando rapidamente a extingao devido ao baixo potencial reprodutivo desta espécie
quando comparada com sua presa, Oligonychus ilicis (McGregor). Portanto, como o principal
ingrediente ativo da calda sulfocélcica é o enxofre, além da presenga de outros componentes, a
calda sulfocdlcica também poderia afetar negativamente a populagdao de dcaros predadores em
pomares de citros, comprometendo o manejo de B. phoenicis.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito letal e subletal da calda sulfocélcica
sobre o acaro predador I. zuluagai. Para tanto, foram conduzidos estudos para: (a) caracterizacio

da toxicidade da calda sulfocélcica a |. zuluagai em relacdo a B. phoenicis; (b) avaliagdo do
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impacto de calda sulfocdlcica na demografia de l. zuluagai, mediante estimativa da taxa
instantinea de crescimento (rj) em laboratdrio; e (c) mensura¢do da persisténcia da atividade

bioldgica da calda sulfocdlcica em casa de vegetacao.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Coleta e criagdo de I. zuluagai

Uma populagdo de I. zuluagai foi coletada em um pomar livre de tratamentos
fitossanitarios e isolado de pomares comerciais localizado em Piracicaba-SP. A coleta foi
realizada por amostragem de folhas grandes e internas da copa das plantas de citros nos terg¢os
médio e inferior (RAGA et al., 1993). Quando constatada a presenca de 4caros nas folhas, as
mesmas foram acondicionadas em sacos de papel e mantidas em caixa térmica para serem
transportadas ao laboratdrio. No laboratdrio, os 4caros presentes nas folhas foram transferidos
com auxilio de um microscépio estereoscopico € um pincel para arenas de criagao.

Para a manuteng@o de |. zuluagai em condigoes laboratoriais foram utilizadas arenas de
criacdo proposta por McMurtry e Scriven (1965). As arenas de criagdo foram constituidas de
recipientes plésticos contendo em seu interior uma espuma embebida em dgua destilada, sobre a
qual, uma placa preta (Paviflex®) foi circundada com algodao hidréfilo mantido constantemente
umido para atuar como barreira de contingéncia e fonte de dgua para os 4dcaros predadores. Os
recipientes pldsticos contendo os dcaros foram mantidos fechados. Os 4caros foram alimentados
diariamente com pdlen de taboa (Typha angustifolia L.). Fios de algodio sob um pedaco de
laminula de vidro foram posicionados no centro da arena para servir como local de oviposi¢ao e

abrigo aos dcaros predadores. A cria¢@o foi realizada em sala climatizada regulada a 25 + 1°C, 70

+ 10% de umidade relativa e 14 h de fotofase.

5.2.2 Bioensaio toxicologico
A calda sulfocélcica utilizada foi a Fertibom® (200 g de enxofre/L de produto comercial -
Fertibom Industria Ltda., Catanduva-SP). O método de bioensaio adotado foi de contato direto e

residual.
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Inicialmente, para a confec¢@o das arenas para os bioensaios, diferentes concentragdes de
calda sulfocalcica foram pulverizadas sobre a superficie adaxial de discos de folha de feijao-de-
porco, Canavalia ensiformis (L.), de 3,2 cm de didmetro com uso da torre de Potter (Burkard
Manufacturing, Rickmansworth, Inglaterra) calibrada a pressio de 68,95 kPa (10 Ib/pol?). Foi
utilizado um volume de 2 ml de solucdo na pulverizacdio de cada arena, obtendo-se uma
deposicdo média de residuo umido de 1,56 mg/cm? sobre as arenas. Apds a pulverizagdo, as
arenas foram mantidas em condi¢des ambientais até a secagem do produto. Apds secagem, as
arenas foram acondicionadas em placas acrilicas de 3,5 cm de didmetro (Falcon 1008, Becton
Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ, Estados Unidos) contendo 1 ml de uma mistura ainda nao
geleificada de dgar-dgua na concentracdo de 2,5 %. Para facilitar a pulverizagdo das diferentes
concentragoes de calda sulfocélcica sobre |. zuluagai, grupos de 30 fémeas adultas de I. zuluagai

foram mantidas em arenas maiores (= 10 cm de didmetro) confeccionadas com folhas de C.

ensiformis, e dispostas sobre espuma embebida em dgua destilada contida em placa de Petri de 12
cm de diametro. A borda da folha foi circundada com algodao hidréfilo umedecida para manté-la
tirgida e impedir a fuga dos 4caros. Essas arenas contendo os 4caros foram pulverizadas em torre
de Potter conforme descrito anteriormente. Apds a pulverizacio, cinco fémeas adultas foram
transferidas para as arenas de bioensaio previamente pulverizadas. Uma pequena porg¢ao de pdlen
de taboa foi fornecida como fonte de alimento aos 4caros e alguns fios de algoddo foram
dispostos sob um pedago de laminula de microscopia de aproximadamente 0,25 cm? para
oviposi¢do e abrigo. As arenas foram fechadas com filme plastico para o confinamento dos
acaros no seu interior, e acondicionadas em recipientes plasticos tampados e mantidas em camara

climatizada a temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 70 = 10 % e fotofase de 14 horas.

5.2.3 Caracterizacdo da toxicidade da calda sulfocalcica a I. zuluagai

Para a caracterizagdo da suscetibilidade de I. zuluagai, foram utilizadas concentragdes de
calda sulfocalcica espacadas logaritmicamente entre 100 a 1.800 pg de enxofre/ml de agua
destilada. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e cada
concentracdo foi repetida cinco vezes, sendo que cada repeti¢ao foi constituida por quatro arenas
com cinco fémeas adultas de I. zuluagai cada. A avaliagdo da mortalidade foi realizada apds 48 h
da pulveriza¢do, sendo que 4dcaros que nio apresentaram deslocamento por uma distancia de no

minimo o comprimento de seu corpo foram considerados mortos.
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Os dados de mortalidade foram submetidos a andlise de Probit para a estimativa da CLsg e
intervalo de confianga (I1.C. 95%) utilizando o programa Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987).
A razao de tolerancia foi obtida pela divisdo da CLs, da linhagem suscetivel de I. zuluagai pela

CLso da linhagem suscetivel de B. phoenicis estimada no Capitulo 2.

5.2.4 Efeito letal e subletal de calda sulfocalcica na taxa instantanea de crescimento (r;) de I.
zuluagai

Para avaliar o impacto de calda sulfocédlcica sobre |. zuluagai foram utilizadas
concentragdes de calda sulfocalcica de 60, 600, 3.000 e 6.000 ug de enxofre/ml de dgua (ppm),
equivalentes a 1, 10, 50 e 100% da concentragdo recomendada para o controle do 4caro-da-
leprose. A avaliagdo foi realizada apds sete dias da pulverizacdo mediante contagem do niimero
total de ovos, imaturos e adultos para estimativa da taxa instantanea de crescimento (). A taxa

instantinea de crescimento (r;) foi estimada através da equacdo r; = [ In (N¢/ No)]/ At, onde N¢ € o

nimero final de dcaros vivos, N, € o ndmero inicial de dcaros vivos a At € o intervalo de tempo
(dias) entre o inicio e término do bioensaio (STARK et al., 1997; WALTHALL; STARK, 1997).
De acordo com a equacdo, se o valor estimado para r; = 0 verifica-se uma populacao estavel, se r;
> 0 verifica-se crescimento populacional, e se I < 0 verifica-se decréscimo na populagdo, que
poderd levar a extingdo (HALL, 1964; WALTHALL; STARK, 1997). Os Nfs médios (nimero
finais médios) foram submetidos a andlise de variancia e teste de Dunnett (o = 0,05) (SAS

INSTITUTE, 2002).

5.2.5 Persisténcia da atividade bioldgica da calda sulfocalcica a I. zuluagai

A persisténcia da atividade bioldgica da calda sulfocalcica a I. zuluagai foi conduzida em
casa de vegetacdo entre novembro e dezembro de 2009. Foram utilizadas como substrato para
essa avaliagdo, plantas de feijao-de-porco, C. ensiformis, com 20 a 30 dias de idade, cultivadas
em vasos de 0,75 L de volume. A calda sulfocalcica foi utilizada na concentracio recomendada
de 6.000 pg de enxofre/mL de dgua destilada [I.A. (ppm)], equivalente a 60 L de produto
comercial/2.000 L de 4gua.

Plantas de C. ensiformis foram pulverizadas com calda sulfocélcica em casa de vegetagdo
até o ponto de escorrimento, com auxilio de um pulverizador manual. Apds a aplicacio, as folhas

de C. ensiformis foram coletadas para avaliagdo da atividade bioldgica dos residuos, apds uma
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hora (0 dia) e no 5°, 11°, 17°, 25°, 30° e 41° dia ap6s a aplicagdo. Em cada coleta foram retiradas 5
folhas. No laboratoério, de cada folha foi retirado uma arena de 3,2 cm de didmetro. Os discos de
folha foram acondicionados em placa acrilica de 3,5 cm de diametro (Falcon 1008, Becton
Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ, Estados Unidos) contendo 1 ml de uma mistura ainda nao
geleificada de 4gar-dgua na concentracdo de 2,5 %. Em seguida, cinco fémeas adultas de .
zuluagai foram transferidas para cada arena pulverizada. Uma pequena porg¢ao de pdlen de taboa
foi colocada na arena como fonte de alimento para o 4caro predador e alguns fios de algodao sob
um pedaco de laminula de microscopia de aproximadamente 0,25 cm? para oviposi¢ado e abrigo.
Essas arenas foram fechadas com filme pléstico para o confinamento dos dcaros no seu interior.
Os bioensaios foram acondicionados em recipientes pldsticos tampados e mantidos em cdmara

climatizada a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 = 10 % e fotofase de 14 horas.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente aleatorizado e cada concentragio
foi repetida cinco vezes, sendo que cada arena constitui-se em uma repeti¢do. A avaliacdo da
mortalidade foi realizada 72 h apds a pulverizagdo, sendo que acaros que nao apresentaram
deslocamento por uma distancia de no minimo o comprimento de seu corpo foram considerados
mortos. Os dados de mortalidade foram corrigidos pela férmula de Abbott (1925) e submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a =0,05). A
avaliacdo do efeito de calda sulfocalcica na demografia de |. zuluagai foi realizada apds sete dias
da infestacdo das arenas mediante contagem do nimero de ovos, de imaturos e de adultos para
estimativa da taxa instantdnea de crescimento (rj). A taxa instantinea de crescimento (rj) foi
estimada através da equacdo r; = [ In (N¢/ No)]/ At (STARK et al., 1997; WALTHALL; STARK,
1997). De acordo com a equagdo, se o valor estimado para r; = 0 verifica-se uma populagdo
estavel, se r; > O verifica-se crescimento populacional, e se I < O verifica-se decréscimo na
populacdo, que poderd levar a extingio (HALL, 1964; WALTHALL; STARK, 1997). Os Nss
foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas com o

controle pelo teste de Dunnett (o = 0,05) (SAS INSTITUTE, 2002).
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5.3 Resultados

5.3.1 Caracterizacdo da toxicidade da calda sulfocélcica a I. zuluagai

A CLso (I.C. 95%) estimada pela analise de Probit para I. zuluagai a calda sulfocalcica foi
de 865,07 ug de I.A./ml de dgua (691,59 — 1024,85) e coeficiente angular (+ EPM) de 2,62 (+
0,42) (x*=0,18, g.1. = 2). De acordo com a caracterizagio toxicolégica de Brevipalpus phoenicis
(Geijskes) a calda sulfocélcica reportada no Capitulo 2, a CLsy (I.C. 95%) para a linhagem
suscetivel de B. phoenicis a calda sulfocélcica foi de 200,79 ppm (I.A.) (182,96 — 218,82). Nessas
condigdes, a razao de tolerancia entre |. zuluagai e B. phoenicis foi de 4,31 vezes (Figura 5.1).

Portanto, baseado apenas no efeito letal, |. zuluagai foi mais tolerante que a sua presa.

Probit

2 * — | * —
10 100 1000 10000

Concentracéao (g de enxofre/mL de agua)

Figura 5.1 - Caracterizagdo toxicolégica de linhagens suscetiveis de referéncia de B phoenicis
(@ )el. zuluagai ( © ) a calda sulfocalcica. Razdo de tolerincia de 4,31 vezes
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5.3.2 Efeito letal e subletal de calda sulfocalcica na taxa instantanea de crescimento (r;) de I.
zuluagai

As concentragdes de calda sulfocdlcica avaliadas (60, 600, 3.000 e 6.000 ug de enxofre /
ml de dgua) ocasionaram uma redugao na taxa instantanea de crescimento (rj) de I. zuluagai. No
entanto, as concentracdes de 60 e 600 ppm de I.A. da calda sulfocalcica apresentaram r; positiva,
indicando crescimento populacional, enquanto as concentragdes de 3.000 e 6.000 ppm de [.A. de
calda sulfocélcica ocasionaram a extingdo da populagdo. O Nf (nimero final de individuos vivos)
para as concentracoes de 600, 3.000 e 6.000 ppm [.A. de calda sulfocilcica diferiram
significativamente do controle (F = 62,03; g.l. =4, 45; P < 0,0001). O crescimento populacional
de I. zuluagai néo foi afetada somente na concentragao de 60 ppm (Tabela 5.2 e Figura 5.2).

A partir desses resultados, verifica-se que a cala sulfocdlcica afeta significativamente os

niveis populacionais de I. zuluagai.

Tabela 5.2 - Numero final médio (Nf) (= EPM) e taxa instantanea de crescimento média (rj) (=
EPM) para |. zuluagai submetido as concentragdes de calda sulfocalcica de 60,
600, 3.000 e 6.000 pug de enxofre/mL de dgua (ppm)

Concentragao N¢ (= EPM) ri (= EPM)
(ug I.A./ ml dgua)
0 29,3 £2,27 0,221 £ 0,014
60 23,3 +£2,25 0,192 + 0,014
600 11,8 £2,03 * 0,107 £ 0,009
3.000 0,0+0,0 * extincao
6.000 0,0+0,0 * extingao

" Média do tratamento difere significativamente do controle (concentragio 0) pelo teste de Dunnett (a. = 0,05)
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Figura 5.2 - Taxa instantanea de crescimento (rj) para |. zuluagai nas concentragdes de calda
sulfocdlcica de 60, 600, 3.000 e 6.000 pg de enxofre/ml de &4gua (ppm),
equivalentes a 1, 10, 50 e 100% da concentracdo recomendada para o controle de
B. phoenicis, respectivamente. Setas indicam extin¢ao da populagio de I. zuluagai

5.3.3 Persisténcia da atividade bioldgica de calda sulfocélcica a 1. zuluagai

Diferencas significativas foram observadas na atividade biolégica da calda sulfocélcica ao
longo tempo (F = 3,27; gl. = 6, 28; P = 0,014). No entanto, apenas os residuos de calda
sulfocdlcica com 0 e 41 dias de idade diferiram significativamente entre si, apresentando
mortalidade de 41,7% (x 7,80) e 8,57% (£ 5,08). Observa-se pelo resultado de persisténcia que a
acdo residual do produto resultou em mortalidades inferiores a 50%, o que indica uma baixa
toxicidade deste produto para esta espécie de acaro predador, quando comparado aos efeitos deste
produto sobre o dcaro-da-leprose (Figura 5.4 e Tabela 5.4). A taxa instantanea de crescimento (r;)
aumentou com a degradacdo do residuo de calda sulfocdlcica ao longo do tempo, sendo negativa
até os 25 dias ap0Os a pulverizacdo, indicando decréscimo populacional, e tornando-se positiva a

partir do residuo com 30 dias de idade, entretanto, os valores de [r; mantiveram-se
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significativamente inferiores ao do controle até os 41 dias apds a pulverizagdo. Todos os Nss
obtidos na presenca de residuo de calda sulfocélcica diferiram significativamente do controle
(Figura 5.5 e Tabela 5.4).

Apesar da mortalidade uma hora apds a pulverizacio (tempo 0) ter sido baixa (41,7%), ela
foi suficiente para afetar significativamente o crescimento populacional de I. zuluagal, o tornando
negativo (ri = -0,384), o que indica que a populacdo estd em decréscimo populacional, fato
observado para os residuos com idades de 5 a 25 dias ap0Os a pulverizagdo, sendo que o residuo

com idade de 11 dias levou a extincao.

100
80

60

ab

40 A

ab
20 - ab ab b

% Mortalidade (x EPM)

'20 T T T T T T
0 5 11 17 25 30 41

Tempo (dias apés pulverizacao)

Figura 5.4 - Persisténcia da atividade bioldgica de calda sulfocélcica em plantas de C.
ensiformes sobre I. zuluagai
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Figura 5.5 - Taxa instantdnea de crescimento (rj) (= EPM) para |. zuluagai para avaliar a
persisténcia da atividade biolégica de calda sulfocilcica em plantas de C.

ensiformes. Seta indica extingdo da populacéo de I. zuluagai

Tabela 5.4 — Porcentagem de mortalidade (+ EPM), nimero final (Nf) (+ EPM) e taxa instantanea
de crescimento (rj) (= EPM) para |. zuluagai submetido a diferentes idades de

residuos de calda sulfocdlcica em plantas de C. ensiformes

Dias ap6s pulverizacdo % Mortalidade (+ EPM) N (x EPM) ri (x EPM)

Controle - 22,31 +£2,43 0,198 = 0,015
0 41,7+7,80a 1,10 £ 0,77 * -0,384 £ 0,111
5 39,0+ 11,87 ab 1,90 £ 0,46 * -0,154 + 0,028
11 23,8 £4,76 ab 0,00 £+ 0,00 * extin¢ao
17 33,3 +8,91 ab 2,10+0,76 * -0,204 + 0,087
25 14,3 +5,83 ab 4,10+£0,71 * -0,038 + 0,027
30 14,8 £ 5,60 ab 6,30 + 1,36 * 0,020 £ 0,030
41 8,57 +5,08b 9,30 + 1,86 * 0,074 + 0,029

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (a = 0,05)
Média do tratamento difere significativamente do controle pelo teste de Dunnett (o0 = 0,05)
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5.4 Discusséo

Na caracterizagdo da suscetibilidade de I. zuluagai a calda sulfocdlcica estimou-se uma
CLso de 865,07 ug de I.A./ml de dgua, e uma razdo de tolerancia entre I. zuluagai e B. phoenicis
de 4,31 vezes (Figura 5.1). O que demonstra que o &caro-da-leprose apresentou-se mais
suscetivel em relacdo ao seu inimigo natural |. zuluagai. Essa maior tolerancia de I. zuluagai a
calda sulfocédlcica favorece a manutencdo desse inimigo natural no ambiente citricola e a
associagdo entre o controle quimico e biolégico. Entretanto, quando avaliamos o efeito letal
associado ao subletal de concentracdes de calda sulfocélcica equivalentes a 1, 10, 50 e 100% da
recomendada para o controle do dcaro-da-leprose, mediante estimativa de taxa instantanea de
crescimento, verificou-se que a populagdo de I. zuluagai foi extinta a partir da concentragido de
50% de calda sulfocilcica, que equivale a 3.000 ug de I.A./ml de dgua (Figura 5.2). Dessa forma,
a calda sulfocdlcica afeta significativamente os niveis populacionais do acaro predador |I.
zuluagai na concentragio utilizada no campo.

Embora os resultados de persisténcia da atividade bioldgica da calda sulfocdlcica em casa
de vegetacdo demonstrem que os residuos de 0 a 41 dias de idade causam um efeito moderado na
mortalidade de |. zuluagai (< 50% de mortalidade); a avaliagdo do efeito letal e subletal mediante
estimativa da taxa instantanea de crescimento demonstra que residuos com até 25 dias de idade
levaram ao decréscimo populacional (valores negativos de ri) e a extin¢do (N igual a zero), e
residuos com 30 e 41 dias de idade, apesar de resultarem em I; positiva, afetaram
significativamente o crescimento populacional de I. zuluagai (Figura5.4 e Tabela 5.4). Segundo
Mani e Wood (1984), um produto pode ser considerado como altamente persistente quando sua
atividade bioldgica € superior ou igual ao tempo de uma geracdo de um determinado organismo.
Como a duragdo média de uma geracao de |. zuluagai é de 18,7 dias (REIS et al., 1998), e a
atividade biolédgica da calda sulfocalcica afetou significativamente o crescimento populacional de
I. zuluagai até os 41 dias apés a pulverizagiao, podemos considerar a calda sulfocalcica como um
produto de alta persisténcia a I. zuluagai.

A persisténcia da atividade bioldgica € caracteristica para cada agrotoxico e pode exercer
papel importante na evolugdo da resisténcia (TAYLOR et al., 1983; MANI; WOOQOD, 1984).
Assim, compostos com alta persisténcia exercem uma pressio de selecdo mais intensa
(GEORGHIOU; TAYLOR, 1977, TAYLOR; GEORGHIOU, 1982), e quanto maior a pressao de

selecdo, mais rapidamente se da a evolucdo da resisténcia (CROW, 1957). Segundo Roush
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(1989), compostos persistentes permanecem ativos (matando) por periodos prolongados, e
quando hé sua degradagdo, o residuo causa maior mortalidade de gendtipos suscetiveis do que
resistentes. Portanto, a alta persisténcia da calda sulfocélcica a I. zuluagai poderia contribuir para
a evolugdo da resisténcia desse dcaro predador, o que favoreceria a associagdo entre o controle
quimico e biolégico nos pomares de citros. Entretanto, agrotéxicos de alta persisténcia no
ambiente ndo s@o desejdveis, pois afetam as populacdes de inimigos naturais e favorecem a
evolucgdo da resisténcia na praga-alvo.

Apds uma hora da pulverizagio (tempo 0), a porcentagem de mortalidade de I. zuluagai
no residuo de calda sulfocdlcica foi de apenas 41,7% (Figura 5.5 e Tabela 5.4). Essa baixa
mortalidade pode ser resultado da maior tolerancia (4,31 vezes) de |. zuluagai em relagio a sua
presa B. phoenicis. Além disso, as condi¢es climaticas da casa de vegetacdo podem ter
promovido uma ripida degradacdo da calda sulfocdlcica na primeira hora apés a pulverizagao,
pois a toxicidade da calda sulfocdlcica a pragas agricolas deve-se a liberagdao de gases toxicos,
essa liberagdo ocorre quando a solucdo de calda sulfocdlcica entra em contato com o ar, pois
nessa reacdo o enxofre precipita e os gases toxicos sdo liberados. A decomposi¢do da calda
sulfocédlcica em gases é proporcional a quantidade de di6xido de carbono presente no ar
(ABBOTT, 1945). Segundo Beers et al. (2009) altas temperaturas podem aumentar a
volatilizagdo de enxofre, que segundo Shepard (1951) é considerado um agrotoxico fumegante.
Dessa forma, € interessante que a persisténcia da atividade biolégica da calda sulfocélcica a I.
zuluagai seja também conduzida em campo sobre plantas de citros, pois a intera¢do calda
sulfocélcica, planta citrica e condi¢cdes ambientais em campo, como precipitacdo, podem afetar a
persisténcia da atividade bioldgica da mesma. Mas € essencial a avaliagdo do efeito letal e
subletal mediante a estimativa da taxa instantanea de crescimento, pois como pudemos observar
na persisténcia da atividade biolégica em casa de vegetacdo, apenas o efeito letal ndo permitiria
verificar o real impacto da calda sulfocélcica sobre os niveis populacionais de I. zuluagai, uma
vez que, a mortalidade foi moderada (< 50%), mas o efeito no crescimento populacional foi
drastico, levando I. zuluagai até mesmo a extingao.

Beers et al. (2009) também avaliou a persisténcia da atividade biolégica de calda
sulfocélcica a um fitoseideo, Galandromus occidentalis (Nesbitt) no estagio larval, e verificou

mortalidades 89; 50 e 17% nos residuos com 7; 14 e 22 dias de idade, respectivamente.
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Segundo Pattaro (2006), as populagdes de |. zuluagai e Euseius spp. foram afetadas
negativamente em experimento conduzido em pomar de citros com a adogcdo da calda
sulfocdlcica para o controle do dcaro-da-leprose.

Testes de avaliacdo do impacto de enxofre, principal componente da calda sulfocélcica e
um produto muito utilizado nos pomares de citros, tém sido conduzidos sobre . zuluagai e outros
acaros predadores mediante trabalhos de seletividade, de letalidade e de estimativa de taxas
instantaneas de crescimento, revelando o efeito negativo desse produto sobre I. zuluagai.
Segundo Sato et al. (1992), o enxofre afetou significativamente a populacdo de acaros predadores
até 48 dias apo6s a aplicagdo, com redugdes oscilando entre 73,7 e 85,9%, sendo que as principais
espécies observadas foram Euseius concordis, I. zuluagai e Amblyseius sp. Dados semelhantes
foram observados por Sato et al. (1995), que demonstraram que o enxofre foi significativamente
prejudicial a populacdo de predadores (Phytoseiidae) em condi¢des de campo até 58 dias apds a
aplicacdo, com indice de reducdo que variou entre 74,3 e 80,3% nesse periodo. Trabalhos de
seletividade realizados por Reis et al. (1998) revelaram que o enxofre € moderadamente nocivo a
I. zuluagai. Teodoro et al. (2005) avaliaram o efeito de enxofre sobre o acaro-praga Olygonychus
ilicis e seu predador I. zuluagai mediante estimativa da taxa instantdnea de crescimento (rj). Ao
avaliar o efeito de enxofre sobre I. zuluagai, observou-se que a rj decresceu linearmente com o
aumento das concentracdes, sendo que a CL,s de enxofre foi capaz de levar o dcaro predador a
extin¢do apos sete dias de exposi¢ao. Enquanto que, O. ilicis quando exposto ao enxofre também
apresentou declinio populacional com o aumento da concentracdo, mas a extin¢cdo ndo foi
observada nem mesmo com a CLgg. O elevado potencial reprodutivo de O. ilicis comparado com
o do seu predador I. zuluagai, é capaz de minimizar a mortalidade causada pelo enxofre. Segundo
Teodoro et al. (2005), apenas a estimativa de CL ndo permitiria evidenciar os prejuizos
ocasionados pelo enxofre no potencial reprodutivo de I. zuluagai., pois a CL,s de enxofre foi
capaz de levar o acaro predador a extin¢cdo quando utilizou-se de pardmetros demogréficos.

Os efeitos negativos do enxofre a |. zuluagai citados acima, associado aos efeitos
negativos da calda sulfocédlcica demonstrados nesse trabalho, possivelmente, estdo reduzindo
drasticamente a densidade populacional desse dcaro predador em campo. Dessa forma, falhas
observadas no controle do 4caro-da-leprose em citros devido a evolugcdo da resisténcia de B.
phoenicis a calda sulfocélcica, provavelmente, estdo sendo agravadas pela redugdo dos niveis

populacionais de I. zuluagai. Segundo Roush (1989), a seletividade do agrotéxico pode retardar a
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evolugdo da resisténcia, uma vez que, possibilita a sobrevivéncia de inimigos naturais, que
podem atuar na eliminac¢do dos individuos resistentes, além de reduzir o nivel populacional da
praga e possibilitar a redu¢do de uso dos agrotoxicos e da pressdo de selecdo exercida por eles.
Para Hoy (1998), a compatibilidade entre agrotoxicos e agentes de controle bioldgico € crucial
em programas efetivos de Manejo Integrado de Pragas.

O 4caro I. zuluagai pode ser considerado um eficiente predador de estagios imaturos de B.
phoenicis, e assim contribuir para a redugdo da presa em pomares de citros (REIS et al., 2003).
Entretanto, um dos grandes problemas associados a efici€éncia no controle biologico de acaros-
praga em citros € a alta mortalidade provocada pelos agrotéxicos aos dcaros predadores e outros
inimigos naturais presentes na cultura (SATO, 2005).

Uma alternativa para permitir a associa¢ao entre controle quimico e biolégico com acaros
predadores no manejo de 4caros-praga na citricultura poderia ser o emprego de populacdes de
fitoseideos tolerantes ou resistentes a agrotéxicos (GEORGHIOU, 1972; HOY, 1985; SATO,
2005). Embora a resisténcia a agrotoxicos ndo seja freqiiente em inimigos naturais
(GEORGHIOU; LAGUNES-TEJEDA, 1991), sao conhecidos diversos casos de resisténcia em
acaros predadores da familia Phytoseiidae (GEORGHIOU, 1972; HOY, 1990). Hoy e Standow
(1982) avaliaram a suscetibilidade do inimigo natural Metaseiulus [= Galandromus =
Thyphlodromus] occidentalis Nesbitt a diferentes formula¢des de enxofre e a calda sulfocalcica e
constaram altos niveis de resisténcia em populagdes desse dcaro a esses produtos.

Devido ao efeito letal e subletal negativo da calda sulfocalcica sobre populagdes de |.
zuluagai constatado no presente trabalho, o uso desse produto no manejo de B. phoenicis deve ser
feito com cautela para possibilitar a acdo desse &4caro predador e assim contribuir para

sustentabilidade da citricultura.

5.5 Concluses

e Baseado no efeito letal, a calda sulfocalcica é menos téxica para I. zuluagai do que para

B. phoenicis;
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e A calda sulfocdlcica afeta negativamente a taxa instantdnea de crescimento (rj) de I.

zuluagai;

e A persisténcia da calda sulfocalcica sobre plantas de C. ensiformes é relativamente alta e

afeta a demografia de I. zuluagai.
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