Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Efeito dos coespecificos e volateis das plantdsirraya paniculata (L.) Jack,
Psidium guajava L. e Citrussinensis (L.) Osbeck sobre o comportamento de
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)

Newton Cavalcanti de Noronha Junior

Tese apresentada para a obtengdo do titulo de Doutem
Ciéncias. Area de concentragdo: Entomologia

Piracicaba
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Newton Cavalcanti de Noronha Junior
Engenheiro Agronomo

Efeito dos coespecificos e volateis das plantdsirraya paniculata (L.) Jack,
Psidium guajava L. e Citrussinensis (L.) Osbeck sobre o comportamento de
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)

Orientador: ) ) B
Prof. Dr.JOSE MAURICIO SIMOES BENTO

Tese apresentada para a obtengdo do titulo de Demio
Ciéncias. Area de concentragdo: Entomologia

Piracicaba
2010



DEDICATORIA

Aos meus pais Newton e Carminha,
E a minha irma Isis,
Pelo constante apoio, incentivo, amor e confianga.

Pelos exemplos que sdo, 0s quais sempre me inspiraram...

Dedico

A minha namorada Gisleine,
Por todo amor e companheirismo,

Pelo apoio, compreensdio e contribuigio neste trabalho.

Ofereco






AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Prof. Mauricio Bento, pela amizadegntiwo, companheirismo, dedicacdo, por
todas as oportunidades oferecidas, e pelos coastansinamentos transmitidos durante a
nossa convivéncia...

Ao Prof. José Roberto Postali Parra, pela oporagtddde desenvolver os trabalhos na
estrutura do seu laboratdrio, incentivo e atencéo;

Ao Prof. Paulo Zarbin (UFPR) e sua equipe, pelogamheirismo, momentos de descontracao
e por disponibilizar a estrutura de seu laboratérgixilio nas analises quimicas;

Aos pesquisadores do Juliano Ayres, Pedro Yamaedtarcelo Miranda (FUNDECITRUS),
por todo apoio e incentivo.

Aos professores, funciondrios e colegas do Cursda@eGraduacdo em Entomologia da
ESALQ, pela convivéncia e aprendizado proporciopnado

A todos os funcionérios da biblioteca, pela dispisiem ajudar;

Aos Professores Luzia Trinca (UNESP) e Wesley Gpdmlo auxilio com as andlises
estatisticas;

Aos colegas e amigos, do laboratorio de Comporttonde Insetos, André, Pefiaflor, Cris,
Welliton, Ana Lia, Rejanes, Bel, Nancy e familiaura, Ana Cris, Vitor, Mayra, Andréa,
Mariana et al., pelo companheirismo, cooperacaomentos de descontracao;

Ao amigo e “professor” Edinho Camargo, pelo amgaligdes de vida, transmitidos;

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de $&m PAPESP pelo apoio financeiro e
concesséao de Bolsa de Estudos;

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCFemioquimicos na Agricultura;

Ao Fundo de Defesa da Citricultura FUNDECITRUS.

A todos que direta ou indiretamente contribuirama gaconcluséo deste trabalho,

Muito Obrigado!






SUMARIO
RESUMO ..ottt ettt semmems ettt ete st e s et e tess st essetesteneanase s atesesestesseressensstensanes 9
ABSTRACT .ottt ettt ettt eeme e ettt stese et e et e se et ess et e eseseete e neas st aseetessete et erestesserensanis 11
1 INTRODUGAO ..ottt ettt et ettt e et et et et aneateete et eeeessesteatestestesteseestesens 13
[ LY (=1 (=T A [oI T PSR URTRRPIN 16

2 RESPOSTAS OLFATIVAS DE Diaphorina citi KUWAYAMA (HEMIPTERA:
PSYLLIDAE) AOS VOLATEIS DA PLANTA Murraya paniculata (L) JACK

(RUTACEAE) E DOS PSILIDEOS COESPECIFICOS.....cooeiieeeeeeeeee e 21

RESUIMO . e 21
Y 0L = T TP 21
P22 I [ 1 o To 11 o> o O PRSP 22
2.2 Material @ METOUOS .......uuiiiiiiiiiee ettt e e e e e e srmne e e e e e e e e e e e eeeaeeeeas 23
2.3 RESUILAAOS € DISCUSSAD ... uuuuuruitniaaiaaa e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e saaaa s s e e e e e e e e e e e e e e e s 31
2.4 CONSIAEraGOES FINAIS .....ciiiiiii ittt ettt e e e e e e e e e e e eaeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeees 39
RETEIBNCIAS ... ettt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e eaeeeaeaeaeeeeees 39

3 ESTUDOS PRELIMINARES DAS RESPOSTAS OLFATIVAS DBiaphorina citri
KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE) AOS VOLATEIS DE PLANTAS DE Citrus
sinensis (L.) OSBECK (RUTACEAE) INFECTADAS PORandidatus Liberibacter asiaticus .43

RESUIMIO ..ot e e e oo ettt et e e s e e e e e e eeeenee e et e e e e et eeeenbnnaeeeeeeeennea 43
Y 011 1 = To! S TP PP PPPPPP PPN 43
G700 R [ 11 {0 To [0 Tot= o 1T POPPUPPTPPRPPPRPRPIN 44
3.2 Material € METOUOS ........oiiieiiiiie et eee ettt e e et e e e e e e e e e s e e e eee s 45
3.3 RESUItAAOS € DISCUSSAO........ciiiiuietuereeeieeeee e e e e et sttt e e e e e e e re e e e e s s s bbb e e e e e e e e e e aaannas 48
3.4 CoNSIAEraCies FINAIS ......ccooiiiiiii ettt teetee e eeaeebesreneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 50
[T (=T 1] o Tox = PP PP PPPPPPPPPPPPR 50

4 EFEITO DOS VOLATEIS DE GOIABEIRASPsidium gugjava L. (MYRTACEAE) NA
LOCALIZACAO DE PLANTAS DE LIMAO-CRAVO, Citrus limonia (L) OSBECK
(RUTACEAE) PORDiaphorina citri KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE)................ 3



8

ADSIIACT <. et e e e e e e 53
o R ] {0 To [ o= Lo PP 54
4.2 Material € MELOTOS ........uuueiiiiiee e eeeeee ettt e e e e ettt e e e e e e e s semnee e e e e e e e e s ennntnbaneeeeaeaenans 55
4.3 RESUItAOS € DISCUSSAD ....eeviiiiiiiiieeiieiiie et e e e e ettt e e e e e e s smnnne e e e e e e st b e e e eaeeen e 61
4.4 CONSIAEIaCOES FINGAUS ....uuuuuuriiiiiiimmmmmemee e eeeee e ee e e et e et aaaaa e s a e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaens 64

64

(R (S ] Lo T E TP



RESUMO

EFEITO DOS COESPECIFICOS E VOLATEIS DAS PLANTAS Murraya paniculata
(L.) JACK, Psidium guajava L. E Citrussinensis (L.) OSBECK SOBRE O
COMPORTAMENTO DE Diaphorina citri KUWAYAMA (HEMIPTERA:
PSYLLIDAE)

Os agroecossistemas consistem em complexas relagdéisas entre plantas,
herbivoros, e seus inimigos naturais. Sabe-se quai@ria das plantas é capaz de produzir
compostos volateis, utilizados como sinais quimijoos diferentes grupos de insetos. Esses
volateis podem ser produzidos de forma constitwgivaplantas sadias, ou seja, sem inducgéo.
Por outro lado, a producdo de volateis induzidosi&ea partir do contato de secrecbes
liberadas pelo fit6fago com injurias ocasionadals pdimentacdo ou oviposicdo no tecido
vegetal. Para os fit6fagos esses volateis podeatizin a presenca da planta hospedeira, bem
como a presenca de coespecificos e do parceiroalse3@ para 0s inimigos naturais,
predadores e parasitdides, os volateis induziddemasinalizar a presenca do inseto fitéfago
(presa/ hospedeiro) na planta. Nesse contextosp®stas comportamentais Beaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), aos volateis ldatps de murtaylurraya paniculata
(L.) Jack (Rutaceae), infestadas ou ndo por codgmes; foram estudadas. Também foram
investigadas as respostas dos psilideos aos wtgepdlantas d€itrus sinensis (L.) Osbeck
(Rutaceae) infectadas por bactérias causadorasluemglongbing’ ou HLB, uma das mais
sérias doencas dos citros. Nos bioensaios visaodpastos repelentes . citri, foram
testados os volateis de plantas de goiBsaium guajava L.(Myrtaceae) e sua interferéncia
na localizacdo de plantas datrus limonia (L.) Osbeck (Rutaceae) pelos psilideos. As
respostas comportamentais foram mensuradas erarodab ‘Y’ e de ‘quatro vias’. Antes de
estabelecer os bioensaios de olfatometria foratizadas estudos do comportamento sexual
de D. citri. Os resultados obtidos evidenciaram que o iniaiatividade sexual dB. citri
ocorreu entre o segundo e terceiro dia apés a émeeg e que os psilideos foram mais ativos
durante a fotofase. Quanto as influéncias dos eislée plantas, machos e fémea®deitri
responderam diferentemente aos mesmos estimulatvodf. Assim, os machos foram
atraidos apenas aos odores associados as fémeaastéddeas, foram atraidas aos odores das
plantas, porém, evitando os odores associados adsos) inclusive de plantas previamente
infestadas por estes. Verificou-se também, quedokas deD. citri distinguiram os volateis
de citros com HLB dos volateis de plantas saudagsado assim, ficou nitida a atratividade
dos voléateis de plantas infectadas, tanto aoslpssi machos quanto as fémeas. Na busca por
compostos repelentes, também foi possivel demongtia os volateis d@. guajava nao
somente dificultou a localizag&o de plantadeémonia porD. citri, como também repeliram
os psilideos. As descobertas aqui apresentadasdoodexiliar a elaboracdo de novas taticas
para 0 manejo comportamentalDlecitri.

Palavras-chaveDiaphorina citri; comportamento sexual; volateis de plantagspecificos;
repeléncia
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ABSTRACT

EFFECT OF CONSPECIFIC AND PLANT VOLATILES OF Murraya paniculata (L.)
JACK, Psidium guajava L. AND Citrussinensis (L.) OSBECK ON THE BEHAVIOR OF
Diaphorina citri KUW AYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE)

The agro-ecosystems consist of complex trophictioglships between plants,
herbivores and their natural enemies. It is knowat the majority of plants can produce
volatiles compounds used as chemical signals ligrdiit groups of insects. These compounds
can be produced constitutively in healthy plants,, iwithout induction. In other hand, the
production of induced volatiles occurs from the taoh of secretions released by
phytophagous with injuries caused by feeding oposition in plant tissud-or phytophagous,
these volatile compounds may signal the presentieedfiost plant, as well as the presence of
conspecifics and the sexual partner. Although, nahtenemies, predators and parasitoids, the
induced volatiles can signal the presence of phhagpus insects (prey / host) in the plant. In
this context, the behavioral response®adphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)
to plant volatiles of jasmineyiurraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae) infested or not by
conspecifics, were studied. It was also investidjdtee responses of psyllids to volatiles of
Citrus sinensis infected by bacteria that cause the ‘huanglondglondgiLB, one of the most
serious diseases of citrus. Given the studiesdimtto identify repellent compounds
citri, it was tested plant volatiles of guaWsdium guajava L. (Myrtaceae) and their impact
on plant location ofitrus limonia (L.) Osbeck (Rutaceae) by psyllids. Behaviorapoeses
were measured by Y-tube and four-way olfactometBesore establishing the olfactometry
assays, studies @. citri sexual behavior were performed. The obtained testiowed that
the beginning oD. citri sexual activities occurred between the secondthind days after
emergence, and the psyllids were more active duh@ghotophase. In regard to the effects of
plant volatiles, males and females Of citri differently responded to the same olfactory
stimuli. Thus, males were attracted only to odassoaiated with females. Females were
attracted to plant odors, although they avoided®dgsociated with males, including plants
previously infested by them. It was also verifigttD. citri adults distinguished volatiles
citrus with HLB from volatiles released by healtplants. Given that, it was clear that
volatiles from infected plants were attractive tbmales and females psyllids. In search of
repellent compounds, also was possible demonstridiadP. guajava volatiles not only
hindered the location of plants Gf limonia by D. citri, but also provided repellent effect to
psyllids. The findings presented here may help degelopment of new tactics for the
behavioral management Df citri.

Keywords:Diaphorina citri; sexual behavior; plant volatiles; conspecificpeléence
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1 INTRODUCAO

O ‘Greening’ ou ‘Huanglongbing’ (HLB) é considerada@loenca mais grave dos citros
no mundo (DA GRACA, 1991; HALBERT; MANJUNATH, 20080VE, 2006). O HLB foi
relatado pela primeira vez no sudeste da China @9 {REINKING, 1919 apud BOVE,
2006). No Brasil, o primeiro registro foi em 200¥ regido de Araraquara, estado de S&o
Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et aR005); e nos Estados Unidos em
2005 na Flérida (SUTTON, 2005). Hoje o HLB estaspréde em mais de 40 paises
distribuidos pelos continentes Asiético, Africa@meania e Americano (BOVE, 2006). Apds
cinco anos da deteccéo do primeiro foco da doea@rasil, 0 HLB encontra-se disseminada
por quase todos 0s municipios produtores de aiedSdo Paulo (FUNDECITRUS, 2009).

Os agentes causais do HLB formam um complexo ddéfiae Candidatus
Liberibacter spp., gram-negativas, que se deseenmvlnos vasos do floema de seus
hospedeiros (GARNIER; DANEL; BOVE, 1984). Atualmersio conhecidas trés espécies de
bactérias causadoras do HLB: @andidatus Liberibacter africanus, (iifa. L. americanus; e
(i) Ca. L. asiaticus. Desta€;a. L. americanus €a. L. asiaticus estdo presentes no Brasil
(COLETTA- FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 200¥AMAMOTO et al., 2006).

Um dos sintomas mais evidentes do HLB é a presgm¢amos com folhas cloréticas,
que contrastam com as demais folhas da plantagvesicuras). Com a evolucao da doenca,
os demais ramos da planta sdo também afetadokareiuem queda intensa de folhas e seca
dos ponteiros. Além disso, as folhas que remanexgassam a apresentar um mosqueado
com manchas irregulares de coloracao verde clam@rela (FUNDECITRUS, 2007). Nos
frutos os principais sintomas séo a maturacao desone, assimetria bilateral do endocarpo,
ma formacdo das sementes, assim como a presenga fdéxe de vasos alaranjados préximo
a insercéo do pedinculo (BOVE, 2006). Os sintoneasfiutos sdo mais bem observados em
corte longitudinal. Por fim o HLB promove a morte planta, ndo sendo conhecidas medidas
de controle para essa doenca (DA GRACA, 1991; HARBEMANJUNATH, 2004; BOVE,
2006).

Apesar da severidade do HLB e dos danos causadd@aphbiberibacter spp. em seus
hospedeiros, essas bactérias sdo extremamenteddafeEn de insetos vetores para sua
disseminacdo (Mc CLEAN; OBERHOLZER, 1965; SWARTZ;,cMCLEAN; CATLING,
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1970; SAIBE; CORTEZ, 1966) apud (DA GRACA, 1991edle modo, apenas duas espécies
de insetos sdo conhecidas como capazes de tranessts bactéria3rioza erytreae Del
Guercio (Hemiptera: Triozidae) ®iaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae)
(HALBERT; MANJUNATH, 2004).

As bactérias mais comumente associadas ao psibDdesitri sdo Ca. L. asiaticus
(CAPOOR et al.,1967; CHENET al., 1973) apud (HUNGale, 2004) eCa. L. americanus
(TEIXEIRA et al., 2005; YAMAMOTO et al., 2006); eapa o psilided. erytreae a bactéria
Ca. L. africanus (Mc CLEAN; OBERHOLZER, 1965 apud HUN$ al. 2004). Contudo,
ambas as espécies de psilideos possuem a capadigatensmitir, tantcCa. L. asiaticus,
quanto Ca. L. africanus (LALLEMAND; FOS; BOVE, 1986; MASSONJEGARNIER;
BOVE, 1969) apud (HALBERT; MANJUNATH, 2004). A maia dos paises afetados pelo
HLB possuiD. citri como vetor deCa. L. asiaticus (HALBERT; MANJUNATH, 2004;
BOVE, 2006). No Brasilp. citri é conhecido h& pelo menos seis décadas (GOMES; 194
COSTA-LIMA, 1942), sendo considerada até entdo gpragcundaria dos citros. Contudo,
apos o ingresso das bactérias do HLB, e pelo fal. ditri ser considerado um importante
vetor, tornou-se uma das principais pragas dauitura.

O psilideo D. citri € um inseto sugador que mede pouco mais de 0,Zdem
comprimento, de coloragdo parda acinzentada, queepouso permanece em um angulo de
45° formado com a superficie da planta (GOMES, L940tes de chegar a fase adulta, as
ninfas deD. citri passam por cinco instares, sendo que o ciclodi de ovo a adulto, dura
aproximadamente 40 dias conforme a temperaturanioeate e a planta hospedeira (TSAI;
LIU, 2000; NAVA et al., 2007).

Os Unicos hospedeiros registrados pBracitri, pertencem aos génerd@trus e
Murraya, ambos da familia Rutaceae (HALBERT; MANJUNATH,02). Contudo, n&o séo
todasMurraya spp. que permitem o completo desenvolvimentdDdeitri, ocorrendo em
alguns casos, somente a postura, sem que hajaenvdésmento ninfal (AUBERT, 1987;
SILVA et al.,, 1968).Por outro lado, a planta murt®durraya paniculata (L.) Jack &
mencionada frequientemente na literatura como hesgpepreferencial d®. citri (AUBERT,
1987; IKEDA; ASHIHARA, 2008), na qual o inseto poelecontrar condi¢cdes adequadas para
alimentacdo, reproducdo e desenvolvimento (NAVA aét 2007). Aparentemente, as

continuas brotacdes ti& paniculata contribuem para a manutencao de altas populacdes de
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citri, especialmente quando ndo h& brotacbes dispomuvsigomares comerciais de citros
(LIU; TSAI, 2000).

Em geral as folhas jovens das plantas liberam gsamliantidades de compostos
volateis, que por sua vez podem influenciar no artamento dos insetos. Insetos sugadores,
como os psilideos dependem dessas brota¢cfes paiassias necessidades nutricionais e de
sua prole (KARBAN; BALDWIN, 1997). Portanto, plastaom constantes brotacdes cadvho
paniculata, provavelmente, possuem alta produgcédo de vol&aes,podem ser atrativos para
D. citri.

Assim, muitos dos compostos volateis produzidos glantas ou insetos, podem
interferir nas relacdes ecoldgicas, tanto dos asgass que 0s emitem, quanto daqueles que os
recebem (DICKE; LOON Van, 2000; POECKE Van; DICKHEO04), mediando, complexas
interagOes troficas e reprodutivas. Neste sentiddescoberta de semioquimicos capazes de
alterar as respostas comportamentaiB.dgtri pode ser de grande utilidade no seu manejo.

Aparentemente, algumas espécies de psilideos fagendos compostos volateis das
plantas hospedeiras no processo de localizacicad®ip sexual (HORTON; GUEDOT;
LANDOLT, 2007; HORTON; LANDOLT, 2007). Além diss@ associacdo dos volateis das
plantas hospedeiras com os odores de psilideopaxifisos parece incrementar o encontro de
machos e fémeas (SOROKER et al., 2004). Paraitri existem indicios de que as fémeas
emitem odores atrativos aos machos (WENNINGER; HAIA008), contudo ndo héa
informacdes sobre o papel das plantas hospedakasetendo o encontro sexual, nem
estudos da inducao de volateis por coespecificos.

Os volateis emitidos pelas plantas infectadas opdtogenos também tém se
mostrado importantes mediadores das relacOes platnéas e insetos vetores, promovendo
alteracbes comportamentais nestes ultimos. A emidssses volateis, em alguns casos, pode
tornar as plantas infectadas mais atrativas aagegefavorecendo assim a disseminacao do
patdgeno (MAUCK; DE MORAES; MESCHER, 2010). Pardigsos existem apenas dois
trabalhos que exploram essas alteracbes, ambaydas pelo fitopatdgen&andidatus
Phytoplasma Mali na emisséo de volateis em masidlia@us domestica (Rosaceae). Nessa
interacdo as plantas infectadas foram mais ateteapsilideo veto€acopsylla picta (Syn.
Cacopsylla costalis Flor) (Hemiptera: Psyllidae) do que plantas sad{®$AYER;
VILCINSKAS; GROSS, 2007, 2008). Com relacdo ao HisBbe-se que plantas @G#rus
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sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) infectadas, sofrem altemtiequimicas promovidas pela
presenca d€a. Liberibacter sp., resultando no acumulo de méitalsGsecundarios nas folhas
(CEVALLOS-CEVALLO; REYES-DE-CORCUERA, 2008; MANTHE)Y2008). No entanto,
ainda sdo desconhecidos os possiveis efeitos dgdadle volateis er@itrus spp. porCa.
Liberibacter spp., no comportamentollecitri.

As relacdes entre um fitopatdogeno, planta hospedeiinseto vetor mediadas por
volateis de plantas sédo bastante complexas. O ciomdigto desse sofisticado mecanismo de
comunicagcdo pode resultar na descoberta de novopostos volateis, passiveis de uso no
manejo comportamental desses insetos, transmisdeféspatdgenos.

Além de compostos atrativos, existem volateis dentps com grande potencial
repelente aos insetos. Particularmente, no cagsitideoD. citri, ha relatos no Vietna — pais
com a citricultura severamente prejudicada pelo HLgue a presenca de plantas de goiaba
Psidium guajava L. (Myrtaceae) intercaladas com plantas de cifposleria afastar este inseto
dos pomares e consequentemente reduzir a incid@aciaenca (BEATTIE et al., 2008).

Portanto, o conhecimento das alteragcdes comportamesmD. citri, promovidas por
volateis de plantas e seus coespecificos, repeFaamnna alternativa de novas estratégias para
0 manejo desta praga, seja mediante a confec¢é&rale atrativas, compostos repelentes ou
até mesmo por meio da manipulacdo dos processqgsiliiwos que induzem ou regulam a

producao de volateis nas plantas.
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2 RESPOSTAS OLFATIVAS DE Diaphorina citri KUWAYAMA (HEMIPTERA:
PSYLLIDAE) AOS VOLATEIS DA PLANTA Murraya paniculata (L) JACK
(RUTACEAE) E DOS COESPECIFICOS

Resumo

Nos ultimos anos a citricultura mundial vem sofi@muiandes prejuizos ocasionados
pela doenca ‘Huanglongbing’ ou HLB, promovida pactériasCandidatus Liberibacter spp.,
que tem como inseto vetor o psilidBoaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae).
Além dos citros, a planta de mutéurraya paniculata (L.) Jack. (Rutaceae) € mencionada
como hospedeira preferencial de todas as faseb. d#tri. Desse modo investigou-se a
hip6tese dos volateis liberados por essa plantizeiméiarem a atracdo e 0 encontro sexual em
D. citri. Assim, o efeito dos volateis de plantas induziolashdo deM. paniculata sobre os
adultos deD. citri e desses aos seus coespecificos foi exploradobematério, utilizando-se
um olfatdmetro ‘Y’ com fluxo de ar controlado (4®AL.min™). Os tratamentos foram os
volateis de: (i) Plantas sadias; (ii) plantas sadi20 fémeas; (iii) plantas sadias + 20 machos;
(iv) plantas induzidas durante 24 horas por 20 &mév) plantas induzidas durante 24 horas
por 20 machos; (vi) 20 fémeas; (vii) 20 machosyii) @r limpo (controle). Cada tratamento
foi confrontado com o controle e posteriormenteyedes que diferiram estatisticamente
confrontados entre si. Machos e fémeas foram testedlividualmente para cada tratamento
com 20 repeticbes. Os bioensaios foram realizadosfadofase a 25C e UR 70%. Os
resultados foram analisados pelo teste de qui-gdadP<0,05). Machos e fémeas e citri
responderam de forma distinta. As fémeas foramdaisgpelos tratamentos contendo volateis
de plantas de murtd. paniculata (i, ii, e iv) exceto quando associadas aos maghasv). Ja
0s machos foram atraidos somente por volateis qtosi de fémeas (ii e vi). Estes resultados
sugerem que os volateis da planta de mbifttgoaniculta ou mesmo um possivel atraente
sexual possam estar envolvidos na atratividadantdistntre machos e fémeashiecitri.

Palavras-chave: Respostas olfativas; volateis detas; atracadDiaphorina citri; Murraya
panicul ata

Abstract

In the last years worldwide citriculture have bseffering severe economic losses due
to the disease ‘Huanglongbing’ or HLB, caused kg lacteriaCandidatus Liberibacter spp.,
which are transmitted by the psyllidiaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae).
Besides citrus, jasmine plaMurraya paniculata (L.) Jack (Rutaceae) is mentioned to be a
preferential host of alD. citri stages. For this reason, it was investigated yipothesis that
volatiles released by this plant could play a rwoleattraction and in the sexual partner
encounter oD. citri. Thus, the effects of volatiles released frvnpaniculata induced and
non-induced plants as well as from conspecificheoadults oD. citri were assessed in the
laboratory using a Y-tube olfactometer arms andeurmbntrolled air flow (400 mL.mif.
The treatments consisted of volatiles releasedipydealthy plants; (ii) healthy plants + 20
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females; (iii) healthy plants + 20 males; (iv) imed plants during 24 hours with 20 females;
(v) induced plants during 24 hours with 20 male$; 20 females; (vii) 20 males; and (viii)
clean air (control). Each treatment was compareH thie control, and subsequently, the ones
that statistically differed from the control werengpared between them. Males and females
were tested individually to each treatment, commpgis20 replicates. The bioassays were
performed during photophase at’@5and relative humidity 70%. The results were aredy
through chi-square tesP£0,05). Males and females responded distinctly. fEineales were
attracted to the treatments containing volatilegasiine plantM. paniculata (i, ii, e iv)
except when they were associated with males ). én other hand, males were attracted just
to volatiles from females (ii e vi). These resudtgygest that volatiles from jasmine pldut
paniculta, or even a possible sexual attractant, can be iedalv the differential attractiveness
between males and femalesnfcitri.

Keywords: Olfactory responses; plant volatiles;raation; Diaphorina citri; Murraya
paniculata

2.1 Introducéo

O interesse por estudos com volateis de plantas efgito sobre o comportamento dos
insetos tem aumentado nas Ultimas décadas. A malestes trabalhos envolve as defesas
induzidas nas plantas por insetos fitdfagos e ssposta sobre os inimigos naturais (DE
MORAES et al., 1998; DICKE; LOON, 2000).

Nos insetos sugadores, os poucos estudos conduewosaqueles do grupo dos
psilideos (Psyllidae), demonstraram que a indugiplantas hospedeiras foi semelhante aos
obtidos para os fitéfagos quanto a atracdo de gumnaturais (SCUTAREANU et al., 1997;
DRUKKER; BRUIN; SABELIS, 2000; MEHNEJAD; COPLAND,@®6).

Contudo, alguns outros poucos trabalhos sugerenagipi&antas hospedeiras induzidas
pelos psilideos poderiam produzir volateis que feeriam o encontro sexual desses insetos
(REDDY; GUERRERO, 2004; SOROKER et al., 2004). Aldisso, Wenninger et al. (2008)
demonstraram que as fémeadiaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) atraem os
machos para o acasalamento, o que indicaria abflaksile de um complexo mecanismo
envolvendo o comportamento sexual nesta espécie.

Assim, este capitulo visou investigar o efeito dokiteis da planta hospedeira murta
Murraya paniculata (L.) Jack., induzidas ou nédo, sobre os adultossil@poD. citri, e desses

aos seus coespecificos.
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2.2 Material e métodos

Obtencéo dos insetos e plantas

Os exemplares d®. citri foram obtidos inicialmente a partir de uma criacado
previamente estabelecida no Laboratorio de Biolatgalnsetos da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) e outra do mado de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus), ambas provenientes de pomares c@isedo interior do Estado de Séo Paulo
— Itapetininga e Botucatu no caso da ESALQ e SRétdo Sul para o Fundecitrus. A partir
dai uma nova criacdo foi estabelecida em sala cafi°Z, 70+10% UR e fotofase de 14
horas, seguindo a metodologia modificada de Skelldpy (2004).

Para os biensaios envolvendo a atividade sexudD.detri, plantas de murtay.
paniculata foram mantidas em casa-de-vegetacdo, onde reoebemlas, adubacéo,
tratamento fitossanitario, transplante, etc. Apdsperiodo entre 8 a 15 dias, as plantas com
brotacbes foram separadas e transferidas paragalel acrilico (60 x 60 x 50 cm) (Figuras
2.1A e B). Os adultos recém emergidos foram separgdr sexo e agrupados em gaiolas
feitas com garrafas de politereftalato de etileR&T) de 4L, contendo uma planta Kl
paniculata (Figura 2.1C). Nestas gaiolas foram mantidos adutteD. citri destinados a
reproducdo (Figuras 2.2A e B). Apés um periodo méxde sete dias, as plantas com
posturas d®. citri foram novamente separadas e armazenadas em gaiolasas descritas
anteriormente, para o desenvolvimento ninfal (RAgueC).

Em estudos prévios foi estabelecido um método digidualizacdo dos psilideos em
gaiolinhas (Figura 2.3A). Essas gaiolinhas forantizatlas sobre as folhas das plantas,
aprisionando ninfas de 5° instar até que elasiatiegn a fase adulta, evitando assim, qualquer
contato entre adultos recém emergidos (Figura 2.8B)gaiolinhas foram confeccionadas
com duas pecas de silicone de 0,5cm de diametf® @i de altura cada peca, recoberta com
tela de ‘voile’ para evitar a fuga dos insetosakgaiolinha foram presas nas folhas com o
auxilio de um grampo metélico, que quando justagostrmaram o espaco disponivel para a
permanéncia do inseto, sem, no entanto, interéemn seu comportamento (Figura 2.3C).
Para evitar que as pecas de silicone ferissemaasapl foi colado na borda das mesmas, uma

espuma plastica.
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Para a padronizacdo da idade dos psilideos nassfatarias adequadas
bioensaios, 0s insetos recém emergidoam separados nas gaiolinhas de desenvolvin
ninfal. Deste modo, nas épocas de realizacdo demnsaios, todos os adultos foram colet:
diariamente, permanecendo na gaiola, apenas a&s!

Imediatamente apds cada coleta de adultos, osidludis fram separados por sexc
agrupados em gaiolas especificas para machos @aa$comidade conhecida. A separacg
dos sexodoi realizada em estereomicroscopio com aumentseis vezes, por meio d
visualizacdo da porcao final do abdome dos psiidem vsta ventral, distinguin-se o

aparelho reprodutor de cada scomo demonstrado por Aubert (1987).

Figura 2.1 - Criagdo dBiaphorina citri em laboratério: (A) Gaiolas de acrilico destinadaseproducdo
desenvolvimento ninfal (60 x 60 x 50 cm); detalhes do interior das gaiolas com muda
Murraya paniculata; e (C) gaiolas alternativas para a manutengdo adultos de psilideos
destinados aos bioense
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Figura 2.2 -Fases do desenvolvimento Béaphorina citri: (A) Casal em cOpula; (B) adulto em brotacdo de
Murraya paniculata; e (C) ninfa num ramo dd. paniculata

Para os bioensaios envolvendo olfatometria, a &viadeD. citri foi realizada em
plantas deCitrus limonia (L.) Osbeck, com 25 a 30 cm de altura, cultivadas eivetas’
plasticos de 20 cm de altura por 1,5 cm de diamewatendo substrato formulado com
vermiculita mais composto vegetal (1:1). As plantasam constantemente podadas para
estimular a producéo de brotagcdes visando favore@imentacdo e oviposicdo dos insetos
(AUBERT, 1987; TSAI; LIU, 2000).No momento dos bioensaios as plantas foram
transferidas para o laboratério. Para evitar unsipes condicionamento de. citri a planta
M. paniculata, a criacdo deste inseto foi realizada exclusivéaenem plantas d€. limonia

(lim&o-cravo) owCitrus sinensis (L.) Osbeck variedade Péra.
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Figura 2.3 -Gaiolas de individualizagéco psilideoDiaphorina citri: (A) Plantas deMurraya paniculata com
ninfas deD. citri individualizadas; (Bdetalhe de um ramo dd. paniculata com uma gaiola; (C)
gaiola desmontada comsta por dois compartimentos e um grampo

Determinacao da atividade sexui de Diaphorina citri

Com o objetivo de conhecoshorarios e idades de maior atividade sexuz D. citri,
0s adultos foram inicialmentadividualizados e o sexo determinagim tubos densaio de 1
x 7cm (Figuras 2.4A e Bjonforme descrito anteriormenOs casais com idades conheci
foram dispostoem gaiolas de vidro de 42 mL contendo um ramo datplhospedeira murt
M. paniculata (Figura 24C). Os casais foram classificados por faixas de idadesete
categorias, sendo: (i) D- (i) 1-2; (iii) 2-3; (iv) 3-4; (v) 4-5; (vi) 56; e (vii) €-7 dias apos a
emergéncia. Cadfaixa de idad foi observado durante 15 minutos a cada 45 ros, num
ciclo de 24 horasTodas as observacdes foram realiz ao longo de 24 hor em condi¢des
de laboratorio, com 25+1°CIR 70+10% e fotoperiodo 12:1%uz: escurc — iniciando-se as
6:00 e finalizando as 18:00Roram observados 30 casais por idad&alizando 210 cas:i
(Figura 2.4D).

O horério de iniciodos experimens foi sempre as 12:00 horas visa permitir
preservar as observacOdsirante ainversdo luminosa €ntardecer e amanhe’). Nas
condicbes de escotofase, as observacdes fconduzidas contampadas de luz vermell
monocromaticapara nao influenciar o comportamento dos inséB@MMON, 196¢ apud
SILVEIRA NETO et al.,197¢).
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Figura 2.4 Bioensaios com observacgédo @dultos deDiaphorina citri de diferenteidades 0-1, 1-2, 2-3, 3-4, 4-
5, 5-6, e 67 dias apOs a emergénor 24 horas: (A) Coleta dos adultos recém erdos; (B)
individualizacdo dos machos e fémeas em tub ensaio; (C) giola de vidro de 42mL (em detalt
contendo um ramo da planta hospedM. paniculata e um casal d®. citri; (D) gaiolas de vidro
dispostas numa bancada para as observacfes dortamgaoto sexual dD. citri

Bioensaiosde olfatometria

Para verificar o efeito dos volateis da plaM. paniculata sobre o comportamento
D. citri e/ou seuscoespecificosfoi utilizado um olfatdbmetro ‘Y’ constituido de um tu
principal e dois tubos laterais de vidro (15 x 3 éonmando um angulo de 1°(Figura 2.5A),
aos quais foram conectadas camaras contendo asématios a serem testados (Figura 2.
O fluxo de ar foi gerado por uma bomba de vacuguifa 2.5C) conectada ao olfatdmetro,
permitiu a passagem do ar pelos tubos lateraisleegada dos odores ao tubo principa
fluxo utilizado foi de 400 mL.mi™, controlado por fluxémetros (Figur.5D) dispostos nas
extremidades da entrada de ar. Todas as conextiesoenlifatometro e as camaras conte

os tratamentos foram feitas com PTFE (Teflon®), & presente no sistema foi inicialme
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filtrado por um carvao ativado (Figura 2.5E) e ufieddo (Figura 2.5F), sendo ao final
desumidificado em silica gel (Figura 2.5G) e eliatio para uma area externa a sala de
bioensaios. Em cada braco do olfatbmetro foi digplimado um campo de odor,

possibilitando assim a livre escolha dos psilideogelacdo aos tratamentos.

Figura 2.5 - Equipamentos utilizados no sistemalfiEometria: (A) Bomba de vacuo; (B) filtro de ¢ao
ativado; (C) fluxémetro; (D) umidificador; (E) camaade coleta de volateis de plantas; (F) tubo
“Y”(arena); (G) desumidificador com granulos décsil

Bioensaios de olfatometria- Etapa 1

Visando-se conhecer as respostas olfativa®.deitri aos estimulos das plantas de
murta M. paniculata, e/ou seus coespecificos, machos ou fémeas, cani 8ias de idade
foram expostos em grupos de 10 individuos simudtameamte no olfatbmetro ‘Y’ aos volateis

dos seguintes tratamentos: (i) Planta sadia (@ sem a presenca @ citri); (ii) planta
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sadia + 20 fémeas; (iii) planta sadia20 machos; (iv) 20 fémeas; (v) 20 machos; e qvi)
limpo (controle). Nos tratamentos (ii) e (iii) asuptas de murta foram oferecidas em conjunto
com os psilideos, porém sem o contato direto exle®, por meio de um tecido de ‘voile’
durante os bioensaios (plantas sem inducéo). Foemlizadas 20 repeticbes para cada
tratamento.

As respostas comportamentaislecitri foram registradas em trés diferentes tempos
(5, 10 e 15 minutos), contados a partir inicio ddacbioensaio, conforme a metodologia
proposta por Soroker et al. (2004).

A cada repeticdo o olfatbmetro foi girado em 18@frapevitar um possivel
condicionamento dos insetos em relacdo ao ambiBotenesmo modo, apés cada bioensaio,
tanto o olfatbmetro quanto os tubos laterais e £ulgavidro foram lavados com detergente
neutro, e, secos em estufa a 120° C por 60 minlitms os bioensaios foram realizados em

sala com 25 +%C e 70 + 10% UR, das 14 e 16h, e os insetos dagcarapds cada repeticao.

Bioensaios de olfatometria- Etapa 2

Nesta etapa machos e fémeasdecitri com 3 a 7 dias de idade foram expostos
individualmente no olfatbmetro 'Y’ contendo os weid da planta de murtsl. paniculta
(induzidas ou nad@/ou seus coespecificos nos seguintes trataméntBsanta sadia (ou seja,
sem a presenca d® citri); (ii) planta sadia + 20 fémeas; (iii) planta sadi 20 machos; (iv)
plantas induzidas durante 24 horas por 20 fémegagldntas induzidas durante 24 horas por
20 machos; (vi) 20 fémeas; (vii) 20 machos; e )i limpo (controle). Nos tratamentos (ii) e
(i) as plantas de murta foram oferecidas em amgjicom os psilideos, porém sem o contato
direto entre eles, por meio de um tecido de ‘voderante os bioensaios (plantas sem
inducdo). Quanto aos tratamentos (iv) e (v) envaleeinducdo das plantas, os psilideos
tiveram acesso livre a estas num periodo compreéemubr 24 horas para alimentacdo antes
dos bioensaios.

Pelo fato do olfatdmetro 'Y’ ser um sistema quenug apenas a comparagao entre
dois odores por vez, a principio, todos os tratdaoseforam confrontados com o controle (ar
limpo). Numa etapa posterior, os tratamentos qtexidim do controle, foram confrontados

entre si (dois a dois), até completar todas as owgbes possiveis.
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Com base em testes preliminares o periodo de telmd®d minutos foi estabelecido
para a resposta dos psilideos. A escolha se dewdguzada individuo cruzou uma linha
demarcada na porg¢éao final do tubo, denominada ldéhascolha (le), situada a 3 cm da
conexdao final do tubo (Figura 2.6A). Tanto os machaanto as fémeas @k citri foram
introduzidos individualmente no braco principal tldo Y’ (Figura 2.6B) e observados
durante o tempo pré-estabelecido.

Foram realizadas 20 repeticdes para cada sexod® repeticdo o olfatdmetro girado
em 180° para evitar um possivel condicionamentoirttetos em relacdo ao ambiente. Apos
cada bioensaio, tanto o olfatbmetro quanto os tlditesais e cubas de vidro foram lavados
com detergente neutro, e, secos em estufa a 138 G0 minutos. Os bioensaios foram
realizados em sala com 25 ¥ e 70 + 10% UR, das 14 e 16h, e os insetos dascarapds

cada repeticao.

s | A

Figura 2.6 - Arena do olfatbmetro ‘Y’: (A) Marcagdatilizadas nos bioensaio§d) campos de odorld) linha
de escolha dos tratamentodi) (linha inicial do bioensaio. As setas indicam aechio de
caminhamento dos insetos na arena; (B) introdueddiaphorina citri no braco principal da arena.
A seta indica o psilideo sendo liberado no tubo ‘Y’

Andlise dos dados

Os dados referentes ao numero de casais em cuuidaoe foram analisados pelo
teste ‘G’ P < 0,05). Os dados obtidos para cOpulas totais egsal, para as diferentes idades
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, skgpelo teste de DunrP(< 0,05). Os
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dados referentes aos casais em funcao dos hooéwdaeshouve copulas foram analisados pelo
teste ‘G’ P <0,05).

Os dados referentes aos bioensaios de olfatoni#tpas 1 e 2 foram analisados pelo
teste't’ pareado P < 0,05) e Qui-quadradg?) (P < 0,05), respectivamente.

2.3 Resultados e discussao

Determinacao da atividade sexual dBiaphorina citri

A partir das observacfes da atividade sexuaDdeitri, foi possivel estabelecer a
frequéncia e idade de inicio das cépulas, bem acomamero médio de copulas por casal para
as diferentes idades, e 0s horarios em que elasavaireram.

Casais com até dois dias e a partir do sexto dia aggmergéncia ndo copularam. A
maior freqUéncia de cépulas ocorreu com casaig én8 dias (64%), que coincidiu com o
inicio da atividade sexual nesta espécie, comeljdotistrado powenninger e Hall (2007A
auséncia de copulas no primeiro dia de vidaDeritri, de acordo com estes mesmos autores,
poderia estar relacionada a uma nao completa eszigao dos 6rgdos reprodutivos. 1sso
implicaria na dificuldade da fémea em receber gemesatéforos dos machos, ou que ainda
ndo teriam quantidades de gametas estocados stéiipara serem transferidos as fémeas.
Para os demais casais com idades de 3-4, 4-5dds,6a frequiéncia de copulas foi de 18, 9 e
9% sobre o total de cépulas observado, respectivieni€abela 2.1).

As copulas enD. citri ocorreram somente na fotofase entre as 10:00 ©1,8r@0
havendo uma preferéncia dos insetos neste peried0,541). Na escotofase, os casais
apresentaram pouca movimentacdo, sendo estes ademultsemelhantes aos obtidos
anteriormente powenninger e Hall (2007)Esses autores atribuiram a restricdo da atividade
noturna deD. citri, as baixas temperaturas ocorridas durante osimgrgos, porém, mesmo
com a temperatura mantida por volta dos 24°C (resttedo), a atividade dos psilideos foi
reduzida na auséncia de luz, sugerindo que a lwitiade pode ser tdo importante quanto a
temperatura no comportamentoldecitri.

Aparentemente, os dados de copulagiemitri sugerem a principio, que a populacao

utilizada nestes bioensaios, provenientes de mgaesado interior do Estado de Sao Paulo
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(vide Material e Métodos), apresentam baixa inaiderde acasalamentos, assim como
observado, porém néo quantificado por Wenningealé (8007) em duas épocas distintas do
ano em populacfes desta espécie na Florida-EUAuGonvale ressaltar que algumas destas
fémeas foram capazes de realizar novas copulasieodq acordo com os dados obtidos
Wenninger e Hall (2008) poderiam aumentar a capdeideprodutiva das fémeas, muito
embora, curiosamente, a presenca e assédio candt@simachos, junto as fémeas, acabaram
por suprimir sua oviposicao.

Nos casais com 2-3 dias de idade foi também ondereac 0 maior numero de
recopulas, representando 80% destas, com 3 cégmulasédia por casal (Tabela 2.1).

Uma ressalva importante € que as observacOes adadizneste estudo foram
guantificadas durante 15 min. a cada hora do dipieondo descarta a hipétese de que outras
copulas tenham ocorrido fora destes intervalostaremnbora, a duracao das copulas neste
psilideo é de 48,3 £ 8,4 min. em média segundo VMgen e Hall (2007). Contudo, a
incidéncia de acasalamentos €ncitri aparenta ser baixa, e parece estar relacionado as

caracteristicas intrinsecas da espécie, o quesitecssr melhor investigado.

Tabela 2.1 — Numero de casais em cépula, totatdpealas e média de cépulas por casdDidphorina citri em
diferentes idades em ramos da planta mitaraya paniculata (n=30/idade)

Idade dos psilideos Diaphorina citri
0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 Total
Casais em cépula’ 0 0 7(64%)a 2(18%)b 1(9%)b 1(9%)b 0 11(100%)

Totais de copulas® 0 0 21(80%)a  3(12%)b 1(4%)b 1(4%)b 0 26(100%)
Cépulas por casal® 0 0 3a 1,5b 1b 1b 0 -

Notas:' Valores seguidos de mesma letra na linha nécedifentre si pelo teste ‘GP¢ 0,05).
2 Valores seguidos de mesma letra na linha ndo difenetre sipelo teste dé&ruskal-Wallis, seguido
pelo teste de DunriP€0,05).
3 Médiasseguidas de mesma letra na linha néo diferem shpelo teste déruskal-Wallis, seguido
pelo teste de DunriP€0,05).

Bioensaios de olfatometria- Etapa 1

Grupos de machos e fémeasDiecitri responderam de forma distinta aos volateis da

planta de murtayl. paniculata e de seus coespecificos. Os machos nédo apreseléeaesse
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pelos volateis da planta hospeddida paniculata, tampouco aos odores de outros machos
(Figura 2.7A e B); no entanto, responderam contoteieente aos estimulos promovidos
pelas fémeas (Figura 2.7C), e de plantas de mu&meas (Figura 2.7D).

As fémeas, por sua vez, foram atraidas somentedéieis da planta hospedeiva
paniculata (Figura 2.8B). Quando os odores de machos e glatganurta foram oferecidos
em conjunto, as fémeas nao foram atraidas (Fig8i2)2

Por exclusdo, os resultados sugerem que os mdoherm atraidos somente por
fémeas, uma vez que o tratamento contendo somsmnelateis das plantas & paniculata
nao exerceu influéncia sobre seu comportamento. {Sem nota-se que plantas sadias de
murta, sem presenca de fémeas néo atrairam maehsciri. Aparentemente, somente as
fémeas seriam atraidas por estas plantas; e essivplmente, atrairiam os machos ao seu
encontro na planta, assim como ja demonstrado tambd Wenninger e Hall (2007).
Todavia, neste ultimo caso, tanto Wenninger e {28l07) quanto o estudo atual os dados n&o
permitiram concluir se tratar de um feromonio séxutator responsavel pela atracao entre os
sexos embD. citri. Apesar disso, particularmente durante os bioessam que foram
oferecidos os volateis de fémeas aos machos, gstegrias ocasifes tentaram copular entre

si, sugerindo fortemente a existéncia de um feroongexual nesta espécie.



34

A 5. Obranco  m machos B O branco W murta
5 -
4
(2]
= g4
P 5
T 3
o) S 3
© )
2 1 ke
g 8 2]
€ @
2 11 51
0 o
5min 10min 15min 5min 10min 15min
tempo tempo
Obranco ®m fémeas Obranco W murta+ fémeas
C 54 D
5 4
4 *
) 4
2 8 *
& 31 * S
€ < 3
9 IS
24 [0}
[e] ho] i
o ° 2
E ]
c 14 g 1.
c
0 0 : :
5min 10min 15min 5min 10min 15min
tempo tempo

Figura 2.7 - Respostas dos machos Riephorina cirti aos volateis deMurraya paniculata e insetos
coespecificos de ambos os sexos aos 5, 10 e 18minicio dos bioensaios: (A) Proporcao de
respostas aos machos; (B) propor¢éo de resposfaganiculata; (C) proporcao de respostas as
fémeas; (D) proporcéo de respostdd.gpaniculata + machos. (*) Indica diferenca significativa
entre tratamentos pelo Teste ‘t’ pareade (0,05)
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Figura 2.8 - Respostas das fémeadDdaphorina citri aos volateis délurraya paniculata e coespecificos de
ambos os sexos aos 5, 10 e 15min. do inicio dosnb&os: (A) Proporcdo de respostas aos
machos; (B) proporcédo de respostddl.gpaniculata; (C) propor¢do de respostas as fémeas; (D)
propor¢cdo de respostas M. paniculata + machos. (*) Indica diferenga significativa entre
tratamentos pelo Teste ‘t’ paread®<(0,05)

Bioensaios de olfatometria- Etapa 2

Nesta etapa foi possivel avaliar individualmenteesposta olfativa de machos e
fémeas do psilide®. citri aos volateis de plantas de muilNh paniculata sadias e/ou

induzidas pelos psilideos (machos e fémeas); @alganurta em conjunto com coespecificos
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(machos ou fémeas), porém sem entrarem em contismao uma possivel inducdo; e aos
seus coespecificos (machos e fémeas).

Como demonstrado na Etapa 1, ficou evidente quaazhos foram atraidos somente
por fémeas, em detrimento aos volateis da plargpdteirdVl. paniculata e de outros machos
(Figura 2.9). Embora os machos tenham respondiglarda de murta + fémea, quando esta
foi esteve sozinha, na auséncia de fémeas, nacelaitacdo, sugerindo se tratar somente de
uma resposta as fémeas. Além disso, os machos raméé demonstraram interesse por

volateis de plantas de murta induzidas por machdéroeas.
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Figura 2.9 - Porcentagem do nimero de respostasagdbos adultos dBiaphorina citri aos diferentes odores
oferecidos em olfatémetro Y’. (*) Indica diferengignificativa entre os tratamentos pelo teste de
Qui-quadrado #?) (P < 0,05). Tratamentos: brancbcf), machos rfiac), fémeas fem), planta de
Murraya paniculata (pla), inducéo por 24hliid)

Para fémeas do psiliddd. citri, constatou-se que os volateis da planta hospedeira

murta, M. paniculata sadias ou induzidas por outras fémeas foram dasisino
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desencadeamento de atracdo nesta espécie (FigQ)aFicou claro que as plantas de murta
tornaram-se ndo atrativas quando associadas aokosnaélém disso, as fémeas nao
responderam aos tratamentos contendo plantas d& nmauzidas por machos ou pelos

proprios machos.
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Figura 2.10 - Porcentagem do numero de resposténtEas adultas deiaphorina citri aos diferentes odores
oferecidos em olfatdmetro ‘Y’. (*) Indica diferengignificativa entre os tratamentos pelo teste
Qui-quadradoyR) (P < 0,05). Tratamentos: brandoac), machosrfac), fémeasfem), planta pla),

e indugaoifd)

Quando as fémeas foram submetidas ao confront@ estrtratamentos contendo
plantas de murta sadias versus induzidas por fémeambas atrativas isoladamente — nao
houve diferenca na resposksso, aparentemente anulou a resposta das férgasinslo que
ambas as plantas sdo capazes de atrair as fénmeaed€, somente uma analise quimica dos

volateis ém andamento) dessas plantas e um bioensaio destes compostegpesclarecer o
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mecanismo de atracdo envolvido neste processoa Raber, por exemplo, se os compo
liberados pelas plantas induzidas por fémeas, moadifseu leque de compostos quimico:
se mesmonduzidas essas plantas continuam liberando aqueta(gposto(s) atrativc

Uma dindmica das respostas olfativas do psiliD. citri aos volateis a planta
hospedeira murtayl. paniculata, bem como o modelo datracdo sexuenesta espécie foi
representado na Figura 2.11.
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Figura 2.11 Jlustracé@o representands respostas olfativados machos e das fémeasDiaphorina citri aos
odores da plantanurte Murraya paniculata sadia ou induzida e a@®especificc, em diferentes
combinagdes. As linhepontilhadasrepresentam as respostas dos machos, enquants djubaz
cheias, as respostas dameas

O encontro deum parceiro sexual em muitos grupos de inseparece estar
intrinsecamenterelacionado as influénciaquimicas dasplantas hospedeir (REDDY;
GUERRERO, 2004). Além disso, as plantas hospedeiras além de foraecerutriente:
essenciais para o desenvolvimento e reproducéondets, liberam uma gama de vola
guimicos que auxiliam na sua localiza¢gNeste sentido, um habito interessante nsetos
sugares, como os psilideos, é sua preferénciarptaches, que sabidamente por apresent
inimeras folhas novasliberaram quantidades consideraveis de vol (KARBAN;

BALDWIN, 1997).Com isso, estes insetestabeleceramma relacéo de depeéncia com as
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novas brotacdes para suprir suas necessidadesiondis e de sua prole, além favorecer a
ocorréncia de acasalamentos como ja observadolpani#ri (AUBERT, 1987; LIU; TSAI,
2000; TSAI; LIU, 2000; HALL; ALBRIGO, 2007).

Dentre os psilideos, Soroker et al. (2004) demarestn que as fémeas Gacopsylla
bidens Sulc (Hemiptera: Psyllidae) foram atraidas pelléteis de plantas novas sadias — ndo
induzidas — de pér&yrus sp. (Rosaceae), e estas por sua vez foram cagazasair 0s
machos por meio de um ferombnio sexual. PosterioteneHorton e Landolt (2007),
Guedot,Horton e Landolt (2008), e Horton, Gueddtamdolt (2008), trabalhando com a
mesma espécie em péra, demonstraram por meio deerdds experimentos que ramos
infestados ou previamente infestados (‘possivelméntiuzidos’) por fémeas atrairam os
machos. Resultados semelhantes foram observadiesestisdo para a atracdo dos machos de
D. citri quanto pela planta hospedeira de muklga,paniculata sadia (sem inducéo) ou

induzida por fémeas.

3.4 Considerag0es finais

As evidéncias encontradas neste capitulo demonsfuanmachos e fémeas Decitri
respondem diferentemente aos mesmos estimulos/offadbrindo novas perspectivas para o
entendimento do comportamento sexual dessa espéciémeas foram atraidas por volateis
da planta hospedeira murtsl, paniculata sadias (sem inducdo) ou induzidas, assim como
estas foram capazes de atrair os machos. Desse, moto provavel descoberta do(s)
composto(s) quimico(s) envolvidos nestes procepsdgrdo ser Uteis para 0 manejo deste

psilideo.
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3 ESTUDOS PRELIMINARES DAS RESPOSTAS OLFATIVAS DE Diaphorina citri
KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE) AOS VOLATEIS DE PLA NTAS DE
Citrus sinensis (L.) OSBECK (RUTACEAE) INFECTADAS POR Candidatus
Liberibacter asiaticus

Resumo

O ‘Huanglongbing’ ou HLB é considerado a mais séradevastadora doenca dos citros
da atualidade, tendo como agente causal as bactastidiosagandidatus Liberibacter spp.,
exclusivamente transmitidas pelo inseto sugdd@phorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Psyllidae). Com o avanco do HLB nas principais @egicitricolas do mundo, o manejo da
doenca, bem como do inseto vetor tem se tornadgrande desafio ao manejo fitossanitario
dos citros. Assim, com o interesse de melhor carhas interagbes entre inseto-planta e
bactéria, levantou-se a hipétese de Queitri seria capaz de reconhecer os volatei€itieis
sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) infectado goandidatus Liberibacter asiaticus. Para tal, as
respostas olfativas de. citri foram mensuradas em olfatdmetro ‘Y’. A presenceCdel.
asiaticus nas plantas tratadas foi confirmada @onitas de biologia molecular. Somente
quando as plantas tornaram-se sintomaticas os iexgdos foram iniciados. As plantas
utilizadas nos ensaios fora@ sinensis variedade Péra, enxertadas @mrus limonia (L.)
Osbeck (Rutaceae). Nesses estudos, machos e deasféeeD. citri foram expostos
individualmente aos tratamentos: (i) Plantas saeidav(i) plantas infectadas padCa.
Liberibacter asiaticus; e (iii) controle (ar limpd) proporcdo de respostas Be citri aos
volateis das plantas infectadas versus plantasasaisdfoi de 79 e 71% de repostas para
machos e fémeas, respectivamente, para as plarieesadas (Qui-quadrad®<0,05). Os
resultados fornecem indicios de qbe citri ndo somente foi capaz de distinguir, como
também ser atraido por volateis induzidos pelacg#fie da bactéri@a. L. asiaticus em citros.
Essas informacgdes abrem novas perspectivas na poscampostos atrativosd citri, que
poderdo ser empregados no manejo integrado desplagaitros.

Palavras-chave: Planta hospedeira; atracdo; Huagighg; Diaphorina citri; Candidatus
Liberibacter asiaticus

Abstract

‘Huanglongbing’ or HLB is currently considered tmeost serious and devastator
disease of citrus, having as causal agent thediast® bacteriadCandidatus Liberibacter spp.,
exclusively transmitted by the sucking insdataphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Psyllidae). With the advance of the HLB in the megions of citrus in world, the disease as
well as the insect vector control have become atgrleallenge to citrus management. Thus,
with the interest of better understand the insémtipand bacteria interactions, it was raised
the hypothesis thaD. citri is able to recognize volatile compounds from itédcCitrus
sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae) yandidatus Liberibacter asiaticus. To that, the olfactory
responses oD. citri were measured in Y-tube olfactometer, allowing ttee choice of
psyllids to odor fields. The presence @h. L. asiaticus in treated plants was confirmed by
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molecular biology techniques. Only when plants bezaymptomatic the experiments were
started. The plants used in the tests werainensis variety Péra, grafted o@itrus limonia

(L.) Osbeck (Rutaceae). In these studizs;itri males and females were individually exposed
to the following treatments: (i) Healthy plants) flants infected bya. L. asiaticus, and (iii)
clean air. The proportion of choicesf citri to volatiles from infected plantgrsus healthy
plants was significant, with 79% of males responaed 71% of females responses to infected
plants (chi-square ted<0.05). The results provide evidence tBatcitri is not only able to
distinguish, but also is attracted to volatilesuced by infection of bacteri@a. L. asiaticus in
citrus. This information opens up new perspectivethe search for attractive compounds to
D. citri, which may be employed in integrated pest manageofecitrus.

Keywords: Host plant; attraction; Huanglungbif@aphorina citri; Candidatus Liberibacter
asiaticus

3.1 Introducéo

O HLB é uma doenca altamente destrutiva que atagastas espécies de citros
cultivadas, e que se encontra amplamente distabpgtb mundo (BOVE, 2006). A doenca é
conhecida ha décadas no sudeste da Asia e Afrizaudo no continente americano sua
constatagcdo € mais recente. No Brasil o primeigist® do HLB foi no ano 2004, enquanto
gue nos Estados Unidos ocorreu em 2005 (COLETTA4EILet al., 2004; HALBERT, 2005;
TEIXEIRA et al., 2005; SUTTON, 2005). No continerAenericano onde estdo os maiores
produtores mundiais de citros, como Brasil e Estddoidos, o HLB é considerado a mais
grave doenca desta cultura (GOTTWALD et al., 2000daBONANI et al., 2010).

O HLB é causado por um complexo de bacté&@arwidatus Liberibacter spp. que tem
como principal vetor o psilidediaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae),
transmissor de diferentes formas da doenca (CAPCRAD); VISWANATH, 1972 apud
BONANI et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2006). A espé D. citri esta presente no Brasil
h& pelo menos seis décadas (GOMES, 1940; COSTA-LIMP¥?2), sendo considerada até
entdo praga secundaria dos citros. Contudo, contrada das bactérias do HLB no pdis,
citri tornou-se uma das mais importantes pragas deutitnia.

Apesar da severidade do HLB, os agentes caGsaididatus Lieberibacter asiaticus e
Candidatus Liberibacter americanus dependem da acdo do esilid citri para que sejam
disseminados; que por sua vez, dependem das ptlogagEnero€itrus e Murraya da familia
Rutaceae, como seus Unicos conhecidos hosped&lmsBERT; MANJUNATH, 2004).
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Essa restricdo quanto ao vetor, bem como a plaogpedeira sdo aspectos importantes do
ponto de vista evolutivo, com enormes implicagbes mecanismos de interacdo destes
organismos.

Neste sentido, as bactéri@a. Liberibacter spp. séo tidas como capazes de premov
alteracbes bioquimicas em seus hospedeiros, proovem acumulo significativo de
compostos secundarios nas folhas (CEVALLOS-CEVALLGEYES-DE-CORCUERA,
2008; MANTHEY, 2008).

Dentre os psilideos sdo ainda poucos os trabalhes apordam as respostas
comportamentais desses insetos aos volateis deaplarduzidas por fitopatdgenos. Para o
psilideoCacopsylla picta (Syn.Cacopsylla costalis Flor) (Hemiptera: Psyllidae), Mayer et al.
(2007; 2008) demonstraram que plantas de macMahys domestica L. (Rosaceae) uma vez
infectadas pelo fitoplasm@andidatus Phytoplasma mali, foram capazes de atrair um maio
namero de insetos comparadas as plantas sadias.

Este capitulo investiga a indugcdo de volateis eamtps de citros promovida pela

bactériaCa. L. asiaticus, causadora do HLB, e seu efeito solm@mportamento de. citri.

3.2 Material e métodos

Obtencéo dos insetos

A criacao deD. citri foi estabelecida a partir da obtencdo de adultogepientes do
Laboratorio de Biologia dos Insetos, ESALQ-USP naarst a 25+1°C, umidade relativa (UR)
70+£10% e fotofase de 14 horas.

A técnica adaptada de Skelley e Hoy (2004) foi egada para a manutencdo das
populagbes d®. citri em plantas d€. limonia, com 25 a 30 cm de altura, cultivadas em
tubetes plasticos de 20 cm de altura por 1,5 crdi@®metro, contendo substrato formulado
com vermiculita mais composto vegetal (1:1). Asifda foram constantemente podadas para
estimular a producéo de brotacfes que sao impest@atra a alimentacdo e oviposicao destes
insetos (AUBERT, 1987).

As plantas foram mantidas em grades de metal cqacaiade para 40 tubetes, e

colocadas no interior de bandejas plasticas (34%28% contendo agua e mantidas em
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camaras climatizadas (251°C, 60+ 10% UR e fotofase de 14 h) (CHAGAS et al., 2002).
Apoés um periodo, entre 8 a 15 dias, as plantaspresentaram brotacdes foram transferidas
para gaiolas de acrilico (60x60x50 cm) contenddtasluleD. citri para a obtencédo de ovos,

por um periodo maximo de sete dias. Apds essedmerés plantas contendo posturas foram

entéo colocadas em gaiolas para o desenvolvimestindetos.

Obtencao das plantas

As plantas utilizadas nos bioensaios foram cedidal® Fundo de Defesa da
Citricultura (Fundecitrus), sendo previamente inadas com borbulhas infectadas pela
bactériaCa. L. asiaticus. O sucesso desta inoculagéo foiiroaélo por meio do uso de PCR
(‘Polymerase Chain Reaction’) conforme o protocatdizado por Teixeira et al. (2005).
Somente apods as plantas tornarem-se sintométiogsrds 3.1A, B e C) 0s experimentos
foram iniciados. Considerando-se que o0s primeiiosormas do HLB costumam surgir
somente alguns meses ap0Os a aquisicio das bagékéasplantas (BOVE, 2006), optou-se
por plantas de médio porte, com altura de 100 ) para que estivessem viaveis no
momento dos bioensaios (Figura 3.1D). As plantdigadas foram deéC. sinensis variedade

Péra, com porta-enxerto @elimonia.

Bioensaios

O estudo da atratividade de plantas de citros cai &D. citri foi realizado em um
olfatbmetro ‘Y’ constituido de um tubo principaldeis tubos laterais de vidro (15 x 3 cm)
formando um angulo de 12(Figura 2.5A), aos quais foram conectadas camanagrdo os
tratamentos a serem testados (Figura 2.5B). O fliexar foi gerado por uma bomba de vacuo
(Figura 2.5C) conectada ao olfatdmetro, que penraifpassagem do ar pelos tubos laterais e a
chegada dos odores ao tubo principal. O fluxozaiilo foi de 400 mL.mih controlado por
fluxbmetros (Figura 2.5D) dispostos nas extremidadie entrada de ar. Todas as conexdes
entre o olfatdmetro e as camaras contendo os teatasiforam feitas com PTFE (Teflon®), e
0 ar presente no sistema foi inicialmente filtrgotr um carvéo ativado (Figura 2.5E) e
umidificado (Figura 2.5F), sendo ao final desundifio em silica gel (Figura 2.5G) e



47

eliminado para uma é&rea externa a sala de bioendamm cada brago do olfatbmetro
disponibilizado um campo de odor, possibilitandsirasa livre escolha dos psilideos
relacdo aos tratamentos.

Os bioensaioforam realizados durante o horario de maior atiéddos insetos 0 as
16h), utilizando-se adus de 3 a 7 dias de ide. Para todos os bioensaios, foram libera
individualmentemachos (n38 a 46 repeticoes) e fémeas (n=38 acpizticde) deD. citri no
tubo principal do olfatbmetro, verifican-se a frequéncia de insetos que se dirigiu
plantas de citro€. sinensisinfectadas ou na®s tratamentos foram: (i) Plarde citros sadia
(PCS); (ii) plantade citrossintomética infectada p@a. L. asiaticugPCI); e (iii) controle (ar
limpo). Todos os tratamentos for confrontados entre si e depo@mbinadosdois a dois na
arena do olfatometro “Yem um tempo maximo d10 minutos, conforme estabelecido
estudos preliminares. AadalO repeticdes as plantas de citfosam substituidas por outr
plantas, prtencentes ao mesmo tratamento e 0s insetos @eksara cada repetic Os
insetos ndo tinham contato visual com as plantais, gntre o olfatbmetro e os tratamer

havia um anteparo de pEfo que cobria totalmente as plar

Figura 3.1 — Plantas deitrus sinensis utilizadas nos bioensaiake atracdo do psilideD. citri: (A) Planta com
HLB (inf), planta saudavesau); (B) detalhe de folhas de plansintomatica; (Cdetalhe de folhas
de planta saudavel; (Duba de coleta de volateis, copa isolamd), caule da plantecau)
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Analise estatistica

Os dados referentes aos bioensaios de olfatonaiia citri foram analisados pelo
teste de Qui-quadrad@?] (P<0,05), testando-se a hipdtese de igualdade enfireg#ncias
observadas e esperadas de individuos que se dlirgasa cada tratamento. J& as médias do
tempo despendido pelos insetos em cada campo defa@mn comparadas pelo teste ‘t’
(P<0,05).

3.3 Resultados e discussao

Fémeas (64%) e machos (79%) do psilieocitri foram fortemente atraidos por
volateis de plantas de citro§. sinensis, variedade Péra, infectadas (PCIl) pelo HLB
ocasionado pela bacté@a. L. asiaticus (Tabela 3.1). Além disso, quando fwifrontado o
tratamento PCI versus plantas de citros sadias)(RS$€meas apresentaram clara preferéncia
(71%) por PCI, apesar de isoladamente também rdepem (63%) as plantas sadias. Estes
dados demonstraram que mesmo sem uma identificggénica, o fitopatogendCa. L.
asiaticus foi capaz de induzir a producéo de viglatas plantas de citros, que atrBiucitri.
Numa proxima etapa da pesquisa, a coleta e ideatfio destes volateis poderdo elucidar o(s)
composto(s) quimico(s) envolvido(s) na atracdoadpsilideo.

Perante os resultados € possivel que as plantaHt@ntenham sofrido alteragfes
bioguimicas que possam ter modificado a emissamideis. Essa possibilidade é refor¢cada
por dados descritos por Manthey (2008) que demmunstrcapacidade de bactérias do HLB de
promoverem o0 acumulo de compostos organicos comddroficinamato’ em
aproximadamente duas vezes mais concentrados aamPplde citros infectadas. O mesmo
autor verificou ainda que compostos secundariosocortimonin glucosid’ apareceram em
maior quantidade nas folhas sintomética€dsnensis. Em outro estudo, Cevallos-Cevallos e
Reyes-De-Corcuera (2008) detectaram o acumulordbital’ e ‘ribitol’ também em folhas de

plantas de citros sintomaticas, com HLB.
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Tabela 3.1 - Respostas de machos e fémeaddiajghorina citri aos volateis de plantas d2trus sinensis
variedade Péra, sadias ou infectadasQamdidatus Lieberibacter asiaticus

Escolhas Tempo médio (min.)
Sexo Tratamentos N

Trat.®  ¥? P Trat.  Controle t P
Fémeas PCS vs controle 42 (35) 0,63 4,6 0,031* 5,50 3,36 1,97 0,027*
Fémeas PCl vs controle 38(33) 0,64 4,9 0,027* 7,21 5,30 1,55 0,063
Fémeas PClvs PCS 52(49) 0,71 7,5 0,006* 5,22 3,27 2,02 0,023*
Machos PCS vs controle 45(38) 0,61 3,4 0,665 5,04 2,96 2,20 0,016*
Machos PCl vs controle 38(35) 0,57 1,4 0,232 4,68 3,53 1,00 0,126
Machos PCl vs PCS 46 (42) 0,79 18,0 0,0001* 6,39 4,36 2,61 0,006*

Notas: N — NUmero de insetos utilizados (niUmermeetos que responderam); (THaproporgéo de escolhas no
bracgo tratado do olfatémetro; (Trat.) tratamento.
PCS - Planta de citros sadia; PCI — planta descitfectada po€andidatus Lieberibacter asiaticus
(*) Diferenca significativaP < 0,05; Teste qui-quadradg?) para escolhas e Teste t para tempo gasto em
cada campo de odor.

Vale ressaltar que neste estudo, apesar das pldatesros com HLB terem sofrido
alterac6es em sua coloragdo, os psilideos nd@tiveontato visual com as mesmas. Assim
durante os bioensaios, os adultosDdecitri receberam apenas estimulos olfativos, inerentes
dos compostos volateis emitidos pelas plantastdesénfectadas ou néo pela doenca.

Muito dos insetos pertencentes ao grupo do pssidedo consideradas pragas
importantes na agricultura, por transmitirem fit@ggnos como bactérias e fitoplasmas que
causam doencas graves nas plantas cultivadas (SBRO#& al.,, 2004; HORTON;
LANDOLT, 2007; MAYER; VILSINSKAS; GROSS, 2007; 2008A GRACA, 1991)
(WEINTRAUB; BEANLAND, 2006). Esses agentes, por s@d, parecem ter evoluido de tal
modo sendo capazes de promover alteracbes nasplgue os hospedam, tornando-as mais
atrativas aos insetos vetores, que as plantas \sgiad#ésso tem uma implicacdo direta nas
interacdes entre fitopatdbgeno-planta hospedeirtongetor, ja que seria parte da estratégia de

sobrevivéncia desses microorganismos.
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Mecanismos envolvendo altera¢cdes nas plantas,dasipar agentes fitopatogénicos, e
seus impactos em psilideos vetores sdo escassditenadura. Deste modo apenas dois
trabalhos foram encontrados. Ambos abordam masjéialus domestica (Rosaceae) e as
alteracbes promovidas pdZandidatus Phytoplasma mali, tendo como vetor o psilideo
Cacopsylla picta (Syn. Cacopsylla costalis Flor) (Hemiptera: Psyllidae)Nesses estudos,
verificou-se que os volateis induzidos pelo fitgpt@ tornaram as plantas infectadas mais
atrativas ao inseto vetor, quando comparadas asaplaaudaveis (MAYER; VILCINSKAS;
GROSS, 2007, 2008). Além da inducdo de voléateis @erP. mali, oS mesmos autores
verificaram que as plantas infectadas atrairanmidesis inexperientes, sem a aquisicdo do
fitopatdgeno. Concomitantemente, as plantas naestimdas apresentaram-se atrativas aos

insetos experientes, porém nao infectados.

3.4 Consideracdes finais

Recentes estudos tém evidenciado a influéncia didggeis de plantas nos habitos de
vida dos psilideos. Paia. citri, a atratividade exercida pelos volateis de plad&<itros
doentes pelo HLB ocasionado pela bact€da L. asiaticus foi demonstrada neste capitulo.
Interessantemente, plantas de citros infectadasHh® foram mais atrativas que plantas
sadias, demonstrando uma estreita evolucdo destgmtbgenos com as plantas que o
hospedam e seu vetor para seu beneficio propriesakpda necessidade de mais estudos, os
dados apresentados sugerem novas perspectivas pamaejo deste psilideo. A elucidacao de
possiveis compostos atrativos para o monitorangedta praga, bem como em estratégias de
biologia molecular como o silenciamento dos gengs eéxpressam a producdo dos volateis
atrativos pard. citri sdo algumas das possibilidades.
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4 EFEITO DOS VOLATEIS DE GOIABEIRAS , Psidium guajava L. (MYRTACEAE)
NA LOCALIZACAO DE PLANTAS DE LIMAO-CRAVO,  Citruslimonia (L.) OSBECK
(RUTACEAE) POR Diaphorina citri KUWAYAMA (HEMIPTERA: PSYLLIDAE)

Resumo

Estudos recentes realizados no Vietnd, sudestdicasianostraram que o cultivo
intercalado de citro<Citrus spp.e goiabaPsidium guajava L. (Myrtaceae) poderia reduzir a
infestacdo do psilideo asiatiddiaphorina citri Kuwayma (Hemiptera: Psyllidaeisse inseto
é vetor do ‘Huanglongbing’, uma importante doeneatériana dos citros. De acordo com
esses estudos, os volateisRleguajava poderiam repelir o psilideo. Assim, o objetivo tdes
trabalho foi estudar as respostas olfativa®deitri aos volateis d®. guajava. Para tanto,
duas etapas experimentais foram estabelecidaggsyander as seguintes perguntas: (1) Os
volateis deP. guajava seriam capazes de alterar o comportamentD.d®tri?; e (2) de que
modo esses volateis poderiam afddarcitri? Para responder a questdo (1) foi utilizado um
olfatbmetro Y’ com os seguintes tratamentos: (Qldteis de goiabd&. guajava; (ii) volateis
de Citrus limonia (L.) Osbeck (Rutaceae); (iii) uma mistura de ambesvolateis; e (iv)
controle (ar limpo). Para responder a questdodi2)tflizado um olfatdmetro de quatro vias,
com os seguintes tratamentos: (i) Volateifdguajava; e (ii) controle (ar limpo). Machos e
fémeas d®. citri foram utilizados em cada bioensaio. O tempo de aeémcia e o nimero de
escolhas para cada campo de odor foram registr@$oeesultados demonstraram alteracdes
comportamentais em. citri apos o contato com os volateisRiegguajava e citros. Os insetos
foram atraidos para os volateis de citros (himer@stolhas totais = 78,3%®g 0,01 qui-
quadrado). Notavelmente, quando os volateis descittram misturados aos volateis e
guajava, ou quando apenas volateisRlguajava foram oferecidos separadamente, ndo houve
resposta do psilideD. citri aos volateis. Quando os volateisRiguajava foram testados em
olfatbmetro de quatro vias, os individuos forametielps para o campo controle (ar limpo)
(nimero total de escolhas = 22,2Ps 0,01 qui- quadrado). Esses resultados apresentaram
fortes indicios de que as folhasRleguajava contém volateis que podem conferir repeléncia a
D. citri.

Palavras-chave: Volateis de plantas; repeléncrapootamento de insetoBjaphorina citri
Abstract

Recent studies carried out in Vietng®outheast Asia showed that intercropping of citrus
and guava plant®sidium guajava L. (Myrtaceae) could reduce the infestation of #sg&an
citrus psyllid,Diaphorina citri Kuwayma (Hemiptera: Psyllidae)his psyllid is the vector of
‘Hunglongbing’, a very important bacterial diseasecitrus. According to these studies,
volatiles from guava plants hypothetically couldregeellent toD. citri. In regard to that, the
aim of this work was to study the olfactory respoo$D. citri to the volatiles oP. guajava
plants. Therefore, it was established two expertaiesteps asking the following questions:
(1) Do P. guajava volatiles alter the behavior iD. citri?; and (2) in which way do these
volatiles affectD. citri? To answer (1) it was used Y-tube olfactometeassays exposed to
the following treatments: (i) Volatiles of eith@itrus limonia (L.) Osbeck (Rutaceae); (ii)
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volatiles of P. guajavaa plants; (iii) a combination of both volatiles;daiv) control (clean
air). To answer (2) it was used a 4-way-olfactomstgup to the following treatments: R)
guajava volatiles; and (ii) control (clean air). Males aiginales oD. citri were tested in each
bioassay. The residence time in an odor field dsagehe total number of choices for an odor
field were recorded. The results showed an altaradf theD. citri behavior after contact with
volatiles of eitherP. guajava or C. limonia. Compared to the control (clean air) individuals
preferred odor fields containing citrus volatiléstél number of choices = 78.3%x 0.01 chi-
square). Interestingly when offerddd guajava alone and a mixture dP. guajava and C.
limonia volatiles in comparison to control in Y-tube olfameter we observed no response in
the same parameters in both sexes. When tedtingdri to volatiles in the 4-way olfactometer
setup, individuals significantly avoided guava plawolatiles (total number of choices =
22.2%, P< 0.01 chi-square). Our results strongly suggest Ehaguajava leaves contain
volatiles acting as effective repellents agaihstitri.

Keywords: Plant volatiles; repellence; insect betva\Diaphorina citri

4.1 Introducéo

Diaphorina citri Kuwayma (Hemiptera: Psyllidae) € considerado ateats uma das
principais pragas dos citros, em razdo de ser or\d uma grave doenca dos citros, o
‘Huanglongbing’ ou HLB (BOVE, 2006). Por esta raz#ogrande interesse em se descobrir
novas estratégias para o seu controle. A manipuldgdseu comportamento é uma delas
(HANIOTAKIS et al., 1991).

Muitos sdo os estimulos que influenciam as respostenportamentais dos insetos.
Dentre eles, estimulos fisicos como cores e somsgudmicos como 0S semioquimicos,
poderiam desencadear respostas como a atraca@naageinatividade, entre outros (COOK;
KHAN; PICKETT, 2007). Os semioquimicos na agricutiem sido uma das formas mais
Uteis para se promover alteracdes comportamentmssinsetos (BELL; CARDE, 1984;
HARRIS; FOSTER, 1995).

Essa ampla utilizagdo de estimulos quimicos se pereipalmente a facilidade de se
manipulé-los, praticidade em reproduzir seus efe#dificialmente, além de poderem ser
estudados com maior precisdo (FOSTER; HARRIS, 199ma aplicabilidade bastante
interessante dos semioquimicos é o uso de repglemtizativos simultaneamente. Deste modo

a aplicacdo desses compostos, liberados em lostistégicos nas plantacbes visando a
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repeléncia de pragas, e ao mesmo tempo ofereaivasr em armadilhas é conhecida na
literatura como ‘push-pull’, ou seja, repele eigt@OOK; KHAN; PICKETT, 2007).

Muitos dos compostos quimicos, capazes de desarcadpostas comportamentais em
insetos como os repelentes, podem ser obtidogia gextratos naturais de plantas (ISMAN,
2006). Assim, na busca por novos compostos paraawejm do psilided. citri, foram
encontrados relatos no Vietnd, sudeste asiaticquéepomares de citros intercalados com
goiabeiras,Psidium guajava L. (Myrtaceae) foram menos atacados pr citri. Nesses
estudos os autores evidenciaram que plantas jaleeosros permaneceram livres do HLB por
mais tempo quando comparados aos pomares contpedasacitros. Aléem disso, onde havia
apenas citros constatou-se que 30% a mais dasaplastavam infectadas pela doenca em
apenas quatro meses apos o plantio em comparagdlandas intercaladas cofh guajava
(HALL et al., 2008; BEATTIE et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi investigar os voRe plantas de goialPaguajava e seu

efeito sobre o comportamento do psilideaitri.

4.2 Material e métodos

Obtencéo dos insetos e plantas

Os exemplares d®. citri foram obtidos inicialmente a partir de uma criacado
previamente estabelecida no Laboratério de Biolatgalnsetos da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) e outra do mado de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus). A partir dai uma nova criacdo fdabslecida em sala com 25+1°C, umidade
relativa (UR%) de 70+10% e fotofase de 14 horaguiselo a metodologia modificada de
Skelley e Hoy (2004).

As plantas de murtaylurraya paniculata (L.) Jack. foram mantidas em casa-de-
vegetacdo, onde receberam podas, adubacéo, tratafbessanitario, transplante, etc. Apos
um periodo entre 8 a 15 dias, as plantas com liregafpram separadas e transferidas para
gaiolas de acrilico (60 x 60 x 50 cm) (Figuras 2eLlB). Os adultos recém emergidos foram
separados por sexo e agrupados em gaiolas feitagaoafas de politereftalato de etileno

(PET) de 4L, contendo uma planta Be paniculata (Figura 2.1C). Nestas gaiolas foram
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mantidos adultos dB. citri destinados a reproducao (Figuras 2.2A e B). Apospariodo
maximo de sete dias, as plantas com posturab.d&tri foram novamente separadas e
armazenadas em gaiolas como as descritas antemi@;m@ara o desenvolvimento ninfal
(Figura 2.2C).

Para a padronizacdo da idade dos psilideos nassfatarias adequadas aos
bioensaios, os insetos recém emergidos foram skmanaas gaiolas de desenvolvimento
ninfal. Deste modo, nas épocas de realizacdo densaios, todos os adultos foram coletados
diariamente, permanecendo na gaiola, apenas asninf

Imediatamente apds cada coleta de adultos, osidgis foram separados por sexo e
agrupados em gaiolas especificas para machos @a$éoom idade conhecida. A separagéo
dos sexos foi realizada em estereomicroscopio comento de seis vezes, por meio da
visualizagdo da porcao final do abdome dos psitiderm vista ventral, distinguindo-se o
aparelho reprodutor de cada sexo como demonstaddubert (1987).

As plantas de goiab®. guajava variedade ‘Paluma’ foram adquiridas diretamente do
Departamento de Sementes e Mudas e Matrizes (DSMMBo ligado a Secretaria de
Agricultura do Estado de Sao Paulo. As plantasCdeus limonia (L.) Osbeck (Rutaceae)
foram adquiridas diretamente do Fundo de Defes&itticultura (Fundecitrus). Apés a
aquisicdo das mesmas, as mudas foram mantidassenteavegetacéo sob cultivo protegido,
onde receberam 0s tratos culturais necessariosgparde mantivessem sempre saudaveis e

isentas de pragas e doencas.

Respostas comportamentais dB. citri aos volateis dé>. guajava e C. limonia

As respostas comportamentaisRiecitri aos volateis de goiabeird3, guajava foram
estudadas em laboratério, por meio de olfatomefgaam utilizados olfatdmetros 'Y’ e de
‘quatro vias'. No primeiro estudo foi observadaapacidade d®. citri em reconhecer os
volateis da planta hospedeira citr@sJimonia e localiza-la frente aos volateis Beguajava.
Assim, os adultos dB. citri foram expostos aos volateis de ambas as plantatiferantes
combinacbes. Na segunda etapa experimental o focadddo aos efeitos especificos
promovidos por volateis dB. guajava nas respostas comportamentaisDdecitri. Portanto

nesta etapa apenas os volatei® dguajava foram estudados.
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Em ambas as etapas experimentais foram utilizadidtoa com idade entre 3 e 7 dias
apos a emergéncia. Além disso, ambos os sexos fteatados em iguais proporcdes
baseando-se em estudos prévios, quando foi obsemvad grande similaridade das respostas
de machos e fémeas aos odoresdguajava, na razado sexual da espécie de 1:1, conforme
descrito por Tsai e Liu (2000).

Tanto no olfatbmetro Y’, quanto no olfatdmetro dgiatro vias’, os psilideos foram
introduzidos individualmente e observados por uniopge maximo de 10 minutos. Somente 0s
insetos que fizeram escolha dentro do tempo eatipuloram considerados como repeticdo. A
cada tratamento, os conectores de vidro e as carfamam lavados com detergente neutro e
secos em estufa a 150°C por 60 minutos. Nenhunindesos foi reutilizado apdés o uso. Os

bioensaios foram realizados em fotofase, em salp2%0+ 1°C e 70 + 10% UR.

Primeira etapa experimental

Para verificar o efeito dos volateis da plafaguajava e C. limonia sobre o
comportamento dB. citri foi utilizado um olfatdmetro ‘Y’ constituido de utabo principal e
dois tubos laterais de vidro (15 x 3 cm) formando a@ngulo de 120 aos quais foram
conectadas camaras contendo os tratamentos a testamios. O fluxo de ar foi gerado por
uma bomba de vacuo conectada ao olfatdmetro, gueitpea passagem do ar pelos tubos
laterais e a chegada dos odores ao tubo prindipdluxo utilizado foi de 400 mL.mih
controlado por fluxébmetros dispostos nas extrengdadh entrada de ar. Todas as conexdes
entre o olfatbmetro e as camaras contendo os teatasiforam feitas com PTFE (Teflon®), e
0 ar presente no sistema foi inicialmente filtrapor um filtro de carvédo ativado, e
umidificado, sendo ao final desumidificado em silgel e eliminado para uma area externa a
sala de bioensaios. Em cada braco do olfatbmetrdigponibilizado um campo de odor,
possibilitando assim a livre escolha dos psilidgagelacdo aos tratamentos.

Nesta etapa foram oferecidos volateis deC(lfjmonia; (ii) P. guajava; (iii) C. limonia
+ P. gugjava (mistura); e (iv) controle (ar limpo) (Figura 4.1)o tratamento contendo
volateis deC. limonia + P. guajava, as camaras de coleta de volateis foram conectadas
sequéncia, fazendo com que o fluxo de ar do sispassasse primeiramente pela camara com

P. guajava e depois ent. limonia, e por fim chegasse a um dos bragos do olfatonétro
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onde ficaram os insetos. A cada repeticao o olfatforiY’ foi tombado, num giro vertical de
180° a fim de evitar quaisquer influéncias do amteieexterno ao olfatbmetro nas respostas
dos insetos.

QO arlimpo @ goiaba
Q© citros @D citros + goiaba

Figura 4.1 - llustracdo dos campos de odor emdoifatro ‘Y': Volateis deCitrus limonia (verde); Psidium
guajava (vermelho), e a mistura de ambos (verde + vermelhmjos os volateis foram confrontados
com o controle (ar limpo). As setas indicam a dicedo fluxo de ar em cada uma das arenas, sendo
gue os adultos do psilidén citri foram introduzidos individualmente no tubo priradip

A forma de avaliacdo das respostas comportametaaipsilideo foi muito semelhante
aos outros bioensaios de olfatometria ‘Y’. A esaotlto campo atrativo se deu quando cada
individuo cruzou uma linha demarcada na por¢ad finaubo, denominada linha de escolha
(le), situada a 3 cm da conexao final do tubo (FigQuea).

Cada psilideo foi considerado uma repeticéo, assimimeros de respostasiecitri
aos volateis de plantas fora@: limonia (n=60); P. guajava (n=40);C. limonia + P. guajava

(n=40), todos comparados com o controle (ar limpo).
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Segunda etapa experiment:

Para o olfatbmetro d‘quatro vias, foi montado um sistema muito semelhante
utilizado para o olfatbmet 'Y’, diferindo apenas quanto adratamentos formato da arena de
resposta (Figura 4.2AEssa arer de quatro viadoi confeccionada em material acrilic
constituida por uma base e uma tampa, que juntagmfam uma peca semelhante a uma
guadrada e achatada (FiguraB). Na base da peca foram alocadaatro aberturas lerais por
onde o ar se deslocou formando os campos de odonaeabertura central (no assoalho)
onde o ar foi sugado formando o fluxo de ar naade acordo com ¥ et al. (1983). A tampa
foi confeccionada de acrilico transparente, penaitia visiwalizacdo do inseto no interior «
olfatbmetro (Figura 4Q). As dimensd¢ da arena utilizada nos estudos foram de 14 x
2cm. Todas as aberturas da arena foram montadasarrdes de 4snm de diametro interno.

Figura 4.2 Sistema de olfatometria ‘quatro vias’: (A) Olfatdmetro dequatro via’ (seta branca) acoplado ao
sistema de sucg¢édo de ar, umidificadores e camarawsldta de volateis; (FEarena de forragem e
conectores; (C) elalhe da arena de forragem durante um bioensaseta indica um adulto de
Diaphorina citri num dos campos de o«

Nesta etapaofam testados os volateis P. guajava confrontados com o controle (
limpo). O inicio do bioensaio se deu quando o psilidetati®, liberado no centro
olfatbmetro, ultrapassou a linlcontinua demarcada na tampa do equipamento. Apidsio

do bioensaio, as linhas continuas deixaram dealer,venquanto que as linhas pontilha
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passaram a delimitar os campos de odor (Fig.3A), de acordo com metodologia descrit
por Vet et al (1983). Neste caso, trés vias foram ocupadas gatei® deP. guajava e uma
via por pelo controle (alimpo) (Figura 4.3B' Em ambos os estudos foram avaliadc
namero de escolhas dos insepara cada tratamentbem como o nimero (respostas e nao

respostas dos individuos imdervalo de tempestipulado.

ar limpo goiaba

goiaba

Figura 4.3 - Arena do olfatbmetd® quatro vias utilizada nos testes com volate plantas de goiak Psidium
guajava: (A) Vista superior da arena com as linhas detiduras dos campos de r e de escolhas
dos insetos; (B) lustragdo da proporcdo (3:1) entre os campos deresdopreenchidc
respectivamente com volateis P. guajava e controle(ar limpo). As setas indicam direcdo do
fluxo de ar na arena

Para cada tratamento foram realizs pelo menos 40 repeticbes, sendo que a
cinco repeticdes as plantisam substituidas por outra do mesmo tratamentexpdsicao di
cada psilide@os volateis diP. guajava foi considerado uma repeticdo. A cada repeticé
olfatdmetro de quatro via®i girado em90° para evitar o condicionamento dos inseto

ambiente do laboratorio.
Analise estatistica
Os dados referentes ao nimero de esc deD. citri nas duas etapas (olfatbmetro

e ‘quatro vias’) pelosolateis deP. guajava, C. limonia, ou ambogoram avaliadapelo teste

de Qui-quadradoyt) (P<0,05). No caso do olfatbmetro ‘quatro vias’ o teste de-quadrado
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(x® considerou propor¢cdes esperadas desiguais, janquees campos utiliz-se volateis de

P. guajava contra um Unico campo com controle (ar limpo), aotia@do o pocr estatistico.

4.3 Resultados e discuss

Na primeira etapa dos biensaios em olfatdbmetro 66, adultos deD. citri foram
atraidos intensamente pelos volateis da plantaekesa citrosC. limonia em 75% dos casos,
comparativamente ao controle (P=(01) (Figura 4.4 O mesmo ndo ocorreu quando e:
mesmos volateis foram oferecidos em conjunto com das goiabeiraP. guajava.
Curiosamente, boa parte dos insetos permaneceraueismno olfatdmetro (29 de 40 casc
O mesmo foi verificado quando foi cecido exclusivamente volateis da goiabeira (374
casos). A resposta do psilidD. citri frente & presenca dos volateis da goiabeira isoladte
ou em conjunto com os do citros, demonstrou qudfatbémetro ‘Y’ ndo foi capaz d
caracterizar a razdo od comportamento observado nas condicbes experiipe
Comparativamente aos volateis do citros, esta stgple inatividade dos insetos poderia €

correlacionada a uma imobilidade ou repelénciavdtieis presentes nas plantas de gc

resposta
[ néo resposta

branco citros *
B0
11
branco citros + goiabeira {n.s.)
29
3
branco goiabeira (n.s.) @
f T T T T i T \ 37
100 75 50 25 0 25 50 75 100

Figura 4.4 Porcentagem e nimero de escolhaDiaphorina citri aos volateis de citr, Citrus limonia; citros,
C. limonia + Psidium guajava ou apenad. gugjava. (*) Diferenca significativ pelo teste Qui-
quadradoy?) (P< 0,05)
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Por esta razdo, empre(-se ruma segunda etapa o olfatbmetro de ‘quatro vias’
permitiu visualizar o efeito dos volateis da goiedsobre o psilideD. citri, ja que o modelo
deste olfatbmetro permite que o inseto escolhampoade odor sem que tenha de se exj
ele como acoertce no olfatbmetro ‘Y’. Neste caso, a grande maiolos insetos testad
responderam (45 em 48 dos casos), refletindo nusafarpncia de 75,6% dos insetos pa
controle (ar limpo), em detrimento aos volateiggdabeira,P. guajava (P=0,00001) (Figu

4.5), sugerindo um intenso efeito de repeléi

resposta
O nao resposta
3

branco goiabeira * %

45

100 75 50 25 0 25 S0 75 100

Figura 4.5 Porcentagem e numero de escolhaDiaphorina citri aos volateis d®. guajavas em olfatdmetro
de quatro vias. (*) Diferenca significat pelo teste Qui-quadradg?) (P< 0,C5)

Pouco & conhece sobre o efeito repelente de plantaslidgos. EmTrioza apicalis
Forster (HemipteraTriozidae ha relatossobre a agéo repelente dos volateis de conia
estes insetosm areas cultivadas com cenoura (NEHLIN; VALTERO\BORCG-KARLSON,
1994) Nesse caso 0s autores verificaram a repelénomagsida por serragem de conife
aos psilideos, aplicadas junto aos canteiros deéupém, nas condicbes de campo. Con
esses resultados ndo foram aprofundados quantmalag composto

Recentememt Zaka et al. (2009) publicaram informagfes sabedeito repelentee
volateis de folhas de goiab, guajava ao psilided. citri. Contudog a coleta dstes volateis
nado foi realizada, tampouco a identificacdo dos pmstos envolvidos na repeléncia.tro

aspecto, que deve ser levado em consideracacaté dd que os autores utilizaram ramo:
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P. guajava destacados das plantas, o que ndo representdabsis/gue sdo produzidos pelas
plantas vivas.

Rouseff et al. (2008) analisaram a composicdo duateis de folhas inteiras e
maceradas d@. guajava e com base na literatura e na identificacdo dospostos deP.
guajava, 0s autores estimaram compostos potencialmentéergpe aD. citri. Contudo n&o
foram realizados bioensaios com 0s insetos. Segasdautores, sete compostos sulfurados
foram identificados nos voléateis de goiabeirasgdedidos como potenciais repelentes gara
citri a saber: (i) sulfureto de Hidrogénio, (ii) dioxide Enxofre, (iii) metanotiol, (iv) sulfureto
de dimetilo (DMS), (v) dissulfureto de dimetilo (M), (vi) metional, e (vii) trissulfureto de
metilo (DMTS). O DMDS foi relatado na literaturamco um eficiente repelente de insetos
(JANG; LIGHT, 1991 apud ZAKA et al., 2009). Alémsdb, o DMS e DMDS possuem acao
altamente toxica para muitos grupos de insetosandtu na respiracdo celular, mais
especificamente nos sistemas da citocromo oxid&88éGRAVOT et al., 2004 apud
ROUSSEFF et al., 2008). Aparentemente, estes cdop@sram produzidos nas folhas de
goiaba ap0s a maceracdo devido a reacdo com onaxigéque ndo ocorre naturalmente em
plantas vivas.

Alem dos volateis de folhas verdes, tanto os frupoanto as folhas dB. guajava
produzem uma ampla gama de compostos quimicos d#&oos como terpendides
(OGUNWANDE et al., 2003) e aldeidos e alcodis (S@&SRet al., 2007). Dos 57 compostos
que sdo constituintes d& guajava ha registros de, que pelo menos 27 deles saoceiglat
pertencentes aos grupos dos terpenos e sesqudsr@ahO et al., 2001).

Deste modo deve haver outros compostos ou mesmocambinacdo de compostos
gue séo liberados pé*. guajava com efeito repelente. Durante os bioensaios a&iz, tanto
na primeira quanto na segunda etapa, plantas astaef. guajava mostraram-se repelentes
aos adultos d®. citri. Neste caso, o intuito foi explorar o motivo pglel as plantagdes de
Citrus sp. intercaladas cof guajava permaneceram mais tempo livresRiecitri conforme
os relatos de BEATTIE et al., 2008.

Aparentemente, o efeito repelente observado nokoadde D. citri pode ter sido
devido a um bloqueio na recepg¢éo dos estimulosigosnpelos érgdos sensoriais dos insetos

a partir de um ou mais compostos quimicos das gdadé goiaba, resultando na perda da
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orientacdo ao seu hospedeiro, como ja demonstiadou¢ros insetos (DAVIS, 1985 apud
NEHLIN; VALTEROVA; BORG-KARLSON, 1994).

4.4 Consideracdes finais

Os resultados deste trabalho demonstraram um otefieto repelente dos volateis
das plantas de goiabR, guajava aos adultos d®. citri. Uma possivel identificagdo do(s)
composto(s) quimico(s) envolvidos neste processiendoser Util no manejo desta praga em
pomares comerciais, seja pela expulsdo dos indatobareas, ou por meio da manipulagédo dos

processos bioquimicos que induzem ou regulam aipé&mdde volateis nas plantas.
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