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DEDICO

A Deus,

Por me dar as seguintes palavras: Aquele que habita no esconderijo do Altissimo, a
sombra do Onipotente descansara. Direi do Senhor: Ele ¢ o meu Deus, o meu refiigio, a minha
fortaleza, e nele confiarei. Porque Ele te livrara do lago do passarinheiro, e da peste perniciosa.
Ele te cobrira com as suas penas, ¢ debaixo das suas asas te confiaras; a sua verdade sera o teu
escudo e broquel. Nao terds medo do terror de noite nem da seta que voa de dia. Nem da peste
que anda na escuriddo, nem da mortandade que assola ao meio-dia. Mil cairdo ao teu lado, e
dez mil a tua direita, mas ndo chegara a ti. Somente com os teus olhos contemplaras, e veras a
recompensa dos impios. Porque tu, 6 Senhor, és o meu refigio. No Altissimo fizeste a tua
habitagdo. Nenhum mal te sucederd, nem praga alguma chegara a tua tenda. Porque aos seus
anjos dard ordem a teu respeito, para te guardarem em todos os teus caminhos. Eles te
sustentardo nas suas maos, para que nao tropeces com o teu pé em pedra. Pisaras o ledo e a
cobra; calcaras aos pés o filho do ledo e a serpente. Porquanto tdo encarecidamente me amou,
também eu o livrarei; po-lo-ei em retiro alto, porque conheceu o meu nome. Ele me invocara,
e eu lhe responderei; estarei com ele na angustia; dela o retirarei, e o glorificarei. Farta-lo-ei

com longura de dias, e lhe mostrarei a minha salvagao.

Salmos 91:1-16
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RESUMO

O psilideo-asiatico-dos-citros Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) ¢ uma
praga importante na citricultura em todo mundo, pois transmite as bactérias causadoras do
huanglongbing (HLB). Taticas baseadas na explora¢ao de semioquimicos podem auxiliar no
manejo integrado do vetor, evitando a sua colonizagdo e estabelecimento nos pomares. Dessa
maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a localizagdo da tangerineira ‘Ponkan’ Citrus
reticulata pelo psilideo ¢ alterada quando associada aos volateis das plantas nao
hospedeiras Coffea arabica, Persea americana e Passiflora edulis, e se essas espécies podem
abrigar temporariamente os psilideos. Foi adaptado um ensaio em tunel de vento, no qual a
associagdo com os volateis do abacate reduziu a localizacdo da tangerineira pelo psilideo. Os
volateis da planta de maracuja, por sua vez, facilitaram a localizacdo hospedeira pelo psilideo
e os da planta de café nao influenciaram no comportamento do psilideo. Em seguida, testamos
se as plantas nao hospedeiras poderiam servir de abrigo temporario, o que facilitaria a migragao
do psilideo para os pomares de tangerina, isso foi avaliado com um ensaio sem chance de
escolha. Os comportamento de mortalidade do abacate e maracuja foi igual, seguido pelo café
proveio maiores condi¢cdes favordveis para o inseto, porem a tangerineira foi a melhor
hospedeira, os tempos letais 50 (TL50) para os psilideos forem entre 1.7 e 2.39 vezes maiores
nas plantas nao hospedeiras quando comparados aos psilideos providos somente com agua. Os
resultados mostraram que plantas de abacate além de reduzir a quantidade de insetos quando ¢
associado coma tangerineira, também permite o menor tempo de sobrevivéncia para o psilideo.
No entanto, estudos devem ser realizados para caracterizar a mistura de volateis das plantas de
abacate para permitir a selecdo de compostos potencialmente repelentes, ou que interfiram

negativamente na localizacao da planta hospedeira pelo inseto.

Palavras chave: Psilideo-asiatico-dos-citros, ‘Ponkan’, abacate, sobrevivéncia, citros.



ABSTRACT

The Asian citrus psyllid Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) is an important pest
in citrus growing worldwide, as it transmits the bacteria that cause huanglongbing (HLB).
Tactics based on the exploitation of semiochemicals can assist in the integrated management of
the vector, avoiding its colonization and establishment in orchards. Thus, the objective of this
study was to evaluate whether the location of the 'Ponkan' Citrus reticulata mandarin by the
psyllid is altered when associated with the volatiles of non-host plants Coffea arabica, Persea
americana and Passiflora edulis, and whether these species can temporarily house the psyllids.
A wind tunnel test was adapted, in which the association with the avocado volatiles reduced the
location of the mandarin tree by the psyllid. The volatiles of the passion fruit plant, in turn,
facilitated the host location by the psyllid and those of the coffee plant did not influence the
psyllid's behavior. Then, we tested whether the non-host plants could serve as a temporary
shelter, which would facilitate the migration of the psyllid to the tangerine orchards, this was
evaluated with a trial with no choice. The mortality behavior of avocado and passion fruit was
the same, followed by coffee, which provided greater favorable conditions for the insect, but
the mandarin was the best host, lethal times 50 (TL50) for psyllids were between 1.7 and 2.39
times longer in non-plants hosts when compared to psyllids provided with water only. The
results showed that avocado plants, in addition to reducing the amount of insects when
associated with mandarin, also allows the shortest survival time for the psyllid. However,
studies must be carried out to characterize the volatile mixture of avocado plants to allow the
selection of compounds that are potentially repellent, or that interfere negatively in the location

of the host plant by the insect.

Key words: Asian citrus psyllid, masking, non-host plants, survival, citrus.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO
1.1.Importancia da citricultura

A citricultura ¢ uma das atividades agricolas de maior importancia para o Brasil, sendo
0 pais o maior produtor de citros (39%) e exportador de suco (68%) do mundo (USDA, 2018).
O Estado de Minas Gerais ¢ responsavel por 5,4% da producao nacional, sendo o quarto maior
produtor do pais, ficando atrés de Sdo Paulo, Bahia e Parana (FERREIRA, 2014). O Tridngulo
Mineiro destaca-se por concentrar a maior parte da producao citricola do Estado, cerca de 75%
que se refere a 43 mil ha, de acordo com o levantamento realizado em 2014 (VALVERDE,
2014; NASCIMENTO, 2017).

A tangerineira ¢ a segunda fruta citrica mais produzida no Brasil. Ela ¢ consumida in
natura devido a qualidade inferior para a producdo de suco quando comparada a laranja. A
tangerineira Citrus reticulata ‘Ponkan’ ¢ uma das mais populares (FERREIRA, 2014;
NASCIMENTO, 2017), sendo o Estado de Minas Gerais o segundo maior produtor, com uma
area de plantio de 7,6 mil ha e producao anual de 186 mil ton (SOUTO, 2017).

A importancia dessa cultura tende a aumentar para atender a crescente demanda
alimentar da populacdo. Todavia, os produtores de citros estdo sob constantes desafios devido
a problemas fitossanitarios que reduzem a produtividade, qualidade, valor de mercado e, por
fim, aumento nos custos de producao. Dentre esses problemas, no Brasil, o psilideo-asiatico-
dos-citricos ¢ um dos mais importantes da cultura devido aos danos diretos e indiretos, um fator

limitante da producao.
1.2.Importancia do psilideo-asiatico-dos-citros

O psilideo-asiatico-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) ¢ uma
das pragas chaves dos pomares de citros. No Brasil, a presenca do inseto foi relatado na década
de 1940 (HALBERT; MANJUNATH, 2009; WENNINGER; HALL, 2009; MANN et al.,
2012a). Inicialmente, D. citri foi considerada uma praga secundaria nos citros ja que nao
causava danos econdmicos. Porém, entre 2004 e 2005, o inseto passou a ser uma praga chave
devido a deteccdo do Greening (Huanglongbing/HLB), sendo D. citri o principal vetor em
pomares citricolas no Brasil, EUA, México e Belize (WENNINGER; HALL, 2009;
GRAFTON-CARDWELL; STELINSKI; STANSLY, 2013).



O Greening ¢ causado pelas bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus
Liberibacter americanus (AMMAR et al., 2016), as quais sdo transmitidas pelo psilideo
(GRAFTON-CARDWELL; STELINSKI; STANSLY, 2013). Apos a aquisicdo das bactérias
pelo vetor, ela multiplica-se nas glandulas salivares e se torna sistémica no corpo do inseto
(STOCKTON et al., 2016; WU et al., 2018). A bactéria ¢ letal para as plantas de citros e causa
a queda de frutos, além de torna-los deformados e de gosto amargo. Plantas infectadas pelo
HLB morrem depois de cinco a oito anos, reduzindo a produgdo de 30 até 100% nesse periodo
(HALL; LAPOINTE; WENNINGER, 2007; WENNINGER; HALL, 2008; GOTTWALD,
2010; HALL et al., 2013; AMMAR et al., 2016).

Em 2018, a infestacdo do Greening em Sao Paulo e Tridngulo/Sudoeste Mineiro teve uma
incidéncia média de 18%, ou aproximadamente 35 milhdes de arvores (FUNDECITRUS,
2018). No Estado de Minas Gerais, exceto Triangulo/Sudoeste Mineiro, existem relatos da
presenga da doenca em quase todos os pomares de tangerina, porém, levantamentos mais

detalhados ainda ndo foram realizados (FERREIRA, 2016).
1.3.Métodos de controle

O controle da doenga ¢ realizado por meio de pulverizagdes de inseticidas para reduzir a
populagdo do psilideo vetor, além da remocao das plantas infectadas e plantio apenas de mudas
certificadas livres do greening (HALBERT; MANJUNATH, 2009; PAIVA; PARRA, 2012;
HALL et al., 2013; ALVES; DINIZ; PARRA, 2014). Devido as limita¢des desses métodos no
combate ao vetor e a doenga, outras taticas de manejo tém sido estudadas para reduzir o impacto
do greening na citricultura. Algumas taticas mostraram-se pouco promissoras, COmo programas
de nutricao das plantas infectadas e inoculagao de antibidticos (HALL et al., 2013).

Ja o controle biologico do vetor por meio da liberacdo do parasitoide ninfal Tamarixia
radiata (Waterson) (Hymenoptera: Eulophidaec) (AUBERT, 1987; NAVA et al., 2007;
HALBERT; MANJUNATH, 2009; PARRA et al, 2016) e de microrganismos
entomopatogénicos, como Isaria fumosorosea (Wize), Hirsutella citriformis Speare,
Lecanicillium lecanii Zimm, Beauveria bassiana (Bals.-Criv), Metarhizium anisopliae (HOY;
SINGH; ROGERS, 2010; AUSIQUE, 2014; ORDUNO-CRUZ et al., 2015; CONCESCHI,
2017), apresentaram resultados promissores para serem integrado ao manejo do psilideo. Nos
pomares organicos € areas urbanas de Sao Paulo, a liberacao e estabelecimento de 7. radiata
proveem cerca de 68% na reducdo populacional do vetor, no entanto nos pomares comerciais

s6 ha sucesso quando nao sdo aplicados inseticidas (DINIZ, 2013).



Além do controle biologico, taticas baseadas na exploracdo dos semioquimicos sdo
promissoras para o manejo integrado do vetor. Recentemente, a estrutura quimica da principal
molécula do feromonio sexual do psilideo foi identificada com grandes perspectivas para serem
exploradas em taticas de monitoramento e controle (ZANARDI et al., 2018). Muitos estudos
demonstraram a importancia dos aleloquimicos das plantas no comportamento de sele¢ao
hospedeira de D. citri, que também utiliza outros sinais, como cores ¢ sons (WENNINGER;
STELINSKI; HALL, 2009; PATT; SETAMOU, 2010; MANN et al., 2012a; STOCKTON et
al., 2017; SEO; RIVERA; STELINSKI, 2018). Elas sao capazes de localizar brotagdes novas
nas plantas hospedeiras orientando-se pela emissdo de volateis, diferenciando-os das demais
partes da planta, e pelas cores amarelo e verde brilhantes (WENNINGER; STELINSKI; HALL,
2009; ROBBINS et al., 2012; CIFUENTES-ARENAS et al., 2018; PATT et al., 2018).

1.4.Uso de volatiles como ferramenta de controle para o Psilideo.

Devido a sensibilidade de D. citri aos volateis, determinadas espécies de plantas ndo
hospedeiras podem ser usadas em cultivos com o objetivo de repelir e deter a colonizagdo do
inseto. A goiabeira Psidium guajava L. (Myrtaceae), por exemplo, emite uma mistura de
volateis que ¢ considerada repelente para D. citri e, por isso, o seu plantio foi recomendado em
pomares citricos para diminuir a coloniza¢do do psilideo (ROUSEFF et al., 2008; ZAKA et al.,
2010; YAN; ZENG; ZHONG, 2015; BARMAN; CAMPBELL; ZENG, 2016). No entanto, o
efeito das plantas de goiaba, cultivadas em proporg¢do 1:1 com citros, na colonizacao e infecgao
pelo HLB parece ser temporario pois, apds o primeiro ano, os niveis populacionais e de infecgao
sdo similares as areas contendo apenas citros (ONAGBOLA et al., 2011; ICHINOSE et al.,
2012; HALL et al., 2013). A propriedade repelente da goiaba para D. citri ja foi atribuida a uma
mistura de sulfatos de dimetila (DMDS), embora, mais recentemente, o composto da goiabeira
mais estudado para a repeléncia do psilideo seja o (E)-B-cariofileno (OGUNWANDE et al.,
2003; CHEN et al., 2007; SILVA et al., 2016; PATT et al., 2018).

Uma segunda tatica baseada nos aleloquimicos de plantas seria a alteragdo da
composi¢ao de volateis constitutivos da planta por meio da manipulagdo de genes que
controlam enzimas envolvidas na sintese de compostos volateis (BEALE et al., 2006;
MCCALLUM et al., 2011). A primeira etapa desse processo ¢ a identificacdo do composto na
mistura de volateis responséavel pela atividade bioldgica. No caso da planta de goiaba, que foi
a espécie com potencial repelente para D. citri mais bem estudada, um trabalho recente

desenvolveu uma planta de citros modificada geneticamente repelente para D. citri pela emissao



de uma alta concentragdo de (E)-f-cariofileno semelhante a da mistura emitida pela goiabeira
(ALQUEZAR et al., 2017).

Estudos iniciais em arenas ou olfatometria indicam que espécies de plantas pertencentes
as familias Amaryllidaceae, Verbenaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Apiaceae, Lamiaceae e
Rosaceae apresentam potencial de repeléncia para D. citri (CEN et al., 2005; MANN et al.,
2011, 2012b; CAZARES ALONSO et al., 2014; OROZCO-SANTOS et al., 2016). Tém sido
citados também a mangueira Mangifera indica L. e cajueiro Anacardium occidentale L. da
familia Anacardiaceae, como emissores de volateis repelentes a D. citri (FANCELLI et al.,
2018). Outros estudos nao demonstram repeléncia, mas sim alteracdes no comportamento
alimentar do psilideo desencadeado pela exposicdo de volateis de plantas ndo hospedeiras
(YANG et al., 2013).

A disposicao de plantas repelentes em uma area de cultivo pode reduzir as chances de
uma adaptagdo do inseto a repeléncia da planta ndo hospedeira. Um sistema bem sucedido no
uso de fontes repelentes € o push-pull, que integra um elemento repelente (por exemplo, a planta
ndo hospedeira) no centro da area, consorciado com o cultivo, € um outro elemento atraente na
bordadura (HOOKS; JOHNSON, 2003; COOK; KHAN; PICKETT, 2007; YAN; ZENG;
ZHONG, 2015). A planta da bordadura do sistema push-pull para manejo do psilideo pode ser
uma planta mais atrativa que a tangerina. H4 alguns estudos sobre a utiliza¢do de plantas iscas,
ja que D. citri é oligbfago por alimentar-se de plantas hospedeiras da familia Rutaceae, que
poderiam ser utilizadas na periferia do push-pull. Por exemplo, alguns gendtipos de Citrus sao
mais atrativos como Citrus sinensis (L.) Osbeck “Valéncia” (ROBBINS et al., 2012). Por sua
vez, a planta de curry Murraya koenigii (L.) Spreng (Rutaceae) parece ser ainda mais vantajosa
para ser usada como planta isca por apresentarem alta atratividade do psilideo e ser imune ao

Greening (BELOTI et al., 2018).

Uma terceira tatica baseada nos aleloquimicos de plantas para o manejo do vetor do
HLB em campo seria o mascaramento. O mascaramento do odor ocorre quando uma planta
sensorial positiva (planta hospedeira) e uma planta sensorial indiferente ou negativa (repelente)
sdo associadas, de modo que a mistura dos volateis das plantas torna a planta hospedeira nao
detectavel pelo inseto herbivoro (THIERY; VISSER, 1986, 1987; SCHRODER; HILKER,
2008; TOGNI et al.,, 2010). Essa estratégia tem muitas aplicagdes em policulturas
(NOTTINGHAM et al., 1991; ISAACS et al., 1993; HELD; GONSISKA; POTTER, 2003;
ZHANG; SCHLYTER, 2004). Nesse caso, ndo necessariamente a planta companheira

associada ao pomar de citros emite compostos repelentes para o psilideo. Mas, a combinagao



de odores das duas espécies impede que os insetos detectem e reconhegam os volateis da sua
planta hospedeira (SCHRODER; HILKER, 2008). Até hoje, existem apenas dois estudos que
mostraram mascaramento de odores dos citros para o psilideo. Em um deles, os autores
mostraram que o tempo de busca de D. citri pelo seu hospedeiro aumentou quando os odores
dos citros foram combinados com os da planta Rhododendron simsii Planch. (Ericaceae),
sugerindo o mascaramento (RUAN et al., 2015). O segundo estudo nao foi realizado com
plantas ndao hospedeiras, mas com uma molécula sintética do acido acético, que mascarou os

volateis dos citros, reduzindo a coloniza¢do do inseto vetor (COUTINHO-ABREU et al., 2014).
1.5.Papel das plantas hospedeiras secundarias na colonizacio de D. citri

Uma das formas de manejo do vetor da doenca HLB ¢ entender as interagdes ecologicas e
os padroes de distribuicao do vetor. Por exemplo, quando as brotagdes em plantas de citros sao
escassas, os adultos de D. citri sdo obrigados a procurar um novo hospedeiro onde possam
reproduzir. Neste cendrio, as plantas hospedeiras secundarias que formam parte do
agroecossistema dos pomares se tornam importantes, pois podem servir de refugio e fonte
alimentar temporaria para os psilideos, que ndo completam o ciclo como ocorre em plantas
hospedeiras priméarias (GEORGE et al., 2020). Pesquisas mostram que algumas plantas
daninhas que nao pertencem a Familia Rutacea, em pomares de citros podem ser hospedeiros
alternativos e fornecer alimentos temporarios para D. citri (HALL et al., 2009; JOHNSTON;
STANSLY; STELINSKI, 2019).

1.6.Diversificacao de culturas em Minas Gerais

Diferentemente do estado de Sao Paulo, as areas de produgao de tangerina no sul do estado
de Minas Gerais t€ém uma diversificagdo de culturas, dentre as quais, podemos mencionar o
café. Essa cultura ¢ considerada uma das mais importantes do Brasil, sendo o Estado de Minas
Gerais o maior produtor de café no pais com 50% da producao dos 59.9 milhdes de sacas na
safra brasileira do ano 2018 (IBGE, 2017; CONAB, 2018). O Estado também ¢ o segundo maior
produtor de abacate, com 52 mil toneladas anuais (IBGE, 2017; BARROS, 2019). Em menor
escala, o cultivo do maracuja possui uma area de produgdo de 1.578 hectares, sendo o quarto
Estado produtor do Brasil (IBGE, 2017). A diversificagdo agricola ¢ uma pratica comum no Sul
de Minas Gerais tendo como principais culturas perenes: O café, tangerina, abacate e, em menor

quantidade, o maracuja (FERREIRA, 2020).
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1. RESUMO

Diaphorina citri é o vetor do ‘Candidatus Liberibacter’ spp., agentes etiologicos do
Huanglongbing (HLB). A exploracao do manejo comportamental do inseto através dos volateis
da planta uma opcao, uma vez que o consoércio com plantas ndo hospedeiras pode reduzir a
atratividade e, consequentemente, a colonizacdo dos pomares de tangerina pelo inseto. O
presente estudo investigou se a localizacdo da tangerineira ‘Ponkan’ Citrus reticulata pelo
psilideo ¢ alterada quando associada aos volateis das plantas ndo hospedeiras Coffea
arabica, Persea americana ¢ Passiflora edulis, e se essas espécies podem abrigar
temporariamente os psilideos. Ensaios comportamentais mostraram que mudas de tangerineira
associadas com os volateis de plantas de abacate prejudicam a localizagdo do hospedeiro pelo
psilideo, pois reduziu entre 36 e 68% os insetos que estavam na planta hospedeira. J& a
associagdo com os volateis da planta de maracuja facilitou a localizacdo do hospedeiro, pois os
insetos localizaram a tangerineira mais rapidamente em relacdo ao tratamento da tangerineira
sozinha. A associacdo com os volateis da planta de café, por usa vez, ndo alterou a atratividade
da tangerineira para o psilideo em relagdo ao tratamento com apenas a tangerineira ‘Ponkan’.
Em ensaios sem chance de escolha, avaliou-se a mortalidade acumulada dos psilideos nas
plantas hospedeira e nao hospedeiras, e providos somente com agua. Os tempos letais 50 (TL50)
para os psilideos foram entre 1,7 e 2,39 vezes maiores nas plantas ndo hospedeiras quando
comparados aos psilideos providos somente com agua, porém entre 3.48 e 4.82 vezes menores
ao da tangerineira. Nossos resultados indicam que a planta de abacate ¢ promissora manejo
integrado do psilideo, pois, aparentemente mascara os volateis da planta hospedeira, além de

ser um hospedeiro pouco adequado para D. citri.

Palavras chave: Psilideo-asiatico-dos-citros, ‘Ponkan’, abacate, sobrevivéncia, citros.
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2. ABSTRACT

Diaphorina citri is the vector of ‘Candidatus Liberibacter’ spp., The etiologic agents of
Huanglongbing (HLB). The exploration of the behavioral management of the insect through
the volatiles of the plant is an option, since the consortium with non-host plants can reduce the
attractiveness and, consequently, the colonization of the mandarin orchards by the insect. The
present study investigated whether the location of the 'Ponkan' mandarin Citrus reticulata by
the psyllid is altered when associated with the volatiles of non-host plants Coffea arabica,
Persea americana and Passiflora edulis, and whether these species may temporarily house the
psyllids. Behavioral tests showed that tangerine seedlings associated with avocado plant
volatiles impair the host's location by the psyllid, as it reduced between 36 and 68% the insects
that were in the host plant. The association with the volatiles of the passion fruit plant facilitated
the location of the host, since the insects located the mandarin tree more quickly in relation to
the treatment of the mandarin tree alone. The association with the volatiles of the coffee plant,
in turn, did not alter the attractiveness of the mandarin tree to the psyllid in relation to the
treatment with only the 'Ponkan' mandarin tree. In trials with no chance of choice, the
accumulated mortality of psyllids in host and non-host plants was evaluated, and provided with
water only. Lethal times 50 (TL50) for psyllids were between 1.7 and 2.39 times longer in non-
host plants when compared to psyllids provided with water alone, but between 3.48 and 4.82
times shorter than the mandarin tree. Our results indicate that the avocado plant is a promising
integrated management of the psyllid, as it apparently masks the volatiles of the host plant, in

addition to being an inadequate host for D. citri.

Key words: Asian citrus psyllid, masking, non-host plants, survival, citrus.
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3. INTRODUCAO

A doenga Huanglongbing (Greening/HLB) ¢ causada pelas bactérias Candidatus
Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanus (Ammar et al., 2016). O dano da
doenga nos pomares ¢ a queda, deformacgdo e gosto amargo dos frutos, reduzindo a producao
das plantas de 30% até 100%, levando a sua morte entre cinco a oito anos depois (Hall et al.,
2007, 2013; Wenninger and Hall, 2008; Gottwald, 2010; Ammar et al., 2016), sendo o psilideo-
asiatico-dos-citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), o principal vetor em
pomares citricolas no Brasil, EUA, México e Belize (Wenninger and Hall, 2009; Grafton-

Cardwell et al., 2013).

O controle da doenca ¢ feita basicamente em duas vertentes. A primeira ¢ a remog¢ao das
plantas de citrus com a bactéria e eliminacdo de plantas sem manejo em torno das fazendas
(Halbert and Manjunath, 2009; Hall et al., 2013; Fundecitrus, 2019). A segunda consiste na
reducdo da populagdo do vetor e é feito através da aplicagdo de inseticidas quimicos. No
entanto, esse método tem limitagcdes, pois em areas urbanas existem plantas hospedeiras e
fazendas com manejo organico. Em razao disso, também sdo utilizadas ferramentas bioldgicas,
como o parasitoide ninfal Tamarixia radiata (Waterson) (Hymenoptera: Eulophidae) (Nava et
al., 2007; Halbert and Manjunath, 2009; Diniz, 2013; Parra et al., 2016) e microrganismos
entomopatogénicos como Isaria fumosorosea (Wize) (Hoy et al., 2010; Ausique, 2014;

Ordufio-Cruz et al., 2015; Conceschi, 2017).

As taticas atualmente empregadas no manejo de D. citri ainda sdo insuficientes para a
reducdo das populagdes. Por isso, sdo necessarios mais esforgcos para desenvolver estratégias
que possam ser incluidas ao manejo integrado do psilideo, como por exemplo, aquelas que
exploram compostos organicos volateis (COVs) emitidos pelas plantas. Hoje, sabe-se que, além
de estimulos visuais, os COVs, como -ocimeno e D-limoneno, sdo necessarios para o psilideo
localizar a sua planta hospedeira (Wenninger et al., 2009; Rajinder S. Mann et al., 2012;
Cifuentes-Arenas et al., 2018).

Devido a sensibilidade de D. citri aos volateis, algumas espécies de plantas nao
hospedeiras podem ser utilizadas nos pomares citricolas com o objetivo de repelir o inseto, ou
reduzir a atratividade dos plantios. Sdo conhecidas algumas plantas repelentes (Hall et al., 2009;
Barman et al., 2016; Fancelli et al., 2018), porém a goiabeira Psidium guajava L. (Fam.

Mpyrtaceae) € a mais conhecida (Zaka et al., 2010; Onagbola et al., 2011; Magnani, 2017) . Nas
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avaliagdes em pomares onde foram plantadas na propor¢do de 1: 1 de citros e goiaba, foi
observada uma reducdo de 20% na infeccdo pela doenga HLB nos primeiros dois anos, em
relagdo aos pomares que possuiam apenas citros (Ichinose et al., 2012; Barman et al., 2016).
Inicialmente, a repeléncia da goiabeira foi atribuida a emissao de uma mistura de sulfatos de
dimetila (DMDS) (Ogunwande et al., 2003; Chen et al., 2007), mas o (E)-p-cariofileno também
destaca-se como repelente ao psilideo, apesar de ser também emitido pelo citros, esta presente
em maiores concentragdes na mistura de VOCs emitido pela planta de goiaba (Chen et al., 2007;
Silva et al., 2016; Alquézar et al., 2017; Patt et al., 2018). Recentemente, o papel do (E)--
cariofileno na repeléncia de D. citri foi demonstrado usando uma planta de Arabidopsis

transgénica que emite maiores concentragdes de (E)-B-cariofileno (Alquézar et al., 2017).

A selecgdo de plantas ndo hospedeiras repelentes ou que reduzam a atratividade do pomar
de citros pode também ser explorada em um sistema de push-pull, que integra um elemento
repelente (planta ndo hospedeira) no centro da area, consorciado com o cultivo, e outro
elemento atraente na bordadura (Cook et al., 2007; Yan et al., 2015). No sistema do citros, a
planta de curry Murraya koenigii (L.) Spreng (Rutaceae) parece ser promissora para ser usada
na bordadura, uma vez que ¢ altamente atrativa para o psilideo e imune ao HLB (Beloti et al.,

2018).

Além da repeléncia, a reducao da atratividade do plantio para o inseto pode ocorrer por
meio do mascaramento dos odores da planta hospedeira ao se misturar com os da planta ndo
hospedeira, dificultando a deteccdo e localizagdo da planta hospedeira (Thiery and Visser, 1986,
1987; Schroder and Hilker, 2008; Togni et al., 2010). H4 poucos estudos que demonstram o
mascaramento do odor da planta de citros para o psilideo. Um deles € o consoércio dos citros
com a planta ornamental Rhododendron simsii Planch. (Ericaceae), com a presencia dela a

chegada do psilideo ao citros demoro até 18 horas (Ruan et al., 2015).

Diferentemente do estado de Sdo Paulo, a tangerineira ‘Ponkan’ Citrus reticulata
Blanco (Rutaceae) ¢ a mais produzida nos pomares em Minas Gerais e sdo geralmente
diversificadas com outras culturas, como café, abacate e maracuja. Essas plantas ndo
hospedeiras podem influenciar na colonizacdo dos psilideos nos pomares, porém nada se sabe
sobre as interagdes do psilideo vetor do HLB com essas espécies de plantas. Além disso, a
maior parte dos estudos tratam da interagcdo do psilideo com as laranjeiras ‘Valéncia’, ‘Péra’ e
‘Hamlin’ Citrus sinensis e sdo escassas as informagdes sobre a tangerineira ‘Ponkan’ como

hospedeira do psilideo. A infestagdo por D. citri e a incidéncia do Greening nos pomares do



18

estado de Minas Gerais, no qual a tangerineira ‘Ponkan’ predomina, também ¢é pouco
conhecida. Sdo parcialmente conhecidos os dados do Tridngulo/Sudoeste Mineiro que, em 2018
juntamente com o estado de Sao Paulo, teve 18%, em média, ou aproximadamente 35 milhdes

de arvores infectadas pelo Greening (Fundecitrus, 2018).

Dentro deste contexto, o presente projeto teve como objetivo investigar se os COVs das
plantas de café Coffea arabica L. variedade Novo mundo, (Rubiaceae), abacate Persea
americana Mill. (Lauraceae) e maracuja Passiflora edulis Sims. (Passifloraceae) prejudicam ou
facilitam a localizacdo hospedeira da tangerina pela D. citri. Outro aspecto importante das
plantas ndo hospedeiras ¢ determinar se elas podem fornecer abrigo ou servir como fonte
temporaria de alimento para o psilideo. Por ndo constituirem plantas hospedeiras, a hipotese
inicial foi que a associacdo com as plantas de abacate, café ou maracuja reduzisse a atratividade
das tangerinas, e que essas espécies ndo provessem alimento adequado para o psilideo. O estudo
fornece informagdes que podem subsidiar o cultivo consorciado de tangerina com outras

culturas de importancia econdmica que ndo favorecam a colonizagao pela D. citri.
4. MATERIAL E METODOS
4.1.Psilideo-asiatico-dos-citros

Individuos adultos de D. citri foram inicialmente obtidos da criacao do Laboratorio de
Biologia e Controle Biologico de Insetos (ESALQ/USP, Piracicaba, SP) e colocados em gaiolas
(80 x 50 x 40 cm) com mudas de Murraya paniculata (L.) Jack (Rubiaceae), que serviram de
hospedeiro para alimentacdo e oviposi¢do. A criacdo foi mantida em sala climatizada (24 £+ 2
°C, UR 70 + 10% e fotoperiodo de 14h) no laboratorio de Entomologia/Acarologia da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG/Sul de Minas, Lavras, MG) (Figura 1).
As mudas de M. paniculata foram obtidas de viveiros e, posteriormente, levadas a casa de
vegetacdo para aclimatagcdo. O manejo agrondmico foi de poda, irrigagdo e adubacdo de uma

solugdo ao 1% de N-P-K (20-20-20) em intervalos de duas vezes por més.
4.2.Plantas hospedeiras primarias e secundarias

A planta hospedeira utilizada foi a tangerineira ‘Ponkan’ Citrus reticulata Blanco
(Rutaceae) e as plantas ndo hospedeiras foram café Coffea arabica L. variedade Novo Mundo

(Rubiaceae), abacate Persea americana Mill. (Lauraceae) e maracuja Passiflora edulis Sims.
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(Passifloraceae) com idades de 12, 7, 12 e 4 meses, respectivamente. As mudas de tangerineiras,

abacate e maracuja tinham uma altura de 20-30 cm no momento de sua utilizagdo nos ensaios

As mudas foram obtidas de viveiros certificados para garantir que ndo estivessem
infestadas por pragas ou infectadas por doengas. As mudas foram mantidas em casa de
vegetacdo (sem controle de temperatura, umidade ou luz) até a utiliza¢ao nos testes. O manejo
agrondmico basico foi a irrigacdo, além de adubagdes mensais da féormula N-P-K (20-20-20).
As plantas de tangerina foram analisadas pelo teste qPCR, que confirmou a auséncia da doenga

HLB (Anexo 1).
4.3.Bioensaios de olfatometria

A adequagdo do olfatometro em “Y” (15 cm de cada brago e 4 cm de didmetro) para
avalia¢do da resposta olfativa de D. citri foi testada frente aos odores da tangerineira versus o
ar limpo. Fémeas de 7-14 dias de idade, privadas de alimentos por 2 h, foram utilizadas
(Alquézar et al., 2017; Beloti et al., 2017). O olfatometro foi posicionado verticalmente a
superficie da bancada para que os psilideo iniciassem o caminhamento mais rapidamente
(Beloti et al., 2017). As mudas foram ensacadas, individualmente, com sacos de polietileno
tereftalato (PET) (41 cm x 33 cm), que foram conectados ao sistema de olfatometria por
mangueiras de silicone. O tratamento ar limpo consistiu em um saco de polietileno tereftalato
vazio. Uma bomba compressora de ar empurrou o ar do ambiente no sistema, passando-o por
um filtro de carvio ativado e umidificador. O fluxo de ar limpo e umidificado, a 1 L.min!, foi

conduzido aos tratamentos (muda de tangerineira e ar limpo) e bragos laterais do olfatdmetro.

Os bioensaios foram conduzidos nos horarios de maior atividade de D. citri, entre 10:00
e 16:00 (Wenninger et al., 2009; Patt and Sétamou, 2010; Beloti et al., 2017), no laboratoério,
em condig¢Oes controladas de temperatura e umidade (24 +£2 © C e UR: 70 = 10%). As fémeas
de D. citri foram individualmente introduzidas no brago central do olfatometro e observada por
um tempo maximo de 5 min. A escolha do inseto foi considerada quando ultrapassava uma
linha tragada na metade de um dos bragos laterais e permaneciam nesta metade distal por mais
de 10 segundos (Beloti et al., 2017; Fancelli et al., 2018). Insetos que ndo fizeram a escolha no

tempo estipulado foram considerados como "nao resposta".
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Cada fémea foi utilizada apenas uma vez e os bragos do olfatdmetro foram invertidos
depois da avaliagdo dos insetos para detectar tendéncias de lado na escolha. Apods 10 psilideos,
o olfatometro foi lavado com detergente neutro, dgua e alcool 70% (Start, Lima & Pergher, Sao

Paulo, SP, Brasil) e seco em estufa a 60°C, foram utilizados 7 de planta e 65 adultos.
4.4.Bioensaios de tunel de vento

Para avaliar a resposta olfativa e visual de D. citri, foi desenvolvido um tinel de vento
similar ao sistema de Alquézar et al. (2017). Este sistema consistiu em uma cdmara retangular
de plastico (polietileno) transparente (57,5 % 39,5 x 31,8 cm). Nas laterais distais, dois circulos
opostos (8 cm didmetro) foram perfurados a 18,5 cm da base. Um dos orificios foi coberto com
tecido voile e um ventilador (7,5x7,5x3,0 cm) foi encaixado. No orificio oposto, foi acoplado
um copo plastico preto com fundo coberto por tecido voile, que permitiu a passagem do fluxo
de ar. Um terceiro orificio de mesmo didmetro foi perfurado no fundo da camara para a
introdugdo da parte aérea das tangerineiras ‘Ponkan’ e das plantas ndo hospedeiras (abacate,
café ou maracujd). Para selar o circulo apds a introducdo das plantas, foi utilizada esponja a
qual foi adicionado polietileno e com uma placa de madeira de 12x5 cm foi parafusada, na

camara plastica (Figura 2).

As mudas de abacate ou maracuja foram introduzidas no mesmo orificio, porém,
posicionadas entre a tangerineira e o ventilador. Como as mudas de café eram menores, elas
foram colocadas dentro da camara em um copo de plastico coberto com papel aluminio,
deixando exposto apenas a parte aérea da planta (Figura 3). Para eliminar o efeito visual das
plantas ndo hospedeiras para os psilideos, a parte exposta das mudas de café, maracuja e abacate
foram ensacadas com tecido voile deixando visivel apenas a muda de tangerina. O voile ¢ um
tecido de malha fina que permite a passagem de ar e, por isso, a dispersdo dos volateis das
plantas. No tratamento controle, que consistiu na preseng¢a da planta de tangerina apenas e uma
haste dentro de um copo de pléstico coberto de voile, simulando a planta ndo hospedeira. O
fluxo de ar gerado pelo ventilador, ligado por um potencidometro, foi conduzido pela planta ndo
hospedeira, a tangerineira, até chegar aos insetos no copo posicionado no lado oposto da

camara. A velocidade do vento foi ajustada em 0,5 m/s para os ensaios.

Foi testada a resposta de localizagdo hospedeira por fémeas de D. citri acasaladas com
7 a 17 dias de idade (Alquézar et al., 2017) e sem alimentagao por 2 h antes dos testes. Um total

de 20 fémeas foram liberadas em cada camara as 10:00 h e o numero de insetos sobre
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tangerineira ‘Ponkan’, no saco de voile cobrindo a planta ndo hospedeira, nas paredes da cAmara
ou dentro do copo de liberacdo, foram registrados a cada hora até as 16:00 h, quando o

experimento foi finalizado (6 h de duragdo) (Figura 4).

O posicionamento dos insetos foi registrado simultaneamente em uma camara contendo
apenas tangerineira ‘Ponkan’ e outra contendo a tangerineira associada aos volateis da planta

ndo hospedeira. Assim, foram conduzidos os seguintes ensaios:

(i) Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira ‘Ponkan’+ Abacate;
(ii) Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira ‘Ponkan’ + Café;

(iti)  Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira "Ponkan" + Maracuja.

A avaliagdo das duas camaras simultaneas foi considerada uma repeti¢ao e um total de
8 repeticdes foi conduzida para cada combinagdo. As condi¢des da sala (temperatura,
fotoperiodo e umidade relativa) onde foram realizados os ensaios de tinel de vento foram as
mesmas descritas para o bioensaio de olfatometria. O delineamento experimental utilizado foi

blocos casualizados.

4.5.Bioensaio de sobrevivéncia de D. citri em plantas hospedeiras e nao

hospedeiras.

A sobrevivéncia do psilideo-asidtico-dos-citros em plantas ndo hospedeiras (abacate,
café ou maracujd) foi comparada com aquela na planta hospedeira (tangerineira ‘Ponkan’) e
sem hospedeiro, somente agua, em condi¢des de laboratorio. Foram colocados10 psilideos (sem
sexagem) com idade de 8-10 dias em cada planta. Os psilideos foram retidos nas plantas de
tangerina e abacate por uma camara retangular plastica (24,5 cm x 15,0 cm) acoplada ao 4pice
das plantas e fechada (Figura a e b). Nas plantas de café e maracuja, os psilideos foram mantidos
dentro de um copo plastico (700 mL capacidade) acoplado ao apice da planta (Figura Sc,d e
e). No tratamento sem hospedeiro, foi utilizado o mesmo copo de 700 mL com algoddo agua.
Cada arena tinha uma abertura na lateral, onde os caules das plantas foram posicionados de
modo que as folhas ficassem no interior da arena (Figura 5). Os caules foram envoltos por
algodao para vedar as aberturas e evitar o escape dos psilideos, dessa forma em cada arena havia

um tratamento (café, maracujd, abacate e tangerineira).

Foi avaliado o nimero de insetos vivos a cada 24 h até 30 dias. O delineamento

experimental usado foi inteiramente casualizados (DIC) com 5 tratamentos e 5 repeti¢des.
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4.6.Analise estatistica

A resposta do psilideo no bioensaio de olfatometria foi analisada pelo Modelo Linear
Generalizado Misto (GLMM- Generalized Linear Mixed Models) com distribui¢cao binomial,
sendo o efeito fixo os tratamentos (a tangerineira ‘Ponkan’ e o ar limpo) e a variavel aleatéria
as repeticdes. O teste log-likelihood ratio foi utilizado para comparar as fontes de odor. A
qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de

simulacao.

Para avaliar o efeito da associagdo da tangerineira com os volateis da planta nao
hospedeira na resposta olfativa do psilideo-asiatico-citricos, foi usado o GLMM com
distribuicdo poisson e binomial negativa (para explicar a sobredispersao) ou o Modelo Linear
Generalizado (GLM) com distribuicdo de erro quasi-poisson (para explicar a sobredispersao).
A fungdo de link logit foi aplicada para a varidvel nimero de insetos presentes em cada parte
do sistema avaliado, sendo a variavel fixa as combinacdes e a varidvel aleatéria a repeticao
temporal. Os dados de mortalidade acumulada dos psilideos no ensaio sem chance de escolha
nas plantas hospedeiras, ndo hospedeiras e no tratamento sem hospedeiro foram analisadas pelo
GLMM com distribuicdo binomial, sendo a varidvel fixa os hospedeiros e a variavel aleatoria

o tempo.

O teste da razdo de verossimilhanca (log-likelihood ratio) foi utilizado para compararo
efeito dos tratamentos, seguida por comparagdes de Tukey (p<0.05), A qualidade do ajuste foi

determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de simulagdo.

Para o célculo dos tempos letais 50 (TL50) da mortalidade dos psilideos nas plantas
hospedeiras e nao hospedeiras foi ajustado um modelo log-logistico com dois parametros y =

1/(1+exp{b[In(x)-In(e)]}). Para qualidade do ajuste, foi utilizado o teste “Goodness-of-fit”.

Todas as analises foram feitos utilizando-se o software R 3.6 (R Core Team, 2019) ¢
foram utilizados os seguintes pacotes Ime4 (Bates et al., 2015), emmeans (Searle et al., 1980),

drc (Ritz et al., 2015) e hnp (Moral et al., 2017).
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5. RESULTADOS
5.1.Bioensaios de olfatometria

As fémeas de D. citri ndo diferenciaram entre os odores da tangerineira ¢ o ar limpo
(controle) (GLMM, teste da razdo de verossimilhanca; y? = 2.4762,d.f.= 1,p = 0.1156;
Figura 6). Como as fémeas de D. citri ndo identificaram os odores da sua planta hospedeira nos
ensaios de olfatometria, esse método nao foi adequado para avaliar a resposta olfativa do

psilideo
5.2.Bioensaios de tunel de vento

A associacdo com os volateis da planta de abacate atraiu um menor nimero de psilideos
para a tangerineira (planta hospedeira) em relacdo a tangerineira sozinha, ao longo do tempo
(GLMM, teste da razdo de verossimilhanca; y? = 36.18,d.f.= 1,p < 0.001; Figura 7a). Ji a
quantidade de insetos pousados na cdmara foi maior no tratamento da tangerineira associada a
planta de abacate do que na tangerineira sozinha (y? = 27.13,d.f.= 1,p < 0.001; Figura 7b).
No entanto, os niimeros de psilideos que permaneceram no copo (y? = 1.49,d.f.=1,p =
0.22; Figura 7c) ou pousados na gaiola de voile envolvendo a planta de abacate ou nenhuma
planta (tratamento tangerineira sozinha) foram similares nos dois tratamentos (y? =

0.52,d.f.=1,p = 0.471; Figura 7d).

Por outro lado, a associagdo com os volateis da planta de maracujd aumentou a
atratividade da tangerineira em relagio a planta de tangerineira sozinha (y? = 4.44,d.f.=
1,p = 0.0351; Figura 8a). Os numeros de insetos pousados na cdmara ou que permaneceram
no copo de liberagio foram similares nos dois tratamentos (cAmara : y? = 1.42,d.f.= 1,p =
0.2324, Figura 8b, copo; 2 = 2.75,d.f.= 1,p = 0.0967, Figura 8c). Em relagiio ao nimero
de psilideos pousados na gaiola de voile ao longo do tempo, houve interacdo do efeito
tratamento e tempo (y? = 14.27,d.f.= 1,p < 0.001), de modo que a quantidade de psilideos
no voile envolvendo a planta de maracuja foi superior na primeira (y? = 8.27,d.f.= 1,p =
0.0040; Figura 8d) e segunda hora ( y? = 4.68,d.f.= 1,p = 0.0303) em relagio ao controle

(sem planta), porém ndo nos demais intervalos.
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Diferentemente do efeito dos volateis do abacate e maracujd, a associagdo aos volateis
do cafeeiro ndo afetou o nimero de psilideos na tangerineira (GLMM, teste da razdo de
verossimilhanga; y? = 0.16,d.f.= 1,p = 0.6914; Figura 9a). Nio houve diferenca
significativa entre os tratamentos em relagio ao numero de insetos na cimara (y? =
0.59,d.f.= 1,p = 0.4413; Figura 9b), copo (y? = 1.22,d.f.= 1,p = 0.2693; Figura 9c) ou
gaiola voile (y? = 2.00,d.f.= 1,p = 0.157; Figura 9d).

5.3.Bioensaio de sobrevivéncia de D. citri em plantas hospedeiras e nio
hospedeiras.

A mortalidade acumulada, ao longo de 30 dias, do psilideo na tangerineira foi menor do
que em todas as plantas ndo hospedeiras (GLMM, efeito tratamento, teste da razdo de
verossimilhanga; y? = 82.00,d.f.= 4,p < 0.001; Figura 10). Entre as plantas ndo
hospedeiras, a mortalidade do psilideo foi maior nas plantas de maracuja e abacate, seguido do
abacate. Todos os tratamentos com as plantas tiveram mortalidade do psilideo menor que no
tratamento em que recebeu apenas dgua (Tukey p<0.05). Em relacdo ao tempo letal 50 (TL50)
a tangerineira foi a melhor hospedeira (19.43+0.27), depois o café (5.59+0.18), maracuja (4.71
+0.16), abacate (4.03+£0.16) e o tratamento com apenas agua (2.35 £0.13), (log-logistico;
Goodness-of-fit test; y? = 342.9, d.f.= 335, p = 0.3712; figura 10).

Para compreender melhor o efeito dos hospedeiros na mortalidade acumulada de D. citri
no tempo foi analisado o periodo entre os dias 1 e 7, ja que a partir deste periodo ndo hd mudancga
nos tratamentos. No dia 1, ndo houve diferenca entre os hospedeiros e nao hospedeiros (Tabela
1), mas, no dia 2, a mortalidade dos insetos sem alimento foi maior que nos demais tratamentos
(Tukey, p<0.05). A partir do dia 4, a mortalidade na planta de abacate foi mais acentuada do
que no café e maracuja, mas todas as plantas nao hospedeira se diferenciaram da tangerineira
(menor mortalidade) e do tratamento com apenas agua (maior mortalidade) (Tukey, p<0.05

Tabela 1).
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6. DISCUSSAO

Sabe-se que o psilideo-asiatico-dos-citros D. citri explora pistas olfativas e visuais nas
primeiras etapas de escolha hospedeira (Wenninger et al., 2009; Patt and Sétamou, 2010;
Rajinder S. Mann et al., 2012; Robbins et al., 2012). Apods a chegada na planta, aspectos fisicos,
como a dureza da folha, nutricionais e outros metabodlitos secundéarios desempenham papel
importante na aceitagdo da planta hospedeira para alimentacao ou oviposi¢do (Yang et al., 2013;
Cifuentes-Arenas et al., 2018). O nosso estudo avaliou se a combinacdo da planta hospedeira,
a tangerineira ‘Ponkan’, com plantas ndo hospedeiras (abacate, café e maracuja) comumente
plantadas no estado de MG, préximas ou em consorcio com os pomares, pode facilitar ou
dificultar a colonizagdo pelo psilideo vetor do HLB. Verificamos, primeiramente, se os volateis
da planta ndo hospedeira em combinagdo com a planta hospedeira alteraria a localizagao
hospedeira. Em seguida, testamos se as plantas hospedeiras poderiam servir de abrigo

temporario, o que facilitaria a migrag¢ao do psilideo para os pomares de tangerina.

Diversos estudos usaram o olfatdmetro em ‘Y’ para avaliar a resposta olfativa do
psilideo D. citri aos volateis das plantas (R. S. Mann et al., 2012; Beloti et al., 2017; Fancelli et
al., 2018). No nosso sistema de olfatometria, 0 método mostrou-se inadequado porque as
fémeas testadas ndo discriminaram entre os odores da planta hospedeira e o ar limpo. Além
disso, o método de tunel de vento adaptado de Alquézar et al., (2017) nos forneceu mais
informacdes sobre o comportamento do psilideo frente a planta hospedeira, como sera discutido

a seguir.

Entre as trés plantas ndo hospedeiras testadas, a associagdo com a planta de abacate foi
a unica que prejudicou a localizagdo da tangerineira pelo psilideo, j& que um menor niimero de
insetos estavam sobre a planta hospedeira ao longo do tempo do experimento, atingindo um
nimero 30% menor na ultima hora de avaliagdo. Quando os volateis da planta de abacate
estavam associados a tangerineira, um maior nimero de psilideos permaneceu nas paredes da
camara, enquanto que a quantidade de insetos no copo de liberagdo ou no voile que cobria a
planta de abacate ndo diferiu do tratamento com a tangerineira sozinha. Esses dados suportam
a hipotese que os volateis da planta de abacate ndo sdo repelentes, mas provavelmente
mascaram os odores da planta hospedeira para o inseto. Se o abacate liberasse volateis
repelentes, esperavamos um menor niumero de insetos sobre o saco de voile € um maior nimero

dentro do copo de liberagdo em relagdo ao tratamento da tangerineira sozinha.
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Ha estudos sobre a composi¢do de volateis emitidos pelas plantas de abacate que
mostram que a planta emite o sesquiterpeno (E)-B-caryophyllene (Bravo-Monzon and
Espinosa-Garcia, 2008; Niogret et al., 2013b, 2013a) que, dependendo da concentragao, ¢
repelente para D citri (Alquézar et al., 2017). Esse terpeno € o responsavel pela repeléncia da
planta de goiaba ao psilideo (Wenninger et al., 2009; Zaka et al., 2010). Os nossos dados nao
indicam repeléncia, mas mascaramento. Vale determinar se esse efeito dos volateis da planta

de abacate associados a tangerineira ¢ devido ao (E)-B-caryophyllene ou outro(s) composto(s).

Por outro lado, os volateis da planta de maracujd facilitaram a localizacdo da
tangerineira. Ao final da avaliagdo, a planta de tangerina associada aos volateis da planta de
maracujéd continha, em média, 18% mais insetos do que no tratamento somente com a
tangerineira. Além do maior nimero de insetos na tangerineira associada aos volateis da planta
de maracuja, foram encontrados 2 vezes mais psilideos sobre o tecido voile cobrindo a planta
de maracuja nas primeiras duas horas em relagdo ao voile sem planta. Essa maior atragdo a
planta hospedeira pode ter sido resultante de um efeito quantitativo (maior biomassa vegetal na
camara) ou qualitativo da emissdo de volateis da planta de maracuja. Em razao da aparente
atratividade dos volateis do maracuja ao psilideo, foi conduzido um ensaio adicional
comparando a localizacao pelos psilideos da planta de maracujé e a tangerineira isoladamente.
Nas primeiras 3 h, a quantidade de insetos na planta de maracuja foi igual ao de tangerina
(Figura 11). Entretanto, posteriormente, o nimero de psilideos na tangerineira foi superior ao
da planta de maracuja. Apesar do nimero de insetos sobre a planta de maracuja ter permanecido
constante até o final da avaliacdo, observamos uma alta movimentagao dos psilideos da planta
para as paredes da camara, e vice-versa. Considerando esses dados juntamente com o maior
numero de insetos pousados no voile de cobertura da planta de maracuja, essa planta nao
hospedeira provavelmente exerce uma atracdo ao psilideo somente nas primeiras etapas da
selecdo hospedeira. Apds a chegada na planta, o psilideo detecta pistas gustativas e quimicos

nao volateis que o faz abandonar a planta.

Os volateis do café, por sua vez, nao influenciaram a localiza¢ao hospedeira do psilideo.
O padrao de movimentac¢ao do psilideo, examinado pelo nimero de insetos nas diferentes areas
do tunel de vento, foi similar nos tratamentos da tangerineira, com e sem associagdo com 0s
volateis da muda de café. Apesar desse efeito neutro sobre a localizagao hospedeira, o psilideo
sobreviveu na planta de café por mais tempo que as demais plantas nao hospedeiras e duas

vezes mais que o tratamento no qual foi fornecido apenas agua. Assim, apesar da planta de café
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ndo ser um hospedeiro adequado, D. citri deve se alimentar da seiva da planta de café, obtendo

algum conteudo energético para prolongar a sua longevidade.

Ja as plantas de abacate e maracuja forneceram um recurso alimentar mais pobre e/ou
possuem folhas que sdo mais dificeis para o psilideo inserir o estilete em relagdo a planta de
café. Embora o abacate e o maracuja proporcionem uma sobrevivéncia menor do psilideo, essas
plantas ainda forneceram uma sobrevivéncia 1,7 vezes maior ao tratamento em que receberam
apenas agua. Assim, esses resultados indicam que, se os psilideos pousarem nas plantas ndo
hospedeiras, eles podem abrigo e alimento temporariamente, auxiliando na dispersdo de D. citri
para tangerineiras nas proximidades. Outros estudos também indicam que plantas nao
hospedeiras, como plantas espontaneas (Johnston et al., 2019), ou cultivos de tomate e algodao
proximos de pomares de tangerineiras, podem ter esse papel de abrigo e alimento temporario

para o psilideo (plantas hospedeiras secundarias) (Hall et al., 2009; George et al., 2020).

As interagdes entre D. citri e suas plantas hospedeiras e ndo hospedeiras sdo importantes
para entender como as plantas ndo hospedeiras podem influenciar na atragdo e colonizagdo do
psilideo nos pomares de tangerineira ‘Ponkan’. Sob a perspectiva do manejo do psilideo, os
nossos resultados indicam que o cultivo de plantas de P. edulis aumentou a atratividade de
mudas da tangerina para o psilideo, no entanto, ¢ uma planta que ndo fornece abrigo e alimento
por muito tempo para D. citri. Enquanto o café, um cultivo predominante no estado de MG, nao
alterou a selecao hospedeira, porém os dados de sobrevivéncia no café sdo interessantes, porque
em pomares proximos a campos cultivados com café, eles podem ajudar na dispersao do inseto
ou, quando ele apresenta condi¢cdes adversas, pode se refugiar nas plantagdes de café. Ja a
associacdo com abacate na proximidade ou em consdrcio com pomares de tangerina sao
positivas porque o abacate além de reduzir a quantidade de insetos quando associado com a
tangerineira, também permitiu o menor tempo de sobrevivéncia para o psilideo. Portanto,
pesquisas futuras podem ser realizadas para caracterizar a mistura de volateis da variedade de
planta de abacate usada no estudo, assim como da planta de maracuja e café, que sdo pouco
conhecidas. A comparagdo entre os perfis de volateis e o efeito sobre o psilideo pode permitir
a selecdo de compostos potencialmente repelentes, ou que interfiram negativamente na

localizacdo da planta hospedeira pelo inseto.
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR

Anexo 1. Andlise de diagndstico do Greening em mudas utilizadas na presente pesquisa
(teste gPCR) que demostra que as plantas estavam sem a doenga.

. FUNDECITRUS - FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA

LABORATORIO DE PESQUISA E DIAGNOSTICO Data: 14/11/2019
Dt Lista de Amostras - NAO VALE COMO LAUDO
Propriedade: CAMPUS UFLA
Cidade: LAVRAS - MG
Produtor ESTER ALICE FERREIRA
Data de Envio Amostra Lab Descricao Resultado
08/11/2019 100571 PLANTA 01 SEM GREENING
08/11/2019 100572 PLANTA 02 SEM GREENING
08/11/2019 100573 PLANTA 03 SEM GREENING
08/11/2019 100574 PLANTA 04 SEM GREENING
08/11/2019 100575 PLANTA 05 SEM GREENING
08/11/2019 100576 PLANTA 06 SEM GREENING
08/11/2019 100577 PLANTA 07 SEM GREENING
08/11/2019 100578 PLANTA 08 SEM GREENING
08/11/2019 100579 PLANTA 09 SEM GREENING
08/11/2019 100580 PLANTA 10 SEM GREENING
08/11/2019 100581 PLANTA 11 SEM GREENING
08/11/2019 100582 PLANTA 12 SEM GREENING
08/11/2019 100583 PLANTA 13 SEM GREENING

Quantidade: 13

1. A pos itividade no teste de diagndstico (QPCR) depende do limite de s ens ibilidade, ou seja. da quantidade minima de bactéri dveis por
smostra.
FUNDECITRUS - FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA - LABORATORIO DE PESQUISA E DIAGNOSTICO 1del

AV. DR. ADHEMAR PEREIRA DE BARROS, 201 - VILA MELHADO CEP: 14807-040 - ARARAQUARA
TELEFONE: (16) 3301-7055
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Figura 1 Criagdo do psilideo D. citri em laboratorio sob condi¢des controladas

Laboratério de Entomologia/Acarologia da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais-EPAMIG/ Sul de Minas.
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Figura 2 Dimensdes da camara plastica utilizada na avaliagdo de resposta estimulos olfativos
e visuais de planta hospedeira na combinagao de plantas ndo hospedeiras.

O sistema consiste em uma camara de pléstico. Nas laterais de 31.8 cm de comprimento, dois
circulos opostos com 8 cm de didmetro foram perfurados a 21 cm da base. No primeiro circulo,
um tecido “voile” foi colocado, e depois o ventilador da unidade central de processamento
(CPU) conectado a um potencidmetro. Entre o tecido e o ventilador foi colocado uma esponja
com um circulo do mesmo didmetro para selar os espagos. Parafusos foram usados para fixa-lo
a camara. No buraco oposto foi colocado um copo de plastico preto com fundo desmontével,
onde os insetos foram liberados. Um terceiro circulo de mesmo didmetro foi perfurado na parte
inferior da cAmara para a introducdo das tangerineiras ‘Ponkan’ e plantas nao hospedeiras.
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Figura 3 Combinagdes para avaliar o efeito da associagdo da tangerineira e plantas nao
hospedeiras na resposta olfativa e visual de D. citri. (a) Tangerineira ‘Ponkan’+ Abacate; (b)
Tangerineira ‘Ponkan’ + Café; (c) Tangerineira "Ponkan" + Maracuja; d) Tangerineira
‘Ponkan’ sozinha.
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Figura 4 Sistema de avaliacdo de estimulos olfativos e visuais de planta hospedeira na
combinacdo de plantas nao hospedeiras. Camara plastica onde foi avaliado o numero de insetos
presentes na planta de tangerineira, camara, copo e voile. Co=copo, Ca=camara,
Ta=Tangerineira, Vo=voile.
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Figura 5 Ensaio de sobrevivéncia de D. citri. foi conduzido em laboratério. Foram colocadas
em arenas retangulares e cilindricas de plastico contendo em seu interior plantas hospedeiras,
nao hospedeiras e apenas agua.
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Figura 6 Teste de preferéncia olfativa de D. citri frente aos volateis da Tangerineira ‘Ponkan’
e o Ar limpo, (GLMM, teste da razdo de verossimilhanca; y? = 2.4762,d.f.= 1,p = 0.1156).
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Figura 7 Numero de D. citri nos parametros (a) Planta de Tangerineira (b) Camara (c) Copo y
(d) Voile, avaliado na combina¢ao Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira ‘Ponkan’+ Abacate.

Numero de insetos observados nos parametros avaliados. a) Menor numero de psilideos no
tangerineira com a presenga do abacate; b) Maior nimero de psilideos espalhados na camara
na presenga de planta de abacate; c) A presenga do abacate ndo interfere com a saida dos insetos
do copo; d) A quantidade de insetos observados no voile sem abacate foi igual ao voile com
abacate (GLMM, teste da razdo de verossimilhanga). Mesma letra ndo tem diferenga
significativa, teste de Tukey (p=0.05).
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Figura 8 Numero de D. citri nos seguintes parametros (a) Planta de tangerineira (b) Camara
(c) Copo e (d) Voile, avaliado na combinacdo Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira
‘Ponkan’+ Maracuja.

Numero de insetos observados nos pardmetros avaliados. a)Ha um aumento do numero de
psilideos na tangerineira com a presenca do maracujd; b) Nao hé diferenga da quantidade de
psilideos na camara com a presenca do maracuja; c) A presenga do maracuja nao interfere com
a saida dos insetos do copo; d) A quantidade de insetos observados nas horas 1 e 2 foi maior na
voile com maracujad em comparagdo com a voile sem maracujd, porém, a partir da terceira hora
nao houve diferenga no nimero de D. citri. (GLMM, GLM; teste da razao de verossimilhanga).
Mesma letra ndo tem diferencga significativa, teste de Tukey (p=0.05).
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Figura 9 Numero de D. citri nos seguintes parametros (@) Planta de tangerineira (b) Camara
(c) Copo e (d) Voile, avaliado na combinacdo Tangerineira ‘Ponkan’ vs. Tangerineira
‘Ponkan’+ Café.

Numero de insetos observados nos parametros avaliados. a) Nao ha diferenga do ntimero de
psilideos na tangerineira com a presenga do café; b) A quantidade dos psilideos na camara nao
foi modificada com a presenca do caf¢; ¢) A planta de café em associacdo com a tangerina nao
afetou a saida dos insetos do copo; d) A quantidade de insetos observados no voile sem café foi
igual ao voile com tangerineira (GLMM, teste da razdo de verossimilhanca). Mesma letra ndo
tem diferenca significativa, teste de Tukey (p=0.05).
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Figura 10 Mortalidade acumulada de D. citri avaliada na tangerineira e plantas ndo hospedeiras
(Abacate, maracuja e café) e sem alimento fornecido somente agua.

Mortalidade acumulada media (+ se) de D. citri foi registrado at¢ 30 dias, avaliado na
tangerineira ‘Ponkan’, café, maracuja, abacate e sem hospedeiro, sendo que a mortalidade dos
insetos sem hospedeiros foi maior seguido pelo abacate e maracuja que foram iguais, depois o
café e por ultimo a tangerineira sendo o melhor hospedeiro(GLMM, teste da razdo de
verossimilhanca). Mesma letra ndo tem diferenga significativa, teste de Tukey (p=0.05). Foi
calculado o tempo letais para mortalidade do 50 (TL50) dos individuos avaliados em cada
planta; a tangerineira ‘Ponkan’ teve um tempo de sobrevivéncia maior dos insetos seguido pelo
café, maracuj4, abacate, o tratamento onde fio fornecido apenas 4gua o tempo de sobrevivéncia
foi o mais curto.
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Tabela 1 Mortalidade acumulada de D. citri (Media + SE) quantificada cada 24 horas.

Foi analisado o comportamento da mortalidade acumulada com GLMM. Foram analisados do
dia um até o dia sete, ja que a partir deste dia ndo hd mudanca nos tratamentos. No dia um, ndo
houve diferenga entre os hospedeiros e ndo hospedeiros. No dia dois, a mortalidade dos insetos
sem alimento foi diferente aos demais tratamentos. No dia quatro, se formaram trés grupos a
tangerineira comecou a se diferenciar dos hospedeiros alternativos, no entanto eles também sao
diferentes ao tratamento sem hospedeiro e esta diferenca permaneceu até o dia seis. Mesma
letra ndo tem diferencga significativa Tukey teste (p=0.05)

Tempo Tangerineira Café Maracuja Abacate Agua
X se X se X se X se X se
1 0% + 0% a| 0% + 0% a| 0% + 0% a| 0% + 0% a| 17% + 2% a
2 0% + 0% a| 6% + 3% a| 4% =+ 4% a|21% £ 5% a|40% = 2% b
3 2% + 2% a| 13% + 6% a| 15% + 7% ab| 31% £+ 7% b| 49% + 5% c¢
4 2% + 2% a| 25% + 10% b| 38% + 7% be| 48% £ 11% c¢| 76% =+ 2% d
5 2% + 2% a| 41% £ 5% b| 50% =+ 6% bc| 59% £ 13% c¢| 90% =+ 5% d
6 2% + 2% a| 56% £ 10% b| 73% £ 2% bc| 67% £ 12% ¢]100% = 0% d
7 2% + 2% a| 62% + 10% b| 83% + 5% c¢ | 80% + 8% ¢|100% + 0% d
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Figura 11 Numero de D. citri na planta de maracuja e na tangerineira ‘Ponkan’ em um ensaio
sem chance de escolha.

Para observar o comportamento de atragdo do psilideo pela planta de maracuja foi avaliado o
numero de insetos presentes na planta de tangerina e na planta de maracuja no tempo. Desde a
hora um até a hora trés, a quantidade de insetos na planta de maracuja tem uma leve tendéncia
de ter mais insetos, porém na quarta hora observou-se uma diferenga acentuada observando
mais insetos na planta tangerineira. Mesma letra ndo tem diferenga significativa Tukey
(p=0.05).
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Figura 12 Efeitos das plantas ndo hospedeiras na escolha hospedeira e a sobrevivéncia do

psilideo.

a) A presenga do abacate teve um efeito de mascaramento da tangerina e reduziu a vida do

inseto quando foi colocado na planta de abacate; b) O maracuja teve efeito de maior atragao de

D. citri e efeito semelhante a abacate em termos de sobrevivéncia; ¢) O café, no entanto, nao

teve efeito na selecdo do hospedeiro, mas os dados de sobrevivéncia mostram um tempo de

sobrevivéncia mais longo nesta planta.



