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DECIFRANDO AS RESPOSTAS DE Diaphorina citri KUWAYAMA, 1908
(HEMIPTERA: PSYLLIDAE) A COMBINACOES COPA E PORTA-ENXERTOS
DE CITROS: COMPORTAMENTO DE ORIENTACAO E ASSINATURAS
QUIMICAS VOLATEIS

RESUMO GERAL

A citricultura brasileira tem sua cadeia bem estruturada, desde viveiristas até a
industria de produtos como sucos, oleos essenciais, cosméticos e frutas frescas.
Porém, essa importante agroindustria nacional esta ameacada pelo Huanglongbing
(HLB), detectado desde 2004 no Brasil. Trata-se de uma doenga bacteriana que ja
foi relatada nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Mato Grosso do Sul,
Santa Catarina e Goias; e que vem se espalhando rapidamente, chegando a 44%
de incidéncia em 2024 na regido do cinturao citricola. A regiao Nordeste ainda é
considerada livre da bactéria causadora do HLB e os impactos sociais e
econdmicos serao severos se ou quando a doenga chegar a esta regiao. O principal
meio de controle da doenga esta direcionado ao manejo do vetor, feito,
principalmente, pelo uso de inseticidas. Dada a gravidade e a velocidade de
propagacao da doenga, € preciso desenvolver estratégias de controle do HLB a
curto, médio e longo prazo. A identificagdo de gendtipos com mecanismos de
resisténcia por antixenose, que dificulte a colonizacio, a oviposi¢cao e a alimentacao
pode ser um grande aliado nesse manejo. Com o objetivo geral de avaliar a
interacéo entre Diaphorina citrie combinag¢des da copa comercial de laranjeira doce
‘Valéncia Tuxpan’ em diferentes porta-enxertos, foram avaliados parametros de
comportamento de preferéncia para abrigo, oviposi¢do e alimentagdo, além da
identificacdo dos perfis de Compostos Orgéanicos Volateis (COVs) associados as
respostas do inseto. Os resultados revelaram que as combinagdes copa/porta-
enxerto influenciaram significativamente a atratividade inicial de D. citri, modulada
pelos diferentes perfis volateis emitidos. Além disso, observou-se a presencga de
possiveis mecanismos de resisténcia por antixenose, com impacto sobre o acesso
e a alimentacéao floematica do vetor. Esses achados reforcam que a resisténcia ao
vetor é multifatorial e que, isoladamente, compostos volateis ou barreiras
anatdbmicas de vasos condutores podem ndo ser suficientes para impedir a
infestacao.

Palavras-chave: Greening, Psilideo Asiatico dos Citros, Interagéo Inseto/Planta,
Controle Comportamental



ORIENTATION BEHAVIOR OF Diaphorina citri KUWAYAMA, 1908
(HEMIPTERA: PSYLLIDAE) TO CITRUS SCION-ROOTSTOCK COMBINATIONS
AND VOLATILE CHEMICAL SIGNATURES

GENERAL ABSTRACT

Brazil's citrus industry maintains a well-structured production chain, encompassing
nursery operations through to processing sectors for juices, essential oils,
cosmetics, and fresh fruit. Nevertheless, this vital national agroindustry faces a
severe threat from Huanglongbing (HLB), first detected in Brazil in 2004. This
bacterial disease has now been identified in Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Mato
Grosso do Sul, Santa Catarina, and Goias states, exhibiting rapid dissemination
with a 44% incidence rate by 2024. While Brazil's Northeast region remains free of
the HLB-associated bacterium, potential incursion would precipitate profound
socioeconomic repercussions. Current disease management primarily targets
vector control through insecticide applications. Given HLB's severity and epidemic
progression, developing short-, medium-, and long-term control strategies is
imperative. The identification of genotypes exhibiting antixenosis-mediated
resistance impeding vector colonization, oviposition, and feeding, represents a
critical management tool. This study evaluated interactions between Diaphorina
citri and combinations of 'Valencia Tuxpan' sweet orange scions grafted onto diverse
rootstocks. We assessed behavioral parameters governing host preference,
oviposition, and feeding, alongside characterizing associated volatile organic
compound (VOC) profiles. Results demonstrated that scion-rootstock combinations
not only modulated initial vector attraction through differential volatile emissions but
also revealed potential antixenotic resistance mechanisms restricting phloem
access and feeding. This underscores the multifactorial nature of vector resistance,
wherein isolated volatile compounds or putative vascular barriers alone may prove
insufficient.

Key words: Greening, Asian citrus psyllid, Plant-insect interaction, Volatile organic
compounds
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1. INTRODUGAO GERAL

Cadeia de grande importancia econdmica, a citricultura brasileira apresenta
numeros expressivos de produgdo de frutos frescos e suco, valores de
comercializagao e empregos gerados. Como lider na produgao de laranja in natura
e de suco, o Brasil produziu 9,4 milhdes de toneladas na safra 2024/2025, com
rendimentos médios para a citricultura nacional passando dos 16 bilhdes de reais,
sendo responsavel por mais de 54 mil novos empregos gerados em 2023, segundo
o Cadastro Geral de Empregados e Desempregados (Caged) (Citrusbr, 2023;
Fundecitrus, 2024; IBGE 2024).

Os estados de S&o Paulo, Minas Gerais (Tridangulo Mineiro) Parana, Bahia
e Sergipe sdo os maiores exportadores, tendo como principais consumidores a
Europa, Estados Unidos, China e Japao, por ordem crescente (COMEXSTAT, 2024;
Fundecitrus, 2024).

Apesar de sua importancia econdmica e social, os problemas fitossanitarios
ainda s&o grandes entraves para a citricultura mundial, vulneravel a uma gama de
agentes nocivos que causam prejuizos econdémicos. Grandes extensdes de cultivo,
perenidade da planta e base genética estreita, sdo algumas caracteristicas que
tornam os citros vulneraveis a essa gama de pragas e doengas. Cancro citrico,
leprose, pinta preta, clorose variegada, podridao floral sdo algumas das doencas
que acometem estes cultivos. Porém, o Huanglongbing (HLB) merece destaque,
pois ocasiona redugao de produtividade entre 30 e 70% no cenario mundial (Bove,
2006; Fundecitrus, 2023; Wang et al., 2019).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Huanglongbing

O Huanglongbing (HLB), que em chinés significa doenga do dragdo
amarelo, também conhecido como greening dos citros, € causado por bactérias
gram-negativa Candidatus Liberibacter spp., restritas ao floema da planta, e que
ainda nao foram isoladas em meio de cultura puro, o que impossibilita sua completa
caracterizagao de acordo com as normas do Cdédigo Internacional de Nomenclatura
Bacteriana (Fundecitrus, 2024; Pierson et al., 2022).
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Essas bactérias, ao colonizarem o floema das plantas citricas, provocam
sérios disturbios fisioldgicos, incluindo alteragdes no metabolismo de carboidratos
€ na sinalizacdo hormonal. Como consequéncia, ocorre o bloqueio dos vasos do
floema, reduzindo significativamente o transporte de fotossintatos ao longo da
planta (Aritua, 2013; Karuppaiya; Huang; Zhang, 2022; Martinelli, 2012). As plantas
infectadas por Candidatus Liberibacter exibem sintomas caracteristicos, como
crescimento atrofiado, podriddo das raizes, copa raleada, brotagcdes com coloracéo
amarelada, folhas pequenas e manchadas, além de floragdo precoce e frutos
deformados e de tamanho reduzido, resultando em um declinio progressivo da
arvore (Figura 1) (Efrom; Souza, 2018; Gottwald, 2010; Hu, 2021).

Figura 1 - Sintomas do HLB em folhas e frutos de plantas de citros. (A) folhas
mosqueadas que variam de verde-escuro, verde-claro ou amarelado; (B)
engrossamento de nervuras; (C) amarelecimento em plantas jovens; (D) fru.tos com
as cores da casca irregular evidenciando manchas amareladas e verde-claras; (E)
espessamento de albedo e filetes alaranjados a partir da regiao de insergdo com o
pedunculo (setas brancas) e; (F) columela espessa apresentando deslocamento do
eixo central.

Autor: Efom; Souza, 2018

A forma mais difundida, Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), é a

espécie mais amplamente distribuida, relatada pela primeira vez na Asia, mas se
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espalhou para a Africa, Oriente Médio e América do Norte, Central e do Sul
(Gottwald et al., 2010; Wang et al., 2019).

Nos primeiros anos apos a deteccdo do HLB no Brasil, a bactéria
Candidatus Liberibacter americanus (CLam) era a espécie predominante nos
pomares citricos. No entanto, a partir de 2007, Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas) passou a se disseminar com maior intensidade, tornando-se atualmente a
espéecie mais frequente no cenario brasileiro. Esse predominio estad associado a
sua maior competitividade e melhor adaptacdo as condigdes ambientais locais,
especialmente pela maior tolerancia as elevadas temperaturas observadas no pais.
Em contraste, na Africa, o HLB estd majoritariamente associado a espécie
Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) (Lopes, 2009; Teixeira, 2010).

Estas bactérias sdo patdgenos intracelulares obrigatérios e tém genomas
relativamente pequenos (c.1.2 Mb) (Dominguez-Mirazo; Jin; Weitz, 2019). Todos os
trés patdgenos ocorrem de forma persistente, circulativa e propagativa dentro do
inseto vetor apds a aquisicdo durante a alimentagéo das plantas (Gottwald, 2010).
Estudos revelam que CLas nao é capaz de sintetizar triptofano, tirosina, leucina,
isoleucina e valina a partir de intermediarios metabdlicos, provavelmente
importando-os de seus hospedeiros ou vetor. Ha relatos de que CLas consegue
manipular o metabolismo do seu vetor Diaphorina citri para obter nucleotideos
energéticos e isso resulta em uma vida util mais curta do inseto, além de alteragéo
em seu comportamento (Killiny; Jones, 2017). Estudos mostram, que bactéria
estimula respostas imunes da planta, como deposi¢do de calose, produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e indugédo de genes do sistema imune da
planta (Maw et al., 2022).

As espécies patogénicas de Ca. Liberibacter sédo dificeis de estudar por
causa de sua incapacidade de ser cultivada em meio de cultura, sua natureza
limitada ao floema e sua vida intracelular em plantas hospedeiras (Figura 2). A
diversidade genética deste grupo de bactérias é pouco compreendida e os estudos
de diversidade se concentraram principalmente nas sequéncias de profagos que
auxiliam na supressao das defesas da planta (Karuppaiya; Huang; Zhang, 2022).

Devido ao longo periodo de incubagao da bactéria, que pode variar entre
2,5 e 18 meses, as arvores citricas infectadas nao apresentam sintomas visiveis no
estagio inicial da infecgdo. Além disso, a duragdo do periodo de laténcia varia

dependendo da variedade citrica, idade da arvore, condic¢ao fitossanitaria da planta
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e fatores ambientais, que dao origem as infecgdes assintomaticas da doenca
(Canale; Komada; Lopes, 2020; Efrom; Souza, 2018; Hu et al., 2021).

Figura 2 - Micrografia eletrénica de varredura dos vasos do floema (setas) em segéo
transversal infectada experimentalmente por Ca. Liberibacter americanus (Ae B) e
Ca. Liberibacter asiaticus (C e D).

Autores: A e B - Tanaka et al., 2007. C e D Karuppaiya; Huang; Zhang, 2022

Aarvore infectada pelo HLB apresenta sintomas em varias partes da planta,
dependendo do estagio da infecgdo. Se a infecgao ocorrer logo apds a propagacao,
toda a arvore é afetada e fica amarela em todo o dossel, o que leva a um declinio
rapido da planta. Porém, se a infeccdo ocorrer apds o periodo de propagacao,
apenas o setor infectado apresentara sintomas no caso de citros afetados,
enquanto as demais partes apresentardo crescimento normal e frutos de boa
qualidade (Karuppaiya; Huang; Zhang, 2022).

CLas e CLam sao transmitidos pelo psilideo asiatico dos citros, Diaphorina
citri, Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Psyllidae); enquanto Candidatus L. africanus &
transmitida pelo psilideo africano Trioza erytreae Del Guercio, 1918 (Hemiptera:
Triozidae) (Bove, 2006; Wang et al., 2019).

2.2 O vetor: Diaphorina citri

D. citri tem comprimento médio de 2-3 mm na fase adulta, possui trés
estagios de desenvolvimento (ovo, ninfa e adulto) (Figura 3), atingem a maturidade

sexual entre 4 e 7 dias apds a emergéncia do adulto e as fémeas podem colocar
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até 800 ovos, a maioria logo na primeira semana apds o inicio do periodo de
oviposigao (Nava et al., 2007). O psilideo se alimenta em folhas de qualquer estadio
de desenvolvimento, sendo facilmente reconhecido por se posicionarem com a
linha do corpo formando um angulo de 45° com a superficie da planta (Hall; Hent;
Adair, 2008).

Figura 3 - Ciclo de vida de D. citri. A. ovos em brotagdo nova; B. ninfas de 1° a 5°

instar; C. adulto.
el g
e g
(B)

Autor: Cunha, 2018

A duracgao do ciclo bioloégico da D. citri é bastante variada e dependente da
temperatura, podendo ser de 43,5 dias a 18° C ou de apenas 12,1 dias a 32° C
(Nava et al., 2007). As fémeas colocam seus ovos, preferencialmente, em gemas
de folhas novas, axila das folhas e em brotagdes entre o estadio vegetativo V1 a
V3 (Cifuentes-Arenas et al., 2018). Portanto, épocas de brotacbes em plantas
citricas s&o periodo crucial para o manejo e controle deste vetor.

O psilideo adquire a bactéria ao se alimentar nas plantas doentes e a
transmite ao salivar nos vasos do floema. Tanto a aquisicdo quanto a inoculagao da
bactéria ocorrem apos 15 minutos de alimentagdo, mas quanto mais tempo ele se
alimenta, maiores sdo as taxas (Ammar et al., 2014). A aquisigdo da bactéria
também é maior quando o psilideo esta na fase de ninfa, e a inoculagado maior em
brotos do que em folhas maduras (George et al., 2018). Apds a aquisicédo, ha
necessidade de um periodo de incubacao da bactéria por duas a trés semanas para
que o inseto seja capaz de transmitir a bactéria por toda a vida, que é de trés a
quatro meses (Cunha, 2018; Efrom et al., 2018). Estudos mostram que a fémea
pode transmitir a bactéria verticalmente a progénie e que a transmissdo pode
ocorrer de forma horizontal de macho para fémea durante a cépula (Mann et al.,
2012).
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A populacao do vetor comecga a aumentar no inicio da primavera e tem seu
pico populacional no inicio do verao (novembro a janeiro, no Brasil), justamente no
periodo de brotagdo das plantas de citros. Porém, o inseto esta presente em
pomares de citros o ano inteiro, podendo ter picos populacionais durante o outono
e o inverno. Por permanecer por toda sua vida infectivo, as medidas de controle
devem ser tomadas a fim de eliminar ou reduzir as populag¢des do inseto no pomar,
principalmente neste periodo (Efrom; Souza, 2018).

O principal método utilizado para o controle deste inseto € o uso de
agroquimicos, o uso foi intensificado nos pomares citricos desde o aparecimento
da doenca, ocasionando sérios efeitos colaterais como o desenvolvimento de
populacdes resistentes de D. citri e outras pragas, redugdo de populagdes de
insetos benéficos e a promogao de surto de pragas secundarias (Gottwald; Graga;
Bassanezi, 2007; Volpe et al., 2020).

E importante lembrar que a bactéria também pode ser transmitida pela
enxertia de borbulhas infectadas em plantas sadias e que mudas contaminadas
pelo HLB sdo um importante meio de disseminagdo da doenca (FUNDECITRUS,
2022).

O psilideo pode se desenvolver em varias espécies da familia Rutaceae,
sendo os hospedeiros mais adequados a Murraya paniculata (L.) Jack conhecida
por murta, e a laranjeiras da variedade ‘Valéncia’ (Cunha, 2018). A murta, muito
utilizada como planta ornamental ou para formacao de cerva-viva, traz grande
preocupacao, pois pode abrigar populagdes do inseto préximo a pomares de citros,
sendo fonte de inoculo para os insetos mesmo que plantas sintomaticas sejam

erradicadas de pomares.

2.3 Prejuizos e perdas econémicas causadas pelo HLB

Com excecgao da Europa, todos os continentes ja tém registro da doenca.
Estudos realizados em diferentes regides citricolas do mundo mostram que
pomares inteiros podem tornar-se inviaveis economicamente entre sete e dez anos
apds o aparecimento da primeira planta sintomatica, chegando entre quatro a cinco
anos em pomares jovens, se medidas de controle ndo forem implementadas
(Belasque Jr et al., 2010; Gottwald; Graga; Bassanezi, 2007).
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Os danos causados pelo HLB a citricultura nacional sao devastadores, com
avancos significativos a cada ano. Segundo um levantamento do FUNDECITRUS,
a incidéncia média da doenga subiu de 38,06% (77,22 milhdes de arvores doentes)
em 2023 para 44,35% em 2024 no cinturdo citricola brasileiro, com mais de 90
milhdes de arvores infectadas (FUNDECITRUS, 2025). Dados do FUNDECITRUS
apontam eliminacao de cerca de 60 milhdes de arvores, 23% do total de pés de
citros no pais, nestes 21 anos da presenga da bactéria no Brasil (FUNDECITRUS,
2025).

A doenca, diagnosticada em 2004, era restrita a Sao Paulo, Minas Gerais
e Parana. Porém, segue avangando pelo territério nacional, tendo sido confirmada
em Mato Grosso do Sul em 2020, em Santa Catarina em 2022, com a hipétese é
de que a introducdo do HLB no estado tenha ocorrido por meio de mudas
contaminadas, oriundas de comércio clandestino; e mais recentemente em Goias
em 2024 (Figura 4) (FUNDECITRUS, 2022; GOIAS, 2024).

Figura 4 - Mapa de presencga confirmada do Huanglongbing no Brasil.
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Defesa Agropecuaria do Estado de Sao Paulo

IAGRO - (Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal do MS)

IDR - Parana (Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana)

IMA - (Instituto Mineiro de Agropecuaria)

SIDASC - (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina)
AGRODEFESA - Agéncia Goiana de Defesa Agropecuéria

Autor: FUNDECITRUS, 2024

Especialistas atribuem o aumento da disseminagdo do HLB a diversos
fatores, entre eles o clima favoravel ao vetor, a alta densidade de plantas nos

pomares, a dificuldade na coordenacao de estratégias de controle em nivel regional
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e, sobretudo, a permanéncia de plantas doentes nos talhdes, devido a resisténcia
ou negligéncia por parte de alguns produtores. Outro aspecto destacado pelos
pesquisadores € o uso continuo e sem rotagdo de inseticidas do grupo dos
piretroides, o que favorece a selecao de populagdes de D. citri resistentes a esses
produtos, comprometendo a eficacia do controle quimico (FUNDECITRUS, 2022;
FUNDECITRUS, 2023).

A regido Nordeste, importante produtora de citros, especialmente lima e
limdes, ainda é considerada livre dessa doenca. Os impactos sociais e econdmicos
serao desastrosos se ou quando a doenga chegar a esta regido. Oliveira et al.
(2013) apontaram para impactos em torno de dois bilhdes de reais, caso ocorra a
introducao e estabelecimento da doenga na Bahia, em cenario de ndo adogao de

medidas de manejo.
2.4 Susceptibilidade dos Citrus ao HLB e mecanismos de controle

Ha relatos de mais de 56 hospedeiros para o psilideo vetor do HLB,
concentrados na familia Rutaceae, tendo a Murraya paniculata (L.) Jack como
hospedeiro preferencial. Plantas do género Citrus e afins também s&o amplamente
relatadas como hospedeiras desta praga, sendo a maioria altamente suscetivel as
bactérias Candidatus Liberibacter spp. (Pérez-Artiles et al., 2017).

A escolha do hospedeiro pelo psilideo € complexa, envolvendo varios
fatores como variedade e estagio nutricional da planta, dimensdes e presencga de
tricomas nas folhas, presenca de brotagdes jovens, quantidade de ceras na
superficie foliar e o perfil de volateis emitidos, os quais exercem influéncia no
comportamento de localizacao, alimentagao e oviposicao (Alves et al., 2018; Teck
et al., 2011; Tomaseto et al., 2019; Wu et al., 2015). Esta estreita relagao entre
psilideo e hospedeiros € mediada, principalmente, por estimulos visuais, olfativos
e gustativos (Alves et al., 2018).

Ainda ndo ha variedades comerciais de citros tolerantes ou resistentes ao
HLB, apesar de relatos de resisténcia total ou parcial de alguns parentes citricos da
subfamilia Aurantioideae, como Eremocitrus glauca (Lindl.) Swingle (lima do
deserto australiano) e algumas espécies de Microcitrusda Oceania (M.
australis, M. warburgiana e M. papuanae) (Alves et al., 2022; Cifuentes-Arenas et

al., 2018; Ramadugu et al., 2016). Estas espécies ainda estdo sendo incorporadas
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em programas de melhoramento genético de citros na tentativa de desenvolver a
resisténcia total e duravel para cultivares comerciais (Alves et al., 2022). Algumas
cultivares de Citrus indica e C. macroptera, e alguns hibridos como Poncirus
trifoliata x Citrus reticulata e a tangerineira ‘Sugar Belle’ (C. reticulata Clementine x
Minneola) mostraram moderada tolerancia a bactéria (Killiny et al., 2017).

Enquanto essa realidade nao chega, os esfor¢os para o controle da doenga
focam na reducgao do inoculo bacteriano com a erradicacéo de plantas sintomaticas,
no desenvolvimento de técnicas de diagnostico precoce da doenga, certificagao de
mudas sadias para novos plantios e, principalmente, no controle do inseto vetor, D.
citri (FUNDECITRUS, 2022; Parra et al., 2010)

Ha diversas tecnologias disponiveis ou em desenvolvimento para o controle
populacional do inseto, como uso de manta metalizada para cobertura de solo, e
cobertura de plantas com um filme de particulas minerais, como o caulim, visando
diminuir os estimulos visuais do inseto para a localizagao do hospedeiro (Miranda,
2019); controle biolégico com uso dos parasitoides Tamarixia radiata (Waterston,
1922) e Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam & Agarwal), os coccinelideos
Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763) e Harmonia axyridis (Pallas, 1773); ou
fungos entomopatogénicos, como Cordyceps javanica, Lecanicillium lecanii (R.
Zare & W. Gams, 2001), Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (1912), Metarhizium
anisopliae (Metchnikoff) Sorokin (1883) (Boucias; Meyer; Hoy, 2008; Stauderman
et al., 2012; Corallo et al., 2021).

Destacam-se também os estudos de outras técnicas como RNA de
interferéncia (RNAI) contra D. citri (Hajeri et al., 2014; Santos-Ortega; Killiny, 2018);
a manipulagédo genética para introdugdo de genes emissores de volateis menos
atraentes ao psilideo (Alquézar et al., 2021), o desenvolvimento de iscas olfativas
para monitoramento e 6leos essenciais de citros repelentes para D. citri (Andrade
et al., 2016). Porém, essas técnicas ainda ndo se mostraram promissoras para uso
em escala comercial e ha um grande desafio para retardar o avango da doenga no
Brasil, especialmente, na regido Nordeste.

O principal método utilizado para o controle deste inseto € o uso de
agroquimicos que foi intensificado nos pomares citricos desde o aparecimento da
doenca, ocasionando sérios efeitos colaterais como o desenvolvimento de

populagdes resistentes de D. citri e outras pragas resistentes, a redugdo de
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populacdes de insetos benéficos e a promogao de surto de pragas secundarias
(Gottwald; Graga; Bassanezi, 2007; Volpe et al., 2020).

Os especialistas alertam que a resisténcia do psilideo aos inseticidas esta
aumentando, favorecendo o crescimento de populagcbes no campo,
consequentemente, aumentando a incidéncia da doenga de forma gradual,
exigindo novas formas de abordagens para gerenciar a doenga (Alves et al., 2022).

Dada a gravidade e a velocidade de propagacédo do HLB, é preciso
desenvolver estratégias de controle do HLB a curto, médio e longo prazo (Stuchi;
Girardi, 2010). Em 2022, o Ministério da Agricultura e Pecuaria, apds um processo
de sistematizacao e hierarquizagao de pragas de maior risco fitossanitario para o
pais, classificou a bactéria Ca. Liberibacter asiaticus e seu vetor Diaphorina citri
como de muito alto e alto risco, respectivamente. Tal classificagdo justifica o
direcionamento e priorizacdo de pesquisas, pelos institutos de pesquisa e
universidades, que visem desenvolver acdes de manejo e controle eficiente do
vetor, bem como prevenir a dispersao da doenca em areas ainda indenes no pais
(Brasil, 2022).

Ao longo dos ultimos anos, pesquisadores vém evidenciando os beneficios
do uso do manejo integrado de pragas para minimizar a disseminagao do HLB.
Uma das técnicas de manejo integrado € o uso de pomar multiculturas para reduzir
os danos causados por insetos e doengas (Gottwald et al., 2010). Esta técnica,
conhecida como push-pull, consiste em utilizar plantas como iscas para atrair,
repelir ou confundir o inseto, protegendo a cultura alvo (Yan; Zeng; Zhong, 2015).

O push-pull € uma agdo combinada entre componentes repelentes (push)
como repelentes sintéticos, volateis de plantas ndo hospedeiras, semioquimicos
derivados do hospedeiro, feromonios repelentes ou dissuasivos e compostos que
impecam a postura de ovos; e componentes atraentes (pull) como estimulantes
visuais, volateis do hospedeiro, ferombnios sexuais, feroménios de agregacéo,
estimulantes gustativos e estimulantes da postura de ovos (Yan; Zeng; Zhong,
2015).

Estudos mostram que a estratégia push-pull and kill, em que arvores
citricas tratadas com produtos que interferem negativamente na capacidade dos
insetos de encontrar hospedeiros, como o caulim, combinadas com culturas
armadilhadas tratadas com inseticida na borda do pomar citrico, podem reduzir

significativamente o numero de psilideos em arvores citricas. Eduardo et al. (2023)
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observaram reducao de até 95% de psilideos encontrados em pomares de citros
submetidos a estratégia push-pull and kill em comparagdo com o controle nao
tratado.

Para auxiliar nesta técnica, estudos de identificacdo de mecanismos de
resisténcia das plantas ao inseto vetor sédo interessantes. ldentificar gendtipos com
caracteristicas de antixenose, mecanismo de defesa que impede ou dificulta a
alimentacgao, o estabelecimento e oviposi¢cao do inseto; e antibiose, mecanismos
que afetam negativamente o desenvolvimento e sobrevivéncia do inseto apds a
alimentagao, pode ter impacto direto na reducéo de populagdes de insetos pragas
em pomares comerciais (Borgoni et al., 2014; Baldin; Vendramim; Lourenc¢ao, 2019;
George et al., 2018).

Neste sentido, estudos de ecologia quimica sado fundamentais para
entendimento das interagcdes entre plantas e insetos e os compostos organicos

volateis (COVs) tém papel fundamental nessas interacoes.

2.5 Controle comportamental para manejo do HLB

Compostos organicos volateis sao metabdlitos emitidos pelas plantas e tém
grande influéncia na atmosfera do planeta e nas interagcbes troficas. Sao
responsaveis por repelir os insetos praga e atrair polinizadores e inimigos naturais
de pragas, e estao relacionados com as defesas quimicas das plantas, incluindo a
comunicagao entre plantas em caso de necessidade de defesa (Choudhary; Johri;
Prakash, 2008; Volpe et al., 2020).

As plantas apresentam diferentes respostas em relacao a diferentes tipos
de estresses como térmico, hidrico, salino e danos mecanicos. A taxa de emissao
e os perfis de COVs sao dependentes de fatores fisiolégicos da planta, uma vez
que influenciam a disponibilidade de precursores desses volateis; bem como de
fatores fisico-quimicos, uma vez que limitam a volatilidade, a difusdo dentro das
folhas e a difusdo da fase gasosa na interface folha-atmosfera (Niinemets; Loreto;
Reichstein, 2004).

As pistas olfativas, mediadas pelos COVs emitidos pelas plantas, sao
importantes fontes de informacao para a identificacdo dos hospedeiros mais ou

menos apropriados para D. citri, tanto para sua alimentagdo e abrigo quanto para
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a reproducgao (Patt et al., 2014). Esse comportamento diferenciado do vetor se deve
as diferencas na composi¢cao dos COVs emitidos pelos diferentes hospedeiros.

Ha diversos relatos na literatura sobre como os COVs influenciam no
comportamento de D. citri, especialmente para localizacdo de hospedeiros para
alimentacao e oviposi¢ao (Eduardo et al., 2023; Fancelli et al., 2018; Hijaz; Nehela;
Killiny, 2016; Jones; Killiny, 2021; Li et al., 2024; Santos Silva et al., 2023). Os
insetos, por meio dos neurdnios receptores olfativos, conseguem reconhecer os
volateis especificos produzidos dentro de uma gama de volateis presentes no
ambiente, e identificar seus hospedeiros preferenciais (Bruce; Pickett, 2011;
Magalhaes et al., 2018).

Portanto, entender os mecanismos de comunicagao quimica entre insetos
e plantas, bem como as alteracbes no comportamento do inseto em relacdo aos
COVs emitidos pelas plantas hospedeiras é fundamental para o desenvolvimento
de estratégias de manejo sustentavel (Magalhaes et al., 2018).

Para D. citri, efeitos de atragcdo mediada por COVs ja foram identificados
para algumas espécies como murta (Murraya paniculata (L.) Jack), curry (Bergera
koenigii (L.) Sprengel) e arruda (Ruta graveolens L.) (Albuquerque, 2020; Beloti et
al., 2017; Eduardo et al., 2023; Tomaseto et al., 2019). Efeito de repeléncia para
este vetor foi identificado para plantas de goiaba (Psidium guajava L.), manga
(Mangifera indica L.) e caju (Anacardium occidentale L.) (Fancelli et al., 2018;
Nesumi et al., 2008).

Estresse bidtico também influencia no comportamento dos volateis em
citros. Foi observado que a infeccdo das plantas de citros pela bactéria CLas
estimula a liberacdo do volatil salicilato de metila (MeSA) que tem influéncia no
comportamento de atragcdo tanto do psilideo, vetor da doenca, quanto do seu
parasitoide, T. radiata (Mann et al., 2012; Martini et al., 2016). Pesquisas
comprovam que patdégenos conseguem induzir uma mudanga nos volateis das
plantas citricas de forma a torna-la atraente para seus vetores quando comparadas
a plantas nao infectadas, um comportamento que promove a disseminag¢ao do
patdbgeno no pomar (Davis et al., 2012; Mann et al., 2012; Mas; Vereijssen;
Suckling, 2014; Martini et al., 2016; Mauck; Moraes; Mescher, 2010).

A combinacgao copa e porta-enxerto também pode ter relevancia no perfil
de volateis emitidos pelas plantas, e consequentemente, no comportamento do

inseto. Ha evidéncias de que os gendtipos podem apresentar diferentes respostas
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quanto a suscetibilidade ao inseto, o que pode contribuir para programas de
melhoramento genético de citros (Jones; Killiny, 2021).

Diferentes porta-enxerto promoveram diferentes perfis de volateis na copa
Sugar Belle [tangerina 'Clementine' (C. reticulata) x tangelo 'Minneola’ (C. x
Tangelo), toranja 'Duncan' (C. paraiso) x ‘Dancy’ tangerine (C. reticulata)] (Jones;
Killiny, 2021). Raddatz-Mota et al. (2019), estudando volateis de 6leos essenciais
de frutos citricos, observaram que apenas a combinagao de porta-enxerto laranja
azeda com copa lima da Pérsia (Citrus latifolia Tanaka) produziu 3-mirceno quando
comparada com combinagdes de copa lima com os porta-enxertos limoeiro
Volkameriano (C. volkameriana), Flying dragon (P. trifoliata), citrumelo Swingle (C.
paradisi x P. trifoliata) e citrange C-35 (C. sinensis x P. trifoliata), e que o porta-
enxerto C-35 produziu niveis de aldeidos mais altos que os outros porta-enxertos
estudados. O porta-enxerto laranja azeda, em estudo com hibrido copa Pomelo x
Toranja, também produziu monoterpenos e sesquiterpenos em concentragdes mais
elevadas que os porta-enxertos Volkameriano e Citrus macrophylla Wester
(Benjamin; Tietel; Porat, 2013).

Além de estratégias quimicas, os mecanismos de defesa dos gendtipos
citricos contra a colonizagao e oviposi¢cao de D. citri envolvem estratégias fisicas
como presenca de tricomas, espessamento de parede, presenca de anéis
esclerenquimatosos ao redor dos vasos de seiva, presenca de cera, formacéo de
calose; e bioquimicas como a presenca de fagodeterrentes e de compostos
fendlicos que interferem negativamente no comportamento do psilideo (Alves et al.,
2018; Ammar et al., 2014; George; Lapointe, 2019; Shugart et al., 2019).

Mecanismos de resisténcia por antixenose tém sido documentados
em Poncirus trifoliatae em seus hibridos, evidenciando-se como um importante
mecanismo de reducao da atratividade e colonizagao de D. citri (Westbrook et al.,
2011; George; Lapointe, 2019; Hernandez-Suarez et al., 2021; Jones; Killiny, 2021).
Em particular, Borgoni et al. (2014) demonstraram que P. trifoliata cv. ‘Rubidoux’
apresentou o menor indice de oviposicdo quando comparado a sete gendtipos
citricos, reforcando o papel do porta-enxerto na modulagcdo comportamental do
inseto em relagao a copa. Estudos de Tsai e Liu (2000), Pérez Artiles et al. (2017)
e Alves et al. (2018) complementam esse quadro ao reportarem maior preferéncia
e sucesso de desenvolvimento de D. citriem plantas de copa ‘Valéncia’ enxertadas

em Limoeiro ‘Cravo’ em comparacgao a outras combinacdes de porta-enxertos.
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Resisténcia por antibiose, caracterizada pela ocorréncia de fatores que
afetam adversamente o desempenho biolégico de D. citri, também foi observada
em diversos genotipos citricos. Alves et al. (2018) registraram reducéo significativa
da fecundidade em ‘Troyer’ e ‘Swingle’, indicando um potencial de resisténcia que
compromete o sucesso reprodutivo do psilideo. Em ensaios de preferéncia para
oviposicao, hibridos de Microcitrus e Eremocitrus demonstraram nao apenas menor
numero de ovos, mas também redugao da viabilidade ovo-adulto e da viabilidade
ninfal, além de dissuasdo de ninfas de terceiro ao quinto instar emE.
glauca (Eduardo et al., 2022), comprovando que mecanismos antibiéticos podem
atuar em multiplas fases do ciclo de vida do vetor.

O comportamento alimentar do inseto, também, pode ser uma interessante
ferramenta para o manejo do HLB, uma vez que apresenta variabilidade
significativa entre gendtipos de citros. Alves et al. (2018) demonstraram preferéncia
marcada pela variedade laranjeira ‘Valéncia’, enquanto observaram menor
consumo de seiva em tangerineira ‘Ponkan’ e limoeiro ‘Siciliano’. Sétamou et al.
(2016) correlacionaram a qualidade fisico-quimica de brotos jovens de toranja ‘Rio
Red’ e limao ‘Meyer’, ricos em aminoacidos essenciais, a maior atratividade e
prolongamento da alimentagao no floema, contrapondo-se a brotos maduros, cujos
tecidos mais lignificados apresentaram menor exploragéo por D. citri. Shugart et al.
(2019), por sua vez, identificaram em selegcdes de gendtipos de tangerina, pomelo
e hibridos enxertados em citrange Carrizo variagbes no comportamento alimentar
do inseto, relacionando diferengas comportamentais a metabdlitos-chave como
limoneno, [(-mirceno e compostos fendlicos, apontados como potenciais
moduladores do comportamento alimentar.

O Programa de Melhoramento Genético de Citros (PMG Citros) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura desenvolveu hibridos de porta-enxerto com
caracteristicas interessantes como toleréncia a seca e salinidade, resisténcia a
gomose e tolerancia a tristeza, além de perfil ananicante, a partir de cruzamentos
envolvendo espécies de Citrus e dos géneros Poncirus, Microcitrus e Eremocitrus,
que se caracterizam por dificultar ou mesmo impedir a multiplicacdo da bactéria
causadora do HLB.

Com base nestas informacodes, esta tese buscou entender as respostas de
D. citri a combinag¢des copa comercial ‘Valéncia Tuxpan’ e porta-enxertos de citros

selecionados pelo PMG Citros em relagdo ao comportamento de orientagdo para
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abrigo, oviposigao e alimentagao, viabilizando a identificagdo de semioquimicos

com potencial de uso em formulagdes comerciais para 0 manejo do psilideo.
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CAPITULO 1

Atratividade e antixenose em Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera:
Psyllidae) influenciadas pela combinag¢oes copa/porta-enxerto de citros e
seus compostos organicos volateis
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RESUMO

A citricultura brasileira enfrenta uma grave crise mediada pelo Huanglongbing,
associado a bactérias do género Candidatus Liberibacter, as quais sao transmitidas
pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). Ainda sem cura,
essa doenga apresenta dificuldade de manejo, direcionada, principalmente, ao
controle do inseto vetor. O controle quimico do vetor tornou-se crucial para a
redugdo dos prejuizos causados pelo HLB. No entanto, o uso intensivo de
agroquimicos vem causando sérios problemas ambientais e de resisténcia da
praga. Estudos sobre os compostos organicos volateis (COVs) tém auxiliado no
entendimento dos mecanismos de comunicagdo quimica entre insetos e plantas,
bem como as alteragdes no comportamento do inseto em relagdo aos COVs
emitidos pelas plantas hospedeiras, o0 que pode auxiliar no desenvolvimento de
estratégias para o manejo da doenca. Com o objetivo de determinar o
comportamento de selecéo de D. citri a diferentes combinacdes de copa C. sinensis
cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e sete porta-enxertos de citros foram feitos bioensaios de
olfatometria e identificacdo dos perfis dos COVs envolvidos no processo. Os
resultados evidenciaram que os perfis dos COVs emitidos pela copa sdo modulados
pelo gendtipo dos diferentes porta-enxertos, influenciando diretamente a
atratividade do D. citri. As combinagbdes ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki Tropical’ e
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ emitiram perfis de COVs diversificados, o
que pode ter potencializado as respostas repelentes ao inseto. Os compostos (-
cariofileno, neral, camphor, germacreno D, a-farneseno, DMNT e TMTT estéo
possivelmente relacionados a mecanismos de resisténcia de citros a D. citri, sendo
sugeridos como candidatos promissores para semioquimicos de repeléncia e
biomarcadores para programas de melhoramento genético de citros.

Palavras-Chave: COV, psilideo asiatico dos citros, olfatometria, cromatografia
gasosa



40

Attractiveness and antixenosis in Diaphorina citri Kuwayama, 1908
(Hemiptera: Psyllidae) mediated by citrus scion-rootstock combinations and
their volatile organic compounds

ABSTRACT

Brazilian citrus production faces a severe crisis due to Huanglongbing (HLB),
associated with bacteria of the genus Candidatus Liberibacter. These pathogens
are transmitted by the psyllid Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). As
this currently incurable disease presents significant management challenges,
control efforts primarily target the vector. Chemical vector control has become
crucial for mitigating HLB-induced losses. However, intensive insecticide use has
raised serious environmental concerns and promoted pest resistance. Research on
volatile organic compounds (VOCs) has advanced understanding of chemical
communication mechanisms between insects and plants, including vector
behavioral responses to host-emitted VOCs. This knowledge may inform novel
disease management strategies. To determine D. citri host selection behavior,
olfactometry bioassays were conducted using Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’
scions grafted onto seven citrus rootstocks, with concurrent identification of
associated volatile profiles. Results demonstrate that scion VOC profiles are
modulated by rootstock genotype, directly influencing plant attractiveness to D. citri.
The combinations ‘Valéncia Tuxpan’/‘Sunki Tropical’ and ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H.
Montenegro’ emitted diversified VOC profiles, potentially enhancing repellent
responses. The compounds B-caryophyllene, neral, camphor, germacreno D, a-
farnesene, DMNT, and TMTT are potentially involved in citrus resistance
mechanisms against D. citri, suggesting their utility as candidate repellent
semiochemicals, and biomarkers for citrus breeding programs.

Keywords: Volatile organic compounds; Asian citrus psyllid; olfactometry; gas
chromatography-mass spectrometry.
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1. INTRODUGAO

O Brasil possui 651 mil hectares de producdo de citros, concentrada,
principalmente nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul,
Parana e Bahia. Os rendimentos médios para a citricultura nacional passam dos 16
bilhdes de reais, sendo responsavel por mais de 54 mil novos empregos gerados
em 2023, segundo o Cadastro Geral de Empregados e Desempregados (Caged)
(Citrusbr, 2023; Fundecitrus, 2024; IBGE, 2024).

No entanto, a presenca da doenga Huanglongbing (HLB), constatada no
Brasil em 2004, vem provocando perdas expressivas nas principais regides
produtoras e colocando em risco a sustentabilidade da cadeia citricola (Fundecitrus,
2023; Girardi; Stuchi, 2010).

O HLB é uma doenca associada a bactérias do género Candidatus
Liberibacter, as quais sédo transmitidas por insetos da ordem Hemiptera, familia
Psyllidae, conhecidos como psilideos (Burckhardt; Ouvrard; Percy, 2021). No Brasil,
foram relatadas as bactérias Ca. L. asiaticus, principal espécie associada a doenca,
e Ca. L. americanus, ambas transmitidas pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Psyllidae) (Fundecitrus, 2021; Teixeira et al., 2005).

Estas bactérias ficam alojadas no floema das plantas e seu acumulo
dificulta a circulagdo de nutrientes pelos vasos condutores de seiva. Os agravantes
desta doencga sao a alta frequéncia de plantas infectadas assintomaticas no campo,
devido ao longo periodo de incubagdo (2,5 a 18 meses), a inexisténcia de
tratamento para a infecgdo bacteriana e grande dificuldade de controle do vetor
(Belasque Jr et al., 2010; Canale; Komada; Lopes, 2020). Aliado a isso, plantas
resistentes a Ca L. spp. ainda n&o sao conhecidas.

A planta citrica é constituida pela combinagao de uma copa produtiva com
caracteristicas comerciais desejaveis e um porta-enxerto capaz de conferir a copa
atributos de interesse como vigor, qualidade de fruto, produtividade, tolerancia a
estresses e a doengas de solo, adaptagcédo ao clima local, uma vez que as
caracteristicas fisioldgicas do porta-enxerto influenciam toda a planta (Castle, 2010;
Embrapa, 2003).

Diante dos novos desafios para a citricultura nacional, o programa de
melhoramento genético tem se dedicado ao desenvolvimento de novos hibridos
que respondam a questdes como mudancgas climaticas, aumento de produtividade
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e ameaca de doencas, como o HLB. No entanto, raramente estes esforcos
consideram a influéncia dos porta-enxertos no perfil de volateis das folhas da copa
de forma a influenciar a atratividade ou repeléncia ao psilideo, o que pode ser
interessante para o manejo do HLB (Jones; Killiny, 2021).

A escolha do psilideo pelo seu hospedeiro € complexa, envolvendo varios
fatores como variedade e estagio nutricional da planta, dimensdes e presenga de
tricomas nas folhas, presenga de brotagcdes jovens, quantidade de cera na
superficie foliar e o perfil de volateis emitidos, os quais exercem influéncia no
comportamento de localizagao, alimentacgao e oviposicao (Biswas et al., 2024; Teck
et al., 2011; Tomaseto et al., 2019). Esta estreita relacdo entre psilideo e
hospedeiros é mediada, principalmente, por estimulos visuais, olfativos e gustativos
(Alves et al., 2018).

Armazenados em diferentes 6rgaos da planta, como raizes, folhas e frutos,
os compostos organicos volateis (COVs) sao aleloquimicos envolvidos,
diretamente, na interacdo da planta com o meio ambiente, incluindo a interacéo
ecoloégica inseto-planta. As principais classes quimicas dos COVs séo
hidrocarbonetos n&o-meténicos saturados e insaturados e hidrocarbonetos
oxigenados, tais como acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e
alcoois (Baldwin et al., 2006). Destes, os monoterpenos, sesquiterpenos e volateis
de folhas verdes sdo os compostos mais conhecidos (Fontana et al., 2011;
Holopainen, 2004; Niu et al., 2024).

As emissdes desses compostos sao influenciadas por diversos fatores
bidticos como estagio de maturagédo da planta, densidade e area foliar, presenga
de fitopatdogenos e artrépodes-praga; e abidticos como temperatura, umidade,
radiagao solar, estresse hidrico (Efendi et al., 2021; Schirmer; Quadros, 2019; Yang
etal., 2024).

Ha relatos de volateis liberados pelas plantas para repelir os insetos
herbivoros como mecanismo de defesa, a exemplo de terpenoides, como limoneno,
a-farneseno, &-cadineno, B-ocimeno, a- e B-farneseno, D-limoneno, B-felandreno
(Alquézar et al., 2021; Dardouri et al., 2021; Eduardo et al., 2023; Hijaz; Nehela;
Killiny, 2016; Silva et al., 2023; Volpe et al., 2020).

Volateis vegetais também podem atrair os inimigos naturais de herbivoros.
Um exemplo disso ocorre em plantas de laranja azeda (Citrus aurantium L.) que

emitem a-pineno e 2-etil-1-hexanol para recrutar inimigos naturais do acaro
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Tetranychus urticae Koch, 1836 (Cabedo-Lopez et al., 2019). As plantas, também,
utilizam COVs para comunicagdo em caso de perigo, induzindo plantas vizinhas
nao infestadas a produzirem estes compostos volateis para se defenderem da
praga, comportamento que os pesquisadores chamam de “defensive priming”
(Jones; Killiny, 2021).

O efeito de atratividade e repeléncia de plantas hospedeiras a D. citri é
evidenciado em varios trabalhos, seja por comparagao entre espécies diferentes,
seja diferenga entre variedades da mesma espécie, especialmente de variedades
de citros comerciais (Albuquerque, 2020; Beloti et al., 2017; Canuto; Neto; Garruti,
2009; Eduardo et al., 2023; Fancelli et al., 2018; Hall; Hent; Adair, 2008; Jones;
Killiny, 2021; Nesumi et al., 2008; Raddatz-Mota et al., 2019; Tomaseto et al., 2019).
Embora multiplos fatores possam influenciar no processo de selecao hospedeira, o
comportamento diferenciado do vetor se deve, principalmente, as diferengas na
composicao dos COVs emitidos pelos diferentes hospedeiros, atraindo, em maior
Oou menor grau, os insetos.

O entendimento dessa relacdo entre volateis de plantas e D. citri é
importante para identificacao de hospedeiros que apresentem niveis de resisténcia
por antixenose ou antibiose, que possam ser utilizados para a manipulagdo do
comportamento do inseto, reduzindo o interesse do inseto pelas plantas,
consequentemente, reduzindo a populacido do vetor e disseminagdo do HLB nos
pomares citricos

Estudos voltados a identificacdo de porta-enxertos que viabilizem a
producao comercial de citros em areas onde o HLB esta presente, tém se tornado
cada vez mais frequentes nas redes de pesquisa. Neste aspecto, o aprofundamento
do conhecimento sobre a influéncia dos porta-enxertos nos processos bioquimicos
e metabdlicos da copa tem gerado grandes expectativas, uma vez que a
variabilidade na composicao dos volateis em pomares citricos torna ainda mais
complexa a dindmica de localizacdo e aceitagdo do hospedeiro pelos insetos
vetores (Albrecht; Tripathi; Bowman, 2020; Jones; Killiny, 2021; Killiny et al., 2017;
Wang et al., 2019).

Diante da relevancia do comportamento de selecdo de hospedeiros por D.
citri no contexto do manejo do HLB, este estudo teve como objetivo determinar o

comportamento de selegao de D. citri a diferentes combinagdes da copa Citrus
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sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Valéncia Tuxpan’, e sete porta-enxertos desenvolvidos

pelo Programa de Melhoramento Genético de Citros, ao psilideo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local, periodo e outras informacdes gerais do (s) experimento (s)

Os bioensaios de olfatometria e a coleta de volateis foram realizados nos
Laboratérios de entomologia e de ecofisiologia vegetal da Embrapa Mandioca e
Fruticultura (12°40'29.9"S; 39°06'9.9"W), localizado no municipio de Cruz das
Almas-BA. A identificagdo dos volateis foi realizada no Laboratorio de
Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN),

localizado em Brasilia-DF.

2.2 Obtencao dos insetos

Adultos de D. citri utilizados neste estudo foram provenientes da criagao do
Laboratdrio de Entomologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os insetos foram
criados segundo metodologia de Skelley e Hoy (2004), em plantas de murta
(Murraya paniculata (L.) Jack), utilizando gaiolas teladas, em sala com condigbes
ambientais controladas, temperatura de 27 + 2°C, umidade relativa de 60 + 5% e
fotofase de 14h. As mudas de murta foram manejadas com podas a cada 10 a 15
dias para disponibilizacdo constante de brotagbes jovens para estimular a

oviposi¢ao do inseto.

2.3 Obtencao e manutengao das plantas de citros

Gendtipos de citros selecionados do Banco Ativo de Germoplasma de
Citros (BAG Citros) da Embrapa Mandioca e Fruticultura, previamente identificados
como preferidos ou pouco preferidos (dados preliminares), foram utilizados neste
estudo.

As mudas foram produzidas a partir de sementes, em tubetes de 0,25 dm3.
ApOs trés meses, foram plantadas em sacos para mudas de 18 x 22 cm, em mistura
de substrato de casca de pinus e solo na propor¢ao de 1:1 e mantidas em telado

protegido e adubadas com ureia e NPK quinzenalmente.
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A enxertia foi feita com mudas de um ano de idade pela técnica de
subgarfagem ou pela técnica de “T” invertido, a depender da variedade, produzidos
em tubetes de 250 cm3. Apds o pegamento, as plantas citricas foram cultivadas
individualmente em vasos plasticos com capacidade de 3 kg, utilizando uma mistura
de solo e substrato de casca de pinus na propor¢ao de 1:1 como substrato de
cultivo. As plantas foram mantidas em telado antiafidico, em condi¢céo de clima
tropical quente e umido, com temperatura média diaria variando entre 22°C e 34°C
e umidade relativa média de 80%-90%, sob fonte de luz natural.

As plantas foram regadas trés vezes por semana e a adubagao feita com
aplicagdo de adubo soluvel em agua a cada 15 dias, de acordo com a
recomendagdo para a cultura [nitrogénio (94,3 mg L-1), potassio (79,7 mg L-1),
fésforo (23,8 mg L—-1), magnésio (5,47 mg L-1), calcio (58,07 mg L-1), ferro (0,71
mg L-1), cobre (0,98 mg L-1), zinco (0,18 mg L-1), manganés (0,26 mg L—-1), boro
(0,12 mg L-1) e molibdénio (0,04 mg L-1)]. O manejo de pragas foi realizado por
controle manual, quando necessario, para evitar a interferéncia de produtos
quimicos nos resultados (Setin; Alves de Carvalho, 2011).

A manutencao das plantas seguiu um rigoroso controle experimental, sendo
utilizadas plantas de 1, 5 a 2 anos de idade, de 40 cm a 50 cm de tamanho, com
brotacdes jovens entre 3 e 5 cm. Justifica-se esse controle, uma vez que a escolha
do psilideo pelo seu hospedeiro € complexa, envolvendo varios fatores como
variedade e estagio nutricional da planta, além de presenca de brotagdes jovens,
cujos volateis influenciam significativamente o comportamento de localizagao,
alimentacao e oviposigao do inseto (Biswas et al., 2024; Tomaseto et al., 2019).

Para os bioensaios de olfatometria e coleta de volateis, foi avaliada a
variedade copa de laranjeira doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) cv. ‘Valéncia
Tuxpan’ enxertada em sete gendtipos porta-enxertos desenvolvidos pelo Programa
de Melhoramento Genético de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Tabela
1).

O gendtipo de copa também foi enxertado sobre si mesmo para testar o

efeito da enxertia.
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Tabela 1 - Porta-enxertos selecionados pelo Programa de Melhoramento Genético
de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura para testes de atratividade e
repeléncia a Diaphorina citri, genealogia, caracteristicas de interesse em campo e
resposta de preferéncia quanto ao inseto.

Porta-enxerto Caracteristica de

. Cruzamento Comportamento*
selecionado campo
Limoeiro ‘Cravo’ (C. Tolerante a seca,
‘ limonia) tolerante a salinidade,
BRS ‘H ) . ,
, X semiananicante, Pouco preferido
Montenegro o . . \
Trifoliata [Poncirus resistente a gomose,
trifoliata (L.) Raf.] tolerante a tristeza
Laranjeira Pera (C. ToIer.ante a seca,
) . semiananicante,
sinensis) resistente a gomose
BRS *Victoria’ X ay * Pouco preferido
. tolerante a tristeza,
Citrange Yuma (C. . .
. . o resistente a morte
sinensis x P. trifoliata) g
subita
[Citrus sunki hort. ex .
Ananicante,
Tanakal suscetivel a déficit
TSKCxXCTCM- X hidrico Pouco preferido
008 citrange ‘Coleman’ [C. ’ P

resistente a gomose,

sinensis (L) Osbeck x tolerante a tristeza

P. trifoliatal
Tolerante a seca,
tolerante a salinidade,

L resistente a gomose
Tangerineira

. . Co Citrus sunki em sequeiro, Preferido
Sunki Tropical e
tolerante a tristeza,
resistente a morte
subita
Limoeiro Volkameriano R
. Tolerante a seca,
(C. volkameriana V. Ten e
& Pasq.) toleran’ge a sgllnldade, .
BRS ‘Ary &’ " ) semiananicante, Preferido
: T : suscetivel a gomose,
Limoeiro ‘Cravo L2
. , tolerante a tristeza
(C. limonia)
Tolerante a seca,
tolerante a salinidade,
Limoeiro ‘Cravo Citrus limonia suscetivel a gomose, Preferido

Santa Cruz’

Poncirus trifoliata

‘Flying Dragon’ P. trifoliata

tolerante a tristeza,
suscetivel a morte
subita dos citros

Ananicante, suscetivel

a seca,
resistente a gomose,
resistente a tristeza

Pouco preferido

*Com base em resultados de etapas anteriores do projeto, com dados ainda nao

publicados, obtidos em telado e insetario, com plantas na condigéo de pé franco.
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2.4 Bioensaios de olfatometria

As respostas comportamentais de D. citri foram avaliadas em bioensaios
de olfatometria, em condigdes controladas (temperatura: 25 + 2°C, umidade relativa
do ar: 70 = 10%).

Utilizou-se um olfatdmetro de quatro vias (Pettersson, 1970), com as
dimensdes de 16,5 cm x 16,5 cm e espessura de 2 cm. O olfatdmetro consistiu em
uma pega de acrilico escavada em forma de x mantida entre duas placas de vidro,
sendo o conjunto preso por meio de quatro clipes. O olfatdmetro foi colocado no
interior de uma camara fechada, suprida com duas lampadas acima do olfatémetro,
simulando a luz do dia (5500K +/- 500K; 3000 lux) (Figura 1).

Figura 1 - Esquema do sistema de olfatometria utilizado no Laboratério de
Entomologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

—_ Olfatémetro —_—

Autora: Maria de Fatima Costa Pinto

Foram testados volateis da parte aérea das plantas, isolados mediante
utilizacdo de envelope de plastico transparente (polietileno tereftalato, 41cm x
33cm, marca Wyda) amarrado no caule desses vegetais. Ar puro, previamente
filtrado, foi utilizado para promover o deslocamento dos odores das plantas para o
interior do olfatbmetro por meio de conexdes e mangueiras de teflon.

O fluxo de ar filtrado foi mantido a 0,20 L/min em cada braco e os bioensaios
foram realizados durante o periodo entre 09h00 e 16h00 (Eduardo et al., 2023;
Tomaseto et al., 2019). Foram utilizadas fémeas virgens, com quatro a sete dias de
idade, mantidas em jejum por uma hora, por serem altamente responsivas aos

volateis de citros testados, de acordo com resultados preliminares para adaptacao
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de metodologia. O inseto foi introduzido no olfatdmetro através de um orificio de 0,8
mm de comprimento feito no centro da placa de vidro superior.

Cada bioensaio teve duragdo de 10 min, e a cada repeti¢cdo, o olfatbmetro
foi girado em 90°. Cada planta e olfatbmetro eram trocados a trés repeticbes. O
olfatdmetro foi lavado com detergente neutro, enxaguado com agua destilada e
alcool 70% e colocado em estufa a 120°C para secagem. Os dados foram
coletados e processados utilizando o programa SOLF (Fancelli et al., 2017).

Duas séries de bioensaios foram realizados. Na primeira, foi testada a
resposta dos insetos aos volateis das plantas enxertadas em contraste com a
combinagdo da copa enxertada no porta-enxerto Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz,
considerado como grupo controle em fungdo de sua caracteristica de atratividade.
A configuragéo do olfatdmetro foi de dois bragos contendo volateis da combinagao
teste e dois bracgos para os volateis do controle. Para cada combinagao copa/porta-
enxerto, foram feitas 30 repeticdes.

Para a segunda série, foram selecionadas as combinagdes que
apresentaram resposta de néo preferéncia com diferenga significativa em relagao
ao controle. A configuracao utilizada foi de trés bragos para plantas do gendtipo
testado contra um brago de ar puro para confirmar a caracteristica de repeléncia
(3:1) (Vet et al., 1983). Para esta segunda etapa, foram testados trés tratamentos
com 30 repeticoes.

As variaveis avaliadas foram primeira escolha, tempo médio de residéncia
e numero médio de entradas em cada campo (Babikova et al, 2014) em

delineamento inteiramente ao acaso.

2.5 Extracao e analise quimica dos volateis

Para a identificacdo dos perfis quimicos dos volateis, a copa das plantas foi
isolada em envelope de plastico transparente (polietileno tereftalato, 41cm x 33cm,
marca Wyda), ligados ao extrator de volateis com sistema de quatro canais
conectados a uma bomba de vacuo por tubulagéo de teflon (Figura 2).

Os volateis foram coletados por 24h por meio de um tubo de vidro contendo
100 mg do adsorvente Porapak Q® (80-100 mesh, Sigma-Aldrich) a um fluxo de ar
fitrado com carvao ativado bombeado a 0,6 L/min e retirado a 0,4 L/min. Essa

diferenca de fluxo cria pressao positiva dentro do envelope plastico para garantir
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que o ar nao filtrado ndo entre no sistema. Os volateis impregnados nos
adsorventes foram eluidos em 800 pl de n-hexano e armazenados em vials de vidro
com tampa de teflon de 2 mL.

Os extratos coletados foram concentrados para 50 pl sob um fluxo suave
de N2 e armazenados a -20° C até as analises quimicas. Foram coletados volateis
de cinco amostras de cada genotipo testado. Os tubos Porapak Q® foram
condicionados antes do uso por lavagem com n-hexano e aquecido em estufa (130

°C) sob fluxo de nitrogénio por 2 h.

Figura 2 - Etapas da coleta de volateis de citros no Laboratério de Ecofisiologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. A. Sistema de coleta de volateis por aeragdo em
ambiente controlado (27 £ 2°, UR 60 £ 5% e fotoperiodo 12h/12h). B. Copa da
planta isolada em envelope de plastico transparente (polietileno tereftalato). C.
Detalhe da copa de citros com brotag¢des jovens de 3 a 5 cm. D. Eluigdo dos volateis
em n-hexano para analise por cromatografia gasosa.

Autora: Maria de Fatima Costa Pinto.

Para andlise qualitativa, foram injetados 2 uL do extrato, com injecao
manual utilizando microseringa de vidro, sendo duas repeti¢ées por tratamento. Os
extratos selecionados foram analisados usando cromatografo gasoso (CG) (Agilent
GC7890A, EUA) acoplado a um espectrometro de massa (Agilent 5975MSD, EUA)
equipado com um analisador quadrupolar, uma coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm
ID e filme de 0,25 ym espessura; J&W Scientific, Folsom, CA, EUA), e um injetor
splitless com hélio como gas de arraste. A ionizagao foi por impacto de elétrons (70
eV e temperatura da fonte 200°C). Os dados foram coletados e analisados com o
software MassHunter Workstation 10.2 (Agilent, Califérnia, EUA).

Para analises quantitativas, foram injetados 2 uL do extrato, com inje¢ao

automatica, sendo cinco repeticdes por tratamento. Os volateis de todos os
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tratamentos foram analisados por GC-FID (Agilent 7890A) usando uma coluna DB-
5MS néo polar de 30m x 0,25 mm de diametro interno (espessura de filme de 0,25
pm, J&W Scientific, Folsom, CA, EUA). Dois microlitros de cada amostra foram
injetados usando o modo splitless com hélio como gas de arraste. A temperatura
do forno foi mantida a 40 °C por 2 min, programada em 5 °C min/min até 180 °C e
mantida por 0,1 min, depois 10 °C min/min, até 250 °C.

As tentativas de identificagbes dos compostos foram realizadas por
comparacgao do espectro cromatografico com as bibliotecas de banco de dados de
espectros de massa (NIST, 2020), consulta a base de dados do sitio Pherobase e
ao indice de Kovats (KI) da literatura (Adams, 2005, 2012). Os valores de Kl foram
calculados usando uma curva de calibracéo gerada pela injecdo de uma mistura de
alcanos (C8 - C26) (Fisher Scientific, Loughborough, Leicestershire, UK) sob as
condi¢cbes descritas anteriormente. A quantidade relativa de cada composto nas
diferentes combinagdes, em um periodo de 24 h, foi calculada em relacéo a area
do pico de hexadecanolactona (CAS 1096-29-5, Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany), adicionado como padréo interno para uma concentragao final de 0,02
mg/ml. Os dados foram coletados com o software ChemStation (Agilent, California,

EUA) e registrados no Excel (Microsoft Corporation, 2023).

2.6 Estatistica

Para analise do tempo de residéncia, utilizou-se um Modelo Linear
Generalizado (GLM) com distribuicdo Gama e funcéao de ligagao logaritmica, devido
a natureza positiva e assimétrica dos dados de tempo, garantindo adequacao aos
pressupostos do modelo (Mccullagh; Nelder, 1989). O teste de Mann-Whitney com
correcao de Bonferroni complementou a analise por sua robustez frente a possiveis
violagdes de normalidade residual, comparando grupos independentes (Mann;
Whitney, 1947). Modelos lineares generalizados (GLM) com distribuigao de Poisson
foram usados para analisar o efeito do tratamento no numero de entradas e teste
binomial exato foi utilizado para analisar dados de primeira escolha. Os
pressupostos do modelo foram verificados via analise grafica de residuos e teste
de sobredispersdo. Especificamente, aplicou-se o teste de dispersdo néao

paramétrico que compara o desvio padrao dos residuos observados com uma
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distribuicdo simulada de residuos sob a hipétese nula de adequagao do modelo (p
>0,05).

Os perfis quimicos de compostos volateis obtidos das plantas citricas
testadas foram analisados para cada composto individual por Modelo Linear
Generalizado Misto (GLMM) utilizando a familia Tweedie, uma vez que os dados
apresentaram caracteristicas tipicas de distribuicdo altamente assimétrica, com
predominéncia de valores baixos e um grande numero de zeros (auséncia de
deteccgdo). No caso de diferengas significativas entre os tratamentos, a comparagéo
entre gendtipos foi feita por meio do teste de Tukey, com agrupamento por letras
indicativas de diferenga significativa a 5% de probabilidade.

Foi aplicada a analise multivariada de componentes principais (PCA) e
analise de agrupamento hierarquico (HCA), com o objetivo de identificar a formagao
de grupos entre as variedades com base na similaridade e nos valores relativos das
concentragdes dos compostos. Agrupamentos foram realizados mediante matriz de
dissimilaridade de Bray-Curtis, utilizando ligagdo de Ward. Para melhor
visualizagao dos padrdes de agrupamentos, foi construido um mapa de calor com
os dados normalizados.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R v.4.4.3 (R
Core Team, 2025).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bioensaios de olfatometria

Em bioensaios de olfatometria, foram observados comportamentos
diferenciados das fémeas de D. citri em relagao as diferentes combinacdes copa e
porta-enxertos. Preliminarmente, para avaliar se houve efeito de enxertia, o

gendtipo copa foi enxertado em si mesmo e testado em bioensaios de olfatometria.

3.1.1 Bioensaios de olfatometria com Diaphorina citri para avaliar efeito da

enxertia

N&o foram observadas diferengas significativas no tempo de residéncia (W

= 546, p=0,65) e no numero de entradas (W = 527, p=0,84) de D. citri entre campos



52

contendo volateis de laranjeira doce variedade ‘Valéncia Tuxpan’ em pé franco e
aqueles com volateis de laranjeira doce variedade ‘Valéncia Tuxpan’ enxertada
nesse mesmo genotipo (Figura 3). Desse modo, os resultados mostraram que nao
houve efeito de enxertia para a copa de laranjeira doce variedade ‘Valéncia
Tuxpan’. Esses dados iniciais sdo importantes para eliminar vieses nos resultados

subsequentes.

Figura 3 - Tempo de residéncia (min) e numero de entradas de fémeas de
Diaphorina citri em resposta aos odores emitidos por variedade de copa de
laranjeira doce Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, em condi¢do de pé franco em
comparagao com plantas do mesmo gendtipo enxertadas em laranjeira doce Citrus
sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, em olfatbmetro de 4 vias. Os valores ndo foram
significativos com base na analise GLM Gamma com ligacao log e confirmagédo com
teste Mann-Whitney (p< 0,05) (n = 30).

Tempo médio de residéncia (min)

4,39 4,58

6 4 2 0 2 4 6
m Pé-franco ®Enxertada

Numero de entrada

3 2 2 1 1 0 1 1 2
m Pé-franco ®m Enxertada

N
w

3.1.2 Bioensaios de olfatometria com Diaphorina citri para avaliar o efeito da
copa cultivar ‘Valéncia Tuxpan’ em combinagdo com diferentes porta-

enxertos

Comparando-se os tratamentos com o controle ‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro
‘Cravo Santa Cruz’, observou-se redugéo significativa no tempo de residéncia (T) e

no numero de entradas (NE) de fémeas de D. citri para a combinagéo ‘Valéncia
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Tuxpan’/‘Sunki Tropical’, tantoem T (B =- 0,48 £ 0,211, t =-2,29, p = 0,026) quanto
em NE (3 =-0,44 +0,1888, t = -2,37, p = 0,018). Um comportamento semelhante
foi verificado na combinac&o ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ (T: 8 = - 0,33
+ 0,1821, t = -1,86, p = 0,040; NE: 8 = - 0,39 £ 0,1869, t = -2,10, p = 0,036),
avaliadas na configuracdo 2:2. Nao foram identificadas diferengas estatisticamente

significativas nas demais combinagodes testadas (Figura 4).

Figura 4 - Tempo de residéncia (£ erro padrdo) (A) numero de entradas (x erro
padrao) (B) para fémeas de Diaphorina citri em bragos com combinac¢des de copa
de laranjeira doce Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e porta-enxertos testados e
bragos com controle (‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’). Os tempos
(min) e numeros de entradas foram modelados usando um modelo linear
generalizado (GLM) e confirmados com teste de Mann Whitney, com significancia
de 5%. * Diferenca significativa a 5% (n=30).
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Nos ensaios de escolha confirmatéria (3:1) (trés plantas teste versus ar
purificado), a magnitude dos efeitos foi intensificada. Para ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki
Tropical’, verificou-se diferencga significativa para o tempo de residéncia (B = - 1,40
+0,219,t=-6,41, p <0,001), assim como para o numero de entradas (B =-0,75
0,223,t=-3,38, p <0,001). Observou-se padrao similar em ‘Valéncia Tuxpan’/BRS
‘H. Montenegro’ para T (B =-1,01+0,205,t=-4,98, p<0,001)eNE(B=-0,77 £
0,203, t= — 3,83, p < 0,001) (Figura 5). Esses resultados substanciam o

comportamento de nao preferéncia para essas combinacgdes.

Figura 5 - Efeito do tratamento no tempo médio de residéncia e numero de entradas
(x erro padrao) de fémeas de Diaphorina citri nos bragos do olfatbmetro expostos
ao odor de plantas ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’ (A) e ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ (B) contra o ar limpo (controle), na configuracéo 3:1.
Os tempos (min) e numeros de entradas foram modelados usando um modelo
linear generalizado (GLM) e fung&o de ligacdo Gamma e confirmados com teste de
Mann Whitney, com significancia de 5% (n = 30).
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Na avaliacdo de primeira escolha de D. citri, observou-se diferenca
significativa apenas entre a combinacgao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ e
o controle (‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz'), onde o inseto exibiu
preferéncia de 74,20% pelo controle (p = 0,0106) (Figura 6). Este padrao sugere
potencial aplicagdo em estratégias de manejo push-pull (Yan; Zeng; Zhong, 2015),
onde a menor atratividade de BRS ‘H. Montenegro', em condicdo de infestagao
inicial, funcionaria como componente 'push’, direcionando os insetos para plantas-

armadilha para controle localizado durante infesta¢des primarias.

Figura 6 - Primeira escolha (x erro padréao) de Diaphorina citri em bioensaios de
olfatometria com combinacdes de copa Citrus sinensis 'Valéncia Tuxpan' enxertada
sobre diferentes porta-enxertos, comparadas ao controle 'Valéncia
Tuxpan'/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz'. Os valores estdo expressos em frequéncia.
As comparagdes foram realizadas por meio do teste binomial exato, ao nivel de 5%
de significancia, para 30 repeticdes validas. **Indica combinagdo que diferiu
significativamente do controle (p < 0,05).
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3.2 Extracao e analise quimica dos volateis

As analises quimicas das amostras revelaram diferengas qualitativas e

quantitativas estatisticamente significativas entre as diferentes combinagbes de
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porta-enxertos com a copa C. sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ (Tabela 2). Um total de
44 compostos volateis coletados foram identificados.

Os perfis de volateis emitidos por plantas citricas variam de 21 a 61
compostos diferentes, consistindo, principalmente, de monoterpenos,
sesquiterpenos, aldeidos, compostos alifaticos de cadeia longa, cetonas,
compostos aromaticos, volateis de folhas verdes e compostos nitrogenados
(Eduardo et al., 2023; Hijaz; Nehela; Killiny, 2016; Jones; Killiny, 2021; Li et al.,
2024; Santos Silva et al., 2023). A quantidade de compostos volateis no género
Citrus é variavel e depende, entre outros fatores, da variedade e do estagio
fisiolégico da planta (Hijaz; EI-Shesheny; Killiny, 2013; Patt et al., 2014).

Nos perfis de COVs das combinagdes de C. sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’
com diferentes porta-enxertos, observou-se predominancia de hidrocarbonetos
(28%) e monoterpenos (25%), seguidos por aldeidos (18%), sesquiterpenos (9%),
homoterpenos (5%) e alcoois terpénicos (5%) (Figura 7). Especificamente, os
monoterpenos destacaram-se com D-limoneno (105,49 + 43,71 ng/24h; 27% do
total), trans-B-ocimeno (37,62 + 14,67 ng/24h; 10%), sabineno (23,70 + 10,58
ng/24h; 6%), 3-careno (17,24 + 7,22 ng/24h; 4%) e B-mirceno (16,24 + 7,66 ng/24h;
4%) (Tabela 2). Esse padréo reflete a importancia dos monoterpenos na assinatura
quimic a da copa, alinhando-se com estudos prévios que identificaram o D-
limoneno como o composto mais abundante em gendtipos citricos enxertados,
composto-chave ja reconhecido por sua influéncia no comportamento de D. citri
(Eduardo et al., 2023; Jones; Killiny, 2021; Silva et al., 2023).

Figura 7 - Porcentagem relativa das classes de compostos organicos volateis
encontrados em plantas de C. sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ enxertadas em sete
diferentes gendtipos (n = 5).
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Alcoolterpénico
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Esses dados apresentam forte convergéncia com estudos recentes sobre
efeito do porta-enxerto na emissdo de COVs. Forner-Giner et al. (2023) relataram
a identificacdo de 71 compostos volateis em tangerinas enxertadas em nove porta-
enxertos, destacando o limoneno como componente predominante. De forma
semelhante, Guarino et al. (2022) observaram variagdo significativa nas
abundancias de sabineno, limoneno e linalol entre diferentes combinagdes copa e
porta-enxerto de C. sinensis sobre 4 porta-enxertos diferentes, confirmando que
estes compostos sdo abundantes em espécies citricas.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam que a predominancia de
monoterpenos e hidrocarbonetos ndo é apenas quantitativa, mas esta diretamente
associada a influéncia fenotipica do porta-enxerto na mistura volatii e que
compostos como limoneno, sabineno e ocimeno desempenham papéis criticos na
modulagdo do comportamento olfativo de D. citri (Eduardo et al., 2023; Jones;
Killiny, 2021; Li et al., 2024; Silva et al., 2023), oferecendo insights valiosos para o
desenvolvimento de estratégias de manejo olfativo baseadas em selegao de porta-
enxertos menos atrativos.

Em analise individual por combinagao, ‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo
Santa Cruz' foi a que apresentou a menor quantidade de compostos (15
compostos), as menores concentragdes € a menor diversidade (5 classes de
COVs), tendo 53% de sua composigao representada por hidrocarbonetos e 27% de
monoterpenos, dos quais se destacaram hexadecano, heptadecano, octadecano e
D-limoneno  (Figura 8A). Em seguida, a combinacdo ‘Valéncia
Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 apresentou 20 compostos, sete classes, sendo 45% de
hidrocarbonetos e 20% de monoterpenos, com destaque para D-limoneno, p-
cimeno e tetradecano (Figura 8B, Tabela 2). Sesquiterpenos, homoterpenos, cetona

e eéster estavam ausentes nestas combinagdes.
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Tabela 2 - Perfil de compostos organicos volateis (média + erro padrao, em ng/24 h) emitidos por sete combinagdes copa e porta-
enxerto de Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, obtidos por coleta em headspace dindmico durante 24 horas (n = 5).

‘Valéncia

Tuxpan’/ ‘Valénci’a ‘Valénci’a ‘Valéncia o , ‘Valénci’a ‘Valénci,a
Compostos Kiit  Kicalc Limoeiro T‘uxp_an / Tuxpe‘m / Tuxpan’/ ValenC|‘a lTuxr_)a’n / Tuxpan’/ Tuxpan’/
‘Cravo Santa DFIylng’ " BRS ‘H. , BRS ‘Ary S’ BRS ‘Victoria ‘ Tangerlne!ra , TSKCxCTCM-
Cruz' ragon ontenegro Sunki Tropical 008

1 (2)-3-hexenalc 805 807 - - 0,60+0,42a - - 1,330,90a 2,21£1,48a
2 Nonanog 900 900 - - - - 11,98+4,84a 1,27+0,52b 2,92+2,29b
3 Heptanal® 899 902 - 7,90+3,13a 0,83+0,53b - 3,36+2,44ab - -
4 a-pineno’ 939 935 - 13,41+4,36a 2,41+1,37a 5,68+3,19a 16,36+4,97a 11,71£10,92a -
5 Benzaldeidoc ~ 961 963 - 18,62+7,39a 3,57£2,12b 5,31£2,01b 24,82+8,80a - 2,94+2,10b
6 Sabineno! 976 975 1,29+0,67a  56,45+13,11c ~ 11,86%4,29b 29,02+16,62b 66,79+24,16¢ 0,48+0,25a -
7 B-pineno 980 979 - 6,32+1,43a 1,77+0,63b - 0,56+0,21b 1,350,56b -
8 B-mirceno 991 990 - 37,32+8,86a 37,12+7,15a 39,27+13,73a - - -
9 Decano¢? 999 999 - 4,03+1,80a - - 7,98+2,80a 13,26+11,42a 2,52+1,58a
10 Octanal° 1001 1002 - 3,65+1,92a 0,32+0,21b - - 1,64+1,57ab -
11 3-careno 1011 1009 - 31,2348,86b 11,20+4,94b 27,51+11,90b 49,09+20,59¢ 1,32+0,47a 0,31£0,14a
12 p-cimeno 1026 1025  2,94+2,29a  22,04+8,88b 4,59+2,42ab 11,55+4,37b 35,27+11,89¢ 2,00+1,25a 21,38+12,40ab
13  2-etil-1-hexanole 1030 1029  4,90+2,27a - 3,33+2,60a - 6,81£5,29a 112,45+64,19b  71,41£32,73b
14 D-limonenot 1031 1030  7,41+3,92a 20,38+7,93ab 154,79+102,47b 211,03+95,65b 294,50+164,62b 0,76+0,73a 49,56+49,56ab
15 ;rc"j‘;fefo 1050 1045 1,46%0,76a 96,57+26,52b 10,51+4,30ab  19,824¢8,25ab  50,43+28,28ab  81,01+79,61b 3,5541,12a
16 y-terpineno 1062 1061 - 7,39+2,94a 1,37+0,89b 5,14+2,77ab 3,45+1,04ab - -
17  a-terpinoleno’ 1088 1086 - - 0,69+0,47a - 2,71£1,17b - -
18 Undecano? 1100 1098  0,70+0,30 - - - - - -
19 LinalolP 1099 1098 - 14,23+5,95a 5,38+0,31a 5,17+0,89a 11,01+4,42a 15,63+13,04a 11,64+4,19a
20 Nonanalc 1104 1104 - 5,48+2,36a 0,94+0,38a 2,28+1,85a 0,83+0,38a 3,21+3,10a 4,72+1,41a

21 DMNTh 116 1112 - 15,39+8,45a - - 5,22+2,31a 12,03+11,77a -



22
23
24

25
26
27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

trans-o6xido de

limoneno’
Camphor¢

1-dodeceno’
Salicilato de
metila®

a-terpineol®

Dodecano¢
Decanal°

Benzotiazolf

Neral°
Nao
identificado!
Geranial®

Tridecano?

1-tetradeceno?

Tetradecano9
B-cariofilenol
Humulenol

Germacreno Di

Pentadecano?
a-farnesanol
TMTT*h
Hexadecano?
Heptadecano®
Octadecano9

1139

1144
1192

1192

1192
1199
1204
1228
1240

1270
1299
1392
1399
1428
1454
1481
1500
1508
1572
1600
1700
1800

1140

1150
1191

1194

1197
1199
1205
1228
1238

1256

1267
1299
1391
1399
1425
1463
1486
1499
1503
1573
1599
1698
1794

6,21+1,97a

1,05£0,39a
0,03+0,01a

6,38+1,47b
3,82+1,86a
6,88+3,04a

15,60+4,14a
10,65+2,63a
10,38+3,00a

15,02+5,50a

8,562+4,64c
3,20+1,15b
0,75+0,51a

2,11+0,76a
15,91+5,64c¢
7,87+2,24b

4,70£1,39a

29,57+20,72a
27,10+8,08a

9,30+1,57a
10,30+2,07a

0,27+0,22
7,08+0,92a

0,14+0,08a

0,02+0,01a
1,61+£0,11b
1,5310,29ab
0,30+0,24a
2,09+0,91a
40,54+22,95a
1,21+0,08a
5,31+1,38b
4,92+1,64a
12,95+6,87b

6,43+2,47a
0,08+0,06b
13,40+5,02a
9,63+1,08a
8,60+1,56a

9,77+1,83a

1,39+0,67a
2,71+0,95b
5,15+2,78

5,65+1,56a
0,54+0,27a

16,26+5,26a
0,70+0,49b
17,81+4,75a
11,9243,01a
11,41+£2,11a

12,83+4,76a
0,75+0,36b

8,31+2,48¢
3,68+1,12b
0,90+0,64a

14,17+3,08ab
2,03+0,64a
3,30+1,97ab
20,69+5,30c
7,09+1,35b

5,42+1,22a
0,71+0,36b
32,56+8,01a
9,92+2,30a
12,60+2,93a

0,31+0,30

6,97+4,32a

0,01+0,01a
0,06+0,05a

0,16+0,13a

1,07+0,52b

2,14+0,83b
0,01+0,00a
2,55+1,55
1,01+0,50
0,06+0,03b
84,26+84,13
2,18+2,18b
0,43+0,31b
0,19+0,08b
0,15+0,09b
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10,77+3,16a

0,16+0,12a

33,52+32,79a

1,18+0,57a
5,69+2,81a
0,27+0,22b

0,47+0,31b
0,12+0,11b
0,10+0,03b

' Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem significativamente entre si (p < 0,05).
*DMNT = (E)-4,8-dimethylnona-1,3,7-triene, TMTT = (E,E)-4,8,12-trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraene.

Kl't: indice de Kovats baseado na literatura (Adams, 2007); Klcale: indice de Kovats calculado baseado na injecéo de padréo de alcanos (C-08 a C-26).
Classes de COV: 2 Alcool alifatico, ® Alcool terpénico, ¢ Aldeido, ¢ Cetona, © Ester, f Heterociclico aromatico, ¢ Hidrocarboneto, " Homoterpeno, ‘Monoterpeno, | Sesquiterpeno,
Nao identificado.
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Figura 8 - Composigao dos perfis de compostos orgéanicos volateis de combinagoes
copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ em sete porta-enxerto. Os dados estdo
representados em propor¢ao das classes de COVs. Os dados séo representados
pela média da concentragdo dos compostos, obtidos por coleta em headspace
dinamico durante 24 horas (n = 5).
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A combinagado ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou 22 compostos,
divididos em sete classes de COVs, apresentando as maiores concentragdes para
D-limoneno, pB-mirceno, sabineno, 3-careno, pentadecano e heptadecano.
Destacaram-se os monoterpenos, com 36% de sua composigao, seguido de
hidrocarbonetos, com 27% (Figura 8C). A combinacéo ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying
Dragon’, também apresentou sete classes de COVs, com destaque para os
monoterpenos trans-B-ocimeno, y-terpineno, sabineno, a-pineno e B-mirceno. Esta
combinagdo apresentou, ainda, as maiores concentragbes dos homoterpenos
DMNT e TMTT (Tabela 2, Figura 8D).

As combinagdes ‘Valéncia Tuxpan/ BRS ‘H. Montenegro’, ‘Valéncia
Tuxpan’/ BRS ‘Victoria’ e ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’ emitiram
um numero maior de compostos volateis, 35, 32 e 31, respectivamente. A ‘Valéncia
Tuxpan’/ BRS ‘Victoria’ apresentou as maiores concentragcdes dos monoterpenos
D-limoneno (41% de sua composi¢ao), sabineno, trans-B-ocimeno, 3-careno, p-
cimeno, a-terpinoleno, além dos hidrocarbonetos pentadecane, heptadecane
(Tabela 2, Figura 8E).

Os perfis de volateis encontrados nas diferentes combinagdes avaliadas
mostraram similaridade com aqueles relatados em espécies citricas que induzem
comportamento de atragao em D. citri, caracterizado pelo deslocamento orientado
em diregao a fonte de estimulo quimico (Alves et al., 2018; Eduardo et al., 2023;
Killiny et al., 2018; Killiny et al., 2020; Roberts et al., 2023). Essa similaridade pode
explicar a auséncia de diferencas significativas entre a maioria das combinagdes e
o controle nos bioensaios de olfatometria.

Altos niveis de alguns volateis, especialmente os monoterpenos, podem
tornar as plantas citricas mais atrativas para D. citri. Compostos como D-limoneno,
3-careno, a-pineno, (B-pineno, p-cimeno e B-mirceno tém sido associados a
atratividade a D. citri, conforme evidenciado em estudos de comportamento
realizados em plantas de murta e plantas citricas (Alves et al., 2018; Amorés, 2019;
Andrade et al., 2016; Eduardo et al., 2023; Killiny e Jones, 2017; Killiny et al., 2020;
Li et al., 2024; Mann et al., 2012; Robbins et al., 2012). A sinergia entre p-cimeno e
B-mirceno potencializam a excitagdo neuronal de D. citri, aumentando a atragéo ao
inseto (Coutinho-Abreu et al., 2014). Além disso, elevadas concentragcbes de f3-

felandreno e sabineno foram detectados em amostras de curry e de laranjeira doce
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da variedade Valéncia, ambas caracterizadas como atrativas para o inseto (Robbins
et al., 2012; Silva et al., 2023).

Apesar da semelhanga geral entre os perfis volateis das combinagdes
avaliadas, diferengcas marcantes na complexidade e na composi¢cao de compostos
especificos permitiram distinguir duas combina¢gdes menos atraentes ao inseto nos
bioensaios de olfatometria: ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical e
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ (Figuras 4 e 6).

A analise comparativa dos perfis de volateis revelou que a combinagao
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ se destacou por apresentar uma
composicao diversificada, incluindo onze classes distintas de COVs, com destaque
para B-cariofileno, neral e camphor — este ultimo exclusivo desta combinacao
(Tabela 2, Figura 8F). De modo semelhante, a combinagdo ‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’ exibiu um perfil de volateis complexo, com
elevada proporgao de sesquiterpenos (13%) e a presencga exclusiva de humuleno,
germacreno D, (E,E)-a-farneseno (sesquitepenos), além do trans-Oxido de
limoneno (monoterpeno). Também foram detectados os homoterpenos DMNT e
TMTT, reconhecidos por suas fungdes de defesa quimica e sinalizacao indireta em
plantas (Jones; Killiny, 2021; Killiny; Hijaz, 2016) (Tabela 2, Figura 8G).

Para discriminar o efeito do porta-enxerto nos perfis de compostos volateis
(COVs) da copa de Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, aplicou-se uma Analise de
Componentes Principais (ACP) utilizando os 44 volateis identificados (Figura 9).

Os trés primeiros componentes explicaram conjuntamente 95,6% da
variancia total (PC1 =72,2%, PC2 =12,1%, PC3 = 11,3%), confirmando que a
maior parte da variagdo entre os gendétipos esta bem representada em um grafico
tridimensional. No biplot, as combinagdes ‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa
Cruz’ e ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 se agruparam no quadrante superior
direito, associadas a compostos como trans--ocimeno, e aos hidrocarbonetos 1-
dodeceno, tetradecano, pentadecano e hexadecano. Ja a combinagédo ‘Valéncia
Tuxpan’/’Flying Dragon’ isolou-se no quadrante inferior direito, influenciada por
trans-B-ocimeno (maior concentragao: 96,57+26,52 ng/24h) e pelos homoterpenos
DMNT e TMTT.
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Figura 9 - Distribuicao das diferentes combinagdes da copa ‘Valéncia Tuxpan’ e sete
porta-enxertos no espaco tridimensional da analise de compostos principais (ACP),
considerando as médias das concentragdes relativas (ng/24h) dos 44 compostos
organicos volateis emitidos pelas folhas.
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Abreviagdes: ‘Valéncia Tuxpan’/ Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz' (Tuxpan+LCSC),
‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (Tuxpan+LCRO008), ‘Valéncia Tuxpan’/BRS
‘Ary S’ (Tuxpan+AryS), ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying Dragon’ (Tuxpan+FD), ‘Valéncia
Tuxpan’/ BRS ‘H Montenegro’ (Tuxpan+Montenegro), ‘Valéncia Tuxpan’/ BRS
‘Victoria’ (Tuxpan+Victoria), ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki
Tropical’(Tuxpan+Sunki).

As combinagbes ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ e ‘Valéncia Tuxpan’/BRS
‘Victoria’ formaram um agrupamento no quadrante central esquerdo, fortemente
determinado por D-limoneno, 3-careno e p-cimeno, enquanto as combinagdes
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ e ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki
Tropical’ se destacaram em quadrantes distintos, indicando perfis volateis
significativamente distintos, com a presenga de compostos exclusivos (Figura 9).

Aidentificagdo de agrupamentos distintos confirma que a escolha do porta-
enxerto ndo apenas altera a riqueza quimica total, mas sobretudo a identidade e
propor¢ao especifica de compostos volateis liberados, o que pode impactar
diretamente na atratividade ou repulsdo exercida sobre o psilideo (Forner-Giner et
al., 2023).
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Estudos prévios corroboram esse efeito modulador na emissdao de COVs
pelos porta-enxertos. Raddatz-Mota et al. (2019), estudando combinag¢des de copa
de limeira da Pérsia (Citrus latifolia Tanaka) com quatro porta-enxertos diferentes,
observaram que B-mirceno foi produzido pela copa apenas quando enxertada sobre
laranjeira azeda. Além disso, o porta-enxerto C-35 induziu maior emissao de
aldeidos do que os demais porta-enxertos. O porta-enxerto laranjeira azeda, em
estudo com a copa hibrida Pomelo x Toranja, também produziu monoterpenos e
sesquiterpenos em concentragdes mais elevadas do que os porta-enxertos
Volkameriano e Citrus macrophylla Wester (Benjamin; Tietel; Porat, 2013).

A alteragdo no metabolismo da copa, induzida pela influéncia do porta-
enxerto e resultando na emissdo de volateis menos atraentes ou repelentes
constitui também um importante componente no manejo da praga. Isto porque a
variabilidade na composi¢cao dos volateis em pomares citricos torna ainda mais
complexa o processo de localizagao e aceitagao do hospedeiro (Alves et al., 2018).

Essa influéncia do porta-enxerto também pode ser observada sob
condicbes de estresse bidtico, como a infestagcao pelo psilideo ou a infeccéo por
Ca. Liberibacter asiaticus (CLas). Por exemplo, porta-enxertos como US-897 e
laranjeira azeda promoveram um aumento na produgcaéo de monoterpenos e alcoois
terpénicos apds a infestacao pelo psilideo, potencializando mecanismos de defesa
direta (Albrecht; Tripathi; Bowman, 2020; Jones; Killiny, 2021). Paralelamente,
porta-enxertos como US-897 e US-1688 redirecionam o metabolismo da copa para
a sintese de COVs de defesa, associados a tolerancia ao estresse promovido pela
bactéria CLas (Bowman; Albrecht, 2020). Em contraste, porta-enxertos suscetiveis,
como Carrizo, exibiram menor diversidade e reduzida concentragcao de compostos
defensivos, o que pode comprometer respostas defensivas, aumentando a
vulnerabilidade ao HLB (Stover et al., 2018).

Apesar da clara formagdo de agrupamentos na ACP, essa abordagem
estatistica n&o foi suficiente para discriminar os gendtipos com base nos diferentes
niveis de resposta de D. citri observados nos ensaios de olfatometria. Essa
limitacdo pode estar associada ao fato de que a ACP, enquanto técnica exploratoria
multivariada, resume a variancia total dos dados sem considerar diretamente as
variaveis-resposta biolégicas (Bruce; Pickett, 2011; Hongyu; Sandanielo; Junior,
2016; Signoretti, 2014).
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Da mesma forma, a analise de agrupamento hierarquico (HCA) nao refletiu
a resposta dos insetos nos bioensaios de olfatometria. Curiosamente, a HCA
evidenciou que os agrupamentos foram formados claramente a partir da genealogia
dos porta-enxertos. Por exemplo, a combinagdo com o hibrido TSKCxCTCM-008,
resultante do cruzamento entre Citrus sunki hort. ex Tanaka e citrange ‘Coleman’
(C. sinensis x P. trifoliata), agrupou-se com a tangerineira ‘Sunki Tropical’ (C. sunki),
evidenciando sua origem comum. De forma semelhante, o genétipo BRS ‘Victoria’,
derivado de C. sinensis cv. ‘Pera’ x citrange Yuma (C. sinensis x P. trifoliata),
agrupou-se com ‘Flying Dragon’ (P. trifoliata), enquanto ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H.
Montenegro’ (Limoeiro ‘Cravo’ x P. trifoliata) mostrou-se intimamente relacionado

com BRS ‘Ary S’ (Limoeiro ‘Cravo’ x Limoeiro Volkameriano) (Figura 10).

Figura 10 - Andlise de agrupamento hierarquico (AHC) e mapa de calor usando a
distdncia de Brays-Curtis, a partir da concentracado relativa (ng/24h) dos 44
compostos volateis de diferentes combinacées da copa C. sinensis cv. ‘Valéncia
Tuxpan’ em sete diferentes porta-enxertos (n = 5). Os compostos foram agrupados
por concentragcdo, sendo o mais concentrado a esquerda. As células foram
coloridas com base nas concentragdes, onde vermelho representa muito
concentrado e azul pouco concentrado.

Mapa de Calor das Concentragées de Compostos Volateis
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Outro estudo também observou que os hibridos gerados a partir de Citrus
latipes e Citrus maxima herdaram compostos dos pais, revelando diferengas de
perfil de compostos entre os hibridos e que eles herdavam mais compostos de um
pai do que outro, sendo agrupados por similaridade de parentesco em analise de
HCA (Killiny et al., 2020).

Ambas as analises de PCA e HCA mostraram que os perfis de volateis
diferem em relacdo ao porta-enxerto utilizado e que os agrupamentos ndo sao
diretamente relacionados ao comportamento do inseto. Isto porque as plantas
emitem uma gama de compostos volateis na atmosfera e, tanto a quantidade
quanto a qualidade de uma mistura de volateis sdo importantes para a identificagao
de seus hospedeiros pelo inseto vetor (Magalhdes et al., 2018). Assim, mesmo
compostos com grande influéncia na variancia total podem nao ser os principais
determinantes do comportamento do inseto isoladamente ou em combinagdo com
outros compostos.

O porta-enxerto P. ftrifoliata € reconhecido como nao favoravel a
colonizagdo e como possivel fonte de resisténcia ao psilideo (Borgoni et al., 2014;
George; Lapointe, 2019; Hernandez-Suarez et al., 2021; Jones; Killiny, 2021). Por
exemplo, Jones e Killiny (2021) observaram que genoétipos como P. ftrifoliata
aumentam a sintese de sesquiterpenos em copas de tangerineira, elevando a
repeléncia a D. citri em até 60%. Curiosamente, a combinagdo ‘Valéncia
Tuxpan’/’Flying Dragon’ nao apresentou o mesmo comportamento nos bioensaios
de olfatometria realizados neste estudo, mesmo tendo uma emissao diferenciada
de trans-f-ocimeno e homoterpenos (DMNT/TMTT).

A emissao de COVs pela copa de Citrus, incluindo aqueles ligados a defesa
contra D. citri, € amplamente modulada por fatores edafoclimaticos, como pH do
solo, disponibilidade hidrica, microclima e composi¢ao do solo (Efendi et al., 2021;
Yang et al., 2024; Hu et al., 2025). Gendtipos de C. sinensis cultivados em
ambientes tropicais (Bahia) e mediterraneos (Cdérsega) apresentam variagoes
significativas na composigao dos compostos foliares, com maior concentragéo de
monoterpenos como limoneno em regides tropicais e predominio de compostos
oxigenados (geranial, neral) em regides temperadas (Luro et al., 2020).

Neste contexto, a auséncia de repeléncia observada para o gendétipo 'Flying
Dragon’ em combinagdo com ‘Valéncia Tuxpan’ na Bahia, em contraste com os

efeitos relatados em outras regides, pode ser atribuida a modulagao edafoclimatica
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do perfil de volateis emitido pela copa das plantas. Esses achados reforcam a
necessidade de considerar o contexto ambiental na avaliacdo da eficacia de
gendtipos resistentes ao vetor do HLB.

A divergéncia entre riqueza quimica e comportamento de escolha do inseto
encontrada entre as combinagdes “Valéncia Tuxpan/BRS ‘Victoria’ versus ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ e ‘Valéncia Tuxpan’/’'Sunki Tropical’ sugere que nao
apenas a quantidade, mas a qualidade e a identidade funcional dos compostos séo
centrais para a comunicacdo planta-inseto. Compostos como camphor, neral,
humuleno, germacreno D, DMNT e TMTT, identificados nas combinagdes menos
preferidas, sdo frequentemente associados a respostas de recusa ou de alarme em
insetos fitéfagos (Fancelli et al., 2018; Killiny et al., 2020; Mann et al., 2012; Oliveira
etal., 2023).

Em estudo sobre desenvolvimento de hibridos de citros, os gendtipos que
apresentaram neral e germacreno D em sua composicao revelaram fortes efeitos
repelentes para D. citri quando comparados a gendtipos que ndo continham esses
compostos em seu perfil de volateis (Killiny et al., 2020). Esse padréo corrobora
com os resultados obtidos no presente trabalho, nos quais as combinagdes que
apresentaram tais compostos foram menos preferidas pelo inseto, indicando uma
possivel disrupcéo da orientagao quimica do inseto.

Misturas de (E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno (DMNT) e (E,E)-4,8,12-
trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT), emitidos por Anacardium occidentale L.
tornaram as plantas de murta (M. paniculata) e citros (C. sinensis) menos atraentes
para D. citri, sugerindo uma acgao de interferéncia desses compostos na atratividade
dos hospedeiros a D. citri (Fancelli et al., 2018). Esses compostos também foram
associados a inducao de defesa direta e defesa indireta, com a atracdo de vespas
parasitoides de ninfas de D. citri, a Tamatrixia radiata (Waterston) (Hymenoptera:
Eulophidae) (Li et al., 2017; Ling et al., 2022).

Entre os volateis identificados, o camphor ((+)-2-bornanona) emergiu como
um composto funcionalmente relevante, pois apresentou alta concentracido em
plantas tradicionalmente usadas como inseticidas naturais, como Artemisia argyi H.
Lév. & Vaniot e Artemisia abrotanum L. (Wang et al., 2018). O camphor emitido por
plantas de alecrim, também foi associado ao efeito de repeléncia para pulgdes

(Aphis fabae) quando cultivadas como planta ndo hospedeira em sistema push-pull
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(Makhlouf et al., 2024; Nottingham et al., 1991). Esses resultados reforcam seu
papel ecolégico como semioquimico de defesa.

Os volateis B-elemeno e (E-E)-a-farneseno foram sugeridos como
repelentes para D. citri, pois foi observado que estes volateis foram encontrados
nos genotipos C. reticulata L. x C. sinensis L. (tangor) 'Murcott' e P. trifoliata
'Rubidoux’, os quais foram os menos preferidos para D. citri (Alves et al., 2018;
Andrade et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia das plantas citricas a insetos,
especialmente D. citri, sdo significativamente influenciados pelos COVs. Estes
compostos, que podem ser constitutivos ou induzidos, desempenham importante
papel nos mecanismos de resisténcia das plantas, seja por antixenose, antibiose
ou tolerancia. No caso de compostos atuantes por mecanismos de antixenose,
podem atuar diretamente como dissuador das pragas, a exemplo de B-cariofileno,
DMNT e TMTT, relacionados a respostas de nao preferéncia do inseto (Fancelli et
al., 2018; Ling et al., 2022; Niu; Xu; Lin, 2024). Podem também agir indiretamente
mediante atragdo de inimigos naturais por meio de emisséo de terpendides como
a-pineno e B-mirceno, auxiliando assim no controle de pragas (Cabedo-Lopez et
al., 2019; Niu; Xu; Lin, 2024).

No presente trabalho, constatou-se que a combinagdo ‘Valéncia
Tuxpan’/’Sunki Tropical’, caracterizada pela maior concentragao de sesquiterpenos,
exibiu efeito dissuador a D. citri, sugerindo que seu perfil diversificado, com
destaque para a-farneseno, B-cariofileno e germacreno D, pode conferir maior
resisténcia ao inseto. Esses resultados convergem para o que foi observado em
outras investigacbes sobre o impacto do porta-enxerto no perfil de volateis de
citricos. Em estudos anteriores sobre a influéncia do porta-enxerto em copa de
tangerineira ‘Sugar Belle’, constatou-se que porta-enxertos com capacidade de
induzir maior producao de sesquiterpenos podem aumentar o efeito repelente sobre
D. citri (Jones; Killiny, 2021). Paralelamente, Guarino et al. (2022) reportaram que
sesquiterpenos, especialmente a-farneseno, inibiram a colonizagdo de Aphis
gossypii Glover, 1877 (vetor do virus da tristeza) em C. sinensis mediante
mecanismos de defesa direta (desestabilizagao de receptores olfativos de insetos,
dificultando a localizagdo do hospedeiro) e defesa indireta (atragdo de inimigos

naturais).
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Os sesquiterpenos sdo moléculas produzidas pelas plantas como parte de
sua defesa quimica contra herbivoros e patdgenos e sua eficacia nao reside apenas
em compostos isolados, mas em misturas sinérgicas. No presente estudo, a
combinagdo ‘Valéncia Tuxpan’/’'Sunki Tropicall emitiu um blend unico de
sesquiterpenos, o que pode ter potencializado a resposta repelente do inseto.

Ja a combinacdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ apresentou o
blend mais diversificado dos gendtipos analisados, com compostos relatados com
funcdo de repeléncia a insetos, como o B-cariofileno, neral e camphor. Esta
diversidade quimica, associada a presenca de compostos funcionalmente
reconhecidos como mediadores de interagdes planta-inseto, pode estar
relacionada a menor atratividade observada nos bioensaios de olfatometria
(Figuras 4 e 6). E importante destacar que o porta-enxerto BRS ‘H Montenegro’ é
um hibrido do cruzamento Limoeiro ‘Cravo’ x P. trifoliata e, assim como outros
hibridos trifoliados, apresentou possivel caracteristica de resisténcia por
antixenose, evidenciado pela diferencga significativa quanto ao tempo de residéncia,
ao numero de entradas e a primeira escolha do inseto em relagéo ao controle.

Portanto, as evidéncias aqui apresentadas reforgam a importancia do perfil
qualitativo de compostos volateis e da presenca de metabdlitos com atividade
ecolégica especifica na determinagéo do grau de atratividade de gendtipos citricos
a D. citri, o que é particularmente relevante para o desenvolvimento de estratégias
racionais de manejo, como o push-pull (Coutinho-Abreu et al., 2014; Santos Silva
et al., 2023; Silva et al., 2024).

Estes resultados fornecem uma base para pesquisas futuras voltadas a
otimizacdo de combinacbes copa-porta-enxerto e a elucidacdo de seus
mecanismos de resisténcia, com o objetivo de aprofundar a compreensédo dos
fatores genéticos envolvidos na produgdo de COVs e apoiar programas de
melhoramento visando o desenvolvimento de variedades citricas menos preferidas
ao inseto.

Os resultados obtidos no presente trabalho, sdo importantes para o
desenvolvimento de estratégias de manejo integrado, associando combinacgdes
copa-porta-enxerto menos atraentes ao psilideo em sistema de push-pull, controle
biolégico e tratamentos quimicos, no aprimoramento do manejo do HLB em

pomares comerciais de citros, especialmente em regides indenes a doencga.
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4. CONCLUSOES

O perfil dos compostos organicos volateis emitidos pela copa de C. sinensis
cv. ‘Valéncia Tuxpan’ & significativamente influenciado pelo genétipo do porta-
enxerto, impactando diretamente a atratividade das plantas ao vetor do HLB, D.
citri.

A variabilidade observada entre os hibridos reforca a relevancia da
composicao e interagdo entre os compostos volateis, constituido por blends com
efeito repelente ou dissuador sobre o psilideo, como observado nas combinagdes
Valéncia Tuxpan/BRS ‘H Montenegro’ e Valéncia Tuxpan/ Tangerineira ‘Sunki
Tropical’, as quais se mostraram promissoras para testes futuros.

Neste sentido, a abordagem de “resisténcia baseada em blend” se mostra
promissora para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo do HLB,
integrando o uso de gendtipos menos atrativos como ferramenta preventiva.

Os compostos B-cariofileno, neral, camphor, germacreno D, a-farneseno,
DMNT e TMTT estao possivelmente relacionados a mecanismos de resisténcia de
citros a D. citri, sendo sugeridos como candidatos promissores para semioquimicos

de repeléncia e biomarcadores para programas de melhoramento genético.
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CAPITULO 2

Comportamento de preferéncia e oviposi¢ao de Diaphorina citri Kuwayama,
1908 (Hemiptera: Psyllidae) a combinagdes copa-porta-enxerto de citros:
implicagdes para o manejo do HLB
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RESUMO

O manejo sustentavel de pragas em citros demanda estratégias inovadoras
baseadas na ecologia quimica planta-inseto. Este estudo identifica combinagbes
copa e porta-enxerto de citros com efeitos comportamentais contrastantes sobre
pragas-alvo: atratividade e repeléncia para abrigo, alimentagdo e oviposicao,
utilizando bioensaios integrados sob condigdes de dupla escolha e sem escolha.
Sete combinagdes de copa e porta-enxerto foram avaliadas em trés dimensdes
comportamentais: 1) assentamento de adultos, 2) migracdo, 3) oviposi¢cao, em
condigdes de dupla escolha e sem escolha. Modelos lineares generalizados mistos
(GLMM) com distribuicdo binomial negativa analisaram dados de contagem de
insetos e ovos (p<0,05), validados por parametros de dispersdo. A combinagao
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ exibiu repeléncia tripla: redug¢do no
assentamento de adultos, inibicdo de oviposi¢ao e indugéo de migragédo para as
duas configuragdes, demonstrando possiveis mecanismos de resisténcia por
antixenose ao inseto. Em contraste, ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary
S’ demonstrou atratividade para o adulto e estimulo a oviposi¢cdo. Estes achados
abrem perspectivas para uso destas combinagdes em programas de melhoramento
genético para cruzamentos visando piramidacdo de genes de repeléncia e
desenvolvimento de produtos como iscas e dissuadores do inseto com potencial
fagodeterrentes e deterrentes de oviposigao.

Palavras-chave: Psilideo Asiatico dos Citros, Antixenose, Ecologia Quimica,
Preferéncia hospedeira.
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Preference and oviposition behavior of Diaphorina citri Kuwayama, 1908
(Hemiptera: Psyllidae) in response to citrus scion-rootstock combinations:
implications for HLB management

ABSTRACT

Sustainable management of citrus pests demands innovative strategies grounded
in plant-insect chemical ecology. This study identifies scion/rootstock citrus
combinations exhibiting contrasting behavioral effects on target pests: specifically,
attractiveness versus repellency for shelter, feeding, and oviposition. Integrated
bioassays under choice and non-choice conditions were employed. Seven
scion/rootstock combinations were evaluated across three behavioral dimensions:
1) adult settlement, 2) migration, and 3) oviposition, under both choice and non-
choice conditions. Count data for insects and eggs were analyzed using
Generalized Linear Mixed Models (GLMM) with a negative binomial distribution
(p<0.05), validated by dispersion parameters. The 'Valéncia Tuxpan'/BRS 'H.
Montenegro' combination exhibited triple repellency effects: reduced adult
settlement, inhibited oviposition, and induced migration under both test
configurations. This demonstrates potential antixenosis-based resistance
mechanisms against the insect pest. In contrast, 'Valéncia Tuxpan'/BRS 'Ary S'
demonstrated adult attractiveness and oviposition stimulation. These findings open
perspectives for utilizing such combinations within citrus breeding programs for
targeted crosses aimed at pyramiding repellency genes. They further support the
development of insect management products, such as bait formulations and insect
deterrents, with potential applications like feeding deterrents and oviposition
deterrents.

Keywords: Diaphorina citri; antixenosis; chemical ecology; host preference.
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1.INTRODUGCAO

Os principais frutos de citros produzidos e consumidos no mundo
pertencem ao género Citrus, compostos por laranjeiras doce, tangerineiras,
limoeiros, limas, pomelos, com destaque para as laranjeiras doce Citrus sinensis L.
Osbeck, com produ¢do mundial de 69,8 milhdes de toneladas (mt) produzidas em
mais de 3,4 milhdes de hectares no mundo em 2023 (FAO, 2025; Junior et al.,
2021). Os principais produtores mundiais de laranja sao Brasil (17,6 mt), China (7,7
mt), México (4,9 mt) e Estados Unidos (2,2 mt) (FAO, 2025).

Principal desafio fitossanitario da citricultura, o Huanglongbing (HLB) é
considerado a doenca mais devastadora da cultura dos citros, a qual esta
associado a duas espécies de bactérias no territério nacional: Candidatus
Liberibacter asiaticus e C. L. americanus (Bove, 2006; Fundecitrus, 2022). O
processo de disseminacdo das bactérias se da principalmente pelo inseto vetor
Diaphorina citri Kuwayama 1908 (Hemiptera: Psyllidae).

O controle quimico é o principal meio de reducédo da populacéao (Parra et
al., 2010). Porém, o uso repetitivo de inseticidas do grupo dos piretroides sem a
rotacdo adequada com inseticidas de outro modo de acgao, levou a selecdo de
populacdes resistentes de psilideos, o que pode justificar o rapido avango da
doenca (Fundecitrus, 2023). No intuito de diminuir a alta dependéncia de
agroquimicos, estratégias de manejo comportamental de insetos e utilizacdo de
mecanismos de resisténcia tém sido apontadas como interessantes alternativas de
manejo da praga (Baldin; Vendramim; Lourencédo, 2019; Gottwald et al., 2010).

Neste sentido, o aprofundamento do conhecimento sobre as interacbes
inseto-planta € crucial para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de
manejo de pragas. A identificagdo de combinagdes copa e porta-enxerto
promissores contribuira para a sustentabilidade da citricultura brasileira, em
especial em regides indenes (George; Lapointe, 2019; Laranjeira et al., 2019).

A influéncia do porta-enxerto sobre a copa € um fator determinante na
modulacao de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e quimicas da planta
enxertada. A interacdo copa/porta-enxerto € conhecida por promover alteragdes
significativas em atributos como estado nutricional, vigor vegetativo, emissao de
compostos volateis, acumulo de metabdlitos secundarios e arquitetura da planta
(Alves et al., 2018; Eduardo et al., 2022). Essas modificagdes, muitas vezes sutis,



82

podem influenciar diretamente o microambiente foliar e a qualidade do hospedeiro
para insetos fitéfagos, em especial aqueles que se alimentam por succ¢éo da seiva,
como D. citri.

Estudos da biologia de insetos, bem como do comportamento alimentar e
oviposigao, nas diferentes combinagdes de copa e porta-enxerto sdo importantes
para programas de melhoramento de plantas, pois podem indicar caracteristicas de
resisténcia a serem incorporadas a composi¢cao genética de uma nova variedade
vegetal (Vendramim; Guzzo, 2012).

Os mecanismos de defesa dos gendtipos citricos contra a colonizacao e
oviposicdo de D. citri envolvem estratégias fisicas e bioquimicas. Esses
mecanismos podem ser categorizados em tipos de resisténcia, vias de sinalizagao
de plantas e uso de estratégias alternativas de manejo. Resisténcia por antixenose
foi observada para genotipo Poncirus trifoliata e seus hibridos (George; Lapointe,
2019; Hernandez-Suarez et al., 2021; Jones; Killiny, 2021; Westbrook et al., 2011).
Reducdo da fecundidade foi observada em gendétipos como "Troyer' e 'Swingle',
indicando um mecanismo de resisténcia potencial (Alves et al., 2018). Resisténcia
por antibiose também foi reportado para plantas citricas com reducéo de viabilidade
de ovos e ninfas, bem como aumento no tempo de desenvolvimento ninfal (Borgoni
et al., 2014; George; Lapointe, 2019; Rao et al., 2012).

Desse modo, objetivou-se determinar o comportamento de sele¢ao para
abrigo, alimentacao e oviposi¢cao de D. citri na copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia
Tuxpan’ enxertada em sete porta-enxertos de citros selecionadas pelo Programa
de Melhoramento Genético de Citros, em condicbes com e sem escolha e suas

implicagdes para o manejo sustentavel do HLB, especialmente em regides indenes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local, periodo e outras informagdes gerais do (s) experimento (s)

Os bioensaios de preferéncia para abrigo e oviposicao foram realizados nos
laboratorios e telados da Embrapa Mandioca e Fruticultura (12°40'29.9"S;

39°06'9.9"W), localizado no municipio de Cruz das Almas-BA.
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2.2 Obtengao dos insetos

Adultos de D. citri utilizados neste estudo foram provenientes da criacéo do
Laboratério de Entomologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os insetos foram
criados segundo metodologia de Skelley e Hoy (2004), em plantas de murta
(Murraya paniculata (L.) Jack), utilizando gaiolas teladas, em sala com condigbes
ambientais controladas (temperatura de 27 + 2°C, umidade relativa de 60 + 5% e
fotofase de 14L:10E). As mudas de murta foram manejadas com podas a cada 10
a 15 dias para disponibilizagdo constante de brotagdes jovens para estimular a
oviposicao do inseto. Os insetos utilizados nos experimentos estavam com idade

entre 7-15 dias apos a emergéncia, sexualmente maduros.

2.3 Obtencao e manutencgao das plantas de citros

Os gendtipos de citros utilizados neste capitulo foram a copa ‘Valéncia
Tuxpan’ enxertada nos porta-enxertos: Limdo ‘Cravo Santa Cruz’, BRS ‘H
Montenegro’, BRS Victoria’, TSKCxCTCM-008, Tangerineira ‘Sunki Tropical’, BRS
‘Ary S’ e Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’.

As plantas foram regadas trés vezes por semana e a adubagao feita com
aplicacdo de adubo soluvel em agua a cada 15 dias, de acordo com a
recomendagao para a cultura [nitrogénio (94,3 mg L-1), potassio (79,7 mg L-1),
fésforo (23,8 mg L—1), magnésio (5,47 mg L-1), calcio (58,07 mg L-1), ferro (0,71
mg L-1), cobre (0,98 mg L-1), zinco (0,18 mg L-1), manganés (0,26 mg L—-1), boro
(0,12 mg L-1) e molibdénio (0,04 mg L-1)]. O manejo de pragas foi realizado por
controle manual, quando necessario, para evitar a interferéncia de produtos
quimicos nos resultados (Setin; Alves de Carvalho, 2011).

A manutencdo das plantas seguiu um rigoroso controle experimental, sendo
utilizadas plantas de 1, 5 a 2 anos de idade, de 40 cm a 50 cm de tamanho, com

brotacdes jovens entre 3 e 5 cm.

2.4 Bioensaios de preferéncia e oviposicao de Diaphorina citri

Testes de preferéncia para abrigo, alimentacdo e oviposicdo foram

realizados para verificar o comportamento de D. citri em resposta a cada
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combinacao copa e porta-enxerto selecionados nas condi¢des de escolha e sem
chance de escolham, em metodologia adaptada de Borgoni et al. (2014).

Foram testadas as seis combinagdes da copa C. sinensis ‘Valéncia Tuxpan’
e porta-enxertos, sendo confrontadas com a combinagao “Valéncia Tuxpan’/Limao
‘Cravo Santa Cruz’, considerado grupo controle, visto que esta combinacgédo é
considerada atraente ao inseto (Signoretti, 2014).

Foram utilizadas mudas de 40 a 50 cm de altura, com presenca de brotos
em estagios vegetativos V2 e V3, mais adequados para oviposi¢céo, sobrevivéncia
e desenvolvimento de ninfas e emergéncia de adultos (Cifuentes-Arenas et al.,
2018), confinadas em gaiolas teladas em casa de vegetacao do Laboratério de

Entomologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura (Figura 1).

Figura 1 - Experimento de preferéncia e oviposi¢cao de Diaphorina citri em diferentes
combinagdes de copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e sete porta-enxertos.
A. Mudas citricas de 40 a 50 cm de altura, com brotos de 1 a 3 cm (destaque em
vermelho). B. Gaiolas contendo plantas citricas, sendo uma gaiola com planta
tratamento vs. planta controle para teste de dupla escolha; uma gaiola somente
com a planta tratamento e uma gaiola somente com planta controle para teste sem
escolha.

sl =
Autor: Orly Moises Sao Pedro dos Santos

A infestacao foi forgada, utilizando-se uma proporcao de 30 insetos/planta
sem distingdo de sexo ou idade. Nos testes com chance de escolha, as plantas
foram dispostas em pares sem contato entre si, sendo uma muda do gendtipo teste
colocada em posi¢cao oposta a do gendtipo controle. Na condicédo sem chance de
escolha, mudas de cada combinagao foram inseridas, individualmente, na gaiola.

O experimento foi conduzido em gaiolas teladas (60 x 60 x 60 cm, BugDorm,
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BioQuip Products Inc.), em telado antiafidico sob condigdes ambientais naturais de
luz, temperatura e umidade, entre 2023 e 2025.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco
repeticdes. Os insetos foram soltos no centro da gaiola e as avaliagbes foram
realizadas 1h, 24h e 48h apds a soltura, pela contagem do numero de adultos em
cada planta e insetos migrantes putativos, ou seja, insetos encontrados fora da
planta, seja na tela ou no piso da gaiola. Em seguida, apos a ultima avaliagdo, o
numero de ovos foi contado com o uso de microscopio estereoscédpio binocular
Zeiss Stemi 2000C.

2.5 Estatistica

Para contagem de insetos em plantas, migrantes e ovos nos experimentos
de preferéncia em gaiola, os dados foram modelados utilizando Modelos Lineares
Generalizados (GLMs). Inicialmente, verificou-se a presenga de sobredispersao por
meio de um modelo de Poisson, calculando-se a raz&o entre a deviance residual e
os graus de liberdade. Em caso de detecgao de sobredispersao significativo (>1,5),
foi adotado o modelo Binomial Negativo, adequado para dados de contagem com
variancia excessiva. Os efeitos dos tratamentos foram visualizados por meio de
Boxplots comparando as distribuicdes entre grupos e graficos marginais com
intervalo de confianga de 95%.

Os pressupostos dos modelos foram verificados via analise grafica de
residuos e teste de sobredispersdo. Todas as analises estatisticas foram realizadas
no programa R v.4.4.3 (R Core Team, 2025).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de busca e aceitacdo do hospedeiro para alimentacdo e
oviposi¢cao € complexo, pois € mediado por fatores como cor, disponibilidade de
brotos jovens, qualidade nutricional da seiva e compostos orgénicos volateis.
Assim, o conhecimento a respeito a variabilidade de diferentes combinag¢des copa
e porta-enxerto sdo cruciais para o entendimento sobre a atratividade do inseto a

planta e sua influéncia na alimentagéo, oviposicédo e desenvolvimento do inseto
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(Alves et al., 2018; Pérez-Artiles et al., 2017; Setamou et al., 2016; Silva et al.,
2023).

Para validar o teste de preferéncia e oviposicdo em gaiolas teladas, utilizou-
se como padrdo de comparagdo o numero de insetos e o numero de ovos
encontrados nas plantas da combinacao controle ‘Valéncia Tuxpan’/Limao ‘Cravo
Santa Cruz’ em todas as repeticdes para os diferentes tratamentos. A
homogeneidade no numero de insetos (deviance= 136,13; residual = 125,85, p =
0,54) e de ovos (deviance = 40,43, residual = 36,71, p = 0,96) mostram que os
adultos de D. citri responderam dentro do esperado para esta combinagédo e
estavam aptos para a oviposicéao.

A preferéncia pela planta em ambiente de gaiola foi afetada em funcéo da
combinagao estudada. Em analise individual do comportamento do inseto para os
diferentes tratamentos, observou-se que a combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary
S’ nao diferiu significativamente do controle quanto ao numero de adultos de D. citri,
mantendo comportamento essencialmente neutro em relagdo a migragao
(Ncont.=13,52; Ntrat=12,31, = - 0,09 £ 0,10, z = - 0,92, p = 0,35). Também nao foi
observada influéncia dessa combinagcdo sobre a oviposicdo (Ncont=19,01;
Ntat.=23,01, B = 0,19 £ 0,63, z = 0,30, p = 0,76) (Figura 2A). Considerando o efeito
similar ao controle, os resultados indicam o perfil dessa combinagdo como um

gendtipo "pull* em sistemas push-pull.

Figura 2 — Grafico comparativo com a média (x erro padréo) do numero de insetos
e numero de ovos encontrados entre combinagdes de copa de laranjeira doce
Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e porta-enxertos testados e o controle
(‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’).
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A combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/Sunki Tropical’ reduziu em 37,27% a
incidéncia de D. citri em situagcédo de dupla escolha (Ncont.=15,38; Ntrat.=9,65, B = -
0,46 £ 0,10, z = - 4,35, p = 1.34e-05) em relagao ao controle, demonstrando sua
capacidade de repelir o inseto, corroborando os dados de repeléncia em bioensaios
de olfatometria (Capitulo 1). Contudo, para oviposi¢cao, ndo foram verificadas
diferencas entre essa combinacéo e o controle (Ncont.=20,80; Ntrat.=17,80, 3 =- 0,15
+0,82,z=-0,18, p = 0,850), apesar de detectada redugao da postura de ovos em
14,42%. Esta caracteristica ressalta o potencial da combinagdo como repelente em
estratégias destinadas a reduzir o estabelecimento de adultos (Figura 2B).
Importante destacar que esta combinagdo apresentou COVs relacionados a
antixenose como os sesquiterpenos germacreno D, (E,E)-a-farneseno e os
homoterpenos DMNT e TMTT (Capitulo 1), indicando um efeito repelente
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concentrado principalmente na fase de assentamento, sem interferir negativamente
no comportamento de oviposi¢cao. No entanto, Alves et al. (2018) relataram que a
combinacdo ‘Valéncia’/’Sunki’ favoreceu a colonizagdo, a oviposicdo e o
desenvolvimento de D. citri. Considerando que o processo de selecao hospedeira
envolve diversas fases, € fundamental que a interacdo entre inseto-planta seja
também estudada nas etapas subsequentes ao pouso do inseto nas plantas.

A combinagéo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ reduziu o numero de insetos
nas plantas (Ncont=15,14; Ntrat=7,73, p = - 0,67 £ 0,11, z = - 5,81, p = 6,04e-09) e
inibiu significativamente em 50,25% a postura de ovos (Ncont.=39,03; Ntrat.=19,42, 3
=-0,69 £ 0,35, z =-1,97, p = 0,048). Esta combinagdo demonstrou um perfil
antixendtico tanto para insetos quanto para ovos, posicionando-o como um
candidato para cruzamentos visando introdugdo de genes de repeléncia (Figura
2C).

A combinacao ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying Dragon’ reduziu o numero de
insetos em relacéo ao controle (Ncont.=15,19; Ntrat.=9,72,3=-0,44 £ 0,10,z=-4,17,
p = 0,03e-5), e apresenta alta tendéncia de redugdo para numero de ovos
(Ncont.=48,82; Ntrat.=14,21,=-1,23 £ 0,653, z=- 1,89, p = 0,058). Esta combinacao
possui caracteristica de push para esta combinacéao (Figura 2D).

A combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 também reduziu de
modo significativo a incidéncia de insetos adultos (Ncont.=12,60; Ntrat.=6,24, B = -
0,70 £ 0,20, z = - 3,36, p = 0,000) e inibiu significativamente a postura de ovos
(Ncont.=54,43; Ntrat.=15,83,  =- 1,23 £ 0,37, z=- 3,26, p =0,001). Esta combinagao
apresentou perfil claro de repulsdo manifestado pela reducdo de colonizacio
persistente ao longo do tempo e inibigdo acentuada de oviposigao (70,91%) (Figura
2E).

Com a maior redugao (66,33%) na colonizagdo de adultos (Ncont=17,64;
Ntrat=5,94, $ =- 1,03 £ 0,12,z = - 8,72, p < 0,0001) e maior efeito deterrente para
oviposigao com 80,03% (Ncont.=69,22; Ntrat.=13,82, 3 =-1,61+0,69,z=-2,33,p =
0,019), a combinagéao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ se destacou com um
perfil bifasico de resposta a D. citri (Figura 2). Esta combinagao também apresentou
caracteristicas de repeléncia com diferenca significativa tanto no tempo de
residéncia e numero de entradas na fonte de odor, quanto em primeira escolha do
inseto em relagédo ao controle nos ensaios de olfatometria relatados no capitulo 1.

Esta combinagdo se destacou por apresentar uma composi¢cdo de volateis
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diversificada, associada a presenga de compostos funcionalmente reconhecidos
como mediadores de interagdes planta-inseto, como B-cariofileno, neral e camphor
(Capitulo 1) (Killiny et al., 2020; Makhlouf et al., 2024; Nottingham et al., 1991; Niu;
Xu; Lin, 2024; Wang et al., 2018). Este comportamento confirma que a combinagéo
apresenta caracteristicas de antixenose ao psilideo dos citros.

Uma anadlise comparativa geral entre as diferentes combinag¢des, em
condicado de dupla escolha, sendo a combinacao ‘Valéncia Tuxpan’/Limao ‘Cravo
Santa Cruz’ como controle, mostrou que todos os tratamentos apresentaram uma
reducao significativa no numero de insetos em relagéo ao controle (p = 0,000). As
maiores reducbes foram para os tratamentos ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H.
Montenegro’ (54% menos insetos, f = - 0,77 £ 0,13, z = - 5,93, p = 2,99e-09) e
‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (44% menos insetos, f = - 0,57 £ 0,12, z = -
4,69, p = 2,64e-06). Os demais tratamentos reduziram o numero de insetos entre
34% e 19% (Tabela 1, Figura 3A). Em relagdo aos insetos migrantes, todos os
tratamentos apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle. Porém,
nao houve nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos. A combinagao
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ se destacou, com 2,2 a mais 0 numero

meédio de migrantes em relagédo ao controle (Tabela 1, Figura 3B).

Tabela 1 - Comparacgao entre as combinacdes estudadas para numero de insetos
e migrantes nas combinagdes da copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, com
suas respectivas porcentagens de redugdo em relagdo ao controle ‘Valéncia
Tuxpan’/Limao ‘Cravo Santa Cruz’ em teste de preferéncia na condicdo de dupla
escolha, em gaiola telada. A comparacgéo entre os tratamentos foi realizada por
modelo linear generalizado misto (GLMM), sendo a combinacdo ‘Valéncia
Tuxpan'/BRS 'Ary S' usada como intercepto. *representa diferenca significativa (p <
0,05).

Numero de Migrantes e %
Tratamento insetos e % de  Valor de p 9 = ° Valordep
~ de reducao
reducao
Valéncia Tuxpan'/ 12,33 ) 1,21 )

BRS 'Ary S' (intercepto)

‘Valéncia Tuxpan'/

‘Flying Dragon' 9,86 (20,0%) 0,043* 1,41 (+16,5%) 0,799

‘Valéncia Tuxpan'/
TSKCxCTCM-008

‘Valéncia Tuxpan'/
BRS 'H. Montenegro'

6,93 (43,8%) 2,64e-06™ 2,34 (+93,6%) 0,238

5,66 (54,0%) 2,99e-00* 2,68 (+1212%) 0,154
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‘Valéncia Tuxpan'/

o * o
Tangerineira ‘Sunki Tropical’ 9,93 (19.4%) 0,049 1,81 (+49,6%) 0478

‘Valéncia Tuxpan'/

BRS "Victoria" 8,13 (34,0%) 0,000** 2,08 (+71,6%) 0,338

Figura 3 - Grafico de efeito dos tratamentos a partir de analise de dados por modelo
generalizado misto (GLMM) para o numero de insetos encontrado nas plantas e
numero de insetos migrantes em teste de preferéncia na condigdo de dupla
escolha, em gaiola telada. A. Numero de insetos encontrados nas plantas. B.
Numero de insetos migrantes.
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T T T T T
Tuxpan/AryS Tuxpan/FD Tuxpan/LCR-008 Tuxpan/Montenegro Tuxpan/Sunki Tuxpan/Victoria
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Abreviagoes: ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (Tuxpan+LCRO008), ‘Valéncia
Tuxpan’’/BRS ‘Ary S’ (Tuxpan+AryS), ‘Valéncia Tuxpan’/Flying Dragon’
(Tuxpan+FD), ‘Valéncia Tuxpan’/ BRS ‘H Montenegro’ (Tuxpan+H.Montenegro),
‘Valéncia Tuxpan’/ BRS ‘Victoria’ (Tuxpan+Victoria), ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira
‘Sunki Tropical’ (Tuxpan+Sunki).
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Em condicdo sem escolha, onde o inseto teve apenas uma opg¢ao para
abrigo, alimentacao e oviposi¢ao, nenhum tratamento diferiu significativamente do
controle, em relagdo ao numero de insetos nas plantas e migrantes (p = 0,074; p =
0,093, respectivamente). O tratamento ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’
apresentou reducao de 8,73% e aumento de 52,12% em relacdo ao numero de
insetos nas plantas e migrantes, respectivamente, comparado ao controle (Tabela
2, Figura 4).

Tabela 2 - Numero de insetos e migrantes de combinagdes da copa Citrus sinensis
cv. ‘Valéncia Tuxpan’ em seis porta-enxertos, com suas respectivas porcentagens
de reducado em relagao ao controle ‘Valéncia Tuxpan’/Limao ‘Cravo Santa Cruz’ em
teste de preferéncia na condicdo sem escolha, em gaiola telada. A comparacgéao
entre os tratamentos foi realizada por modelo linear generalizado misto (GLMM),
sendo a combinagdo controle usada como intercepto. *representa diferenca
significativa (p < 0,05).

Numero de Migrantes e %
Tratamento insetos e % de Valor de p 9 = Valordep
~ de reducao
reducéo

‘Valéncia Tuxpan’/
Limao ‘Cravo Santa Cruz' 23,98 - 2,94 -
(intercepto)

‘Valéncia Tuxpan'/

BRS 'Ary S' 23,08 (-2.53%) 0,734 2,41 (-18.12%) 0,681

‘Valéncia Tuxpan'/

0 _ o
‘Flying Dragon’ 25,21 (+6.48%) 0,734 1,74 (-40.80%) 0,328

‘Valéncia Tuxpan'/

0 _ o
TSKCXGTOM-008 24,95 (+5.35%) 0,482 1,74 (-40.80%) 0,328

‘Valéncia Tuxpan'/

- o) o)
BRS 'H. Montenegro' 21,61 (-8.73%) 0,234 4,47 (+52.12%) 0,319

‘Valéncia Tuxpan'/

- o, _ o)
Tangerineira ‘Sunki Tropical 2295 (310%) 0677 2,74 (-6.80%) 0,88

‘Valéncia Tuxpan'/

BRS ictona 2235 (-5.63%) 0,447 3,34 (+13.59%) 0,775
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Figura 4 - Grafico de efeito dos tratamentos a partir de anélise de dados por modelo
generalizado misto (GLMM) para numero de insetos encontrado nas plantas e
numero de insetos migrantes em teste de preferéncia na condigao sem escolha, em
gaiola telada. A. Numero de insetos encontrados nas plantas. B. Numero de insetos
migrantes.
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Abreviagdes: ‘Valéncia Tuxpan/TSKCxCTCM-008 (Tuxpan+LCRO008), ‘Valéncia
Tuxpan’’/BRS ‘Ary S’ (Tuxpan+AryS), ‘Valéncia Tuxpan’/Flying Dragon’
(Tuxpan+FD), ‘Valéncia Tuxpan’/ BRS ‘H Montenegro’ (Tuxpan+H.Montenegro),
‘Valéncia Tuxpan’/ BRS ‘Victoria’ (Tuxpan+Victoria), ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira
‘Sunki Tropical’ (Tuxpan+Sunki).

As respostas comportamentais observadas para a combinagao ‘Valéncia
Tuxpan’/‘Flying Dragon’ contrastam com relatos anteriores que atribuem ao porta
enxerto ‘Flying Dragon’ um papel desfavoravel a colonizagao por D. citri (Borgoni et
al., 2014; George; Lapointe, 2019; Hernandez-Suarez et al., 2021; Jones; Killiny,
2021; Westbrook et al., 2011).
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Em condicdo sem escolha, ‘Valéncia Tuxpan’/‘Flying Dragon’ foi a
combinagdo com maior numero médio de insetos (n = 25,3) € menor numero de
imigrantes (n = 1,73) superando inclusive os valores de tratamento controle (n =
23,6 e n = 2,93, respectivamente) (Tabela 2). Esses resultados sugerem uma
aceitacao elevada da combinagéao pelo inseto em um cenario de confinamento. Nos
testes de dupla escolha, embora essa combinacgao tenha diferido estatisticamente
do controle, a redugéo relativa no numero de insetos foi de apenas 20%, a segunda
menor entre os tratamentos avaliados (Tabela 1).

Tais achados reforcam a necessidade de reavaliar o papel do porta enxerto
‘Flying Dragon’ no contexto da resisténcia comportamental a D. citri, especialmente
quando combinado com a copa ‘Valéncia Tuxpan’ em regides de clima quente e
umido. Ademais, os resultados aqui obtidos estdo em consonancia com as
respostas detectadas nos bioensaios de olfatometria apresentados no capitulo 1,
sugerindo que a combinagcado nao exerce efeito de repeléncia significativo. Esta
divergéncia entre a literatura prévia e os dados experimentais refor¢a a importancia
de considerar as interagdes especificas copa e porta-enxerto como unidades
biolégicas unicas, cujos efeitos sobre o comportamento do inseto podem ser
emergentes e nado necessariamente previsiveis com base nos componentes
isolados.

Fatores como temperatura, umidade e exposi¢ao a luz solar em diferentes
areas geograficas podem afetar os processos metabdlicos das plantas citricas.
Essas condicdes ambientais podem aumentar ou inibir a sintese de fitoquimicos
especificos, levando a diferengas em suas propriedades repelentes a insetos
(Fernando et al., 2024). Os achados sobre a combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying
Dragon’ sugerem que a emissdo de COVs pela copa de Citrus sinensis, incluindo
aqueles ligados a defesa contra D. citri, € modulada por fatores edafoclimaticos e
que é necessario considerar o contexto ambiental na avaliacdo da eficacia de
gendtipos resistentes ou tolerantes ao vetor do HLB (Efendi et al., 2021; Hu et al.,
2025; Luro et al., 2020; Yang et al., 2024).

A oviposicdo é um processo crucial para os insetos fitéfagos, pois
determinara o sucesso ou nao da populacao, cabendo a fémea a escolha da planta
hospedeira ideal. Esta decisdo é mediada, no primeiro momento, principalmente,
pelas pistas visuais e olfativas por meio dos volateis liberados pelas plantas, os

quais permitem que a fémea avalie o potencial de sucesso do hospedeiro para sua
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progénie (Pagadala Damodaram et al., 2021). A partir do primeiro contato com a
planta hospedeira, a fémea utiliza outras informagdes sensoriais como estimulos
tateis, a quimiorrecepcao de contato, e os estimulos gustativos para a tomada de
decisao final de aceitagdo ou ndo do hospedeiro para oviposigdo (Kamala Jayanthi
etal., 2012).

Para os testes de preferéncia para oviposi¢ao, todos os tratamentos
apresentaram coeficientes negativos, indicando uma tendéncia de redugcédo no
numero médio de ovos em relagdo ao controle, na condicdo de dupla escolha. A
maior reducdo foi observada para a combinagdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H.
Montenegro’, com 40% (B = - 1,61 £ 0,69, z = - 2,33, p = 0,019) menos ovos em
relagdo ao controle, seguido da combinagdo ‘Valéncia Tuxpan’/Flying Dragon’
(38%) (B =-1,23+0,65,z=-1,89, p =0,053) (Figura 5A).

Borgoni et al. (2014) observaram que P. trifoliata cv. ‘Rubidoux’ foi o
genotipo com 0 menor numero de ovos quando comparado a sete outros genotipos
citricos. Esse mesmo comportamento de ndo preferéncia para oviposicdo em
gendtipo P. trifoliata e seus hibridos, como o porta-enxerto BRS ‘H. Montenegro’,
também foi observado em outros estudos (George; Lapointe, 2019; Hernandez-
Suarez et al., 2021; Jones; Killiny, 2021; Westbrook et al., 2011).

Figura 5 - Grafico de efeito dos tratamentos a partir de anélise de dados por modelo
generalizado misto (GLMM) para numero de ovos encontrado nas plantas em teste
de preferéncia, em gaiola telada. A. Condi¢gdo de dupla escolha em uma gaiola
contendo uma planta tratamento e uma planta controle. B. Condigao sem escolha
em gaiola com apenas uma planta.
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Abreviagdes: ‘Valéncia Tuxpan’/ Lim&o ‘Cravo Santa Cruz' (Tuxpan+LCSC),
‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (Tuxpan+LCRO008), ‘Valéncia Tuxpan’/BRS
Ary S (Tuxpan+AryS), ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying Dragon’ (Tuxpan+FD), ‘Valéncia
Tuxpan’/ BRS ‘H Montenegro’ (Tuxpan+H.Montenegro), ‘Valéncia Tuxpan’/ BRS
‘Victoria’ (Tuxpan+Victoria), ‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki
Tropical’(Tuxpan+Sunki).

Em condicdo sem escolha, as combinagdes que apresentaram as maiores
reducdes foram ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (40% a menos de ovos),
‘Valéncia Tuxpan’/BRS *Victoria’ (20%) e ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’
(13% a menos de ovos). O controle apresentou média de 29,6 ovos e as
combinagdes ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ (n = 44,2 ovos) e ‘Valéncia
Tuxpan’/’'Sunki Tropical’ (n = 36,6 ovos) parecem estimular a oviposigao, sugerindo
propriedades atrativas para postura.

O porta-enxerto pode modular as respostas comportamentais do inseto em
relagao a copa, tornando-a mais ou menos apropriada a colonizagao e a oviposicao.
Estudos anteriores haviam relatado a maior preferéncia e sucesso de
desenvolvimento do inseto em plantas de copa ‘Valéncia’ enxertada em Limoeiro
‘Cravo’ quando comparado a outros porta-enxertos como Citrumelo ‘Swingle’ e
Tangerina ‘Sunki’. Foram relatados variagédo de 83% a 79% para viabilidade de
ovos, 88% a 70% para viabilidade ovo-adulto e menor duragdo do ciclo biolégico
de ovo a adulto (14,9 dias) quando comparada a copa ‘Valéncia’ enxertada em
Limao ‘Cravo’ a outras combinagdées com outros porta-enxertos (Alves et al., 2018;
Pérez-Artiles et al., 2017; Tsai e Liu, 2000). Estes dados corroboram a caracteristica

preferencial desta combinagao, utilizada como grupo controle no presente estudo.
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Também para a copa C. sinensis ‘Valéncia’, foram observados os menores valores
de viabilidade de ovos, maior tempo de desenvolvimento na fase ninfal (11,20 dias)
quando na combinagéo ‘Valéncia’/Citrumelo ‘Swingle’ (Pérez-Artiles et al., 2017).

Em ensaios de preferéncia para oviposi¢ao de D. citri, detectou-se reducao
no numero de ovos em hibridos de Microcitrus e Eremocitrus, quando comparados
com C. sinensis (controle). Estes hibridos também apresentaram antibiose em
relagdo ao controle, com menor viabilidade ovo-adulto, menor viabilidade ninfal e
dissuasdo de ninfas de terceiro ao quinto instar para E. glauca (Eduardo et al.,
2022).

Estes estudos corroboram os resultados obtidos no presente trabalho, em
referéncia a influéncia de gendtipos porta-enxerto na copa comercial. Vale ressaltar
que os cruzamentos para obtengao de hibridos de citros desempenham um papel
fundamental na diversificagdo genética e no melhoramento de caracteristicas
agrondmicas e fitossanitarias das plantas, pois tendem a preservar caracteristicas
desejaveis para tolerancia a doencgas, produtividade e qualidade de frutos. Como
exemplo, o citrumelo ‘Swingle’, hibrido de Toranja (Citrus paradisi) x Trifoliata (P.
trifoliata), herdou a presenca de compostos secundarios adversos em P. trifoliata
(parental do citrumelo), segundo Pérez-Artiles et al. (2017). Isto pode justificar os
dados promissores de interferéncia negativa no desenvolvimento do inseto sobre a
combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’, descendente de cruzamento
de Limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia) x P. trifoliata.

Os dados apresentados revelaram plasticidade comportamental de D. citri
em relacéo as diferentes combinag¢des da copa C. sinensis ‘Valéncia Tuxpan’ nos
diferentes porta-enxertos, tendo a combinagdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’
caracterizada como um catalizador pull, com neutralidade no numero de insetos e
migrantes em relagdo ao controle e aumento de atratividade para oviposi¢cao
(Tabela 3). Arecomendacéo € de evitar a utilizagdo desta combinagao em pomares
citricos, especialmente em regides com historico de altas infestagbes pelo inseto
vetor, especialmente na regido Nordeste ainda indene a doenga. Em caso de
sistemas push-pull, esta combinacdo pode ser recomendada como cultura
armadilha, favorecendo o controle por meio de inseticidas sistémicos (controle local

ou pontual).
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Tabela 3 - Classificagdo das combinagdes de copa Citrus sinensis 'Valéncia Tuxpan' e seis porta-enxerto em relagdo ao
comportamento de Diaphorina citri a partir de testes de preferéncia e oviposicdo, em condi¢cdes de dupla escolha e sem escolha,
tendo a combinagéao 'Valéncia Tuxpan'/Limao ‘Cravo Santa Cruz' como referéncia de atratividade. Cores das marcagdes: vermelha
representa efeito negativo para o inseto, amarela representa moderado efeito contra o inseto, verde representa efeito favoravel ao
inseto. As estrelas representam as vantagens de cada combinagdo em relagdo a numero de insetos, migrantes putativos e ovos em
relagado ao controle.

Dupla escolha Sem escolha Padrao consolidado

L Numero de Numero de Numero Numero de Numerode Numero . . e a
Combinacgdes . . . . Preferéncia Oviposicao Classificagao
insetos migrantes de ovos  insetos migrantes de ovos

'Valéncia Tuxpan'/ G Gy Ty T e b Fortemente Fortemente
BRS'H-Montenegro’  5400%  +1212% -40%  -870%  +521% -1280%  'oPelente inibidor
'Valéncia Tuxpan'/ By G o i s Sy L
" ; 7 ' ‘ / Repelente Inibidor
TSKCxCTCM008 14 009 +036% -31,30% -540%  -40,80%  -39,90%
'Valéncia Tuxpan'/ S S S T S ““z  Moderadamente »
BRS 'Victoria' repelente Inibidor
ictona -34,00%  +71.6% -3820% -560%  +13.6% -940% P
'Valéncia Tuxpan'/ S i S T R T Neutro/Leve ~ Levemente
Flying Dragon 20,00%  +49.6% -1560% +6.50% 68% -1960%  epeléncia inibidor
'Valéncia Tuxpan'/ gy Sy
Tangerineira ‘Sunki ' Repeléncia fraca Neutro
Tropical -19,00%  +16.5% -22,60% -3,10%  -40,80% +23,60%
Tuxpan/BRS 'Ary S' Neutro Afrativo
uxpan Ary -8,98% +90%  +210% -250%  -18,10%  +49,3%
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A combinacdo ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 apresentou
caracteristicas de antixenose consistente, tanto para insetos quanto para ovos
(Tabela 3). No entanto, em condigdes 6timas de estresse bidtico e abiotico, essa
combinagao apresentou perfil de volateis proximo ao perfil de combinagdes
atraentes, com destaque para D-limoneno, p-cimeno, e auséncia de sesquiterpenos
e homoterpenos e sem diferenga em relagao ao controle, sendo classificado como
atraente ao psilideo (Capitulo 1).

Os resultados observados sugerem que a nao-preferéncia de D. citri pode
estar associada a ativagao de mecanismos de defesa apds o contato com a planta
e/ou em reposta a herbivoria, incluindo oviposi¢ao. Estudos anteriores demonstram
que esse tipo de interacdo pode desencadear tanto defesas diretas quanto
indiretas, promovendo alteracdes na producgao e liberacido de compostos bioativos
com propriedades repelentes (Silva; Panizzi, 2019). Em variedades citricas, ja foi
relatado que a herbivoria por D. citri pode modular qualitativa e quantitativamente
o perfil de volateis, o que afeta diretamente o reconhecimento e a aceitacdo do
hospedeiro pelo inseto (Jones; Killiny, 2021).

Outra hipétese para a forte repeléncia observada refere-se a presenca de
barreiras morfofisioldgicas intrinsecas, as quais podem dificultar o acesso, a fixagao
ou a oviposicao por parte do inseto. Estruturas como tricomas, espessamento de
parede celular, composigéo da cuticula e deposicéo de cera ja foram associados a
resisténcia fisica em outras espécies vegetais e podem exercer efeitos semelhantes
em citros (Vendramim; Nishikawa, 2001).

Em estudo sobre os mecanismos de defesa de plantas citricas a Bactrocera
minax Enderlein (1920), Wei et al., (2024) demonstraram que a oviposigédo
desencadeia a ativagdo da via de sintese de lignina nas laranjas doce. Essa
evidéncia molecular apoia a ideia de que as plantas citricas desenvolvem defesas
especificas contra ovos de insetos. Os autores observaram também o acumulo de
peréxido de hidrogénio (H202) nos locais onde ocorreu a oviposigédo e destacaram
a rapida indugédo de hormoénios relacionados a defesa vegetal, especificamente
acido jasmoénico (JA) e acido salicilico (SA). Esses mecanismos séao
frequentemente associados as respostas de defesa da planta e indicam uma
reacdo bioquimica a atividade do inseto (Wei et al., 2024).

Ensaios adicionais serdo necessarios para validar essas hipoteses e

caracterizar os fatores determinantes na resisténcia da combinagado ‘Valéncia
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Tuxpan’/ TSKCxCTCM-008 observada. Portanto, os dados obtidos neste estudo
abrem perspectivas para a investigacdo dos mecanismos morfoldgicos e quimicos
envolvidos na resisténcia comportamental de citros a D. citri.

Em destaque, a combinagéo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ se
manifestou com acao repelente, induzindo comportamento de repulsa consistente
do inseto, tanto para redu¢ao no assentamento, quanto para elevagao da migragao
do inseto, confirmando seu papel de dissuador. Esta combinacdo apresentou,
ainda, forte caracteristica deterrente para oviposi¢cédo (Tabela 3). Isto alinha-se ao
perfil diversificado de compostos organicos volateis emitidos pelas plantas, ricos
em f-cariofileno, neral e camphor. Adicionalmente, ha ainda a possibilidade da
presenca de quimiorrepelentes de contato com atuacéo na inibicdo de alimentacao
€ oviposicao e outras estruturas de resisténcia por antixenose como estruturas de
defesa fisicas e morfoldgicas (tricomas, cera, espessura, dureza), as quais deverao
ser investigadas em etapa posterior (Baldin; Pannuti; Bentivenha, 2019; Eduardo et
al., 2022).

Estas caracteristicas abrem perspectivas para uso das combinagoes
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ e ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 em
programas de melhoramento genético para cruzamentos visando piramidizagao de
genes de repeléncia e identificagcdo e sintese de compostos volateis inibidores de
oviposigao. Podem ser usadas, também, em testes de campo como componentes
de sistemas push-pull aliadas a combinagdes atraentes, como a ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’, oferecendo o maior potencial para o manejo sustentavel de

D. citri.

4. CONCLUSOES

A preferéncia de D. citri por determinadas combinacdes de copa e porta-
enxerto representa um critério relevante na selegdo de gendtipos com potencial
para modular o comportamento do vetor em pomares comerciais.

Os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial dos porta-
enxertos modularem o comportamento do vetor quando em combinagdes com a
copa comercial Citrus sinensis ‘Valéncia Tuxpan'. A combinagdo ‘Valéncia

Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ apresentou resisténcia por antixenose, com potencial
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para aplicagdo como componente push. A combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary
S’ mostrou-se altamente atrativa, sendo indicada como elemento pull.

Tais achados reforcam a importancia da interagado copa/porta-enxerto em
estratégias integradas e sustentaveis de manejo do vetor, especialmente em areas

ainda livres da doenca.
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CAPITULO 3

Modulacao do comportamento alimentar de Diaphorina citri Kuwayama,1908
(Hemiptera: Psyllidae) em citros: antixenose como estratégia para controle
do Huanglongbing
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RESUMO

O Huanglongbing (HLB), ainda sem cura, tem causado prejuizos significativos a
citricultura brasileira, com impactos crescentes na produgao e exportacéo. A rapida
disseminagao da doenga no cinturdo citricola preocupa produtores, pesquisadores
e autoridades, demandando estratégias mais eficazes de manejo. Atualmente, a
erradicagao de plantas sintomaticas, o uso de mudas sadias e o controle do vetor
Diaphorina citri sdo os principais métodos de contengao. Neste contexto, 0 manejo
integrado de pragas, com énfase no controle comportamental, surge como
ferramenta promissora. Este estudo avaliou o comportamento alimentar de D. citri
em plantas de Citrus sinensis ‘Valéncia Tuxpan’ enxertadas sobre diferentes porta-
enxertos, por meio da técnica de grafico de penetracao elétrica (EPG). Fémeas
virgens (4 a 7 dias) foram conectadas a sonda do EPG e observadas em 30
repeticbes por tratamento. As combinacgdes testadas envolveram os seguintes
porta-enxertos: Lim&o ‘Cravo Santa Cruz’, BRS ‘H. Montenegro’, BRS ‘Victoria’,
TSKCxCTCM-008, Tangerineira ‘Sunki Tropical’, BRS ‘Ary S’ e Poncirus trifoliata
‘Flying Dragon’. Foram registrados e analisados os seguintes eventos de
alimentacao: ndo sondagem (Np), sondagem intercelular (C), penetragéo no floema
(D), salivacéo (E1), ingestao de floema (E2) e ingestdo de xilema (G). As variaveis
consideradas incluiram numero, duragdo e frequéncia relativa dos eventos,
analisada via Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuigdo gama e fungao
log, e significancia avaliada por analise de deviance (ANOVA tipo x?). Acombinagao
‘Valéncia Tuxpan’/‘Sunki Tropical apresentou maior duracdo de alimentacao
sustentada no floema (E2 > 10 min), enquanto ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’
demonstrou reducgao significativa na fase E2, sugerindo resisténcia antixendtica
floematica. Esses resultados indicam que a capacidade da planta em restringir o
acesso prolongado ao floema pode limitar a eficiéncia da alimentagao e,
consequentemente, a transmissao do patégeno Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas). Os resultados reforgam que a resisténcia ao HLB envolve multiplos
mecanismos, destacando-se a importancia da interagdo copa/porta-enxerto na
modulagao do comportamento alimentar do vetor.

Palavras-chave: psilideo asiatico dos citros, EPG, comportamento alimentar,
resisténcia.
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Modulation of feeding behavior in Diaphorina citri Kuwayama, 1908
(Hemiptera: Psyllidae) on citrus: antixenosis as a strategy for
Huanglongbing control

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), which remains incurable, has inflicted significant economic
losses on Brazilian citriculture, with escalating impacts on production and exports.
The disease's rapid dissemination throughout the citrus belt has raised concerns
among growers, researchers, and authorities, necessitating more effective
management strategies. Current primary containment measures include eradicating
symptomatic plants, using disease-free nursery stock, and controlling the vector
Diaphorina citri. Within this context, integrated pest management emphasizing
behavioral control emerges as a promising tool. This study evaluated the feeding
behavior of D. citri on Citrus sinensis 'Valéncia Tuxpan' scions grafted onto distinct
rootstocks using electrical penetration graph (EPG) methodology. Virgin females
(4-7 days old) were EPG-monitored in 30 replicates per treatment. Tested
combinations included the following rootstocks: 'Cravo Santa Cruz' lemon, BRS 'H.
Montenegro', BRS 'Victoria', TSKCxCTCM-008, 'Sunki Tropical' mandarin, BRS 'Ary
S', and Poncirus trifoliata 'Flying Dragon'. Feeding events recorded and analyzed
comprised: no probing (Np), intercellular probing (C), phloem penetration (D),
salivation (E1), phloem ingestion (E2), and xylem ingestion (G). Analyzed variables
included event number, duration, and relative frequency, assessed via Generalized
Linear Model (GLM) with gamma distribution and log-link function, with significance
determined by chi-square deviance analysis. The 'Valéncia Tuxpan'/'Sunki Tropical'
combination exhibited the longest sustained phloem feeding duration (E2 > 10 min),
whereas 'Valéncia Tuxpan'/BRS 'Ary S' showed significant reduction in E2 duration,
suggesting phloem-specific antixenotic resistance. These results indicate that a
plant's capacity to restrict prolonged phloem access may limit feeding efficiency and
subsequent transmission of Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas). Our findings
reinforce that HLB resistance involves multilayered mechanisms, highlighting the
critical role of scion-rootstock interactions in modulating vector feeding behavior.

Keywords: Asian citrus psyllid, EPG, feeding behavior, resistance.
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1. INTRODUGAO

Plantas de citros, assim como de todas as espécies -cultivadas
economicamente, em condi¢gdes Otimas de desenvolvimento, possuem um
potencial genético produtivo muito mais alto do que o produtor consegue obter. Isto
porque, no campo, elas estdo sujeitas a muitos fatores bidticos e abioticos que
causam estresse fisioldgico, reduzindo ou limitando a sua produg¢ao (Embrapa,
2005).

Um desses fatores bidticos € a infeccdo das plantas pelas bactérias
Candidatus Liberibacter spp., associadas a doenca Huanglongbing (HLB),
transmitida pelo vetor Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Psyllidae).
Ainda sem cura, o HLB tem causado prejuizos da ordem de milhdes de reais ao
longo dos 21 anos, desde a sua detecgao no Brasil, e sua rapida expansao pelo
cinturdo citricola brasileiro tem preocupado os especialistas, governo e produtores,
pois ameaca reduzir ainda mais a produgao e exportacdo nas proximas safras no
Brasil (Fundecitrus, 2024).

Até o momento, a erradicagao de arvores sintomaticas, o uso de mudas
sadias e o controle do psilideo sdo os meios mais eficientes de contencdo da
doenca. Porém, o uso indiscriminado de inseticidas, aliado a auséncia de rotacao
de produtos com distintos modos de agao, tem favorecido a selegao de populagdes
de psilideos resistentes, resultando em um aumento na incidéncia da doenga, de
38% para 44% em 2024 no cinturdo citricola brasileiro (Fundecitrus, 2024).

Nesse contexto, medidas de controle alternativas aos inseticidas,
implementadas de forma coordenada, sdo urgentes e necessarias. Entre essas
estratégias, destaca-se o controle comportamental como uma importante
ferramenta do manejo integrado de pragas para minimizar a disseminagcdo da
doencga nos pomares citricos (Gottwald et al., 2010).

A compreensdo das interagdes planta-inseto €& essencial para o
desenvolvimento e aprimoramento de estratégias de controle focadas na
manipulagdo do comportamento de herbivoros. Considerando que a transmissao
das bactérias associadas ao HLB depende da atividade alimentar de D. citri e que
a ingestdo de metabdlitos secundarios toxicos presentes em certos hospedeiros
pode provocar alteragdes fisioldgicas nos insetos (Borgoni et al., 2014; Nava et al.,
2007; Westbrook et al., 2011), torna-se fundamental investigar o comportamento
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alimentar do vetor em diferentes plantas hospedeiras. Fatores como a qualidade da
seiva, incluindo pH e presenga de substancias inibidoras de alimentacgao, além de
barreiras fisicas como a presenca de fibras de parede espessas que circundam o
floema, podem variar entre as variedades citricas e influenciar o comportamento
alimentar do inseto (Alves et al., 2018; Ammar et al., 2014; George; Lapointe, 2019).

A técnica de Graficos de Penetracao Elétrica (Electrical Penetration Graph
— EPG) proporciona o monitoramento em tempo real dos estiletes dos insetos
sugadores, , sendo utilizada na avaliagdo do comportamento alimentar dos insetos
visando estudos de transmissao de patégenos, identificacdo de resisténcia para
selecao de plantas, efeitos de fatores bidticos e abidticos estressores, avaliagao
dos efeitos da modificagdo genética de plantas e efeitos de agroquimicos e outros
compostos quimicos (Walker; Fereres; Tjallingii, 2024). Esta técnica permite o
estudo em tempo real das atividades dos estiletes de um inseto em tecidos
vegetais, e aliada a outros procedimentos como cortes histologicos, tem sido
utilizada para elucidar as interagdes entre as plantas, os vetores e os agentes
fitopatogénicos (Bonani et al., 2010; George et al., 2017; Walker; Fereres; Tjalingii,
2024).

Bonani et al. (2010) investigaram as atividades de penetracao dos estiletes
de D. citriem mudas de Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera pela técnica de EPG.
Neste estudo, os autores descreveram e caracterizaram as formas de onda
associadas ao comportamento alimentar do psilideo nas plantas. Foram
identificadas as formas de onda correspondentes a sondagem intercelular (C),
penetracdo no floema (D), salivagdo no floema (E1), ingestédo no floema (E2) e
ingestao no xilema (G).

Por meio de estudos de EPG, determinou-se que adultos de D. citri se
alimentam predominantemente do floema, raramente do xilema e nao se alimentam
de parénquima. Além disso, a aquisi¢ao e transmissao das bactérias associadas ao
HLB ocorre durante a ingestdo no floema (Bonani et al., 2010; Cen et al., 2012).
Inclusive, devido a preferéncia do psilideo para alimentacdo em folhas jovens,
George et al. (2017) evidenciaram que a aquisi¢ao e a transmissao do patégeno
sdo mais provaveis em plantas com brotacbes e folhas jovens do que em folhas
maduras. Segundo esses autores, esse comportamento esta relacionado ao anel
fibroso esclerenquimatoso, que, por ser mais desenvolvido em folhas maduras,

torna o floema menos acessivel ao inseto (George et al., 2017). De acordo com
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George et al. (2017), essa estrutura (anel fibroso) pode também ser utilizada para
a identificagao e desenvolvimento de cultivares citricas com maior resisténcia a D.
citri.

A elucidacdo do comportamento alimentar do inseto fornece informacgdes
relevantes sobre o potencial de plantas como hospedeiras do inseto ou do
patdogeno. Com base na atividade alimentar de D. citri, a murta (Murraya paniculata)
foi confirmada como hospedeira preferencial do inseto, porém a trifoliata (P. trifoliata
L.), considerada pouca atrativa em estudos de pouso, mostrou ser hospedeira
favoravel pela grande atividade alimentar do inseto (Yang et al., 2013).

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento
alimentar de D. citri em combinagdes envolvendo a copa ‘Valéncia Tuxpan’ com
diferentes porta-enxertos, utilizando a técnica de grafico de penetracdo elétrica
(EPG). Estas informacdes subsidiarao investigacdes futuras para avaliar possiveis
mecanismos de resisténcia a alimentagdo de D. citri, a fim de confirmar a base

fisiologica da resisténcia observada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local, periodo e outras informagdes gerais do (s) experimento (s)

As analises de EPG foram realizadas no laboratério de Entomologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura (12°40'29.9"S; 39°06'9.9"W), localizado no

municipio de Cruz das Almas-BA

2.2 Obtencao dos insetos

Adultos de D. citri utilizados neste estudo foram provenientes da criacéo do
Laboratério de Entomologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. A criagao foi
mantida em gaiolas teladas (60 cm x 60 cm), sendo quatro mudas de murta por
gaiola, em sala a temperatura de 27 + 2°C, umidade relativa de 60 £ 5% e fotofase
de 14L:10E (Skelley; Hoy, 2004). As plantas de murtas foram manejadas com podas
a cada 10 a 15 dias para disponibilizacdo constante de brotacdes jovens para
estimular a oviposi¢cdo do inseto e a adubacgao foliar foi realizada uma vez por

semana.
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Adultos com 24 horas de emergéncia provenientes da criagdo foram
coletados, separados de acordo com o sexo e as fémeas virgens foram mantidas
em gaiolas proprias até o momento do experimento. Foram utilizados insetos

fémeas de quatro a sete dias de idade para os ensaios de EPG

2.3 Obtencao e manutencgao das plantas de citros

Os genodtipos de citros utilizados neste capitulo foram copa Citrus sinensis
cv. ‘Valéncia Tuxpan’ enxertada nos porta-enxertos: Limao ‘Cravo Santa Cruz’, BRS
‘H Montenegro’, BRS ‘Victoria’, TSKCxCTCM-008, Tangerineira ‘Sunki Tropical’,
BRS ‘Ary S’ e Poncirus trifoliata ‘Flying Dragon’. A manutengéo das plantas seguiu
um rigoroso controle experimental, sendo utilizadas plantas de 1,5 a 2 anos de
idade, de 40 cm a 50 cm de tamanho, com brotacdes jovens entre 3 a 5 cm e

auséncia de pragas e doengas (Figura 1).

Figura 1 - Mudas de citros com copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ em porta-
enxertos citricos. A. Detalhe de brotacdo jovem da combinagdo ‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’. B. Detalhe de brotagao jovem da combinagao
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’.

&L T —B. " ‘, 4
Autora: Maria de Fatima Costa Pinto

2.4 Ensaios de Graficos de Penetragao Elétrica (EPG)

Os psilideos foram coletados e mantidos em jejum por 1h antes do

experimento. Os insetos foram colocados em freezer (- 4°C) por 1 min para
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anestesia-los e imediatamente imobilizados em camara de vacuo (George et al.,
2017). Utilizando um estereomicroscépio, um fio de ouro (3 cm de comprimento e
18 ym de diametro; EPG Systems, Wageningen, Holanda) ligado a um eletrodo de
cobre foi colado no pronoto do inseto, utilizando cola condutora de prata (16034
Pelco Colloidal Silver, Ted Pella Inc., Redding, CA, EUA). O eletrodo de cobre foi
conectado a sonda de EPG e o inseto foi colocado na superficie abaxial das folhas
jovens. Para completar o circuito elétrico, outro eletrodo de cobre foi colocado no
substrato da planta. Esse sistema de monitoramento foi montado dentro de uma
gaiola de Faraday para evitar ruidos elétricos externos, em sala com condi¢des
ambientais controladas (temperatura de 25 £ 1 °C, umidade relativa de 60 + 2%,
luz de LED 5500K + 500K e 3000 lux) (Figura 2).

Figura 2 - Ensaio de Graficos de Penetracdo Elétrica (EPG). A. Detalhe do fio de
ouro colado no pronoto de Diaphorina citri. B. Detalhe do conjunto sonda do EPG
+ eletrodo de cobre + fio de outro + inseto. O inseto foi colocado na regido abaxial
de folhas jovens de plantas citricas. C. Sistema de monitoramento de EPG dentro
da gaiola de Faraday.

Auto?é: Maria de Fatima C%sta Pinto

Foram monitoradas trinta fémeas virgens, entre quatro e sete dias de vida,
para cada tratamento. Cada psilideo foi monitorado por oito horas, no periodo das
9h as 17h. Os sinais elétricos foram amplificados pelo equipamento de EPG de
corrente continua de 8 canais, modelo Giga-8d, e as formas de onda foram
adquiridos e analisados usando o software Stylet+ para Windows (EPG Systems).
As variaveis foram processadas usando arquivo digital EPG-Excel Data Workbook
desenvolvido por Sarria et al. (2009). Foi utilizado um inseto por planta e uma planta

diferente para cada repeticéo (Walker; Fereres; Tjalingii, 2024).
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O numero e a duracédo das formas de onda foram registrados de acordo
com a metodologia descrita por Bonani et al. (2010): ndo sondagem (Np),
sondagem intercelular (C), penetracdo no floema (D), salivagdo no floema (E1),
ingestdo no floema (E2), ingestdo no xilema (G). As variaveis analisadas estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis EPG analisadas para fémeas de Diaphorina citri e descricao
da atividade alimentar correspondente.

ltem Variavel Acrénimo Descrigao
1 Nu d t NP
Hmero @e ~even ©s em NP Fase inativa dos estiletes
2 Duragdo em NP
3 Numero de eventos em C c Fase em que o inseto inseriu o estilete
4 Duragcdo em C no espaco intercelular do parénquima
S Numero de eventos em D D Fase em que o inseto sondou o floema,
6 Duragédo em D iniciando a salivagéo extracelular
7 Numero de eventos em E1 Fase em que o inseto salivou no vaso
8 D . E1 E1 do floema, evento que antecede a
uracao em alimentagao
9  Numero de eventos em E2 E2 Fase em que o inseto ingeriu seiva
10 Duragdo em E2 floematica, indicando alimentacao
11 Numero de eventos em G G Fase em que o inseto ingeriu seiva do
12 Duragéo em G xilema
13 Numero de eventos em E2 Fase em que o inseto passou mais de
sustentada E2 longer dez minutos se alimentando, indicando
14  Duragdo em E2 sustentada alimentagéo sustentada.
o Tempo do inicio do monitoramento até o
15 Tempo do niclo do EPG t 1stE2 primeiro registro da fase de alimentagao
para a primeira E2 (E2)
Porcentagem de tempo o Tempo gasto na fase E2 sobre o tempo
16 Yo_t E2 :
gasto na fase E2 do monitoramento
17 Proporgao de C %_C
18 Proporcdo D % D Nuamero de insetos que realizaram uma
19 Proborcao de E1 % E1 forma de onda sobre o numero de
pore °— insetos monitorados
20 Proporgéo de E2 %_E2

As formas de onda foram registradas com base na descricdo de Bonani et al.
(2009).

2.5 Estatistica

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos

residuos e o teste de Bartlett para avaliar a homogeneidade das variancias entre
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0s grupos a 5% de significancia. Como os dados n&o seguiram uma distribuicdo
normal, para analise da duracdo de cada forma de onda, utilizou-se um Modelo
Linear Generalizado (GLM) com distribuigdo gama e fungéo de ligagao logaritmica,
devido a natureza positiva e assimétrica dos dados de tempo, garantindo
adequacao aos pressupostos do modelo (Mccullagh; Nelder, 1989). Modelos
lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de Poisson foram usados para
analisar o numero de eventos de cada forma de onda e teste binomial exato foi
utilizado para analisar dados de proporgdao de tempo gasto em cada fase. Os
pressupostos dos modelos foram verificados via analise grafica de residuos e teste
de sobredispersdo. Especificamente, aplicou-se o teste de dispersdo néo
paramétrico que compara o desvio padrao dos residuos observados com uma
distribuicdo simulada de residuos sob a hipotese nula de adequagéo do modelo (p
> 0,05). Os dados de proporgao de individuos que produziram um determinado tipo
de onda foram analisados usando o teste qui-quadrado (x?) a 5% de significancia.
A significancia global do efeito dos tratamentos foi avaliada por analise de deviance
(ANOVA tipo x?), para indicar diferenca entre as combinagdes se p < 0,05,
garantindo que seria valido prosseguir com comparagdes multiplas.

No caso de diferengas significativas entre os tratamentos, a comparagao
entre as combinagdes foi feita por meio do teste de Tukey, com agrupamento por
letras indicativas de diferenga significativa a 5% de probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa R v.4.4.3 (R
Core Team, 2025).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a prova inicial (probing), todos os gendtipos avaliados foram
acessados pelo inseto, com 100% dos individuos realizando a penetracéo do tecido
vegetal, o que indica que nenhuma combinagado copa/porta-enxerto apresentou
barreiras iniciais a entrada do inseto. Esse dado evidencia que D. citri reconhece
todas as variedades como hospedeiras potenciais para alimentagdo, sendo a
resisténcia diferencial entre as combinacdes expressa em etapas posteriores do

processo alimentar (Tabela 2).
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Tabela 2 - Proporcao de formas de onda geradas pela alimentagéo de fémeas de
Diaphorina citri (n = 30) em diferentes combina¢des de porta-enxertos com a copa
Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’, por oito horas, em estudo de EPG.

Formas de onda

Combinagdes copa e

porta-enxerto C E1 E2  E2>10min G
TUXpan’/\Il_larIT?g::rao ‘Cravo 100% 83% 80% 70% 53%
e i toontroey” (30/30)a  (26/30)ab  (24/30)ab  (21/30)ab  (16/30) a
Tuxpa;{?}zg‘;‘:rineira 100% 100% 93% 87% 47%
ok oy (30/30)a  (30/30)a  (27/30)a  (26/30)a  (14/30) a
‘Valéncia Tuxpan/BRS ~ 100% 87% 87% 87% 339%
Victoria! (30/30)a  (26/30)ab (26/30)ab (26/30)ab  (10/30) b
‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'H. 100% 87% 87% 80% 37%
Montenegro' (30/30)a (26/30)ab (26/30)ab (24/30)ab (11/30) a
‘Valéncia Tuxpan’/'Flying 100% 80% 77% 73% 37%
Dragon' (30/30)a  (24/30)ab (23/30)bc  (21/30)ab  (11/30) a
‘Valéncia
, 100% 80% 77% 73% 43%
TuxpanfTSROXCTOM:  (30130)a (24/30)ab  (23/30)be (21/30)ab  (13/30)
‘Valéncia Tuxpan/BRS ~ 100% 67% 67% 67% 50%
‘Ary S (30/30)a  (20/30)b  (20/30)c  (20/30)b  (15/30) a
¥ ] 312,89 27157 19982 1428
Df ; 6 6 6 6
P ] <0,0001  <0,0001  0,0000  0,00015

Formas de onda: (C) penetracdo intercelular no parénquima, (E1) salivagdo no
floema, (E2) ingestao no floema, (E>10 min) alimentagao sustentada por mais de
10 minutos, (G) ingestao no xilema. Valores seguidos pela mesma letra n&o diferem
significativamente, por meio do teste qui-quadrado (x?, p > 0,05).

ApOs a prova inicial, observou-se variagao significativa na proporgcéo de
insetos que realizaram salivagao (E1), comportamento essencial para o acesso ao
conteudo do floema (x>= 312.89, df = 6, p < 0,001). De acordo com a andlise de
comparagdes multiplas, o gendtipo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou a
menor proporgao (67%), agrupando-se isoladamente em um grupo estatistico,
sugerindo ser o menos favoravel para a salivagao do inseto (Tabela 2). Por outro
lado, todos os insetos testados no gendtipo ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki Tropical’
apresentaram essa forma de onda, indicando maior atratividade e/ou facilidade de
acesso ao floema por D. citri. Os gendtipos ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ e
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ apresentaram valores de 87%. Para
‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 e ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying Dragon’, essa

proporcdo foi de 80%, ndo diferindo estatisticamente do controle ‘Valéncia
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Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’ (83%), mas indicando um possivel
comportamento de preferéncia moderada (Tabela 2).

A salivacao é fundamental para que o inseto modifique o ambiente do tecido
e facilite a ingestao do alimento, além de ativar as defesas contra os herbivoros. A
menor propor¢ao de insetos na fase de salivagdo encontrada para algumas
combinacgdes testadas pode indicar a presenca de fatores que dificultam ou inibem
essa etapa, refletindo inadequagéao do tecido vegetal para o inseto (Apriliana, 2023;
Gao et al., 2023; George et al., 2018; George et al., 2022).

Comportamento semelhante foi observado na etapa seguinte, ou seja, para
a ingestdo da seiva floematica (E2). Novamente, a combinacdo ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou a menor propor¢ao de insetos que se alimentaram
(67%, x?= 271,5, df = 6, p < 0,001).), juntamente com ‘Valéncia Tuxpan’/’Flying
Dragon’ e ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (Tabela 2, Figura 3). ‘Valéncia
Tuxpan’/’'Sunki Tropical' apresentou a maior propor¢cao de insetos nessa fase
(93%), contudo nao diferiu de ‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa CruZz’,
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ e de ‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'Victoria'. Esse
comportamento pode indicar suscetibilidade a D. citri por favorecer a colonizagao

pelo inseto.

Figura 3 - Frequéncia absoluta (n = 30) de adultos de Diaphorina citri que
apresentaram comportamento de salivagao, alimentagao e alimentacao sustentada
(> 10 min) em Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ enxertada em sete porta-
enxertos diferentes. As barras seguidas pela mesma letra nao diferem
significativamente, por meio do teste qui-quadrado (x?, p > 0,05).

35

a a a
30
ab
ab ab ab ab ab ab ab ab
I ab bc ab ab bc ab
I I | |
o] |

Valéncia Tuxpan'/ Valéncia Tuxpan'/ Valéncia Tuxpan'/ Valéru:la Tuxpan.’ Valéncia Tuxpan'’/ Valéncia Tuxpa'n/ Valéncia Tuxpan'/
Limao Cravo Tangerineira BRS Victoria' 'Flying Dragon’ TSKCxCTCM-008 BRS 'Ary S'
‘Santa Cruz' ‘Sunki Tropical' 'H. Montenegro

= Salivagdo ® Alimentagdo = Alimentagdo sustentada
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Em relagdo aos insetos que efetivamente se alimentaram, ou seja, que
mantiveram alimentacao sustentada (E2 > 10 min), também foram identificadas
diferengas importantes entre as combinacgdes. Assim, a copa ‘Valéncia Tuxpan’
enxertada em ’Sunki Tropical’ e em BRS ‘Ary S’ apresentaram o maior € menor
valor para essa variavel, respectivamente (Tabela 2, Figura 3). Esses resultados
indicam que, embora todos os gendtipos possibilitem a insergao dos estiletes nos
tecidos foliares, nem todos proporcionam condi¢gdes favoraveis para uma
alimentacao prolongada, o que € decisivo para a sobrevivéncia e reprodugao do
inseto, bem como para a eficiéncia na transmissao de patégenos (Carmo-Sousa et
al., 2020; Cen et al., 2012; Luo et al., 2015; Wu et al., 2015).

Em relagdo numero de eventos, ndo foram constatadas diferengas entre as
combinacdes avaliadas para os eventos de np, C, E1, E2 e E2 > 10 min. Contudo,
para a ingestdo de xilema (G), a combinagcdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'H.
Montenegro' apresentou menor numero de acessos, diferindo significativamente
das demais combinagdes (0,53 + 0,16, x*= 4,55, df = 6, p = 0,009) (Tabela 3).
Importante destacar que, embora nenhum tratamento tenha sido estatisticamente
significativo ao nivel de 5% para numero de eventos de alimentacéo (E2), ‘Valéncia
Tuxpan’/’'Sunki Tropical’ apresentou forte tendéncia de propiciar mais eventos de
ingestao floematica, com numero 53% maior do que aquele observado para
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ (Tabela 3).

Para a duracao de cada fase, observou-se diferenga significativa no tempo
em que o inseto permaneceu com os estiletes inativos (fase np). O menor tempo
foi observado em ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ (t = 155,04 min; x>= 7,16, df = 6,
p =0,001) (Tabela 3). A maior duragéo dessa fase foi registrada nas combinacdes
‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ (t = 292,24 minutos), ‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'H.
Montenegro' (t = 263,99 min) e ‘Valéncia Tuxpan’/TSKCxCTCM-008 (t = 252,79 min)
(Tabela 3).

Diferencas também foram detectadas no tempo total de alimentacao
floematica (fase E2) e na duragado da alimentacéo sustentada (E2 > 10 min), com
0s menores tempos registrados na combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ (t =
96,87 min e t = 87,31 min; x*= 1326,3, df =6, p = 0,008 e x>= 1404,5,df =6, p =
0,011, respectivamente) (Tabela 3). Por outro lado, os maiores tempos foram

observados na combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ (t = 237,75 mine t =
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222,50 min). Nao foram observadas diferencas significativas para as outras

combinacdes.

Tabela 3 - Médias (+ erro padrdo) dos numeros e duragdo das formas de onda
geradas pela alimentacao de fémeas de Diaphorina citri em mudas de copa Citrus
sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ enxertada em sete porta-enxertos, monitorados por
oito horas, em teste de EPG (n = 30).

Combinacdes copa e Numero das formas de onda
porta-enxerto np c E1 E2 E2 >10 min G
‘Valéncia
Tuxpan’/Limoeiro 4,33+0,47a 6,57+0,79 1,93+0,34a 1,53+0,28a 1,1£0,18a 1,1£0,31a
‘Cravo Santa Cruz'
‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira 5,80+0,58a 8,27+0,86a 2,33+0,36a 1,73+0,20a 1,33+0,15a 1,03+0,31a

'Sunki Tropical'

Valéncia 46310542 6,13:0,81a 1,57:022a 1,37:0,16a  1,20£013a  0,80:0,30a
Tuxpan’/BRS 'Victoria
‘Valéncia
Tuxpan’/BRS 5,27+0,47a 6,63+0,67a 1,67+0,21a 1,5+0,18a 1,23+0,17a 0,53%0,16b
'H.Montenegro'
‘Valéncia
Tuxpan’/'Flying 4,93+0,44a 6,3310,62a 1,47+0,22a 1,23+0,20a 1,13+0,18a 0,80%0,24a
Dragon'
‘Valéncia
Tuxpan’/TSKCxCTCM 5,70+0,72a 7,83%1,10a 1,87+0,32a 1,67+0,26a 1,20+0,17a 1,07£0,34a
-008
‘Valéncia
Tuxpan’/BRS 'Ary S' 5,2040,48a 7,07+0,83a 1,53+0,29a 1,13£0,18a 0,87+0,14a 1,17£0,33a
X2 10,11 6,23 8,99 6,05 3,50 4,55
Df 6 6 6 6 6 6
P 0,120 0,398 0,174 0,417 0,744 0,009*
Duragéo (em minutos) das formas de onda
np C E1 E2 E2 >10 min G
‘Valéncia

Tuxpan’/Limoeiro
‘Cravo Santa Cruz'
(controle)

220,78+25,80ab 68,13+10,81a 2,36+0,43a 165,0529,27ab 142,28+27,79ab 22,95+8,76a

‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira 209,12+21,26ab  70,4419,65a 2,81+0,25a 184,59+24,18ab 157,31+21,36ab 12,18t4,82a
'Sunki Tropical'

‘Valéncia

, wria o 155,04+20,76b  73,35+16,24a 2,07+0,37a 237,75+27,09a 222,50+26,48a 11,15t5,49a
Tuxpan’/BRS 'Victoria

‘Valéncia
Tuxpan’/BRS 263,99+22,15a  56,02+6,51a 2,28+0,46a 143,79+25,12ab 123,91+23,10ab 11,31+£3,57a
'H.Montenegro'
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‘Valéncia
Tuxpan’/'Flying 224,13+25,05ab  64,37+8,13a 3,18+1,06a 172,36+25,86ab 149,72+24,72ab 15,31+5,85a
Dragon'
‘Valéncia
Tuxpan’/TSKCxCTCM  252,79+22 95a 72,80+11,51a 2,27+0,44a 135,96+24,60ab 116,25+23,54ab 16,05+4,92a
-008
‘Valéncia
, , . 292,24+24,88a 66,13+x10,48a 1,91+0,45a 96,87+20,63b 87,31£19,87b  22,28+6,31a
Tuxpan’/BRS 'Ary S
X2 7,16 1,51 5,59 22,10 23,40 8,71
Df 6 6 6 6 6 6
p 0,001* 0,916 0,661 0,008* 0,011* 0,644

* Formas de onda: (np) ndo prova, (C) penetracao intercelular no parénquima, (E1)
salivacao no floema, (E2) ingestao no floema, (E>10 min) alimentag&o sustentada
por mais de 10 minutos, (G) ingestao no xilema. Médias seguidas pela mesma letra,
nas colunas, nido diferem significativamente usando o GLM Poisson para numero e
GLM Gamma para tempo; e comparagdes entre as combinagdes pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

Esses achados sao altamente relevantes para a compreensao da interacéo
planta-inseto-patogeno, pois as fases E2 e E2 sustentada estdo diretamente
associadas a eficiéncia de transmissdo da bactéria Ca. Liberibacter asiaticus.
Estudos anteriores indicam que a transmissao pode ocorrer apos 15 a 60 minutos
de alimentagao no floema, sendo que periodos superiores a 15 minutos de E2
sustentada sao considerados criticos para garantir a infecgdo (Ammar et al., 2016;
Ammar et al., 2020; Bonani et al., 2010).

Uma observagao interessante foi uma alta proporgéo de insetos (50%) e
numero de acessos (n = 1,17) ao xilema observada pela combinagédo ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ em relagdo as demais combinag¢des, mesmo sem apresentar
diferenca significativa (Tabelas 2 e 3). Por outro lado, a combinagédo ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ apresentou o menor numero de eventos em relagao
ao xilema (n = 0,53, x>= 4,55, df =6, p = 0,009).

Esses resultados sao relevantes, uma vez que o acesso ao xilema pode
representar uma via alimentar alternativa para o inseto, especialmente quando o
floema apresenta alguma restricdo ao seu acesso, como caracteristicas estruturais
ou quimicas (George et al., 2017; George et al., 2018; Pacheco et al., 2020; Shugart
et al., 2019). Esse comportamento (maior frequéncia e numero de acesso ao
xilema) de ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’, associado ao comportamento de menor
propor¢cdo de acesso ao floema, pode indicar caracteristicas de resisténcia
relatados pelos estudos anteriores.



120

Para o tempo de inicio da alimentacao floematica, ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki
Tropical’ iniciou a alimentacéo significativamente mais rapido (37% mais rapido, B
=-0,45+0,19,t=-2,30, p = 0,022) em relagdo a ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’,

sugerindo maior facilidade para o vetor acessar o floema (Figura 4).

Figura 4 - Tempo de inicio de alimentagao do floema (Fase E2) de Diaphorina citri
em relacdo a combinacdes da copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e sete
porta-enxertos, pela técnica de EPG (n = 30). *Diferenca significativa, pelo modelo
GLM Gamma (p < 0,05).
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‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou, ainda, proporgao
significativamente menor do tempo gasto em alimentagdo comparado as outras
combinacgdes (37%, x* = 6,31, df = 6, p = 0,048). Por outro lado, ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS *Victoria’ apresentou-se como a combinacao em que foi registrada a
maior proporgao de tempo gasto na alimentagéao (66,33%). As demais combinagdes
estdo no grupo intermediario, ou seja, nao diferiram significativamente dos demais
grupos (Figura 5). O menor tempo relativo de alimentagdo em ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ reforga a hipotese de que essa combinagao € menos favoravel
para a alimentagdo prolongada do inseto, indicando possivel resisténcia por

antixenose.
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Figura 5 - Proporgao de tempo gasto com alimentagao floematica de Diaphorina
citri em relacdo a combinacdes da copa Citrus sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e sete
porta-enxertos, pela técnica de EPG (n = 30). As barras seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente, pelo modelo GLM Binomial (p > 0,05).
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Uma analise geral do comportamento alimentar de D. citri nas diferentes
combinag¢des de ‘Valéncia Tuxpan’ revelou diferencas significativas entre as
combinacgdes, sugerindo a existéncia de mecanismos de resisténcia associados a
combinacao de copa e porta-enxertos de citros testados. ‘Valéncia Tuxpan’/'Sunki
Tropical’ e ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ apresentaram maior adequagao para a
alimentacao do inseto. Essas combinagdes exibiram maior numero de eventos de
salivacao (fase E1) e de ingestao floematica (fase E2), menor tempo até o inicio da
alimentagao, bem como tempos prolongados de alimentagcdo sustentada. Esses
dados reforcam a hipotese de que ha variagdo significativa no grau de
suscetibilidade entre os gendtipos de citros, com implicagbes diretas no risco de
disseminagao do HLB no campo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Sintese integrada de desempenho por combinagbes da copa Citrus
sinensis cv. ‘Valéncia Tuxpan’ e sete porta-enxertos em relagdo ao comportamento
alimentar de Diaphorina citri, pela técnica de EPG (n = 30).

Comportamento  VT/ ~ VT/  VT/ VI ep e VT
alimentar LCSC Sunki Victoria Montenegro 008 ARY S
Acesso ao xilema o v vy vy v v vy
Salivagéo floema . AA AA o o o vy
Ingestao floema o A o o o A v
Alim. sustentada A AA AA o A o vy
Inicio
alimentagao vy A e o o AA
Proporcéo de
tempo i o A o o o v
alimentacao

Legenda: ¥ V¥ = Supressao forte (p < 0,01), ¥ = Supressdo moderada (p < 0,05),
A A =Aumento forte (p <0,01), A =Aumento moderada (p < 0,05), A = Tendéncia
de aumento (0,05 < p < 0,10), == = Neutro (p > 0,10). Abreviagbes: VT/LCSC
(‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’), VT/Sunki (‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira 'Sunki Tropical'), VT/Victoria (‘Valéncia Tuxpan’/BRS
Victoria'), VT/Montenegro (‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'H. Montenegro), VT/FD
(‘Valéncia Tuxpan’/'Flying Dragon’), VT/CTCM-008 (‘Valéncia
Tuxpan’/TSKCxCTCM-008) e VT/ARY S (‘Valéncia Tuxpan’/BRS 'Ary S')

Em contrapartida, ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ destacou-se por
apresentar os menores valores em diversos parametros criticos associados a
alimentacao floematica do inseto. Foi observado menor niumero de eventos de
ingestéo no floema (fase E2), menor tempo de alimentacéo sustentada (E2 > 10
min), maior tempo até o inicio da alimentacdo no floema, bem como a menor
propor¢cao de tempo total gasto em alimentagcao (Tabela 4). Esses resultados
sugerem a ocorréncia de mecanismos de resisténcia do tipo antixenose, antibiose
ou impedancia anatdbmica no floema, como possiveis espessamentos de
parénquima ou de camadas esclerenquimaticas, que dificultam a fixacao
prolongada do estilete e 0o acesso continuo a seiva floematica. Mecanismos
semelhantes tém sido descritos em espécies de plantas que resistem a alimentacgao
de insetos vetores (George et al., 2017; George; Lapointe, 2019; Sun et al., 2018).

Tais caracteristicas sdo fundamentais para reduzir a eficiéncia de aquisi¢cao
e inoculacdo das bactérias ClLas, associadas ao HLB, cuja transmissdo esta

diretamente associada a maior frequéncia e duragdo da ingestao no floema e a
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alimentacao sustentada (Ammar et al., 2016; Carmo-Souza et al., 2020; George et
al., 2018).

Ha poucos relatos sobre a influéncia das diferentes combinagdes copa e
porta-enxerto no comportamento alimentar de D. citri. Aprilana et al. (2023)
comparando o comportamento de alimentagdo de D. cifri em plantas citricas
enxertadas (Citrus sinensis xtangerineira) e tangerineiras nao enxertadas,
verificaram maior duragdo de ingestdo no floema na planta enxertada. Eles
observaram que para as plantas ndo enxertadas, houve maior duracdo das fases
de salivagao (E1) e ndo-sondagem (np), indicativos de dificuldade no acesso ao
floema. Os autores inferiram que a enxertia em citros modula a morfologia, a
anatomia e o perfil bioquimico das plantas, tornando-as mais ou menos favoraveis
a alimentacao de D. citri no floema. Portanto, é necessaria uma selecao criteriosa
de porta-enxertos para que se possa elaborar estratégias de reducao do risco de
transmissao do HLB.

Em estudo sobre consumo alimentar de D. citri em diferentes variedades
de citros, Alves et al. (2018) observaram preferéncia pela variedade copa laranjeira
cv. ‘Valéncia’ quando comparado com tangerineira Ponkan e limoeiro Siciliano.
Porém, quando comparada somente a copa ‘Valéncia’ enxertada em tangerineira
‘Sunki’ e Limoeiro ‘Cravo’, nenhuma diferenga foi observada no consumo do
psilideo. Os autores inferiram que as variedades de laranja doce podem apresentar
fagoestimulantes e composicao nutricional mais adequada ao inseto, o que justifica
esse comportamento de maior consumo de seiva em relagéo as outras variedades
de copas de citros (Alves et al., 2018).

Sétamou et al. (2016) demonstraram que a qualidade fisico-quimica dos
brotos citricos influencia diretamente o comportamento alimentar e reprodutivo de
D. citri. No estudo, brotos jovens de toranjeira (Citrus paradisi Macfad., cv. 'Rio Red')
e limoeiro (C. limon [L.] Burm., cv. 'Meyer') apresentaram concentragdes mais
elevadas de aminoacidos essenciais, como fenilalanina, triptofano e treonina, além
de maior razédo carbono: nitrogénio (C: N), o que foi associado a maior atratividade,
alimentagao prolongada no floema e oviposi¢ao do psilideo. Essas caracteristicas
nutricionais, associadas a tecidos menos lignificados, criam um ambiente fisiologico
propicio ao desenvolvimento do inseto. Em contraste, brotos mais maduros, com

lignificagdo progressiva e menor qualidade nutricional, foram significativamente
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menos explorados, reforcando a importancia das barreiras estruturais e quimicas
internas no controle do vetor.

Ao relacionarmos esses achados com os dados deste trabalho, observa-se
que a combinacao ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki Tropical’ apresentou comportamento
similar ao das brotagdes jovens descritas por Sétamou et al. (2016), com D. citri
exibindo tempos mais longos de alimentacédo sustentada no floema. Isso sugere
que o porta-enxerto ‘Sunki Tropical’ pode favorecer o acumulo de compostos
nitrogenados e reduzir defesas estruturais, tornando o floema mais acessivel e
nutritivo ao inseto.

Diferencas no comportamento alimentar de D. citri entre gendétipos de citros
também foram observados por Shugart et al. (2019). Efeito significativo no
comportamento de sondagem de D. citri em gendtipos de tangerineira (Citrus
reticulata Blanco), Pomelo (Citrus maxima (Burm.) Merr.) e hibridos de Citrus reshni
Hort. ex Tanaka e Citrus ichangensis Swingle, enxertadas em citrange Carrizo,
mostraram menor frequéncia e duracao das fases de alimentacdo do floema em
algumas combinag¢des de pomelo e tangerineira, indicando maior resisténcia. Os
pesquisadores observaram variagdes significativas em oito metabdlitos, os quais
foram correlacionados aos diferentes niveis de resisténcia ou suscetibilidade ao
inseto: alguns monoterpenos e sesquiterpenos (como o limoneno, B-mirceno) e
compostos fendlicos que podem atuar como deterrentes ou toxicos ao inseto, como
acidos cafeico, p-coumarico, acido vanilico, hesperidina, naringina. Esses
metabdlitos foram apontados como candidatos-chave para a modulacdo do
comportamento alimentar do psilideo.

Para confirmar se os tratamentos analisados neste trabalho utilizam de
alguns desses mecanismos de resisténcia, recomenda-se a quantificagdo por
metabolémica (LC-MS ou GC-MS) de compostos como acidos fendlicos e
flavonoides nas combinacdes testadas, correlacionando suas concentragdes com
padroes de alimentacdo observados por EPG. Isso reforgaria o papel dessas
moléculas na defesa floematica contra o vetor do HLB.

Curiosamente, a combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou um
perfil quimico caracterizado pela abundéancia de compostos organicos volateis que
favoreceram a colonizagao de D. citri, tanto para abrigo quanto para oviposigao,
demonstrados nos capitulos 1 e 2 desta tese. Em contraste com esse perfil atrativo,

os resultados da analise de EPG revelaram que D. citri apresentou menor
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alimentacao sustentada do floema nessa mesma combinacao, indicando possivel
resisténcia por antixenose ao floema apés a herbivoria.

Este contraste remete aos achados de George e Lapoint (2019), nos quais
a exposicao de plantas citricas ao acido formico induziu vias de defesa associadas
regulacdo positiva de genes relacionados ao acido salicilico (como os genes
WRKY22, PAL1 e EDS1), resultando em menor ingestdo de floema sem interferir
diretamente na oviposi¢ao ou na atracdo inicial dos adultos. Assim, € possivel que
a combinacdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresente defesas floematicas
ativadas de forma constitutiva ou rapidamente induzidas pela herbivoria,
semelhantes ao estudo citado. Esses dados reforgam a importancia de considerar
tanto o perfil quimico volatil quanto os mecanismos internos de defesa ao avaliar o
potencial de resisténcia de gendtipos citricos ao vetor do HLB.

Sun et al. (2018), investigando 74 gendtipos de pimenta em relagdo ao
pulgao-verde-do-pessegueiro (PVG), Myzus persicae, observaram que um acesso
de Capsicum baccatum, PB2013071, foi identificado como altamente resistente. Os
pesquisadores observaram que este acesso apresentou redugéo significativa na
ingestao de floema, evidenciada por padroées de EPG, uma vez que os insetos nao
conseguiram manter alimentacdo sustentada. A alimentacdo por M. persicae
induziu a expressdo de genes da calose sintase (CalS1, CalS7 e BGLU,
principalmente) e resultou na deposi¢do de calose nos elementos dos vasos
floematicos do acesso resistente PB2013071, mas ndo no acesso suscetivel
PB2013046.

Assim como Capsicum, a combinagdo ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’
mostrou menor alimentagao sustentada de floema por D. citri nos ensaios de EPG,
sem afetar a atragao inicial. Embora n&o tenha sido avaliada a formagéo de calose
no presente estudo, é razoavel postular que mecanismos de defesa similares
estejam operando para dificultar a alimentagao de floema.

Em relagdo a barreiras fisicas como mecanismos de resisténcia a
alimentacdo de D. citri George et al. (2017) demonstraram que o anel
esclerenquimatoso em torno do floema funciona como uma barreira significativa a
alimentacao de D. citri. Por meio dos registros EPG, verificou-se que folhas mais
maduras, com anel fibroso mais espesso, apresentaram duracao reduzida da fase
E2 (ingestédo de floema). Em estudos de Ammar et al. (2014), a maior espessura do

anel fibroso foi associada a resisténcia do hibrido Citroncirus UN-3881 a D. citriem
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comparagao a Troyer-1459, suscetivel. Neste trabalho, essas evidéncias
anatdbmicas poderiam explicam os padrbes de alimentagdo observados nas
combinagbes ‘Valéncia Tuxpan'/’'Sunki Tropical’ (suscetivel) e ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ (resistente).

Com base nos resultados obtidos, observa-se que ‘Valéncia Tuxpan’/BRS
‘Ary S’ apresenta um comportamento alimentar distinto em relagao ao vetor D. citri,
evidenciado pela reducgédo significativa na duracdo da fase E2 (alimentagdo
floematica) em comparagdo com o controle ‘Valéncia Tuxpan’/Limoeiro Cravo
‘Santa Cruz’ e outras combinacdes. Especificamente, a duracdo da fase E2 foi
59,49% menor que em ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Victoria’ e Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H.
/Montenegro’ e 42% inferior ao controle. Além disso, a fase alimentag&o sustentada
foi 60,81% mais curta que outras combinacdes testadas, indicando uma possivel
resisténcia floematica que impede a alimentacéao efetiva do vetor.

Em conjunto, os dados reforgam que a resisténcia ao vetor € multifatorial e
nao pode ser inferida apenas com base na atratividade inicial. A capacidade da
planta em limitar o acesso ao floema, etapa critica para a transmissdo de CLas,
parece ser determinante para a resisténcia efetiva ao HLB (George et al., 2017;
George; Lapointe, 2019; Shugart et al., 2019; Walker; Fereres; Tjallingii, 2024;
Zheng et al., 2023).

Com base nesses dados, sugere-se que investigacdes futuras avaliem
possiveis mecanismos de resisténcia a alimentacéo de D. citri, como deposi¢ao de
calose e a expressao de genes associados a biossintese de barreiras floematicas,

a fim de confirmar a base fisiolégica da resisténcia observada por EPG.

4. CONCLUSOES

O comportamento alimentar de Diaphorina citri € significativamente
influenciado pela combinacgao entre copa e porta-enxerto dos citros.

A combinacao ‘Valéncia Tuxpan’/’'Sunki Tropical’ revelou-se favoravel a
alimentagao do vetor, com maior nimero de acessos ao floema; enquanto ‘Valéncia
Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ indicou a possivel presengca de mecanismos de resisténcia
floematica, com menor proporcao de insetos que acessaram o floema e menor

tempo de ingestao floematica.
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Esses resultados reforgam que o manejo do Huanglongbing (HLB) depende
de multiplos fatores, envolvendo ndo apenas a atratividade inicial da planta, mas
também sua capacidade de limitar o acesso prolongado ao floema, etapa crucial

para a aquisigao e transmisséo do patogeno.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O Programa de Melhoramento Genético de Citros (PMG Citros) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura trabalha no desenvolvimento de porta-enxerto de
citros mediante procedimentos classicos e biotecnologicos, com caracteristicas
interessantes como tolerancia a seca e salinidade, resisténcia a gomose e
tolerancia a tristeza, além de perfil ananicante, mas, principalmente, em busca de
combinagbes mais adaptadas ao HLB, a doenga mais importante da cultura dos
citros na atualidade. O PMG Citros desenvolveu hibridos a partir de cruzamentos
envolvendo espécies de Citrus e dos géneros Poncirus, que se caracterizam por
dificultar a multiplicacdo da bactéria causadora do HLB, as quais se mostraram
promissoras em campo.

Esta tese teve como objetivo geral avaliar a interagcédo entre D. citri, vetor
do HLB, e combina¢des da copa comercial de laranjeira doce Citrus sinensis cv.
‘Valéncia Tuxpan’ em porta-enxertos selecionados pelo PMG Citros, empregando
abordagens complementares de bioensaios de olfatometria, ensaios de preferéncia
e oviposigao, analise do comportamento alimentar via EPG e a identificacdo dos
perfis de Compostos Organicos Volateis (COVs).

As analises de comportamento de atratividade, oviposi¢ao e caracterizacao
dos perfis de COVs dos capitulos 1 e 2 demonstraram que os diferentes
porta-enxertos modulam de forma significativa a atratividade de D. citria copa de
C. sinensiscv. ‘Valéncia Tuxpan’. Os resultados revelaram que ‘Valéncia
Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’ reduziu significativamente a atratividade do
psilideo, a incidéncia de adultos nas plantas e tendéncia de menor oviposi¢ao,
correlacionadas a maior concentracao de sesquiterpenos germacreno D, [(E,E)-a-
farneseno] e a presenga de homoterpenos DMNT, TMTT.

A combinagao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘H. Montenegro’ destacou-se por seu
blend quimico mais diversificado, incluindo p-cariofileno, neral e camphor,
funcionalmente reconhecidos como mediadores de interagdes planta-inseto, o que
pode estar relacionada com o padrao bifasico de resisténcia por antixenose com a
menor atratividade observada nos bioensaios de olfatometria, a maior reducao
significativa no numero de insetos migrantes, com forte deterréncia a oviposigao.
Sugerimos ainda a possibilidade da presenca de quimiorrepelentes de contato para

inibicdo de oviposi¢cdo e outras estruturas de resisténcia por antixenose como
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presenca de defesas fisicas e morfoldgicas (tricomas, cera, espessura, dureza), as
quais deverao ser investigadas em etapa posterior.

O porta-enxerto Poncirus trifoliata Flying Dragon’ é reconhecido como nao
favoravel a colonizacdo e como possivel fonte de resisténcia ao psilideo pela
literatura. Porém, curiosamente nossos dados revelaram que a combinagao
‘Valéncia Tuxpan’/’Flying Dragon’ ndo apresentou efeito repelente significativo
esperado. A auséncia de repeléncia observada para esta combinacédo na Bahia, em
contraste com os efeitos relatados em outras regides, pode ser atribuida a
modulagao edafoclimatica do perfil volatil emitido pela copa das plantas. Esses
achados reforcam a necessidade de considerar o contexto ambiental na avaliagao
da eficacia de gendtipos resistentes ao vetor do HLB.

A aplicagao da técnica de penetracéo elétrica (EPG) evidenciou diferengas
surpreendentes no comportamento alimentar de D. citri entre as combinacgdes de
copa e porta-enxerto de C. sinensiscv. ‘Valéncia Tuxpan’. As combinacgdes
‘Valéncia Tuxpan’/Tangerineira ‘Sunki Tropical’ e ‘Valéncia Tuxpan’/BRS *Victoria’
apresentaram elevada compatibilidade para alimentagao.

Embora a combinacdo ‘Valéncia Tuxpan’/’Sunki Tropical tenha se
destacado sendo a menos atrativa nos testes de olfatometria, exibindo menor
retencao dos insetos e presencga de compostos volateis potencialmente repelentes,
como trans-oxido de limoneno, germacreno D, (E,E)-a-farneseno, DMNT e TMTT,
relatados no capitulo 1, os registros de EPG revelaram um contraste marcante, com
esta combinagcdo apresentando maior duragdo do periodo de alimentacdo em
floema (E2 e E2 > 10 min) dentre todas as combina¢des avaliadas.

Esse paradoxo comportamental pode indicar que, apesar da acao inicial
dos volateis sobre a atragao ao inseto, ‘Valéncia Tuxpan’/’'Sunki Tropical’ ndo possui
barreiras internas efetivas que impegam o acesso e a ingestao no floema, sugerindo
auséncia de resisténcia floematica funcional.

Curiosamente, a combinagéao ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’ apresentou um
perfil quimico caracterizado pela abundancia de compostos organicos volateis
(COVs), com destaque para monoterpenos como D-limoneno, B-mirceno, sabineno
e 3-careno, favorecendo a colonizagao de D. citri, tanto para abrigo quanto para
oviposigao, demonstrados nos capitulos 1 e 2 desta tese. Em contraste com esse

perfil atrativo, os resultados da analise de EPG revelaram que D. citri apresentou
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menor periodo de alimentacdo no floema nessa mesma combinagao, indicando
possivel resisténcia por antixenose e/ou antibiose.

Estudos relevaram que estresse causado pelo acido férmico causou um
aumento nas areas de pico de varios volateis vegetais, incluindo limoneno, (-
ocimeno, citronelal e B-mirceno, o que tornou a planta de citros mais atraente ao
inseto, incluindo Poncirus trifoliata. Ao mesmo tempo, observaram que houve uma
regulagéo positiva de varios genes associados a defesa da planta, indicando uma
ativacdo dos mecanismos de defesa, levando a alteragdo no comportamento
alimentar do inseto, reduzindo o acesso do inseto ao floema. Estes achados vao ao
encontro dos resultados de ‘Valéncia Tuxpan’/BRS ‘Ary S’, que apresentaram tanto
atratividade quanto reducgao da alimentacao em floema.

O contraste entre os resultados do comportamento de atratividade
observados nos Capitulos 1 e 2 e do comportamento alimentar do Capitulo 3 é
particularmente interessante. Do ponto de vista do manejo integrado do HLB, a
inovacado deste estudo reside na abordagem multidisciplinar para construir um
panorama completo da interacéo planta-vetor. Ao demonstrar que a resisténcia ao
vetor € multifatorial e que compostos volateis isolados ou possiveis barreiras de
vasos de seiva sozinhas podem ser insuficientes, abre-se caminho para sistemas
push—pull mais robustos, nos quais cultivares “push” e “pull” sejam selecionados
nao apenas pela atratividade, mas também pela capacidade de impedir a
alimentacao continua em floema.

Este trabalho oferece contribuicbes substanciais ao melhoramento
genético de citros ao revelar combinagdes de copa e porta-enxerto que nao apenas
modulam a atratividade inicial de D. citri por meio de perfis volateis diferenciados,
mas também apresentam possibilidades de mecanismos de resisténcias por
antixenose efetiva ao acesso e alimentagao do vetor.

Para avangar nessa compreensao, futuros estudos sdo sugeridos: (i)
avaliar, em ensaios de campo, o desempenho dessas combinag¢des na reducao da
densidade de D. citri, (ii) confirmar os compostos germacreno D, (E,E)-a-farneseno,
B-cariofileno, neral, camphor, DMNT e TMTT como marcadores de resisténcia por
antixenose a D. citri por meio de armadilhas semioquimicas ou sistemas push—pull;
(iii) avaliar a influéncia de variaveis ambientais sobre a expresséo génica de vias
terpendides, incluindo diferentes estagdes do ano; (iv) identificar e explorar o uso

de marcadores moleculares ligados a producéo desses compostos repelentes para
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acelerar o melhoramento genético de novos porta-enxertos (v) aprofundar a
caracterizagao molecular e anatdmica dos mecanismos de resisténcia subjacentes
a antixenose observadas, considerando possiveis defesas induzidas apos

herbivoria.
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