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RESUMO

Comportamento de diaphorina citri kuwayama, 1908 (hemiptera: liviidae)
em plantas de citros submetidas ao estresse salino

A produgdo citricola nacional tem como um de seus principais entraves o
surgimento de inimeras pragas e doencas. Dentre essas doencas, 0O
Huanglongbing (HLB), que possui como vetor o psilideo Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), € uma das mais ameacadoras. Sabendo-se
que o psilideo alimenta-se das brotacfes e que o fluxo de brotacdes é regulado
pela disponibilidade de 4gua as plantas, a manipulacdo de fatores abidticos
podera alterar a atratividade da planta ao inseto. Nas plantas os processos
fisiolégicos envolvidos na resposta ao estresse abidtico podem alterar o
comportamento do inseto vetor, e, com esse conhecimento, permitir o manejo da
praga. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos do estresse salino em
plantas de limoeiro ‘Cravo’ sobre o comportamento de D. citri. Os experimentos
foram conduzidos na Embrapa Mandioca e Fruticultura sob condi¢des de telado.
Foram avaliados niveis contratantes de salinidade no comportamento do inseto
em estudos com o limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck). Os insetos foram
provenientes do campo e quando necessario fora coletadas ninfas levadas ao
laboratorio até a emergéncia dos adultos. Trés experimentos foram realizados:
(a) avaliacdo da resposta comportamental do inseto a niveis contrastantes de
salinidade (1,7dS m™* e 10 dS m™). As plantas foram transplantadas para copos
plasticos cujo substrato era constituido de areia lavada e esterilizada, mantidos
em bandejas com solucdao fertilizante controle, e apds 5 dias foram submetidas
aos tratamentos. O delineamento experimental foi em blocos casualizados com
5 repeticdes; (b) experimento de oviposicdo do inseto em niveis contrastantes
de salinidade. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
10 plantas em cada tratamento e experimento (c) avaliacdo de resposta dos
insetos aos volateis, com seis plantas de cada tratamento e quarenta insetos.
Variaveis fisioldgicas da planta foram determinadas no decorrer do experimento.
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelos testes de Tukey (p < 0,05), teste t (p < 0,05) ou Wilcoxon (p < 0,05). Os
resultados demonstram que as plantas do tratamento estressado (10 dS m™)
apresentaram - se menos atrativas para 0s insetos no quesito comportamento
de escolha e oviposi¢do, para as respostas aos volateis ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos.

Palavras-Chave: HLB, rela¢des hidricas, salinidade, estresse bidtico e abiotico.



ABSTRACT

Behavior of diaphorina citri kuwayama, 1908 (hemiptera: liviidae) in citrus
plants submitted to saline stress

The national citrus production has as one of its main obstacles the appearance
of numerous pests and diseases. Among these diseases, Huanglongbing (HLB),
which has the diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) as the vector, is
one of the most threatening. Since the psilideo feeds on the shoots and the flow
of shoots is regulated by the availability of water to the plants, the manipulation
of abiotic factors can alter the attractiveness of the plant to the insect. The
physiological processes involved in the response to abiotic stress can alter the
behavior of the insect vector, and, with this knowledge, allow pest management.
The objective of this work was to evaluate the effects of abiotic stress (salinity)
on the behavior of D. citri. The experiments were conducted at Embrapa
Mandioca and Fruticultura under weed conditions. Contractile levels of salinity in
insect behavior were evaluated in studies with the 'Cravo’ lemon tree (Citrus
limonia Osbeck). The insects came from the field and when necessary were
collected nymphs taken to the laboratory until the emergence of adults. Three
experiments were carried out: (a) evaluation of the behavioral response of the
insect to contrasting levels of salinity (1.7 dS m™and 10 dS m™). The plants were
transplanted to plastic cups whose substrate was sand washed and sterilized,
kept in trays with solution fertilizer control, and after 5 days were submitted to the
treatments. The experimental design was randomized blocks with 5 replicates;
(b) experiment of oviposition of the insect on contrasting levels of salinity. The
experimental design was completely randomized, with 10 plants in each
treatment and experiment (c) olfactometry evaluation, with 6 plants of each
treatment and 40 insects. Physiological variables of the plant were determined
during the experiment. The data were submitted to analysis of variance and the
means were compared by the Tukey test (p < 0.05), t test (p < 0.05) or Wilxon
test (p = 0.05). The results showed that the nonstressed plants (1,7 dS m-1) were
more attractive to the insects in terms of feeding, shelter and oviposition; for the
responses to volatiles, no differences were observed between treatments.

Key words: HLB, water relations, salinity, biotic and abiotic stres



1 INTRODUCAO

Os citros englobam um vasto grupo de plantas do género Citrus, géneros
afins (Poncirus e Fortunella) e hibridos da familia Rutaceae, aos quais pertencem
as laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck), limdes (Citrus limon L. Burmann f.), lima
(Citrus limettioides Tanaka), Lima acida (Citrus aurantifolia Swingle), toranjas (C.
grandis L. Osbeck), cidras (Citrus medica L.), tangerinas (Citrus reticulata
Blanco) e pomelos ( Citrus paradisi Macfadyen) (Matos Junior et al., 2009).

A importancia da cultura dos citros para o Brasil advém do papel social e
econdbmico que a cultura exerce, como produto de exportacdo, gerando
empregos e renda (Coelho et al., 2011).

O Brasil é atualmente o maior produtor de laranja (C. sinensis) do mundo,
seguido pela China, india e Estados Unidos (FAO, 2016), fato que torna a
citricultura uma das principais atividades econémicas brasileiras. Das regides
produtoras de laranja no Brasil, destaca-se o estado de Sao Paulo, maior
produtor nacional, responséavel por 74% da produc¢do nacional (FAO, 2016).

A citricultura também é importante no Nordeste do Brasil, destacando-se
os estados da Bahia e Sergipe, que juntos respondem por 90% da producao na
regido, e o equivalente a 10% da producéo nacional (IBGE, 2016).

Uma das grandes limitagbes para a producdo advém dos diversos
problemas fitossanitarios, pois a cultura é afetada por uma diversidade de
doencas e pragas, que afetam a producado e a qualidade dos frutos (Dechen;
Camargo; Nachtigall, 2004).

Atualmente, uma das doenc¢as mais devastadoras da cultura dos citros é
o Huanglongbing (HLB), a qual ndo possui cura e tem seu agente causal
transmitido pelo inseto Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera, Liviidae)
(Girardi et al., 2011).

Aregido Nordeste é considerada area livre para o HLB. Entretanto, devido
a presenca de D. citri no estado e a ocorréncia de HLB em pomares citricos em
regides proximas, como Minas Gerais, além da abundancia de plantas de murta
(Murraya. paniculata (L.) Jack) (hospedeiro preferencial do inseto), a introducéo
da doenca na regido é um risco iminente.

Além do risco da introducdo e disseminacdo do HLB nos principais

estados produtores de citros no Nordeste, as regides produtoras de citros



passam por longos periodos de déficit hidrico Coelho et al. (2006), devido a uma
alta evaporacdo e um regime de precipitacbes caracterizado pela alta
variabilidade espaco-temporal, resultando em déficit no balanco hidrico para
guase todos os meses do ano (Martins et al., 2012).

Para contornar essa problematica, propde-se 0 uso dos reservatérios de
agua subterraneos, todavia 70% da regido Nordeste esta localizada sobre o
conjunto estrutural do escudo cristalino, apresentando aguas com concentracfes
salinas elevadas (Suassuna, 1994).

Dessa forma, evidencia-se a importancia dos estudos que avaliem como
0s gendtipos de citros ajustam-se a salinidade. Espera-se que tais respostas
subsidiem a otimizag&o da producao, com o minimo uso da dgua doce e possivel
uso sustentavel de aguas salinas.

Existem vérios trabalhos na literatura que demonstram a expressividade
e tolerancia de gendtipos de citros utilizados como porta-enxertos na citricultura
nacional, quando submetidos a irrigacdo com uso de aguas salinas, dentre
esses, Fernandes (2011) e Brito (2008).

Por outro lado, a exposicdo a salinidade pode alterar as respostas de
defesa das plantas submetidas a estresses de natureza biotica, essas respostas
sdo extremamente complexas, envolvendo mudancas em nivel celular,
fisiol6gico e expressao genética (Atkinson; Urwin, 2012).

A aplicacdo de estresses bidticos e abidticos simultaneos geram
respostas especificas nas plantas, diferentes das respostas a imposi¢cdo dos
estresses individuais

Entretanto, para citros, sdo poucos sao 0s estudos sobre interacdo entre
fatores bidticos e abidticos, e inexistentes os estudos que relacionam salinidade
com a infestacdo por insetos-praga da cultura.

O estudo da interacdo entre a salinidade e D. citri pode proporcionar
conhecimento aplicavel ao desenvolvimento de nova estratégia de manejo do
inseto vetor do HLB, principalmente na regido Nordeste, onde o uso de aguas
salinas é inerente a realidade dos produtores.

Desse modo, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos do
estresse salino em plantas de limoeiro ‘Cravo’ sobre o comportamento de D. citri.

Os obijetivos especificos foram:



Avaliar a resposta fisioldgica de limoeiro ‘Cravo’ a niveis contrastantes de
salinidade;

Estudar o comportamento de D. citri ao gendtipo de citros limoeiro ‘Cravo’
guando submetido ao estresse salino;

Estudar a preferéncia para oviposicdo deD. citri ao gendtipo de citros
limoeiro ‘Cravo’ quando submetido ao estresse salino;

Estudar a atratividade deD. citri aos volateis das plantas de limoeiro

‘Cravo’ quando submetido ao estresse salino.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da citricultura brasileira e entraves para a producéao

As plantas citricas, cultivadas em varias regiées do mundo, sdo de origem
asiatica e pertencem a familia Rutaceae (Rezende, 2002). No periodo da
colonizacdo, os portugueses trouxeram mudas advindas da Franca e
introduziram no Brasil as primeiras plantas dessa familia, cuja area de cultivo se
expandiu rapidamente pelo territério brasileiro mediante sua elevada
adaptabilidade climatica. Contudo, apesar de ser submetida a condicGes tao
variaveis, a sua producdo € mais favorecida pelas condicbes de clima do
Sudeste e Nordeste brasileiro (Neves; Jank, 2006; Zulian; Doérr; Almeida, 2013).

O Brasil é 0 maior produtor de laranja do mundo, detendo 23,6% da
producdo mundial (FAO, 2016). A producdo nacional de laranja atingiu um
aumento de 6,9% entre os anos de 2016 e 2017, nos quais a producéao foi de
respectivamente, 15.917.673 e 17.018.254 de toneladas (IBGE, 2017).

O setor citricola brasileiro € o maior exportador mundial de suco de laranja
(Bernardo, 2016). A previséo de producado de suco concentrado de laranja, para
a safra de 2017/2018, é de aumento de 55% em relacdo a safra de laranja do
ano anterior (2016/2017), devido ao maior volume de laranjas esperado para
processamento (USDA, 2017).

Conforme Jesus Junior et al. (2008), as condi¢cdes do clima tém
importancia fundamental para o desenvolvimento da cultura dos citros, e
segundo USDA (2016), a projecdo do aumento na laranja produzida no Brasil
para a safra 2017/2018 esta relacionada as condi¢Bes climaticas favoraveis
observadas no pais.

As alteragdes climaticas em uma dada regido podem comprometer a area
de plantio, levando a inaptidao de areas e a exploracdo de novas areas para a
cultura, como também, podem favorecer a ocorréncia de pragas e concorrer para
0 aumento da suscetibilidade de plantas citricas aos agentes bibticos de estresse
(Jesus Junior et al., 2008).

Deste modo, além das mudancas climéticas, as doengcas sdo outro
agravante para a producédo. Dentre elas, uma das mais ameacadoras € o
Huanglongbing (HLB), responséavel por reduzir drasticamente a producédo de

citros (Salomao e Ferreira, 2016).



No Brasil, o HLB é considerado atualmente a doenca mais destrutiva dos
citros, estando presente no cinturdo citricola de Sao Paulo e Triangulo/Sudoeste
Mineiro. Nestes estados, 16,73% das laranjeiras cultivadas em 2017 estéo
infectados, nUmeros que demonstram a estabilizacédo da doenca nos dois ultimos
anos (17,89% em 2015 e 16,92% em 2016), porém um indicador considerado
alto e preocupante para a producgao (Fundecitrus, 2017a).

O HLB possui como agentes causais as bactérias Candidatus Liberibacter
asiaticus, Candidatus Liberibacter americanus e Candidatus Lberibacter
africanus, as quais podem ser transmitidas por material propagativo infectado e
por meio de insetos vetores. Duas espécies de vetor sdo conhecidas, Trioza
eritreae Del Guercio (Hemiptera: Triozidae), que transmite a forma africana, e
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), que transmite as formas
asiatica e americana da doenca (Halbert e Manjunath, 2004).

Apesar de nao existirem variedades comerciais de copa e porta-enxerto
resistentes ao HLB, alguns autores ja demonstraram que algumas variedades de
citros apresentam respostas diferenciadas a doenca.

Segundo Albrecht e Bowman (2012), ao estudarem oito porta-enxertos
submetidos a infec¢do por HLB, o limoeiro ‘Volkameriano’ (Citrus. volkameriana
Ten. et Pasq) e dois hibridos de Poncirus trifoliata (US-802 e US-812)
apresentaram-se como moderadamente tolerantes a infeccdo por HLB, ja o
porta-enxerto ‘Carrizo’, e os hibridos de P. trifoliata (US-897 e US-942)
mostraram-se como tolerantes, e ‘Cledpatra’ (Citrus reshni hort. ex Tanaka)
como suscetivel.

Entretanto, no Brasil, o limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), desde a
década de 1960, é o porta-enxerto mais utilizado pelos produtores de citros
(Pompeu Junior et al. 2005), seguido por ‘Cleépatra’, ‘Sunki’ (Citrus sunki
(Hayata) hort. ex Tanaka), ‘Trifoliata’ (P. trifoliata), ‘Trifoliata Flying Dragon’ (P.
trifoliata), lim&o Volkameriano (Citrus volkameriana V. Ten. & Pasq.), e limoeiro
‘Rugoso’ (Citrus jambhiri Lush) (Bastos et al., 2014).

A citricultura paulista sé voltou a diversificar seus porta-enxertos a partir
de 1999 com o surgimento da morte subita dos citros (Gimenes-Fernandes e
Bassanezi, 2001). Entre 2011 e 2014, os porta-enxertos mais utilizados na
citricultura paulista eram o limoeiro ‘Cravo’ (44%) e o citrumeleiro ‘Swingle’

(45%), combinados principalmente com as variedades copa Pera Rio (31%),
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Valéncia (30%), Hamlin (11%) e Natal (7%) (Brito, 2017).Considerando que as
caracteristicas agrondmicas e de resisténcia a pragas tanto das arvores como
das frutas citricas sdo influenciadas pelo uso de porta-enxertos (Schéfer;
Bastianel; Dornelles, 2001), a n&o diversificagdo de porta-enxertos constitui um
risco a citricultura diante dos cenarios de mudancas climéticas e sob a ameaca
de agentes bidticos (Soares Filho, 2017).

Outra caracteristica importante na escolha do porta-enxerto diz respeito a
sua resisténcia ao déficit hidrico, caracteristica de extrema importancia,
principalmente em condi¢des de distribuicao irregular de chuvas, como € o caso
da citricultura paulista (Schafer; Bastianel; Dornelles, 2001).

Para o Nordeste, é importante salientar também a questdo da presenca
de sais na grande maioria das aguas utilizadas para irrigacdo (pocos, rios e
acudes) (Fernandes et al., 2011).

Conforme Gnadlinger (2006), mais de 60% das aguas do semiarido
nordestino pertencem & formagdo do embasamento cristalino, com baixa
produtividade de agua pelo lencol freatico e aguas quase sempre salinas. Assim
0 uso de tais aguas pode ser viabilizado pela utilizacdo de porta-enxertos

tolerantes ao estresse salino.

2.2 Huanglongbing (HLB)

O Huanglongbing ou HLB, também conhecido como greening, foi relatado
pela primeira vez no Sul da China em 1919 como a doenca do ramo amarelo
(yellow shoot disease) (Reinking, 1919; Lin, 1956).

Atualmente é uma das doencas mais ameacadoras dos citros em nivel
mundial (Baia, 2015). Com excecédo da Europa e Australia, o HLB se faz presente
em todos os principais paises produtores de citros. Contudo, todos os polos
estdo sob ameaca, visto que 0s agentes causais e 0s vetores do HLB estdo se
disseminando amplamente pelo mundo (Rodrigues, 2017).

No Brasil, foi identificado pela primeira vez em 2004 (Girardi, 2011),
causando prejuizos diretos aos citricultores, pela destruicdo dos pomares,
devido & necessidade de erradicacdo das plantas sintométicas para o HLB, e
prejuizos indiretos decorrentes do risco causado aos milhares de empregos

ligados ao setor citricola brasileiro (Bassanezi et al., 2010), uma vez que menos



plantas nos pomares significa menos méao de obra para os setores ligados a
producgéo de citros.

Em 2017, 13 anos apés a introducédo do HLB no Brasil, foram registrados
16,73% de plantas sintomaticas de laranjeira no cinturdo citricola de Sao Paulo
e Triangulo/Sudoeste de Minas Gerais, correspondendo a aproximadamente 32
milhdes de plantas (Fundecitrus, 2017c).

Sao conhecidas trés espécies de bactérias causadoras do HLB:
Candidatus Liberibacter africanus, Candidatus Liberibacter americanus e
Candidatus Liberibacter asiaticus, destas apenas as duas Ultimas s&o
encontradas no Brasil (Coletta Filho et al., 2004; Teixeira et al., 2005; Yamamoto
et al., 2006). O complexo de bactérias Candidatus Liberibacter spp. sdo gram-
negativas e seu desenvolvimento ocorre nos vasos do floema das plantas
hospedeiras (Garnier et al., 1984).

Na planta, os sintomas aparecem de forma setorizada em ramos ou
galhos como reacéo da planta a infecgdo pela bactéria. As folhas da area afetada
apresentam um mosqueado irregular entre os lados separados pela nervura
central, podendo ocorre clorose internerval. A desfolha das partes afetadas e
morte do ponteiro ocorrem com a evolucdo da doenca (Feichtenberger et. al.,
2005).

Os ramos sintomaticos possuem frutos de tamanho reduzido,
assimétricos, com maturacéao irregular, com a regido estilar mantendo-se verde,
contrariamente aos frutos de ramos sadios. A assimetria dos frutos é
determinada por meio de cortes perpendiculares ao eixo dos frutos, o que
também permite a observacdo das sementes que, em frutos afetados, séo
escurecidas ou abortadas, a regido do sistema vascular das plantas doentes
apresenta coloracao alaranjada (Da Graca, 1991; Bové, 2006).

Os frutos dos ramos afetados, que permanecem na planta, caracterizam-
se por possuir baixa qualidade, com reducdo de caracteres fisico-quimicos
como: peso, tamanho, brix, sélidos solGveis e aumento da acidez no fruto
(Bassanezi; Montesino; Stuchi, 2009).

As plantas apresentam sintomas secundarios como clorose, altura
reduzida e deficiéncia nutricional, principalmente caréncia de manganés,

magnésio, ferro e zinco (Bové, 2006).



Como nédo existe variedade citrica resistente ou tolerante ao HLB, as
principais formas de manejo, para diminuir a incidéncia e reduzir as perdas
decorrentes da doenca, sdo o plantio de mudas isentas do patdégeno (sadias),
eliminacdo do indculo (erradicacdo de plantas sintomaticas) e por meio de
inspecdes e controle do inseto vetor (Belasque Junior et al., 2010).

O alto numero de plantas erradicadas, que culmina no aumento do custo
de producéo, e a significativa reducdo da qualidade das frutas, sao os principais
impactos do HLB (Bové, 2006).

2.3 Psilideo dos citros, Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera,
Liviidae)

O psilideo dos citros, Diaphorina citri, foi relatado no Brasil na década de
1940 (Costa Lima, 1942) e era considerado uma praga secundaria dos citros,
uma vez que ndo causava prejuizos consideraveis, até ocorrer a primeira
deteccdo do HLB em 2004.

A réapida disperséo de D. citri nos pomares brasileiros aumenta ainda mais
a preocupacado com a ocorréncia desse inseto no pais (Fernandes, 2004). O
inseto desenvolve-se em plantas do género Murraya (Rutaceae), destacando-se
a murta, M. paniculata (L.) Jack, como hospedeiro preferencial, além das
espécies e variedades citricas (Ikeda e Ashihara, 2008).

O psilideo D. citri possui trés estagios de desenvolvimento: ovo, ninfa com
cinco instares e adulto (Aubert, 1987). Os ovos sdo depositados em brotacdes
novas e medem cerca de 0,3 mm de comprimento, tém formato alongado e
piriforme, caracterizando-se como afilados na extremidade distal e vultosos na
base, sua coloracdo muda de uma cor palida, assim que ovipositados, passando
pelo amarelo e tornando-se alaranjados proximo da eclosao da ninfa (Halbert e
Manjunath, 2004).

Do primeiro ao quinto instar, as ninfas tém seu tamanho variando entre
0,25 a 1,25 mm; sdo achatadas, pouco convexas, possuem pernas curtas e
movimentam-se restritamente, possuem manchas abdominais e longos
filamentos na placa apical do oitavo segmento abdominal, com coloragao
amarelo-alaranjada, sendo que os bosquejos das asas sao ressaltados a partir
da terceira fase ninfal (Gallo et al., 2002; Halbert e Manjunath, 2004; Mead e
Fasulo, 2014).
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O psilideo, na fase adulta, possui asas transparentes com bordas escuras,
medindo cerca de 2 mm de comprimento, S4o ativos e possuem o terceiro par
de pernas do tipo saltatério, o que os auxilia no deslocamento entre ramos ou
entre plantas, em busca de sitios de alimentacdo ou oviposicédo (Gallo et al.,
2002). O aparelho bucal € do tipo sugador labial tetraqueta, composto por dois
estiletes maxilares e dois estiletes mandibulares. Para alimentagao, preferem a
parte abaxial das folhas (Bonani, 2009).

O ciclo de vida de D. citri é influenciado pela temperatura, sendo a faixa
entre 25 e 28°C a mais apropriada para o seu desenvolvimento (Catling, 1970).
Nesta faixa, o periodo de incubacgédo dos ovos € em torno de 4 dias, tendo a fase
de ninfas duracdo de 13 dias, e, portanto, aproximadamente 17 dias para
completar o ciclo. Deve-se considerar, no entanto, que ocorrem diferencas
dependendo da planta hospedeira (Liu e Tsai, 2000).

Sabe-se também que o aumento da temperatura de uma faixa de 15°C
até 32,5°C modifica o periodo de incubacdo dos ovos, o tempo de
desenvolvimento das ninfas e a emergéncia do adulto (Nakata, 2006). Em estudo
realizado sobre influéncia da temperatura na biologia do inseto, demonstrou-se
que o0 acréscimo de temperatura acarretou aumento na meédia de ovos
produzidos por fémeas de 171 para 748 ovos com viabilidade de 84,5% a 96,2%,

a temperatura de 15 °C a 28 °C, respectivamente (Liu e Tsai, 2000).

2.4 Importancia do estudo da salinidade

A importancia do estudo da salinidade da-se pelo fato de que os niveis de
sais afetam a agua e os solos, e consequentemente, o rendimento das plantas
cultivadas em tais condicdes. Para regibes aridas e semiaridas, sdo muito
antigos os problemas decorrentes da acumulacdo de sddio trocavel e sais
solaveis nos solos irrigados, e sua origem condiz com a prépria origem da
irrigacéo (Cordeiro, 2001).

Nos solos e nas aguas, 0s principiais sais presentes sdo: cloreto de sédio
(NaCl), o sulfato de magnésio (MgSOa), o sulfato de sddio (Na2SOa), o cloreto
de magneésio (MgCl2) e o carbonato de sédio (Na2COs) (Kovda, 1973). Na regiédo
Nordeste, geologicamente localizada no embasamento do cristalino,

predominam as aguas cloretadas (Cruz e Melo, 1974).
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De acordo com Freire et al. (2003), o excesso de sais na agua de
irrigacao, no solo e até mesmo na solucao nutritiva, tem efeitos prejudiciais em
todo o ciclo de vida da planta (germinativo, vegetativo e reprodutivo), acarretados
pela presenca de ions potencialmente toxicos e pelos efeitos sobre o potencial
osmatico.

Muitas vezes os recursos hidricos disponiveis para irrigacdo ndo séo
isentos de sais, assim as aguas de irrigagdo transportam 0s sais, que Sao
depositados nos solos, e se acumulam a medida que a agua é consumida pelas
culturas ou se evapora, reduzindo a disponibilidade de agua para as plantas e
afetando o rendimento das culturas (Bernardo, 2006).

Quando nédo existe a possibilidade de reduzir a salinidade nos solos,
torna-se conveniente conhecer a capacidade de adaptacdo das plantas a tais
efeitos advindos deste, discernindo-se desta maneira a importancia da obtencéo
de gendtipos tolerantes e economicamente viaveis, para que, assim, sejam
atingidos patamares significativos de producédo sob tais condi¢bes (Tester e
Davenport, 2003).

No Nordeste brasileiro, devido a importancia da fruticultura, é
imprescindivel atentar para o manejo adequado da salinidade nos solos,
principalmente quando existem altas concentracdes de sais na fonte hidrica.
Nesse aspecto, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas que viabilizem
a utilizacdo de aguas salinas, de maneira que seja mantida a sustentabilidade
(Brito et al., 2008).

Existem poucos trabalhos que relacionam o efeito da salinidade no
estresse causado por fatores biodticos, pois os trabalhos sobre efeito da
salinidade sé@o desenvolvidos em ambientes controlados, em ambiente livre de
pragas, com intuito de evitar potenciais complicacbes que possam advir da
interacao entre esses fatores (Syvertsen e Levy, 2005).

2.4.1 Abordagem dos efeitos da salinidade, com enfoque nos ions sodio e
cloreto

Os ions de soédio e cloreto sdo os principais que, ao se acumularem,
afetam os processos bioquimicos, fisiologicos e de crescimento das plantas
(Khadri et al., 2006). Além disso, causam desbalan¢o nutricional advindo da

reducdo da absorcédo de cations e anions pelo sistema radicular (Kumar et al.,
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2008). Ou seja, a presenca de um ion pode afetar a absor¢céao de outro ion, por
exemplo, altas concentrac6es no solo de Na* e CI reduzem a absor¢éo de K e
Ca* (Larcher, 2000).

A inibicdo do crescimento das plantas nas condi¢cdes de salinidade e
sodicidade demonstra-se através de uma explicita desuniformidade, verificada
pela presenca de plantas desnudas, outras definhadas, e no geral, por uma
grande variagdo no crescimento, que se reflete em baixa producdo por unidade
de area (Cordeiro, 2001).

Segundo Dias e Blanco (2010), o excesso de sais causa 0 aumento da
pressdo osmoética (PO), podendo chegar a tais niveis que a planta néo tera forga
de succdao suficiente que supere a PO, e desta maneira, mesmo o solo estando
aparentemente Umido, a planta ndo terd capacidade de absorver agua,
fendmeno denominado de seca fisioldgica.

Dependendo do nivel de salinidade, pode ocorrer a plasmdlise da célula,
fenbmeno devido a alta concentracdo da solucéo a tal ponto que a célula vegetal
perdedgua para o meio. Deste modo, a agua passa do meio menos concentrado
(neste caso a célula vegetal) para o meio mais concentrado (solucéo) (Dias e
Blanco, 2010).

Conforme Tester e Davenport (2003), os 6rgdos da planta mais
vulneraveis ao Na* e Cl sdo as folhas, pelo simples fato de acumularem maiores
concentracfes desses ions quando a agua é transpirada, uma vez que ambos
sdo transportados pela corrente transpiratoria no xilema.

O cloreto se acumula pela transpiracdo nas folhas, apds ser absorvido
pelas raizes, por ter como caracteristica o facil deslocamento com a agua do
solo, ou seja, ndo é absorvido nem retido pelas particulas do solo. Os primeiros
sintomas sao: queimadura do apice das folhas que, em estagios avancados,
atinge as bordas, promovendo sua queda prematura (Dias e Blanco, 2010).

A toxicidade causada pelo soédio € de diagndstico mais dificil, os sintomas
tipicos surgem em forma de queimaduras ou necrose ao longo das bordas. Apos
varios dias ou semanas € que o soOdio alcanca niveis toxicos nas folhas,
apresentando-se nas bordas das mais velhas espalhando-se da éarea
internervural para o centro das folhas a medida que o problema se intensifica
(Dias e Blanco, 2010).
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Conforme Munns (1993), o crescimento da planta é afetado pela presenca
externa dos sais, o qual é regulado por sinalizadores emitidos pelo sistema
radicular, principalmente o ABA, e quando os sais se acumulam no interior da
planta, causando a reducédo de crescimento. A queda no crescimento foliar
também é rapida e severa, segundo Cosgrove (1993), em uma planta tratada
com NaCl, as células das folhas diminuem sua taxa de expansao por trés
consequéncias possiveis: a menor absor¢cdo de agua e osmolitos, queda do
turgor da célula e enrijecimento da parede.

Atribui-se também o menor crescimento das plantas em consequéncia da
salinidade, a diminuicdo na absorcdo de nutrientes, sendo o K e o Ca 0os mais
(Rengel, 1992). O maior efluxo de K das raizes ou a maior competicdo pelos
sitios de absorcéo entre Na e K, podem explicar a menor concentracdo de K em

tecidos de plantas sob estresse salino (George, Horst, Neumann, 2012).

2.4.2 Abordagem sobre o que é tolerancia a salinidade

Define-se como tolerancia a salinidade a capacidade das plantas em se
desenvolverem e completarem seu ciclo de vida sobre um substrato que contém
elevada concentracdo de sais soluveis (Flowers; Troke; Yeo, 1977; Greenway e
Munns, 1980).

O limiar de tolerancia depende do tempo de exposicdo, da concentracao
do sal em solugédo, como também do estadio de desenvolvimento das plantas
(Ayers e Westcot, 1991) e o mecanismo de tolerancia a salinidade é regulado
por genes especificos envolvendo uma serie de reacfes bioquimicas (Dias e
Blanco, 2010).

Esteves e Suzuki (2008) atestaram que a exclusdo seletiva de ions, a
acumulacdo, a compartimentalizacdo de ions em nivel celular e estrutural
(transporte para as folhas), o controle da entrada dos sais pelas raizes, as
modificacdes nas vias fotossintéticas e na estrutura da membrana, a sintese de
osmolitos e a inducdo de hormdnios e enzimas antioxidantes, sao algumas das
estratégias bioquimicas que as plantas utilizam para tolerar a salinidade.

Para Taiz e Zaiger (2009) por sua sensibilidade em detectar os estresses
ambientais as folhas tem a capacidade de realizar um ajustamento osmatico,
nesse processo a folha diminui o seu potencial hidrico, contudo sem perder a

turgidez celular, ocorrendo nas células, um aumento da concentracéo de solutos.
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Assim a possibilidade de realizar tal ajuste denota a capacidade de tolerar
determinado estresse por algumas espécies de plantas.

Um dos processos mais importantes para demonstrar como as plantas
toleram a salinidade € o balanco idnico. Para isso, as plantas mobilizam seus
préprios compostos organicos ou absorvem do meio externo, e acumulam tais
solutos de maneira que tornam o potencial osmaotico mais negativo (Yamaguchi
e Blumwald, 2005).

Segundo Taiz e Zeiger (2013), as plantas também respondem a salinidade
com modificagbes anatdbmicas e morfoldgicas, sendo o0s exemplos mais
conhecidos a reducéo da éarea foliar e do crescimento, advindos principalmente
da diminuicdo da pressdo de turgor, a qual esta ligada aos processos de

alongamento e divisao celular.

2.3.3 Salinidade e citros

De maneira geral, a salinidade reduz o crescimento de plantas citricas,
que sofrem diferentes disturbios fisiolégicos em resposta a esse estresse
abidtico: reducéo da assimilagdo liquida de CO2, da condutancia estomatica e
do potencial da agua nas folhas (Kirkpatrick e Bitters, 1969; Walker; Torokfalvy;
Dowton 1982; Behboudian; Torokfalvy; Walker 1986; Lioyd; Kriedemann;
Syvertsen 1987; Lloyd e Kriedemann 1990).

No entanto, h& diferencas de respostas a salinidade devido as interacdes
copa/porta-enxerto de citros, as quais podem conferir maior tolerancia a planta
(Bastos et al., 2014). Nesse sentido, a utilizacdo de aguas de baixa qualidade e
de solos salinos pode ser viabilizada empregando-se esse conhecimento. No
Nordeste brasileiro, por exemplo, onde a citricultura tem importancia
fundamental na geracdo de emprego e renda, € predominante o uso do porta-
enxerto limoeiro ‘Cravo’, sem considerar as condigdes de clima e solo bem como
do uso das cultivares-copa (Singh; Saini; Behl, 2003; Fernandes, 2011).

No tocante a reposta ao estresse salino, ja € sabido que a capacidade de
absorcdo de ions téxicos, CI" Na™ e B™, difere entre os porta-enxertos, como
também a aptiddo para transloca-los até a copa (Bafuls, Legaz, Primo—Millo,
1990; Bafiuls e Primo Milo, 1992). Salienta-se ainda que o maior acimulo de
ions no vacuolo em contraposicéo a exclusédo de ions toxicos, esta comumente

associada a tolerancia da cultura a salinidade (Al-Yassin, 2005).
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O porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ apresenta, dentre as caracteristicas
responsaveis pela sua disseminacdo entre o0s viveiristas brasileiros, a
compatibilidade com todas as variedades copas, o bom desempenho em solos
arenosos, a facilidade na obtencdo de sementes, a elevada precocidade de
producdo, e a tolerancia a seca e ao estresse salino (Pompeu Junior, 2005).
Contudo, o fato de ter se tornado o principal porta-enxerto desde a década de
1960, colaborou para o aumento da vulnerabilidade da citricultura no Brasil a
novas doencas (Bastos et al., 2014).

Ao avaliar a sensibilidade de genotipos de citros (variedades: limoeiro
‘Cravo Santa Cruz’; tangerineira ‘Sunki Tropical’ (C. sunki); hibridos: citrange [C.
sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf] ‘Troyer’; limoeiro
‘Volkameriano’ (C. volkameriana); HTR (hibrido trifoliado) - 051; e HTR-069) a
salinidade, Brito et al. (2014) utilizaram plantas semeadas em substrato
comercial, e as submeteu a irrigagdes com salinidade de CE: 0,41(testemunha);
1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 dS m™ dos 60 dias apds a semeadura até 150 dias. Os autores
anteriormente mencionados concluiram que a CE 2,0 dS m™ pode ser usada
para formacédo de porta-enxertos, sendo menos sensiveis ao estresse salino o
limoeiro ‘Volkameriano’ e o HTR — 069; ja o limoeiro 'Cravo’ e a tangerina ‘Sunki’
Tropical apresentaram menor redugéo em altura e crescimento com o aumento
da salinidade até 4,0 dS m™.

Cruz et al. (2003), ao estudarem parametros fisiolégicos do limoeiro
‘Cravo’, quando submetido a quatro concentracfes de salinidade (0, 20, 40 e 80
mM de NaCl) durante 42 dias, constataram que o aumento da salinidade
ocasionou a diminuicdo da condutancia estomatica, temperatura foliar e
transpiracdo das plantas.

Figueiredo et al. (2014) avaliaram dois niveis de salinidade em agua de
irrigacéo: 0,3 e 4,0 dS m™ em trés variedades de citros: limoeiro ‘Rugoso da
Flérida’ (LRF); limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’ (LCRSC) e limoeiro ‘Volkameriano’
(LVK), semeados em substrato e submetidos aos tratamentos 120 dias apés a
semeadura, realizando avaliagfes fisiologicas 30 dias apds a submissdo aos
tratamentos. Em seus resultados, demonstraram que o LVK se mostrou mais
tolerante ao estresse salino, o LRF ndo demostrou comprometimento em suas

atividades fisioldgicas, ja o limoeiro ‘Cravo’ apresentou reducédo da concentragao
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interna de CO2 e da condutancia estomatica, e se sobressaiu em relagcdo aos

demais com maiores taxas de assimilagdo de CO:2 e de transpiracao.

2.5 Medidas de controle de D. citri e associagdo com estresse em plantas
de citros

Para o controle do HLB, o principal manejo € a reducdo da populagéo de
insetos infectivos, tanto pela diminuicdo da chance de transmissao e aquisicéo
pelos adultos, como a reducéo da aquisi¢ao pelas ninfas (Belasque Junior et. al.,
2010).

Uma das maneiras de deteccdo dos insetos na area com pomares,
consiste no monitoramento populacional, realizado por meio de inspecao de
ovos, ninfas, e adultos nas brotacdes, ou por meio de armadilhas adesivas
amarelas distribuidas na copa da planta (Paiva, 2009).

As inspecgdes devem ser realizadas nas bordas dos pomares, pois estes
sdo os lugares de maior predominancia de D. citri (Belasque Junior et al., 2010).
Conforme Miranda, Noronha Junior, Marques (2011), as armadilhas sdo mais
eficientes do que as observacdes visuais, entretanto elas restringem a captura
apenas para a area do campo visual do inseto. Assim, de acordo com Belasque
Junior et al. (2010), as armadilhas também n&do devem ser usadas dentro dos
pomares, mas nas suas bordas, principalmente naqueles que mantém um
monitoramento constante, servindo como base para determinacdo de
movimentacao (migracao) e dos locais de ocorréncia da praga no pomar.

Uma das medidas principais para o controle do inseto € o uso de produtos
quimicos, contudo, segundo Bassanezi et al. (2013), mesmo sob aplicacdo
intensa de inseticidas sistémicos e de contato, ocorre continuamente o
aparecimento de plantas infectadas, ainda que em menor propor¢ao. Deduz-se,
portanto, que as infec¢des primarias ndo séo evitadas, apesar do controle do
inseto vetor, mas, sdo advindas de psilideos adultos infectivos, que migram de
outros pomares e/ou de hospedeiros ndo submetidos ao controle do inseto
(Bassanezi et al. (2013).

De acordo com Belasque Junior et al. (2010), apesar do controle quimico
ter papel fundamental no controle de infec¢des secundarias, nenhum tratamento
quimico tem a capacidade de proteger a planta contra infeccéo por varios meses

seguidos. Outro método de controle consiste no manejo integrado de pragas
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(MIP), que consiste na integracdo entre os varios métodos de controle, a saber:
quimico, bioldgico, cultural, mecanico, fisico, genético e legislativo (Waquil,
2002).

Dentre as estratégias de manejo, o controle biolégico demostrou ter
potencial para ser utilizado na cultura dos citros, tomando como exemplo 0s
resultados positivos obtidos no controle de outras pragas (Parra et al., 2008).

Os parasitoides sdo os principais meios de controle biolégico de D. citri
dentre eles, existem duas espécies principais que sao exploradas: o
ectoparasitoide Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) e o
endoparasitoide Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam e Agarwal)
(Hymenoptera: Encyrtidae) (Miranda, Noronha Juanior e Marques, 2011). No
Brasil, os primeiros estudos realizados com o parasitoide T. radiata, em diversas
localidades de S&o Paulo, demonstraram resultados promissores com altas
taxas de parasitismo, evidenciando que a mortalidade de ninfas de D. citri
parasitados com T. radiata mostrou variacédo entre 27,5% a 80% entre o periodo
de setembro de 2004 a agosto de 2005 (Gomez-Torres et. al., 2006).

Segundo Parra et al. (2010), além do controle quimico e biolégico, o
controle comportamental destaca-se como estratégia promissora dentro do MIP.
Diante disso, Noronha Junior (2010) afirma que uma das estratégias para o
manejo do psilideo seria a modificacdo comportamental promovida pelos volateis
das plantas.

Em sua pesquisa, Noronha Junior (2010), ao avaliar respostas dos
psilideos a volateis de plantas de laranja (C. sinensis) infectadas com HLB e
sadias, e também respostas a volateis de goiabeira Psidium guajava L.
(Myrtaceae), observou que os psilideos preferiram os volateis das plantas
infectadas com HLB em detrimento das plantas sadias. J& no tocante aos
volateis de goiabeira, demonstrou-se que os insetos tanto tiveram dificuldade de
localizar plantas de citros (C. sinensis) como também foram repelidos.

Entretanto, para a cultura dos citros, existem poucos trabalhos na
literatura que associem o estresse biético com o abidtico para o manejo de
doencas e vetores, 0S quais causam prejuizos a cultura.

Estresse vegetal entende-se como as mudancas fisiolégicas
potencialmente prejudiciais nas plantas devido a condicdes ambientais

desfavoraveis (Boyer, 1982). Conforme Bowler e Fluhr (2000), a exposi¢cao ao
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estresse abidtico, em alguns casos, aumenta a resisténcia aos agentes
patogénicos, o que indica que existe uma interferéncia entre a sinalizacao de
estresse biotico e abiotico.

A tolerancia a combinacdes de estresse bidtico e abidtico ja foi alcancada
para algumas culturas a exemplo do milho, no qual os programas de
melhoramento conseguiram produzir plantas que séo tolerantes a seca e tém
resisténcia adicional a erva parasita Striga hermonthica (Banziger et. al., 2006;
Badu-Apraku e Yallou, 2009).

Na literatura existem evidéncias que sugerem que as plantas respondem
a uma combinacédo especifica de estresses de maneira ndo aditiva, produzindo
efeitos que n&o poderiam ter sido previstos a partir do estudo do estresse
individualmente (Mittler,2006; Rizhsky et al. 2004). Mittler e Blumwald (2010), em
revisdo de literatura mostraram como os efeitos de estresse abidtico (seca,
salinidade, frio, alta intensidade luminosa) com interacdo simultdnea com
estresse bidtico (patdbgenos ou herbivoros), observaram que podem ocorrer
interacOes positivas e/ou negativas. Deste modo, um estresse abiotico poderia
conferir resisténcia ao estresse de natureza bidtica (interacdo positiva) ou
plantas submetidas a estresse abidtico poderiam tornar-se suscetiveis ao ataque
de pragas e patdgenos (interacao negativa).

De acordo com Syvertsen e Garcia-Sanchez (2014), em revisao sobre 0s
multiplos estresses bidticos e abidticos que o0s citros sdo acometidos, as
respostas agrondmicas e fisioldgicas podem depender da intensidade ou
duracdo do estresse. Os autores também discutiram como 0s estresses
combinados e moderados (salinidade, seca, temperatura, concentracao de COz,
alta umidade), podem gerar beneficios potenciais para a cultura dos citros a curto
e longo prazo.

Syvertsen e Garcia-Sanchez (2014) relataram como ocorrem as
interacOes dos estresses abidticos como salinidade e seca, por exemplo, com
patbgenos como nematoides e patdogenos doencas radiculares, contudo, ndo
abrangem o manejo pela interacdo com psilideos. Apesar disso, 0s mesmos
autores esclarecem que, para a sobrevivéncia da cultura de citros, € importante
compreender as interacdes entre HLB e outros estresses ambientais.

Em sua pesquisa, Tomaseto (2016) demonstrou como os fatores

ambientais (fotoperiodo e temperatura), e os efeitos das condi¢cdes da planta

19



(estresse hidrico, adubac¢des), poderiam influenciar no padréo de voo de D. citri,
em seedlings de laranjeira doce (C. sinensis). Em seus resultados, observou-se
gue os insetos que se desenvolveram em temperatura constante de 27 °C
mostraram maior tendéncia de decolagem das plantas em comparacdo com
agueles que se desenvolveram em temperatura baixa (18 °C). Ja nas plantas
submetidas ao estresse hidrico, os insetos foram menos tendenciosos ao voo
guando comparados com aqueles confinados em plantas com capacidade de
campo de 70 e 100%. Assim, o autor concluiu que os fatores ambientais e
inerentes a planta podem servir como subsidio para modular o comportamento
de voo de D. citri, fornecendo conhecimento para ser aplicado na ampliacao de
estratégias para controle de D. citri e compreenséao da epidemiologia do HLB nos

citros.
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3 METODOLOGIA
O trabalho foi conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura sob
condi¢Bes de telado e laboratério. Os insetos utilizados no experimento foram
procedentes de plantas de murta [Murraya paniculata L. (Jack)] localizadas na
Embrapa Mandioca e Fruticultura. As mudas de limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia
Osbeck) foram produzidas com sementes oriundas do Banco Ativo de
Germoplasma de Citros da mesma instituic&o.

3.1 Producéao das mudas
As mudas de limoeiro ‘Cravo’ utilizadas no experimento foram
constantemente produzidas para atendimento da demanda. Os procedimentos
para producao envolveram selecao de frutos em campo, retirada das sementes,
seguida de lavagem das sementes, uso de cal para retirada da mucilagem,
secagem por 24 horas a sombra, selecdo das sementes viaveis, e semeadura.
A semeadura foi realizada em tubetes de PVC conicos (2,5 cm de diametro
e 11 cm de altura) preenchidos com substrato de casca de pinus, colocando-se
duas sementes por tubete. Os tubetes foram arranjados em bandejas plasticas
(Figura 1a). Apos a semeadura, as bandejas foram mantidas em telado com
protecdo de tela antiafidica até o desenvolvimento das plantas (Figura 1b). Apés
a emergéncia e crescimento das plantas, procedeu-se o desbaste removendo a
planta menos vigorosa, deixando apenas uma planta por tubete. Quando as
mudas apresentavam em torno de 10 cm, eram selecionadas e transferidas para

casa de vegetacdo onde foram submetidas aos tratamentos avaliados.

Figura 1 — (a) Bandeja com tubetes plasticos utilizados para semeadura do
limoeiro ‘Cravo’ em substrato de casca de pinus. (b) Mudas do genétipo de citros
limoeiro ‘Cravo’ em estagio de desenvolvimento propicio para realizacdo do
desbaste.
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3.2 Obtencéao de adultos de Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera:
Liviidae)

Os insetos utilizados em todos os experimentos foram provenientes do
campo. Quando necessaria a determinacao da idade e “status” de acasalamento
dos insetos, ninfas foram coletadas em plantas de murta em campo e levadas
ao laboratorio até a emergéncia dos adultos, conforme metodologia proposta por
Lima etal. (2017). Em todos os experimentos, os insetos adultos foram coletados
com ajuda de um aspirador portétil (Figura 2a). Antes da infestacéo, os adultos
de D. citri foram armazenados temporariamente em recipiente de vidro (Figura
2b).
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Figura 2 — (a) Aspirador portatil utilizado para coleta dos insetos. (b) Frasco de
vidro utilizado para armazenamento temporario dos insetos antes da utilizagdo
nos experimentos.
3.3 Experimentos

Trés experimentos foram realizados no trabalho: I. Estudo de respostas
comportamentais de D. citri a plantas de citros submetidas a niveis contrastantes
de salinidade; Il. Preferéncia para oviposicdo de D. citri em plantas de citros
submetidas a niveis contrastantes de salinidade; e Ill. Atratividade de D. citri a
volateis de plantas de citros submetidas a niveis contrastantes de salinidade.

Os niveis de salinidade utilizados no presente estudo, foram definidos em
ensaio preliminar de avaliacdo da atratividade de adultos de D. citri em resposta
a seis niveis de salinidade: 1,2; 1,7;2,2;2,7;3,2e 3,7dS m™.

Com base na variavel fisiolégica condutancia estomética, o tratamento 1,7
dS m, demonstrou que as plantas apresentaram melhor resposta fisiologica e

morfoldgica, em comparacdo ao tratamento adotado como controle 1,2 dS m™,
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3.3.1 Experimento |. Estudo de respostas comportamentais de Diaphorina
citri a plantas de citros submetidas a niveis contrastantes de salinidade

As plantas foram submetidas a trés tempos de exposi¢cao a salinidade: 15,
20 e 60 dias, em trés periodos diferentes do ano de 2017 (meses de maio, junho
e setembro).

Nos periodos de 15 dias e 20 dias, os ensaios foram realizados em casa
de vegetacdo. O ensaio com plantas expostas por 60 dias a salinidade, foi
realizado em laboratério, com fotofase de 10 horas. Para cada periodo
experimental, foi medida a temperatura média e umidade relativa do ar (Tabela
1).

Em cada repeticdo, para os trés periodos, as plantas de cada tratamento,
foram selecionadas de acordo com altura, nimero de brotacdes e de folhas.

Tabela 1 - Valores médios de temperatura e umidade relativa do ar para os
periodos nos quais o experimento foi realizado.

Periodo (dias) /localizagcéo Temperatura (°C) Umidade relativa (%)

Maio /casa de vegetacao 27,57 82,60
Junho /casa de vegetacéao 26,27 91,27
Setembro/ laboratoério 25+ 2 70+ 10

3.3.1.1 Ensaios de livre escolha em casa de vegetacdo (15 e 20 dias ap6s
exposicao a salinidade)

As mudas selecionadas previamente (item 3.1), foram transplantadas
para copos plasticos (300 ml), perfurados em sua base e preenchidos com areia
lavada e esterilizada. Os copos, foram arranjados no interior de bandejas,
contendo solucao fertilizante indicada para uso em cultivos hidropénicos, a
concentracgéo de 1,7 dS m™.

Para a aeracdo nesse sistema, cada bandeja possuia uma mangueira
com pedra porosa na extremidade que estava mergulhada dentro de agua, a
outra extremidade ficava acoplada em um compressor de ar para aquario
(Marca: Resun. Moldeo: AC-500 110v). Cujo acionamento era realizado por timer
digital pré-programado.

A concentracdo de 1,7 dS m™! foi obtida diluindo-se o fertilizante em agua
deionizada, com base na recomendacdo do fabricante [1g para 1 L,
condutividade elétrica da solucéo (CEso) = 1 dS m™], porém como essa diluigdo

fornece um valor de condutividade elétrica da solucéo inferior ao adotado no
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experimento, foi realizado os ajustes de g/L para obtencdo da condutividade
elétrica da solucéo inicial para o experimento de 1,7 dS m™.

As plantas ficaram na solucéo nutritiva a 1,7 dS m™ para aclimatagéo
durante um periodo de cinco dias (Figura 3a). Transcorrido esse periodo, foram
submetidas aos niveis de salinidade (trataemntos): 1,7 dS m™ (controle) e 10 dS
m (nivel de estresse).

Em todas as avaliacdes (15, 20 e 60 dias), foi realizada a poda apical no
primeiro dia imposic¢&o dos tratamentos (1,7 dS m™* e 10 dS m™), para que todas
as plantas apresentassem brotacdes no momento de liberacdo do inseto. Tal
periodo foi estipulado por meio de testes e observacdes realizadas ao longo de
um ano experimental.

O nivel de estresse (10 dS m™) foi obtido adicionando-se solugéo nutritiva
cloreto de sédio 1M a solugéo controle (1,7 dS m™). Foi adicionado um valor
médio de 400 ml da solucao salina de cloreto de sédio para 1 litro da solucdo
controle.

O pH da solucéo foi ajustado e mantido entre 5,5 e 6,5 conforme indicacao
do fabricante do fertilizante, e a CEsol foi mantida nos niveis estipulados para
cada tratamento (1,7 dS m™* e 10 dS m™) (Figura 3b). Tanto a CEsol como o pH
foram monitorados constantemente (duas vezes por semana), para manutengcao
dos valores estipulados durante todo o periodo de conducdo do experimento.

O monitoramento do pH e da CEsa foi realizado com pHmetro (Acehe,
portatil, modelo ZC164301) e condutivimetro (Hanna, portatil, modelo HI993310)
(Figura 3b), respectivamente. Para isso, 0s sensores do equipamento Sao
mergulhados na solucdo, e a leitura € realizada quando os valores se
estabilizam.

Quando os valores de pH estédo abaixo do valor estipulado, realiza-se a
correcdo com hidroxido de sédio a 5%; quando estédo acima do valor, a correcédo
é feita com acido cloridrico a 5%. Como o periodo experimental foi curto, a
absorcdo de agua pelas raizes da planta foi superior & extracdo de nutrientes,
consequentemente, ocorreu a elevagado da condutividade elétrica da solugéo (dS
m1), fazendo-se necessario somente a reposicdo com agua deionizada para

manter a condutividade nos valores pré-estabelecidos.
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Figura 3 - (a) Conjunto de plantas na solucao de 1,7 dS m-1 para aclimatacao
(b) Monitoramento da condutividade elétrica da solucao.

Para instalacdo do experimento, os copos com as mudas de citros foram
transferidas para recipientes plasticos, contendo 500 mL das respectivas
solugdes (1,7 e 10 dS m™?) (Figura 4 a). Dois vasos, contendo cada um dos
tratamentos avaliados, foram dispostos aleatoriamente dentro de gaiola plastica
com parte superior em voal (dimensdes aproximadas de 45 cm de comprimento
42 cm de largura e 42 cm de altura) (Figura 4 b). O vaso continha escala métrica,
para acompanhamento do consumo hidrico de cada planta ao longo do periodo
experimental, o que possibilitou a reposicdo de agua. Cada vaso era aerado
individualmente.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso em esquema fatorial
(2 x 5), sendo dois niveis de salinidade e cinco tempos de avaliagdo, com cinco
repeticées (5 gaiolas).

Em cada gaiola, foram liberados 30 adultos de Diaphorina citri sem
identificacdo de sexo (Figura 4 b). Os insetos, mantidos no interior de um tubo
de vidro (Figura 2 b), foram colocados no centro da gaiola, a igual distancia entre
plantas com os dois tratamentos (Figura 4a). A liberacdo dos insetos nao foi

forcada.
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Figura 4 - (a) vaso utilizado para colocagéo das solugdes, com tubo de vidro com
0s insetos, colocado entre plantas dos dois tratamentos. (b) vista geral do
experimento.

Os insetos foram liberados no periodo da tarde (entre 15 h e 16 h). A
variavel observada foi o nimero de adultos por planta.

Foram feitas contagens de insetos na face adaxial e abaxial de cada folha
por planta, por tratamento (Figura 5), sendo a primeira realizada uma hora apos
a liberacédo dos adultos. As contagens seguintes foram feitas 18 h, 24 h, 42 h e
48 h apos a liberagéo, ocasido em que os adultos foram removidos das gaiolas.

Para contagem do nimero de insetos de acordo com sua distribuicdo na
planta, dividiu-se a planta em trés tercos (basal, mediano e apical) (Figura 4 a).

Os adultos recuperados apos a Ultima avaliagdo foram levados ao
laboratério para realizagdo da sexagem. Para essa analise, foram considerados
os resultados de ambas as avaliagdes (15 e 20 dias), em delineamento de blocos
casualizados em esquema fatorial (2 x 2), sendo dois tratamentos e 2 niveis para

sexo, com 10 repeticoes.
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Figura 5 - Adultos de Diaphorina citri na face abaxial de folha de planta de
limoeiro ‘Cravo’

3.3.1.2 Ensaio de livre escolha em laboratério (60 dias ap6s exposicdo a
salinidade)

O ensaio foi realizado no laboratério de Entomologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, em plantas com 60 dias de exposi¢do aos tratamentos.
Foram seguidas as mesmas abordagens metodoldgicas, explicitadas no item
3.3.1.1. com relacdo a obtencdo e padronizacdo das solu¢des e numero de
repeticoes.

Visando caracterizar o comportamento de selecdo hospedeira no inseto,
realizaram-se avaliacBes com intervalo de 5 min até completar 55 min, apos a
liberagéo dos insetos. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso em
esquema fatorial (2 x 11) sendo dois tratamentos e 11 tempos de avaliagdo, com
cinco repeticoes.

Apos a Ultima avaliacdo, as contagens foram realizadas 1 h, 18 h, 24 h e
42 h apés a liberacé@o. O delineamento experimental foi de bloco ao acaso em
esquema fatorial (2 x 4), sendo dois niveis de salinidade e quatro avaliacdes,

com cinco repeticoes.

3.3.2 Experimento Il. Preferéncia para oviposicdo de Diaphorina citri em
plantas de citros submetidas a niveis contrastantes de salinidade

Esse experimento foi dividido em dois testes, o primeiro foi conduzido em
casa de vegetacdo, em condi¢cbes de temperatura e umidade relativa média de
26,81 °C e UR de 86,05%, e o0 segundo em laboratorio, em camara de condi¢des
controladas (Fitotec) com temperatura (dia: 26°C; noite: 21°C), umidade relativa
(dia: 70%; noite: 80%) e fotoperiodo de 12 horas.
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Para a realizacéo do teste em casa de vegetacdao, foram utilizadas plantas
com 20 dias de exposi¢cdo aos niveis de salinidade (1,7 dS m? e 10 dS m™).
Cinco dias previamente ao teste, as plantas foram podadas para assegurar a
presenca de brotos apicais. As plantas foram individualizadas em gaiolas
plasticas com parte superior em tecido voal (Figura 6 a, 6 b).

Para o teste realizado em laboratoério foram utilizadas plantas de 60 dias de
exposicéo aos tratamentos (1,7 dS m™ e 10 dS m™), que também foram podadas
com 5 dias de antecedéncia. A individualizacdo das plantas foi realizada com

gaiolas de nylon e parte superior em tecido voal (Figura 6 c).

Figura 6 - (a) gaiolas utilizadas para confinamento de insetos em experimento
de oviposicao de Diaphorina citri. (b) Detalhe de planta em gaiola individualizada
para experimento em casa de vegetagao (c) Detalhe para planta individualizada
para experimento em laboratério

Para ambos os testes foram realizadas as seguintes abordagens
metodologias:

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com dois
tratamentos (1,7 dS mt e 10 dS m?) e 5 repetigdes.

Em cada gaiola, foram liberados cinco casais de D. citri provenientes do
campo através de um orificio localizado na parte superior da gaiola. Apos a
introducdo dos insetos, o orificio foi vedado. Os insetos foram removidos 24
horas apos a liberacdo, e em seguida foi contabilizado o nimero de ovos nas
brotacdes de cada planta.

Os ovos foram observados diariamente quanto a eclosao e desenvolvimento

ninfal. As variaveis avaliadas foram numero de ovos e de ninfas.
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3.3.3 Experimento lll. Atratividade de Diaphorina citri a volateis de plantas
de citros submetidas a niveis contrastantes de salinidade

Os bioensaios de olfatometria foram realizados para observar o
comportamento do inseto perante os volateis da planta, na auséncia de contato
visual com a mesma. Os bioensaios foram realizados no laboratorio de
Ecofisiologia Vegetal, a temperatura de 24+1°C, umidade relativa de 70+£10% e
no periodo de 9:00 as 12:00h e das 14:30 as 15:30, quando o0s insetos
apresentam maior atividade (Sétamou et al., 2012). Foram utilizadas plantas
expostas durante 60 dias aos tratamentos (1,7 dS m™ e 10 dS m™). A planta de
cada tratamento ficou confinada em uma camara de aeracao individual e vedada
(Figura 7 b).

Por meio de um compressor, o ar foi bombeado para o sistema de
olfatometria, passando inicialmente pela filtragem com carvdo ativado,
umidificacdo e em seguida desumidificacdo em silica em gel (Figura 7 a).

Em seguida, o ar passou pelas camaras de aeragéo contendo as plantas dos
dois tratamentos (Figura 7 b), cujos odores foram conduzidos a arena de testes
com insetos, o olfatbmetro (Figura 7 c). Sacos de poliéster foram usados como
camaras de aeracao para isolamento da parte aérea das plantas de cada um dos
tratamentos. A parte superior de cada saco possuia duas saidas nas
extremidades, uma das extremidades foi conectada ao fluximetro regulador da
entrada de ar, e a outra, ao olfatbmetro. As conexdes foram feitas por meio de
mangueiras politetrafluoretileno (Teflon®).

O fluxo de entrada do ar foi mantido a uma taxa de 0,25 L min™t. Utilizou-se o
olfatbmetro de quatro entradas (Pettersson, 1970), avaliando-se os volateis de
cada um dos tratamentos em dois bracos do olfatémetro, alternadamente (Figura
7 d, &reas 1 a 4). A area central (onde ha mistura de odores) foi considerada
area sem resposta (Figura 8 d, area 5).

O olfatbmetro € de uma peca quadrada (16,5 cm x 16,5 cm) de acrilico, com
espessura de 2 cm, escavada em formato de X no centro (adaptado de Vet et
al., 1983). A peca de acrilico foi mantida entre duas placas de vidro, sendo o

conjunto preso por meio de quatro clipes (prendedores de papel) (5 cm x 3 cm).

29



olfatdmetro termohigrometro

Figura 7 — Sistema de olfatometria. (a) Sistema de filtros de passagem do ar. (b)
Camaras de aeracdo constituida por sacos de poliéster para isolamento das
plantas de cada tratamento. (c) olfatbmetro de quatro entradas conectadas as
plantas e termohigréometro que fornece medidas de temperatura e umidade
relativa. (d) Detalhe do olfatbmetro

Nesse experimento, foram utilizadas seis plantas de cada tratamento,
sendo cada planta substituida a cada trés repeticdes. A vidraria foi lavada com
detergente neutro e agua, antes de cada repeticdo, e posteriormente, com
acetona e depois seca em estufa a 160 °C por cinco horas. O olfatbmetro foi
lavado com detergente neutro, e seco ao ar.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20
repeticoes para fémeas sem “status” de acasalamento e idade determinados e
20 para fémeas virgens com idade conhecida.

Para o ensaio com as fémeas virgens, foram coletados, em campo, ramos
de murta com ninfas entre o 4° e 5° instar (Figura 9), os quais foram colocados
em frascos com agua e acondicionados em gaiolas teladas (47 cm x 47 cm x 47
cm). As ninfas foram observadas diariamente até emergéncia dos adultos (Lima
etal., 2017), os quais foram removidos e sexados (conforme Garcia et al., 2016).
As fémeas foram mantidas em frascos de vidro (8,5 cm de comprimento x 2,5
cm de didmetro) com ramos de murta até realizacao do experimento (Figura 9

a), e 0os machos descartados.
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As fémeas foram utilizadas no periodo de 4 a 7 dias pés-emergéncia, 0
gue coincide com o alcance da maturidade sexual, quando as respostas aos
volateis sdo mais consistentes (Weninger e Hall, 2007). Os ramos de murta
foram substituidos por novos quando se observava o inicio do processo de

murcha.

Figura 8 - Ninfa de Diaphorina citri no 5° instar em folha de murta.

Adultos sem idade e “status” de acasalamento determinado, foram
coletados com auxilio de aspirador portatil (Figura 2 a). Os insetos, também
passaram pelos mesmos procedimentos que as fémeas virgens (sexagem e
selecdo de fémeas). As fémeas também foram acondicionadas em tubo de vidro

com alimento (ramo de murta) (Figura 9 a).

Figura 9 — (a) Fémeas de psilideos acondicionadas em broto de murta. (b)
Fémeas de psilideos sem alimento antes dos bioensaios de olfatometria.
Independentemente da origem, as fémeas foram mantidas sem alimento
por cerca de 1 hora antes da realizacédo do ensaio (Figura 9 b). Nos bioensaios,
o inseto foi inserido no olfatbmetro através de um orificio (0,7 mm de diametro)
localizado na sua parte superior no centro da area de nao-resposta. A cada

repeticdo, um novo inseto foi utilizado.
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A cada trés repeticdes, a base do olfatbmetro foi trocada para evitar efeito
de semioquimicos do inseto no bioensaio. A cada repeticdo, o olfatbmetro foi
girado em sentido horério, para assim manter a casualizacdo das escolhas e
reduzir o erro devido ao acaso.

Cada bioensaio teve duracdo de 10 minutos, sendo os dados coletados
por meio do software SOLF (Fancelli et al., 2017). As variaveis analisadas foram

o tempo de residéncia (min), nimero de entradas e primeira escolha do inseto.

3.3.4 Respostas fisiologicas das plantas

Essas analises foram realizadas para quantificar se as plantas submetidas
ao estresse salino estavam respondendo fisiologicamente ao tratamento para
definichio do momento adequado a avaliacdo do efeito do tratamento e
intensidade do estresse sobre o inseto.

Nos periodos de 10 dias, 15 dias e 60 dias apos as plantas serem
submetidas a salinidade, e antes da liberacdo dos insetos, foi realizada a
avaliacao das respostas fisiologicas das plantas com uso do analisador de trocas
gasosas por infravermelho (IRGA) (ACD, modelo LCPro, Hoddesdon, UK). As
variaveis avaliadas foram: condutancia estomatica (gs) (mol m?2s?),
concentracio interna de carbono (Ci) (umol ms™?), transpira¢éo E (mmol m?2s-
1), fotossintese liquida (A) (umol m?2s™), e eficiéncia do uso da agua (EUA),
relacionando a fotossintese liquida e a transpiracdo (A/E). A avaliacdo foi
realizada no periodo da manha entre 9 e 10 horas.

O procedimento consistiu em realizar as medidas a partir da primeira folha
expandida, e duas folhas por planta. O delineamento estatistico foi em blocos ao
acaso em esquema fatorial de 2 x 3 (tratamento x periodos de avaliacao).

Foi avaliado o potencial osmético de folhas de plantas apds 20 dias de
imposigao do estresse salino, com uso de osmémetro (VAPRO™ modelo 5520).
Para a analise, foi coletada a primeira folha expandida das plantas avaliadas,
totalizando 5 folhas (repeticbes) para cada tratamento. As folhas foram,
acondicionadas individualmente em papel aluminio, e mantidas em laboratoério a
temperatura de -20°C. No momento da analise, foram maceradas e o extrato

obtido foi analisado.
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A temperatura foliar foi avaliada aos 20 e 60 dias separadamente, no
periodo da manha e datarde, com base em termdémetro ao infravermelho (Extech
instruments, modelo RH 101).

O delineamento foi em blocos ao acaso em esquema fatorial 2 x 2
(tratamento x hora de medida). Trés folhas de cada planta foram avaliadas, a
partir da primeira folha totalmente expandida

Adicionalmente, foi realizada uma avaliacdo visual das plantas, expostas
aos 60 dias de imposicdo dos tratamentos, para identificar se elas expressaram
sintomas visuais referentes ao estresse salino.

Para as plantas de 60 dias, também foi quantificada a area foliar (AF).

3.4 Estatistica

Paratodas as variaveis analisadas os dados foram tabulados em planilhas
eletrdnicas (Microsoft Excel 2013), que também foram usadas para confeccéo
dos gréficos.

Posteriormente no programa estatistico R os dados foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro Wilk (p < 0,05) e teste de homogeneidade das
variancias Teste F (p < 0,05).

Quando atendidos os pressupostos necessério para a realizacdo da
ANAVA aplicou-se o teste F, avaliando-se a significancia dos tratamentos (1,7 e
10 dS m?), tempo de avaliagdo e sua interacdo. Sendo o teste significativo,
realizou-se o teste de Tukey (p < 0,05) para a comparacao das médias.

O teste F (p =< 0,05) e o teste de Tukey (p < 0,05) foram realizados para
as seguintes variaveis aos 15, 20 e 60 dias: numero de adultos encontrados por
planta, nimero total de adultos na face abaxial das folhas, nUmero total de
adultos na face adaxial das folhas, nimero total de adultos na parte apical da
planta, nimero total de adultos na parte média da planta e niamero total de
adultos na parte basal das folhas.

Para o periodo de 20 dias do experimento | na avaliacdo de atratividade
(5 a 55 min) foi realizado os ajustes de modelos polinomiais de regressao, para
o fator tempo, e para avaliacdo de atratividade (5 a 55 horas) os ajustes de

modelos polinomiais de regressao foram para o fator tratamento.
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A variavel machos e fémeas, foi avaliada quanto a normalidade dos
residuos (Shapiro Wilk (p < 0,05); quanto a homogeneidade das variancias pelo
teste F (p < 0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

N&o foi possivel para os dados de olfatometria e oviposi¢ao o atendimento
do pressuposto da normalidade (Shapiro Wilk (p < 0,05) para a realizagao da
ANAVA, dessa forma foi realizado testes nao paramétricos. Para os ensaios de
olfatometria foi realizado o teste F (P < 0,05) para comparag¢ao das variancias e
as médias foram avaliadas pelo teste t — pareado (p < 0,05), ja ara os dados do
ensaio de oviposicdo as médias foram comparadas pelo teste de wilcoxon (p <
0.05).

Para as variaveis fisiolégicas fotossintese (A), carbono interno (ci),
condutancia estomatica (gs), temperatura foliar (°C), foi realizado o teste de
normalidade (Shapiro Wilk (p < 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p < 0,05), j& o potencial osmético foi avaliado pelo teste t para variaveis
independentes. As analises foram realizadas no programa estatistico R 3.4.1
(Ihaka e Gentleman 1996).
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4 RESULTADOS
4.1 Respostas fisiologicas das plantas

A condutividade elétrica da solugdo (CEsol - dS m™) e o tempo de avaliagéo
(10, 15 e 60 dias) afetaram a troca gasosa das plantas.

Com relago a fotossintese liquida (A - pmol m2 s™), ocorreu interagio
entre os fatores (tratamento x tempo de avaliagao) (F =5,017, gl =59, p=0,0103)
e efeito significativo dos tratamentos (F = 21,9184, gl = 59, p < 0,0001) e tempo
de avaliacdo (F = 27,4067, gl = 59, p < 0,0001) (Figura 10 a). Ndo houve
diferenca estatistica para as plantas submetidas por 10 dias aos tratamentos (F
=0,0543, gl =59, p = 0,8168). Ocorreram diferencas aos 15 dias (F = 10,7177,
gl =59, p = 0,0019) e 60 dias (F = 21,1806, gl = 59, p < 0,0001) de imposi¢cao
dos tratamentos. Os valores de fotossintese liquidam para as plantas nao
estressadas, submetidas a baixo nivel de CEsol (controle), foram maiores em
relacdo as plantas submetidas a CEso de 10 dS m™, aos 15 e 60 dias de
imposicado dos tratamentos, ndo diferindo entre os tratamentos aos 10 dias
(Figura 10 a).

Foi verificado efeito significativo da interacdo (tratamento e tempo de
avaliacdo) em relagéo a transpiracdo da folha (E - mol m2 s?) (F = 3,227, gl =
59, p = 0,0481). Além disso, também foram significativos os efeitos dos fatores:
tratamento (F = 24,538, gl = 59, p <0,0001) e tempo de avaliacdo (F = 115,358,
gl = 59, p <0,0001). O resultado de E foi semelhante a A, uma vez que 0s
tratamentos afetaram a transpiracéo da planta aos 15 dias (F = 8,2481, gl = 59,
p = 0,0060) e 60 dias (F = 21,6262, gl = 59, p < 0,0001), mas nao apresentaram
efeito aos 10 dias (F = 1,1182, gl = 59, p < 0,2954) apds a imposicdo dos
tratamentos (Figura 10 b). As plantas do tratamento controle apresentaram as
maiores médias de E, aos 15 e 60 dias, ndo diferindo aos 10 dias (Figura 10).

Quanto a concentragéo interna de carbono (ci - mol m2 s), verificou-se
interacdo significativa entre tratamento (F = 8,261, gl = 59, p = 0,0007) e tempo
de avaliacao (F = 239,880, p =59, p <0,0001) mas né&o efeito do tratamento (F =
0,662, gl =59, p =0,4196) (Figura 10c).

O carbono interno (ci) foi ligeiramente superior para o tratamento controle
aos 15 dias, alterando o comportamento aos 60 dias, indicando o efeito
cumulativo do estresse nas plantas que cresceram em niveis mais altos de

condutividade elétrica da solucéo (Figura 10 c).
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Semelhante a A e E, ndo houve diferencas em ci quando as plantas foram
submetidas a 10 dias de tratamento (F = 1,5951, gl = 59, p = 0,2125), mas as
diferencas entre os tratamentos foram registradas aos 15 dias (F = 8,2036, gl =
59, p = 0,0061) e 60 dias (F = 7,3854, gl =59, p = 0,009).

Para a eficiéncia do uso da agua (EUA), ocorreu interacdo entre os
tratamentos e os tempos de avaliagéo estudados (F = 4,774, gl 59, p = 0,0127).
N&o ocorreu efeito dos tratamentos (F = 0,669, gl =59, p = 0,4172), mas houve
efeito do tempo de avaliacdo (F = 92,993, gl = 59, p < 0,0001) (Figura 10 d).
Plantas submetidas aos tratamentos por 10 dias (F = 0,2052, gl =59, p = 0,6525)
e 60 dias (F = 2,8999, gl =59, p = 0,0948), ndo apresentaram diferenca na EUA.
A maior média para EUA ocorreu para plantas submetidas a maior CEsol,
considerando o tempo de exposicao por 15 dias aos tratamentos (F = 2,8999, gl
=59, p = 0,0103). Com relacédo ao tempo de avaliacdo, as plantas de 15 dias
apresentaram maiores médias de eficiéncia do uso da agua (Figura 10 d).

No que diz respeito a condutancia estomatica das folhas (gs - mol m2 s
1), ndo houve interagdo entre os tratamentos e as avaliagbes (F = 2,935, gl = 59,
p = 0,0623), mas constatou-se efeito do tratamento (F = 8,881, gl = 59, p
<0,0001), onde, as plantas controle apresentaram as maiores médias de gs
(Figura 10 e). Houve efeito do tempo de avaliacdo (F = 53,399, gl = 59, p
<0,0001), e as diferencas de gs foram observadas aos 15 dias de exposi¢cao aos
tratamentos, ndo diferindo entre 10 e 60 dias (Figura 10 f). A forte regulacéo
estomatica das trocas gasosas foi uma resposta clara das plantas para lidar com
0 estresse imposto, corroborando A e E.

O potencial osmotico da folha foi afetado pela salinidade (t = -6,1571, gl=
7.5793, p = 0,0003) (Figura 10 g). O potencial osmoético foi menor para o
tratamento sob estresse, devido ao ajustamento osmotico.

N&o ocorreu interacdo entre os fatores para a temperatura foliar (°C)
medida nas plantas de 20 dias (F = 1,2268, gl = 119, p = 0,2703), ocorrendo
diferenca entre horario de medida (manha e tarde) (F = 11,0415, gl = 119, p =
0,0012) e tratamento (F = 12,3024, gl = 119, p = 0,0006). Quanto ao efeito do
tratamento, as menores médias foram registradas para as plantas sob estresse
salino (Figura 10 h). Os maiores valores de temperatura foliar foram observados

no periodo da tarde (Figura 10 i).
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Em relacdo a temperatura foliar (°C) para plantas expostas aos
tratamentos por 60 dias, houve efeito do horario de medida (F = 51,335, gl = 143,
p < 0,0001) e da salinidade (F = 15,529, gl = 143, p = 0,00013). Também né&o
ocorreu efeito de interacéo entre os fatores (F = 0,406, gl = 143, p = 0,7486). As
maiores médias foram observadas para as plantas sob estresse salino (Figura
). Inversamente ao que foi observado para as plantas de 20 dias, os maiores

valores de temperatura foliar, foram obtidos no periodo da manha (Figura 10 I).
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Figura 10 - Médias (x epm) de (a) fotossintese liquida (A); (b) Transpiracéo (E);
(c) Carbono interno (ci); (d) Eficiéncia do uso da agua (EUA); média (£ epm) (e)
Condutancia estomatica (gs); (f) Condutancia estomatica (gs) por avaliacdo, de
plantas de limoeiro ‘Cravo’ sob tratamento controle (1,7 dS m™?) e sob estresse
salino (10 dS m™) por 10, 15 e 20 dias. Médias (+ epm) de (g) Potencial osmético
da folha para plantas controle e sob estresse, durante 20 dias; (h) Temperatura
foliar (°C) para plantas controle e sob estresse, durante 20 dias (i) Temperatura
foliar (°C) manha e tarde, para plantas controle e sob estresse, durante 20 dias
() Temperatura foliar (°C) para plantas controle e sob estresse, durante 60 dias
(I) Temperatura foliar (°C) manha e tarde, para plantas controle e sob estresse,

durante 60 dias.

[epm = erro padrdo da média; para as médias seguidas de mesma letra, acima da barra,
minUscula ndo diferem entre tratamentos e mailsculas nado diferem entre avaliagcdes, pelo teste
de Tukey (p < 0.05)]; Asterisco (**) significa diferencga estatistica significativa (p < 0.05, teste t)].
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Visualmente as plar‘~35 comecaram a apresentar 0s sintomas referentes
a salinidade (plantas submetidas ao tratamento de 10 dS m™) apenas com 60
dias de tratamento. Os sintomas apresentaram-se como queima da brotac&o
apical, queima nas bordas das folhas velhas, as quais também se tornaram
amareladas e enrugadas. As plantas do tratamento sob estresse (10 dS m™)
possuiam altura menor do que aquelas do tratamento controle (1,7 dS m™)
(Figura 11).

10dS m™ 1,78 m?

Figura 11 - (a) Diferenca de porte para plantas de mesma idade submetidas 60
dias aos tratamentos (b) queima da brotacdo apical (c) folhas com bordas
amareladas, enrugamento e queima nas bordas e na ponteira.

As plantas expostas aos dois tratamentos durante 60 dias, apesar das
diferencas quanto a altura (Figura 11 a), apresentavam areas foliares médias
(m?) proximas (Tabela 2). Uma possivel explicagdo para a proximidade dos
valores de area foliar € o fato das plantas do tratamento estressado (10 dS m?)
apresentarem uma maior emissao de ramos laterais, enquanto as plantas do
tratamento controle mantiveram um crescimento vertical.
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Tabela 2 — Médias (+ epm) da area foliar média (AFM — m?2) das plantas
submetidas aos tratamentos, utilizadas para as avaliagoes de 60 dias.

Tratamentos AFM (m?) (x epm)
1,7dS m? 0,020 0,0036
10dS m* 0,017 0,0027

4.2 Experimento I. Estudo de respostas comportamentais de Diaphorina

citri a plantas de citros submetidas a niveis contrastantes de salinidade

4.2.1 Ensaios de livre escolha em casa de vegetacdo (15 e 20 dias apoés
exposicao a salinidade)

Nas plantas expostas a salinidade por 15 dias, ndo houve efeito da
interacdo entre tratamento e tempo de avaliacao (1, 18, 24, 42 e 48 horas) (F =
1,4885, gl = 49, p = 0,2261) sobre o numero de adultos de D. citri. Também né&o
foi constatada diferenca entre as avaliacdes realizadas (F = 0,6201, gl =49, p =
0,6511), contudo, o inseto mudou o comportamento em fungao dos tratamentos,
demonstrando né&o-preferéncia pelas plantas do tratamento estressado (F =
10,6571, gl = 49, p = 0,0024) (Figura 12).

_
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Salinidade (dS m™)

Figura 12- Média (x epm) do total do nimero de adultos (NA) de Diaphorina citri,
em plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino
(10 dS m™) para 15 dias.

[epm = erro padrao da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p<0,05)]

Na avaliagcdo do numero de insetos na face abaxial, verificou-se que nao
ocorreu interacao entre os fatores avaliados (F = 1,4937, g = 49, p = 0,2246), e
nenhum efeito do tempo de avaliagao (F = 1,5491, gl = 49, p = 0,2089), mas

efeito significativo dos tratamentos no comportamento do inseto (F = 10,2125 gl
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=49, p = 0,0029). Diaphorina citri demonstrou menor atratividade pelas plantas
do tratamento estressado (Figura 13 a).

Em relacdo a superficie adaxial, o comportamento do inseto nédo foi
afetado pelo tempo de avaliagdo (F = 0,92591 gl = 49, p = 0,4597) e estresse
salino (F = 1,28789, g = 49, p = 0,2639), nem pela interacédo tratamento x tempo
de avaliacdo (F = 0,35436, gl = 49, p = 0,8392) (Figura 13 b).

(a) Face abaxial, (NA abaxial planta™) (b) Face adaxial, (NA adaxial planta™')
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Figura 13 - Média (£ epm) do numero de adultos (NA) de Diaphorina citri, em
plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10
dS m) para 15 dias. (a) face abaxial (NA abaxial planta™), (b) face abaxial (NA
adaxial planta™?)

[epm = erro padrao da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p <0.05)]

Considerando a preferéncia e a distribuicdo dos insetos em diferentes
extratos da planta, ndo foi verificada interacdo entre tratamento e tempo de
avaliacdo para a parte apical (F = 0,7309, g = 49, p = 0,5768), média (F =
2,63014, gl =49, p = 0,0502) e basal (F = 0,3608, gl = 49, p = 0,8348).

O comportamento do inseto também nédo foi alterado pelo efeito das
avaliacdes, na preferéncia por qualquer parte da planta: apical (F = 0,7830, gl =
49, p = 0,5437), média (F = 0,53109, gl =49, p = 0,7136) e basal (F = 1,0270, gl
=49, p = 0,4066). Entretanto, houve efeito dos tratamentos na distribuicao de
insetos na parte apical (F = 8,4384, gl =49, p = 0,0062) e parte basal (F=5,0100,
gl =49, p = 0,0315), e comportamento indiferente na parte média (F = 2,28240,
gl = 49, p = 0,1396). As plantas estressadas atrairam menos insetos tanto na

posicdo apical da planta como na basal (Figura 14).
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(a) Parte apical (NA apical planta) (b) Parte média, (NA apical planta') (c) Parte basal, (NA apical planta™’)
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Figura 14 - Média (x epm) do numero de adultos (NA) de Diaphorina citri, em
plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10
dS m™) para 15 dias. (a) Parte apical (NA apical planta™); (b) Parte média, (NA
apical planta); (c) Parte basal, (NA apical planta™)

[epm = erro padrdo da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p <0,05)]

Para plantas aos 20 dias ap0s a imposicdo da salinidade, ndo houve
interacao entre tratamento e tempo de avaliacéo (1, 18, 24, 42 e 48 horas) sobre
0 numero de insetos atraidos (F = 0,423, gl = 49, p = 0,7910). No entanto, houve
efeito do tempo de avaliacdo (F = 5,610, gl = 49, p = 0,0013) e do tratamento
sobre o nimero de adultos de D. citri nas plantas (F = 91,046, gl = 49, p <0,0001).
A menor atratividade de insetos foi observada para as plantas do tratamento
estressado (Figura 15 a). Considerando o tempo de avaliacdo, a atratividade foi
menor para a primeira avaliacdo em comparacao com as demais (Figura 15 b).

(a) Total de insetos adultos, (NA planta), por (b) Total de insetos adultos, (NA planta™'), por avaliagéo
tratamento
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Figura 15 - Média (+ epm) do numero de adultos (NA) de Diaphorina citri, em
plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10
dS m?) para 20 dias (a) Total de insetos adultos, (NA plantal), por tratamento

(b) Total de insetos adultos, (NA planta™), por avaliagdo
[epm = erro padrao da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p <0.05)]
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Verificou-se, para a face abaxial da folha, que nao houve efeito
significativo da interagdo entre tratamento e tempo de avaliagdo sobre o niumero
de insetos (F = 0,746, gl = 49, p = 0,5671). Ja as analises dos fatores isolados
demonstraram que as médias dos tratamentos apresentaram diferenca
significativa (F = 90,195 gl = 49, p < 0,0001) (Figura 16 a) assim como houve
diferenga significativa para o numero de insetos nos tempos de avaliagdo
estudados (F = 8.749, gl = 49, p < 0,0001) (Figura 16 b).

Quanto ao numero de insetos adultos na face adaxial da folha, néo foi
constatado efeito significativo da interacdo entre o tratamento e o tempo de
avaliacdo sobre o numero de insetos (F = 0,8586, gl = 49, p = 0,4979).
Similarmente, ndo houve diferenca significativa quanto ao nimero de insetos
entre avaliacdes (F = 1,6548, gl = 49, p = 0,18189), assim como entre 0s
tratamentos (F = 3,5126, gl =49, p = 0,0690) (Figura 16 c).

(a) Face abaxial (NA abaxial planta™), por (b) Face abaxial (NA abaxial planta™), por avaliagdo (c) Face adaxial (NA adaxial planta™')
tratamento
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Figura 16 - Média (£ epm) do nimero de adultos (NA) de Diaphorina citri, em
plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10
dS m?) para 20 dias. (a) Face abaxial (NA abaxial planta™), por tratamento (b)
Face abaxial (NA abaxial planta), por avaliacio; (c) Face adaxial (NA adaxial

planta?)
[epm = erro padrdo da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p =0.05)]

Considerando o numero de insetos adultos na parte apical da planta, ndo
ocorreu efeito significativo da interacdo entre os tratamentos e os tempos de
avaliacdo (F = 0,843, gl = 49, p = 0,50713). J& os tratamentos diferiram
significativamente (F = 33,251, gl = 49, p = < 0,0001), enquanto que, para o
namero de insetos por tempo de avaliacdo, ndo houve efeito significativo (F =
0,724, gl = 49, p = 0,58130) (Figura 17 a).
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Na parte média da planta, ocorreu efeito significativo da interacdo entre
0s tratamentos e os tempos de avaliagdo sobre o niumero de insetos (F = 3,7577,
gl = 49, p = 0,011801). Também foi constatada diferenca significativa entre os
tratamentos (F = 16,2907, gl = 49, p = 0,000271) e entre os tempos de avaliacdo
(F=4,5683, gl =49, p =0,0044) (Figura 17 b). As diferencas entre os tratamentos
foram registradas nas avaliacdes realizadas 1 hora (F = 4,4053, gl = 49, p =
0,042) e 42 horas (F = 19,.4273, gl = 49, p < 0, 0001) ap6s a liberacdo dos
insetos. No geral ocorreu menor atratividade para as plantas estressadas. Ao
longo do tempo de avaliacdo a atratividade ndo mudou, mas se intensificou para
as plantas controle.

Com relagdo ao numero de insetos na parte basal da planta, ndo ocorreu
interacdo significativa entre os fatores analisados (F = 0,7060, gl = 49, p =
0,59306). Foi constatada diferenca significativa para os tempos de avaliacéo (F
=4,2278, gl =49, p = 0,00659), como também para os tratamentos (F = 12,4026,
gl =49, p=0,00118) (Figura 17 d). A menor atratividade ocorreu para as plantas
sob estresse salino, e esse comportamento do D. citri, manteve-se por todo o

tempo de avaliacao (Figura 17 e).
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(a) Parte apical (NA apical planta’) (b) Parte média, (NA apical planta™), por (c) Parte média, (NA apical planta'), (tratamento
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Figura 17 - Média (x epm) do nimero de adultos (NA) de Diaphorina citri, em
plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10
dS m™) para 15 dias. (a) Parte apical (NA apical planta); (b) Parte média, (NA
apical planta), por tratamento; (c) Parte média, (NA apical planta?), (tratamento
x avaliagdo); (d) Parte basal, (NA apical planta-1), por tratamento; (e) Parte

basal, (NA apical planta-1), por avaliacdo
[epm = erro padrdo da média; para as médias seguidas de mesma letra, mintsculas ndo diferem
entre tratamentos e mailsculas nao diferem entre avaliacdes, pelo teste de Tukey (p < 0.05)]

Quanto ao sexo dos adultos de D. citri recuperados em plantas expostas
por 15 e 20 dias as duas concentracdes salinas, verificou-se que ndao houve
diferenca significativa entre os tratamentos (F = 1,5978, gl = 19, p = 0,2379) para
a atratividade dos machos, o que demonstra que os machos séo atraidos pela
planta independentemente delas estarem estressadas ou nao.

Por outro lado, houve efeito significativo dos tratamentos (F = 7,4035, gl
=19, p = 0,0236) sobre a atratividade para as fémeas, as quais foram menos

atraidas pelo tratamento sob estresse (Figura 18).
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Figura 18 - Média (+ epm) de machos e fémeas de Diaphorina citri para plantas
de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10 dS m™)
por 15 e 20 dias.

[epm = erro padrdo da média; médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey
(p <0.05)]

4.2.2 Ensaio de livre escolha em laboratério (60 dias apds exposicao a
salinidade)

Para as avali¢cOes realizadas no intervalo de 5 a 55 minutos, n&o ocorreu
efeito significativo da interacéo entre os fatores (tratamento e tempo) (F = 0,797,
gl = 109, p = 0,6316). Entretanto, registrou-se diferenca para os efeitos simples,
tanto para tratamento (F = 105,531, gl = 109, p <0,0001), como para o tempo de
avaliacdo (F = 2,562, gl = 109, p = 0,0094). As plantas sob estresse salino,
apresentaram menor atratividade para D. citri. Esse resultado mostra como o D.
citri se comporta, ao longo da primeira hora de contato com os tratamentos,
apesar de ndo explicar sozinho a real escolha do inseto, por ser um periodo curto
de tempo, ele mostra no entanto, que a tendéncia de escolha de D. citri é de néo
atratividade para as plantas sob estresse (Figura 19 a, 19 b).

As avaliacdes realizadas para o periodo subsequente até o final do
experimento (1 hora a 42 horas ap0s a liberacdo dos insetos) evidenciam que
nao ocorreu efeito significativo da interagéo (F = 0,735, gl = 39, p = 0,5402) para
os fatores (tratamento e tempo de avaliacdo) assim como para o efeito simples
do tempo de avaliagdo (F = 0,857, gl = 39, p = 0,4750). Observou-se efeito
significativo do tratamento (F = 33,236, gl = 39, p <0,0001), sendo que o0s insetos
apresentaram comportamento anteriormente relatado de ndo-preferéncia pelas

plantas estressadas (Figura 19 c).
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(a) Regressédo para o nimero de insetos (NA planta®)no  (b) Nimero de insetos adultos, (NA planta-1) (5 & 55 minutos)
tempo (5 & 55 minutos) e desvio padrao dos tratamentos no tempo
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Figura 19 - Média (x epm) namero de insetos adultos (NA) de Diaphorina citri,
para plantas de limoeiro ‘Cravo’, sem estresse salino (1,7 dS m™) e sob estresse
salino (10 dS m™) (a) Regressdo para o nimero de insetos (NA planta?) no
tempo (5 a 55 minutos); (b) Nimero de insetos adultos, (NA planta™) (5 a 55
minutos) e desvio padrao dos tratamentos no tempo (c) Total de insetos adultos
(NA planta?)

[epm = erro padréo da média; médias seguidas de mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey
(p <0.05)]

4.3 Experimento Il. Preferéncia para oviposicdo de Diaphorina citri em
plantas de citros mantidas a niveis contrastantes de salinidade

Para o ensaio realizado em casa de vegetacdo verificou-se efeito
significativo dos tratamentos sobre o numero de ovos (F = 55, gl =9, p =
0,001953) e de ninfas (F =55, gl =9, p = 0.0059) (Figura 20 a, c).

Também foram obtidos efeitos dos tratamentos sobre o nimero de ovos
(F = 136, gl =9, p = 0,0005) e sobre o numero de ninfas (F =120,gl=9,p =

0,0008) para o ensaio realizado em laboratério (Figura 20 b, d).
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As menores médias para o numero de ovos e de ninfas foram obtidas para
as plantas do tratamento estressado, tanto para o teste em casa de vegetacao,
como para o teste em laboratorio.

(a) em casa de vegetaclo para 20 dias  (b) em laboratério para 60 dias (c) em casa de vegetacdo para 20 dias (d) em laboratério para 20 dias
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Figura 20 - Média (£ epm) do namero de ovos, para plantas de limoeiro ‘Cravo’,
sem estresse salino (1,7 dS m™) e sob estresse salino (10 dS m™?) (a) em casa
de vegetacao para 20 dias (b) em laboratoério para 60 dias; Médias (+ epm) do
namero de ninfas de Diaphorina citri por planta (c) em casa de vegetacao para

20 dias, (d) em laboratério para 20 dias
[epm = erro padrdo da média; Asterisco (**) significa diferenca estatistica significativa (p < 0.05,
teste de Wilcoxon)].

4.4 Experimento lll. Atratividade de Diaphorina citri a volateis de plantas de
citros mantidas a niveis contrastantes de salinidade

No ensaio com insetos virgens, ndo houve diferenca significativa (t =
0,64904, gl =19, p=0,738) para o tempo de residéncia e também para o nimero
de entradas por tratamento (t = -0.20346, gl = 19, p = 0.4205) (Figura 21 a, 21 b)

Resultado similar foi encontrado no ensaio com insetos sem “status” de
acasalamento, visto que as médias dos tratamentos para o tempo de residéncia
(t=0,91344, gl = 19, p = 0,8138) e para numero de entradas por tratamento (t =
-1,0966, gl = 19, p = 0,1433) nao diferiram estatisticamente (Figura 21 c, 21 d).

Desta forma, os resultados evidenciam que insetos virgens e insetos sem
“status” de acasalamento, entraram e permaneceram o mesmo periodo de

tempo, em bracos contendo os volateis de ambos os tratamentos.
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(a) Tempo de residéncia, para (b) Numero de entradas, para (c) Tempo de residéncia, para (d) Nimero de entradas, para
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Figura 21 - Média (+ epm) do tempo de residéncia e nimero de entradas de
fémeas de Diaphorina citri em resposta a substancias volateis de plantas de
lim&o 'Cravo' sem estresse (1.7 dSm™) e plantas expostas a estresse salino (10
dSm) por 60 dias (a) Tempo de residéncia (b) e nimero de entradas, para
insetos virgens, 4-7 dias de idade apds emergéncia;(c) tempo de residéncia (d)
namero de entradas para insetos de "campo" (sem idade e status de

acasalamento determinado).
[epm = erro padrdo da média; Asterisco (**) significa diferencga estatistica significativa (p < 0.05,
teste t)].

O comportamento de primeira escolha mostrou que 40% dos insetos
virgens preferiram as plantas do tratamento estressado, e 60% dos insetos o
tratamento controle. Insetos sem “status” de acasalamento, apresentaram maior
preferéncia para o tratamento controle (55%) e menor para o tratamento
estressado (45%) (Figura 22).

(a) insetos virgens, 4-7 dias de idade apos a (b) insetos do "campo” (sem idade e status de
emergéncia acasalamento determinado).
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Figura 22 — NUmeros e respectivas percentagens de acordo com a primeira
escolha das fémeas Diaphorina citri em resposta a volateis de plantas de liméao
'Cravo' sem estresse (1,7 dSm™) e plantas expostas a estresse salino (10 dSm"
1) por 60 dias. (a) insetos virgens, 4-7 dias de idade apdés a emergéncia; (b)
insetos do "campo” (sem idade e status de acasalamento determinado).
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5 DISCUSSOES

As plantas citricas submetidas ao tratamento de salinidade ja
apresentaram diferentes respostas fisiolégicas 15 dias apdés a imposi¢cdo do
estresse salino (Figura 10), o que permitiu a conducdo dos experimentos, uma
vez que as plantas mantidas a 10 dS m™ responderam como plantas
estressadas.

Na literatura existem muitos estudos cientificos envolvendo salinidade e
citros (Syvertsen e Kriedemann, 1987; Bafuls et al., 1997; Levy et al., 1999;
Allario et al., 2008; Brumos et al., 2009; Syvertsen e Melgar, 2010; Syvestsen e
Garcia-Sanchez, 2014). A influéncia da salinidade nas trocas gasosas (Figura
10) corroborou esses estudos. A reducdo da condutancia estomética seguida de
baixa difusdo de CO:2 e fotossintese liquida tem sido citada como efeitos
primarios da salinidade (Hussain et al., 2012), afetando negativamente o
crescimento da planta.

A toxicidade dos ions (CI e/ou Na*) acumulados nos tecidos vegetais esta
bastante associado ao estresse salino em citros, mais do que o estresse
osmotico (Bafiuls e Primo-Millo, 1992; Melgar er al., 2008). Para Perez-Perez et
al. (2007), o auto acimulo de folha CI" e Na* reduz o potencial osmético foliar,
permitindo que as folhas de citros reduzam o potencial de 4gua na folha, sem
alterar o seu potencial de turgor e desta forma evitando a desidratacdo das
folhas.

As plantas expostas ao estresse salino por 60 dias apresentaram maior
carbono interno (ci) (Figura 10 c). Machado et. al. (2005) sugerem que 0 aumento
da concentracdo interna de carbono é cocomitante a ocorréncia de baixo
potencial hidrico foliar. Esse resultado pode indicar uma limitacdo nao
estomética devido, dentre outras causas, a danos em aparelhos fotossintéticos
que afetam a eficiéncia de carboxilacdo (Everard et al., 1994).

Plantas com 15 dias de exposi¢ao ao estresse salino apresentaram maior
eficiéncia do uso da agua (EUA), e aos 60 dias houve redugéo de EUA (Figura
10 d). Para Taiz e Zager (2009), um menor consumo de agua influi em menor
absorcdo de ions toxicos, pela capacidade de exclusdo desses ions, pelo
sistema radicular. A diminuicdo da EUA indica que as atividades fisiologicas
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podem ter sofrido danos decorrentes do estresse salino (Silva et al., 2014). Tais
resultados corroboram com Cruz et al. (2003), os quais verificaram que plantas
de limoeiro ‘Cravo’ sob estresse salino diminuem a agua transpirada, por
tenderem a fechar seus estdmatos, contribuindo assim para reduzir a absorcéo
e transporte de Na* e CI no interior da planta.

A temperatura foliar foi maior para as plantas que estavam sob estresse
salino devido possivelmente ao maior controle estomético nessas plantas (Figura
10). Esses resultados estdo de acordo com Cruz et al. (2003) que constataram
ao avaliarem quatro concentracdes de NacCl (0, 20, 40 e 80 mM), durante 42 dias,
em plantas de limoeiro ‘Cravo’.

No tratamento sob estresse, a maior temperatura foliar e o menor valor de
gs (Figura 10) resultam do decréscimo demonstram que, ao ocorrer 0
fechamento estomatico e decréscimo de E, ocorre aumento na temperatura
foliar, como resultado do decréscimo da troca de calor latente pela superficie da
folha (Tanner, 1960).

As respostas fisioldgicas apresentadas pelas plantas de limoeiro ‘Cravo’
asseguraram o controle das condicGes de estresse as quais os insetos foram
expostos, garantindo que as alteracBes fisiologicas pudessem afetar o
comportamento de D. citri. Corroborando com Eichele-Nelson et. al.; (2017), ao
estudarem como a salinidade do solo afeta o acaro de teia (Tetranychus urticae
Koch) ao se alimentarem de plantas de milho (Zea mays L.) e de soja (Glycine
max L.), que constataram um efeito como a salinidade pode influenciar
diretamente as culturas e indiretamente os herbivoros, neste caso, a salinidade
demonstrou um efeito positivo para os acaros.

As respostas comportamentais de D. citri mostram que, nitidamente,
ocorreu nao-preferéncia pelas plantas do tratamento estressado (Figura 12, 15
e 19). Essa menor atratividade do inseto pelas plantas sob estresse salino
demonstra que a salinidade influenciou o0 comportamento de sele¢do hospedeira
de D. citri. Resultados semelhantes foram observados por Aucejo-Romero;
Gbomez-Cadenas e Jacas-Miret (2004) ao investigaram o efeito da salinidade em
plantas de tangerinas e sua influéncia no crescimento populacional de T. urticae,
observaram que as altas concentragfes de sal diminuiram a populacdo de T.

urticae.
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Considerando o periodo de avaliacbes no experimento 1, é razoavel
afirmar que um periodo de 24 h seria suficiente para determinar a preferéncia do
hospedeiro em relagdo as plantas estressadas e nao estressadas. As respostas
S0 se tornaram mais intensas ao longo do tempo, mas ndo mudaram.

Como a maioria dos adultos de D. citri estavam pousados nas folhas em
um angulo de cerca de 40° (Tsaiu e Liu, 2000), assumiu-se que eles estavam se
alimentando do substrato (Ammar et al., 2013). Portanto, uma néo preferéncia
para alimentacdo e/ou abrigo pode estar associada as plantas estressadas, que
denota a ocorréncia da ocorréncia de um mecanismo de antixenose.

As respostas de machos e fémeas foram diferentes entre tratamentos. As
fémeas apresentam melhor resposta aos estimulos, sendo menos atraidas pelas
plantas sob estresse salino (Figura 18). Deste modo, a escolha das fémeas esta
associada as plantas que possuem as melhores condicbes como hospedeiras,
enquanto os machos séo indiferentes, sendo atraidos pelo feroménio liberado
pelas fémeas (Wenninger e Hall, 2007; Gharaei et al., 2014; Stockton et al.,
2016). Semelhantemente Horton e Landolt (2007), ao testarem a atracdo de
machos de Cacopsylla pyricola (Forster) (Homoptera: Psyllidae), por péra
demonstraram que os machos sao motivados devido aos efeitos da infestagéao
por fémeas.

As respostas de fémeas e machos observadas no presente trabalho
corroboram com o estudo de Stockton et al. (2016), visto que esses autores
constataram que as fémeas foram capazes de discernir estimulos, quando
apresentados em conjunto e apresentados individualmente, bem como, preferir
o estimulo olfativo em detrimento do visual, enquanto os machos foram
indiferentes.

Em relagdo a superficie da folha, a maioria dos insetos preferiu a
superficie abaxial, corroborando Tsai e Liu (2000) e Yang et al. (2013) (Figura
13 a, 16 a) de plantas controle. Assim, foi possivel discriminar o efeito dos
tratamentos com base apenas no numero de insetos encontrados na superficie
abaxial das folhas de plantas expostas a salinidade por 15 dias e 20 dias.

Alguns estudos, porém, determinaram que a superficie adaxial é preferida
sobre a superficie abaxial para a alimentacdo de adultos de D. citri em laranja
doce C. sinensis (Ammar et al., 2013; George et al., 2017). Apesar de outros

fatores, como a temperatura da lamina, a incidéncia de luz também
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desempenhar um papel na selecdo do hospedeiro, aparentemente a preferéncia
pela superficie abaxial ou adaxial depende das caracteristicas anatdmicas da
folha, que variam de acordo com o gendétipo. Assim, a alimentacdo na superficie
abaxial foi mais frequente do que na adaxial para a murta (Murraya exotica L.),
a laranja trifoliada (C. trifoliata L.), o lim&o [C. limon (L.) Osbeck] e o wampi
[Clausena lansium (Lour.) Skeels]. Por outro lado, a alimentacdo na superficie
adaxial prevaleceu em laranja azeda (C. aurantium L.) (Yang et al., 2013).

A preferéncia de insetos também foi maior para plantas do tratamento
controle, quando D. citri ocorreu na parte basal e apical da planta, em ambos os
ensaios [15 dias (Figura 14 a, 14 c) e 20 dias (Figura 17 a, 17 c)] ap6s exposicao
a salinidade.

O maior numero de adultos de D. citri na parte apical da planta é explicado
pelo comportamento de alimentacao e oviposicdo de D. citri e esta diretamente
relacionado a presenca de brotos jovens, corroborando com os estudos
realizados por Tsai et al. (2002), Yang et al. (2006), Patt e Sétamou (2010), Zhao
et al. (2013), Sétamou e Bartels (2015). Sétamou et al. (2017) evidenciaram a
preferéncia dos insetos por folhas e brotacfes jovens, por estas oferecerem
menor resisténcia a penetracdo, visto que o tecido é menos lignificado do que
em folhas maduras, e também devido a melhor qualidade nutricional
encontradas em folhas e brotacdes jovens.

Esses resultados associados a distribuicdo de insetos na planta também
podem estar associados ao comportamento de oviposicdo, uma vez que houve
maior nimero de adultos em plantas controle, em condi¢des de livre escolha e
na parte apical da planta, local preferido para a colocacéo de ovos nessa espécie
(Tsai e Liu, 2000, Ammar et al., 2013). Essa hipotese é confirmada nos ensaios
realizados sem chance de escolha, visto que mais ovos e ninfas foram
observados também para as plantas nao estressadas (Figura 20). Uma vez que,
0 numero de adultos introduzidos foi similar para ambas as condi¢ées, pode-se
inferir que ocorre efeito antixendtico para oviposicdo de D. citri exercido por
plantas estressadas.

Os resultados para atratividade de acordo com sexo, para 0s quais as
fémeas foram mais sensiveis aos tratamentos e foram capazes de discernir entre
plantas controle e sob estresse (Figura 18), também corroboram a preferéncia

dos insetos para oviposi¢cao nas plantas nédo estressadas (figura 20).
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A oviposicdo em plantas nao estressadas, em condi¢des de laboratorio e
casa de vegetacdo (Figura 20 a e 20 c), foi maior do que a verificada para as
plantas estressadas (Figura 20 a e 20 c), confirmando os resultados discutidos
por Wang et al. (2015). Os autores estudaram o efeito do estresse salino (50,
100, 150, 200 mM) na producdo de metabdlitos secundarios em plantas de
algodao, e como isso poderia afetar o comportamento de Acththosiphon
gossypii, discernindo que, a oviposicdo era maior em plantas ndo estressadas
do que em estressadas.

Como consequéncia da taxa reduzida de oviposicéo, observou-se menor
namero de ninfas em plantas estressadas, para condi¢des de laboratorio (Figura
20 b) e casa de vegetacao (Figura 20 d). A viabilidade do ovo, foi maior para
plantas controle (65,85% em casa de vegetacdo e 78,26%, em condi¢cdes de
laboratorio) e menor para plantas estressadas (19,47% em casa de vegetacéao e
53,66% em condic¢des de laboratorio). Aparentemente, ndo houve diferenca para
as plantas do tratamento controle.

Conforme informado anteriormente, observou-se uma alta mortalidade
ninfal. Como isso também ocorreu para plantas de controle, ndo se pode
associar esse fato a qualidade do alimento e, portanto, com um efeito antibiotico.
Em vez disso supbe-se que deva estar relacionado ao estagio de
desenvolvimento das brotacdes. Cifuentes-Arenas et al. (2018) afirmaram que a
sobrevivéncia ninfal é afetada pelo estagio de desenvolvimento das brotacdes,
verificando, ao dividir uma planta de citros (Citrus sinensis (L.) Osbeck.), em
cinco estagios: emergéncia (V1), desenvolvimento (V2 e V3), maturacdo (V4 e
V5), e dorméncia (V6), que o estagio V5 (“folhas totalmente expandidas, cor
amarelo-verde claro, endurecimento gradual de cima para baixo, e clorose e/ou
abscisao da ponta da brotagéo”), ndo era adequado para o desenvolvimento de
ninfas.

As respostas de D. citri aos volateis ndo diferiu entre plantas controle e
plantas estressadas (Figura 21), apesar de diferirem nos experimentos de livre
escolha e oviposicao, inferi-se com isso, que o comportamento de sele¢cédo da
planta hospedeira € uma resposta a sinais quimicos, em conjunto com 0s
estimulos visuais, corroborando Weninger e Hall (2007); Patt e Sétamou (2010);
Stockton et al. (2016); Sule et al. (2012).
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Outro ponto importante que explica os resultados obtidos para os ensaios
de olfatometria (Figura 21) séo elucidados por Ballhorn e Kautz (2013) os quais
compararam experimento de olfatometro e de livre escolha para alimentagao, na
resposta comportamental de insetos, como os besouros. Eles demonstraram que
a escolha real dos insetos dependia de pistas defensivas de curta distancia, que
ndo se correlacionavam com o0s sinais volateis emitidos pelas plantas,
concluindo assim, que as decisdes olfativas néo refletem a escolha real da
alimentacao.

Portanto, como detectou-se uma nédo-preferéncia para alimentacéo e/ou
abrigo (teste de livre escolha) e para oviposicéo (teste de n&o escolha) (Figura
12, 16, 19, 20), e uma resposta ndo significativa aos volateis de ambos o0s
tratamentos quando avaliados o tempo de residéncia e o nimero de entradas
(Fig. 21), a selegcédo de D. citri para hospedeiro, pode ser associada mais a
estimulos visuais do que aos quimicos, corroborando Wenninger; Stelinksi e Hall
(2009); Segundo esses autores, as escolhas de D. citri sdo aumentadas por
estimulos visuais e, por isso, um componente importante desse comportamento
€ a cor dos brotos jovens.

A alimentacao e a oviposi¢do dos herbivoros podem induzir a defesa da
planta, incluindo a emisséo de volateis induzidos por herbivoros (HIPVs), que
foram propostos como foco novo para resisténcia a praga e biocontrole
(Stenberg et al., 2015; Hijaz et al., 2013; Lin et al., 2016; Martini et al., 2017).
N&o avaliamos o efeito dos volateis da planta induzidos por alimentacdo e/ou
oviposicao (HIPVs) combinados com o estresse salino, porém, como discutido
por Stenberg et al. (2015), uma vez que avaliamos o niumero de adultos em
diferentes periodos de avaliacdo e, portanto, os insetos permaneceram dentro
da gaiola para todo o periodo (42 a 48 h), é razoavel pensar sobre o efeito da
alimentacao de insetos ou oviposicao no perfil de volateis emitido pelas plantas
(HIPV).
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5 CONCLUSOES
Diaphorina citri apresenta menor atratividade pelas plantas do tratamento
sob estresse salino (10 dS m™);
As plantas néo estressadas sao preferidas por D. citri para oviposi¢ao;
Selecdo da planta hospedeira ndo é feita com base nos volateis das
plantas estressadas e nao estressadas;
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