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RESUMO

Caracterizacdo da movimentacgdo de psilideos (Hemiptera: Psylloidea) no contexto da
disseminacéo primaria do Huanglongbing dos citros

O Huanglongbing (HLB) é a na doen¢a mais limitante para a producao
de citros no mundo na atualidade. A alta capacidade de disseminacdo das bactérias
associadas ao HLB pode estar associada com a movimentacdo do psilideo vetor,
Diaphorina citri, ndo apenas entre pomares vizinhos, mas também a longas
distancias. A analise de comportamento de dispersao em populacGes de D. citri e
outras espécies de Psylloidea foi abordada mediante 0 monitoramento espago-
temporal de populacdes de psilideos em diferentes alturas e em planta. O
monitoramento foi realizado em dois contextos da disseminacdo priméaria do
HLB, sendo areas circunvizinhas de pomares comerciais de citros com manejo
convencional no Estado de So Paulo. O monitoramento em alturas foi realizado
por meio de armadilhas adesivas amarelas alocadas em duas alturas (2,5 e 7,5 m)
e armadilha de sucgdo estacionaria. Nos pontos monitorados foram selecionadas
plantas hospedeiras de D. citri, amostradas quinzenalmente por meio de rede de
varredura e armadilha de suc¢do portétil. Nos dois contextos foi encontrada
correlacdo positiva entre abundancia das espécies de psilideos em relacdo as
alturas e as épocas de monitoramento. No contexto de “plantas de fundo de
quintal” coletaram-se 48.8% de psilideos a 2,5 m e 51.2% a 7,5 m. No contexto de
“pomares com manejo deficiente” foi encontrado 48.4% dos individuos a 2,5 m e
51.6% a 7,5 m. Foram coletados 148.802 espécimes de psilideos por meio de
armadilhas adesivas amarelas, pertencentes a 6 familias e 24 géneros, sendo que
as espécies mais frequentes e constantes foram Heteropsylla sp., Isogonoceraia
divergipennis, Mitrapsylla spp., Glycaspis brimblecombei e Trioza sp. No
contexto de “plantas de fundo de quintal” a frequéncia de D. citri em alturas foi
1.5% e em planta foi 70.3%. No contexto de pomares com manejo deficiente, a
frequéncia de D. citri em alturas foi 0.11% e em planta foi 81.8%. A maior
densidade de psilideos (incluindo D. citri) ocorreu do final do inverno até o
comeco do verdo, sendo particularmente concentrada na primavera em ambos os
contextos tanto nas &reas circunvizinhas como na borda dos pomares comerciais
de citros. CLas foi detectada em 40% dos individuos de D. citri encontrados a 7,5
m e em 63.3% dos individuos coletados em plantas citricas. A deteccdo de CLas
foi negativa para as outras espécies de Psylloidea coletadas em altura e em plantas
hospedeiras de D. citri. A correlacdo positiva entre psilideos coletados a 2,5 m e
7,5 m evidencia possiveis movimentos de ascensdo vertical nas camadas
atmosféricas. A coleta de psilideos a alturas superiores a da copa de plantas
citricas (como 7,5 m) evidencia possiveis movimentos de longa distancia,
sugerindo que os insetos estejam sendo transportados pelo vento. A anélise da
ocorréncia espaco-temporal de Psylloidea em armadilhas adesivas pode auxiliar
na previsdo de movimentos a curta e longa distancia de D. citri.

Palavras-chave: Huanglongbing; Psylloidea; Ascensdo vertical, Métodos de
amostragem
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Characterization of the movement of psyllids (Hemiptera: Psylloidea) in the context of

ABSTRACT

the primary spread of Citrus Huanglongbing

Huanglongbing (HLB) is the most limiting disease for the production of
Citrus in the world today. The high dissemination capacity of the HLB-associated
bacteria may be associated with the movement of the psyllid vector, Diaphorina
citri, not only between neighboring groves, but also at long distances. The
dispersion behavior analysis in populations of D. citri and other species of
Psylloidea was approached through the spatio-temporal analysis of psyllid
populations at different heights and plants. The monitoring was carried out in two
contexts of the primary spread of HLB, in areas surrounding commercially
managed groves in the State of Sdo Paulo. Monitoring at heights was performed
using yellow sticky traps allocated at two heights (2.5 and 7.5 m) and a stationery
suction-trap. At the monitored points, host plants of D. citri were sampled
biweekly by means of a sweep net and a portable suction device. In both contexts
a positive correlation was found between the abundance of the species of psyllids
in relation to the heights and the seasons of monitoring. In the context of backyard
plants, 48.8% of the psyllids were collected at 2.5 m and 51.2% at 7.5m. In the
context of poor management groves, 48.4% of the individuals were found at 2.5 m
and 51.6% at 7.5 m. A total of 148,802 specimens of psyllids were collected using
yellow sticky traps belonging to 6 families and 24 genera. The most frequent and
constant species were Heteropsylla sp., Isogonoceraia divergipennis, Mitrapsylla
spp., Glycaspis brimblecombei and Trioza sp. In the context of backyard plants
the frequency of D. citri at the two sampling heights was 1.5% and on plants was
70.3%. In the context of poor management groves, the frequency of D. citri at the
two heights was 0.11% and in plant was 81.8%. The highest density of psyllids
occurred from late winter to early summer, but particularly concentrated in the
spring in both contexts. Similarly, D. citri showed a population peak in the
spring, both in the surrounding areas and on the edge of commercially managed
Citrus groves. CLas was detected in 40% of the D. citri individuals found at 7.5 m
and in 63.3% of the individuals collected on Citrus plants. The detection of CLas
was negative for the other species of Psylloidea collected by yellow sticky traps
and on host plants of D. citri. The positive correlation between psyllids collected
at 25 m and 7.5 m shows possible vertical ascending movements in the
atmospheric layers. The collection of psyllids at heights higher than the canopy of
Citrus plants (e.g. 7.5 m) shows possible long distance movements, suggesting
that the insects are being carried by the wind. The spatio-temporal analysis of
Psylloidea in yellow sticky traps may aid in the prediction of short and long
distance movements of D. citri.

Keywords: Huanglongbing; Psylloidea; Vertical ascent; Aerial sampling
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1. INTRODUCAO

O Huanglongbing (HLB ou Greening) é a doenca mais importante da citricultura nas
Ameéricas nos ultimos anos (Santivafiez et al., 2013). No século passado a doenca destruiu
quase 100 milhdes de arvores de citros na Asia e na Africa, mas no inicio do século XXI
tornou-se a principal ameaca para o futuro da industria mundial de citricos (Bové, 2006;
Bergamin-Filho et al., 2016). Na Florida, estima-se que entre 90% e 95% das arvores ja estao
infectadas (Duarte, 2017) e no Estado de S&o Paulo, Brasil, 42,6 milhdes de arvores citricas
foram erradicadas entre 2005 e 2015, de acordo com relatérios da Coordenadoria de Defesa
Agropecuaria (CDA, 2016).

Os prejuizos econdmicos ocasionados pelo HLB séo principalmente devidos a perda
de produtividade e eliminacdo de plantas sintomaticas. Embora a eliminacdo de plantas
sintomaéticas seja necessaria, o diagnostico do HLB a partir de sintomas € dificil, pois pode ser
confundido com outros agentes além de existir um extenso periodo de incubacéo da bactéria
na planta, entre 6 a 12 meses a partir da inoculacdo (Coletta-Filho et al., 2014). Porém,
existem relatos de periodos de incubacdo superiores a um ano (Zhao, 1981; Aubert, 1987,
Yamamoto et al., 2006). Apesar disso, alguns sintomas sdo caracteristicos de acordo com
Gottwald et al. (2007); por exemplo, a planta infectada geralmente desenvolve um o mais
brotos amarelos e pode mostrar aparéncia setorizada de forma que alguns ramos podem ser
assintométicos (McClean & Schwarz, 1970), talvez devido a infeccéo sistémica incompleta ou
por diferentes concentracfes de bactéria na planta hospedeira (Zhang, 1981; Aubert, 1992).
Nas folhas, é evidente a coloracdo irregular de verde e amarelo (mosqueado), sendo
assimétrica tanto abaxial como adaxialmente (Bove, 2006). As folhas podem também
apresentar textura mais grossa com nervuras maiores e em etapas avangadas da doenca podem
aparecer sintomas de deficiéncia de zinco, com posterior queda da folha e morte do ramo
(Gottwald et al., 2007). Os frutos das plantas com HLB s&o pequenos, assimétricos, com eixo
central deslocado, apresentam alteracdes nos padrdes de cor (inversdo da coloracdo) e aborto
de sementes (Bové, 2006; Gottwald et al., 2007).

No Brasil, desde o primeiro relato do HLB em 2004 (Colleta-Filho et al., 2004) as
estratégias de manejo tém evoluido. Inicialmente o manejo foi direcionado a utilizacdo de
técnicas de manejo local para o controle da populacdo do vetor (principalmente por meio de
inseticidas quimicos) evoluindo para a implementacdo do controle regional. O controle do
vetor na escala local é de eficacia limitada ja que consegue reduzir a populacéo do inseto mas

ndo a incidéncia da doenca na mesma proporcdo, o que ja foi demonstrado em éareas de
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producéo de citros no Brasil e Vietna (Gatineau et al., 2010; Bassanezi et al., 2013a,b). 1sso
pode ser devido ao fato de que a transmissdo da bactéria poder ocorrer antes dos psilideos
serem mortos, resultando em insucesso no combate da disseminacdo primaria (Bergamin-
Filho et al., 2016).

O HLB estd associado com agentes causais de diferentes espécies de a-
proteobactérias baciliformes do género ‘Candidatus Liberibacter’, sendo conhecidas na
atualidade trés espécies, ‘Candidatus Liberibacter africanus’ (CLaf), ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus’ (CLas) e ‘Candidatus Liberibacter americanus’ (CLam), todas restritas ao floema
(Bové, 2006; Boveé et al., 2008). As trés espécies apresentam distribuicdes geograficas
distintas, o que esta associado a diferentes fatores, relacionados com o inseto vetor, condi¢des
climaticas, entre outros (Haapalainen, 2014). Por exemplo, CLaf estd presente em
aproximadamente 17 paises da Africa e na Asia foi reportada na Arabia Saudita e 1émen,
enquanto que CLas apresenta maior distribuicdo intercontinental, reportada em 21 paises nas
Américas, aproximadamente 20 paises da Asia, nas llhas Mauricio, na llha da Reunido e na
Etiopia na Africa, e em Papua Nova Guiné na Oceania. No entanto, a espécie CLam é restrita
ao Brasil (EPPO, 2018), embora exista um relato isolado de detec¢do de CLam em adultos de
D. citri nas areas de Ouachitas em Arkansas e Oklahoma e em Appalachians na Georgia e
Alabama, nos EUA (Nelson et al., 2013).

No Brasil CLas é a espécie prevalente, com incidéncia muito maior que CLam
(Teixeira et al., 2010), sendo as duas espécies transmitidas pelo psilideo-asiatico-dos-citros
Diaphorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera: Liviidae), o Unico vetor relatado no Brasil
(Teixeira et al.,, 2005a). Ja CLaf € transmitida pelo psilideo-africano-dos-citros Trioza
erytreae (Del Guercio, 1918) (Hemiptera: Triozidae), que além de estar na Africa foi relatado
também na Europa (Portugal e Espanha) (Cocuzza et al., 2016) e na Asia (Iémen e Arabia
Saudita) (Boveé, 1986). Essas informacdes sdo importantes pelo risco que poderia representar
a dispersdo desses vetores a outras regides; somando se a isso a capacidade de T. erytreae de
transmitir CLas e de D. citri transmitir CLaf (Capoor et al., 1967; Martinez & Wallace, 1967,
Massonié et al., 1976; Lallemand et al.,1986; Nadarasah & Stavrinides, 2011). Além disso, a
bactéria foi detectada em outras espécies de psilideos em hospedeiros citricos: por exemplo,
Cen et al. (2012a) detectaram CLas em imaturos de Cacopsylla citrisuga (Yang & Li, 1984)
(Hemiptera: Psyllidae) em plantas de Citrus limon L. na China. Enquanto que, Donovan et al.
(2012) detectaram CLas em individuos de Diaphorina communis (Mathur, 1975) (Hemiptera:
Liviidae) no Butéo, sul da Asia. Ndo obstante, em nenhum dos dois casos, onde foi detectada

a bactéria no vetor, foi testada a capacidade de transmissdo desses insetos.
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A dindmica bioldgica e epidemioldgica do HLB é complexa. A interacdo bactéria-
vetor é do tipo persistente propagativa (Inoue et al., 2009; Ammar et al., 2011a,b; Canale et
al. 2017). No caso de adultos de D. citri, a aquisi¢do da bactéria a partir do acesso a planta
infectada pode ocorrer entre 15 a 30 min (Capoor et al., 1967) ou minimo 5 horas (Xu et al.,
1988). Mas também pode ser adquirida por imaturos de terceiro, quarto e quinto instar por
meio da alimentacdo, podendo ser transmitida a outras plantas posterior a emergéncia do
adulto (Capoor et al., 1974; Xu et al.,1988; Canale et al., 2017). Apds a aquisicdo, a
colonizagdo sistémica transcorre no canal alimentar, cadmara filtro, tabulos de Malpighi,
hemolinfa, musculos, tecidos graxos, ovarios e glandulas salivares (Raychaudhuri et al., 1972;
Ammar et al., 2011a,b). A multiplicacdo de CLas foi identificada inicialmente devido a maior
concentracdo da bactéria em imaturos de quinto instar e adultos do que nos primeiros estadios
dos imaturos (Hung et al., 2004). Posteriormente, Inoue et al. (2009) encontraram maior
concentracdo de CLas em D. citri ap6s varios dias da aquisicdo. Recentemente, Gill et al.
(2016) elucidaram que ClLas se multiplica na hemolinfa de D. citri, sendo inoculada
posteriormente a outras plantas via saliva (Hibino et al., 1971; Chen et al., 1973; Hung et al.,
2004).

Epidemiologicamente, o HLB é uma doenca policiclica com disseminagdo primaria
continua (Bergamin-Filho et al., 2016), indicando que a fonte de inoculo que causa as
infeccBes € produzida durante a epidemia e ndo precisa indculo primério de fontes externas
(doenca policiclica), embora ocorra continuamente um processo no qual a infec¢do é causada
a partir de um inoculo primario externo (disseminacdo primaria) (Butt & Royle, 1980;
Bergamin-Filho et al., 2016). A disseminagdo primaria continua é justamente a caracteristica
da doenca que representa maiores limitagdes no manejo, ja que convergem varios fatores que
condicionam a complexa dinamica espaco-temporal do HLB (Gottwald et al., 2007).

A dindmica temporal e espacial do HLB, foi estudada primeiramente na Illha da
Reunido (Gottwald et al., 1989), China e Filipinas (Gottwald et al., 1991), sendo que nos
ultimos anos varios aspectos epidemioldgicos do HLB foram elucidados, principalmente em
Séo Paulo e na Flérida (Halbert, 2005; Bassanezi et al., 2005; Gottwald et al., 2007, Gottwald
et al., 2008a,b; Bassanezi et al.,, 2010). A disseminacdo global do HLB foi associada
principalmente ao transporte de material vegetal infectado (Bergamin-Filho et al., 2016),
enquanto que a disseminacao regional e local do HLB foi atribuida principalmente ao sucesso
na dispersdo de adultos bacteriliferos do vetor, resultando em alta disseminacéo da bactéria
(Martini et al., 2015; Bergamin-Filho et al., 2016).
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A movimentacdo de D. citri ocorre constantemente entre pomares de citros e/ou
hospedeiros alternativos a curtas e longas distancias (Gottwald et al., 2010b). A
movimentacao a curtas distancias pode ser ativa por voos voluntarios e a longas distancias
acredita-se que ocorre de forma passiva mediante o transporte assistido por massas de ar
(Bassanezi et al., 2010). Evidéncias de movimentacao a longas distancias de D. citri foram
relatadas por Gottwald et al. (2010a) na analise da disseminacao inicial do HLB na Flérida,
uma vez que a distancia entre as areas infectadas e 0s pomares comerciais era de
aproximadamente 88 km. Utilizando-se modelo estocastico da dindmica espago-temporal,
Gottwald et al. (2010b) demonstraram que a movimentacdo de D. citri pode ser em média 1,6
km até 3,5 km, mediante a validacdo da relacdo continua entre plantas com HLB e as
distancias de movimentacao de D. citri, sugerindo dispersdo regional do vetor. Por outro lado,
na disseminacdo regional do HLB o ‘efeito de borda’ ¢ uma caracteristica epidemioldgica
recorrente, pelo fato de que a borda dos pomares esta sujeita a constantes re-infestacfes de
insetos bacteriliferos, constituindo um reflexo claro da disseminacéo primaria, com maltiplos
relatos na Fldrida e Sdo Paulo (Gottwald et al., 2010a).

Existem algumas evidéncias de dispersdo de psilideos a curtas e longas distancias,
ativa ou passivamente, sendo que na maioria dos casos € assistida pelo vento (Hodkinson,
2009). Segundo Hodkinson e Casson (2000), a dispersao efetiva dos psilideos ¢ um fator
evolutivo essencial independentemente do habitat. Por exemplo, a dispersdo tem sido
estudada nos géneros Cardiaspina (Crawford, 1911), Ctenarytaina (Ferris & Klyver, 1932),
Eucalyptolyma (Froggatt, 1901), Cacopsylla (Ossiannilsson, 1970) e Bactericera (Puton,
1876) (Hodkinson, 2009). No entanto, para os estudos da dispersdo de Psylloidea é
fundamental a selecdo dos métodos de monitoramento de acordo com os propositos, podendo-
se objetivar em evidéncias circunstanciais ou ndo. Nesse sentido tém sido frequentemente
usadas armadilhas atrativas, armadilhas de interceptacdo, marcadores naturais, artificiais e
moleculares, entre outros (Reynolds et al., 2006). Além disso, compreender as dinamicas
fisicas e quimicas envolvidas no fendbmeno da dispersdo é muito importante: por exemplo, a
difusdo atmosférica € um fator chave para o entendimento da dispersdo de insetos, ja que
depende essencialmente de gradientes de temperatura e vento que mudam vertical e
horizontalmente com o tempo (McLean et al., 1986).

Estudos de diversos aspectos envolvidos na dinamica espago-temporal do HLB s&o
fundamentais para compreender a epidemiologia da doenca. O aprimoramento destes estudos

é essencial na atualidade, ja que a incidéncia do HLB esta aumentando: por exemplo, no
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cinturdo citricola do Brasil a incidéncia incrementou em 8.5% de 2017 a 2018, sendo
atualmente 18.2% (Fundecitrus, 2018).

Nesta pesquisa, objetivando-se compreender processos envolvidos na disseminacao
priméria do HLB, realizou-se a analise de possiveis padrdes de movimentacdo de D. citri no
espaco e no tempo, por meio de coletas a diferentes alturas, na vegetagcdo hospedeira do vetor
e na vegetacdo espontanea. A pesquisa orientou-se principalmente ao monitoramento de D.
citri em areas adjacentes de pomares comerciais de citros em duas areas citricolas de Séo
Paulo, que apresentam diferentes contextos de disseminacdo primaria do HLB. Nas coletas
foram também identificados e contabilizados os individuos de outras espécies de Psylloidea,
que poderiam fornecer informacgdes importantes para compreender a dispersdo de D. citri na
complexa dinamica espaco-temporal do HLB, tanto em diferentes alturas de monitoramento
como em plantas hospedeiras de D. citri. Ademais, procurou-se avaliar a infeccdo natural por
CLas em individuos de D. citri e de diferentes espécies de Psylloidea que foram
predominantes nas coletas.

Como o transporte passivo de insetos vetores por meio de massas de ar requer
métodos de monitoramento adequados para evitar super ou subestimativas da densidade das
populagbes em estudo, no presente trabalho foram avaliados diferentes métodos de
monitoramento em diferentes alturas e em plantas hospedeiras de D. citri. Este
monitoramento visou a compreensao de processos complexos relacionados com a disperséo,
considerando fundamentalmente que a dispersdo inclui processos associados tanto com a

difusdo atmosferica como com o transporte (McLean et al., 1986).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HLB
2.1.1. Contexto histérico

O Huanglongbing (HLB) € uma das doencas mais antigas que afetam os citros, com
relatos desde o século XVIII, embora na atualidade seja emergente na América do Sul,
Central e Norte (Santivafez et al., 2013). Os primeiros relatos do HLB foram de Lin Kung
Hsiang, que realizou um extenso trabalho da doenca no sudeste da China desde 1941 até
1955, relatando que a doenca era conhecida desde 1870 (Bové, 2006). Mas, de acordo com
analises geograficos, a disseminacdo e a especiacdo dos agentes etioldgicos e vetores do HLB,
é sugerido que a doenca € de origem gondwanica (Bove, 2014).

A doenca tem sido denominada de diferentes formas segundo as areas e no
transcorrer do tempo (Bové, 2006). Em 1919 na China, foi reconhecida como “yellow shoot”,
enquanto que em 1921 nas Filipinas foi conhecida como “mottle leaf”, sendo relacionada com
deficiéncias de zinco; foi também denominada “Citrus dieback” na India, "vein phloem
degeneration" na Indonésia e “Greening” na Africa do Sul. Em 1943 em Taiwan foi
denominada “likubin”. Ja em Chaozhou e outras areas da China foi denominada “Huang long
bing”, doenca do dragdo amarelo ou broto amarelo (Bové, 2006). Finalmente em 1995 foi
aceito o nome Huanglongbing (HLB) na Conferéncia da Organizacdo Fuzhou, de acordo com
a proposta da Organizacdo Internacional de Virologistas de Citrus (IOCV) (Bové, 2006;
Gottwald, 2007).

Em 1956, Lin Hsiang demonstrou que HLB era transmissivel por enxertia,
evidenciando um agente causal biético (Bové, 2006). Posteriormente, McClean e Oberholzer
(1965) confirmaram a transmissao via enxertia e demonstraram a transmisséo por meio de um
vetor, o psilideo T. erytreae. Em 1967, nas Filipinas, demonstrou-se a transmissdo por outro
psilideo D. citri (Martinez & Wallace, 1967), além de outro relato similar da india no mesmo
ano (Bové, 2006). Sucessivamente, Schneider (1968) encontrou desordens histoldgicas, como
partes de floema necrético dispersos no sistema vascular de folhas maduras e acumulagdo
massiva de amido nos vasos floematicos, impedindo a translocacdo da seiva, convertendo-se
posteriormente em tecidos necrosados.

Inicialmente o HLB foi relacionado a virus, diagndstico baseado sé na
sintomatologia das plantas (dieback). Na década de 1970, a doenca foi associada a diferentes
procariotos, tais como micoplasma e espiroplasma (Spiroplasma citri) (Bové, 2006). No
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entanto, a partir de estudos por microscopia eletronica, verificou-se que o suposto agente
causal era uma bactéria gram-negativa, restrita aos vasos floematicos e provida de parede
celular (Garnier et al., 1984), contudo o diagnostico foi baseado apenas em evidéncias
indiretas da associagdo, ja& que ndo foram preenchidos os postulados de Koch devido a
impossibilidade de isolamento e cultivo da bactéria (Bové, 2006).

2.1.2. Agentes etioldgicos

O HLB esta associado com agentes causais de diferentes espécies de a-proteobactérias
do género ‘Candidatus Liberibacter’. Este género, ‘Candidatus Liberibacter’ pertence a
subdivisdo a2-proteobacteria da familia Rhizobiaceae, da Ordem Rhizobiales (NCBI, 2018).
‘Candidatus Liberibacter’ apresenta grande distancia filogenética comparado com outros
géneros da familia Rhizobiaceae, sendo interpretado como separacgdo antecipada ou como o
evento resultante de presséo de selecdo (Nelson et al., 2013). Assim, Teixeira et al. (2008a) e
Nelson et al. (2013) sugeriram que as espécies de ‘Candidatus Liberibacter’ tem origem no
periodo Pangeano, através de estudos que relacionam a movimentacao das placas tecténicas e
a filogenia, visando a origem geografica e genética comum.

Dentro do género ‘Candidatus Liberibacter’ foram descritas trés espécies comoO
agentes etioldgicos do HLB, Candidatus Liberibacter africanus (CLaf), Ca. L. americanus
(CLam) e Ca. L. asiaticus (CLas). No entanto, outras espécies do género foram associadas
com doencas em outros hospedeiros. Um exemplo é a bactéria Ca. L. solanacearum (CLsol)
(syn. Ca. L. psyllaurous), associada a doencas em Solanaceae e Apiaceae e transmitida por
Bactericera cockerelli (Sulc, 1909), B. trigonica (Hodkinson, 1981) e Trioza apicalis
(Foerster, 1848) (Alfaro-Fernandez et al., 2012a,b; Munyaneza et al., 2010). Outra espécie do
género ‘Candidatus Liberibacter’, denominada Ca. L. europaeus (CLeu), é transmitida por
Cacopsylla pyri (Linné, 1758) em plantas de Pyrus communis L., mas ndo causa sintomas de
doenca nessa planta hospedeira, sendo categorizada como endofitico (Raddadi et al., 2011).
Assim como também, nenhum de trés hospedeiros alternativos de oito espécies de Cacopsylla
(Ossiannilsson, 1970) demonstraram sintomas de doenca associada a CLeu (Camerota et al.,
2012). Sucessivamente, plantas de Cytisus scoparius L. foram encontradas com sintomas
associados a CLeu, as quais estavam infestadas com Arytainilla spartiophila (Foerster, 1848)
(Thompson et al., 2013). Outras espécies de bactérias relacionadas, como Liberibacter
crescens (CLcre) (Leonard et al., 2012, Fagen et al., 2014) e Ca. L. brunswickensis (Morris et

al., 2017) foram descritas como endofiticas.
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Com relacdo a aspectos filogenéticos, Nelson et al. (2013) relataram que CLas tem
relacdo genética mais proxima com CLaf, e CLeu apresenta maior proximidade com CLam.
Contudo, a partir de comparacGes gendmicas entre similaridade de sequéncias génicas e
estrutura gendmica, CLam é mais préxima de CLsol (Lin et al., 2013) que de CLas (Duan et
al., 2009). Curiosamente, WuIff et al., (2014) encontraram que de 658 genes sequenciados
para Liberibacter spp., s6 oito foram comuns para CLas e CLam mas ndo foram encontrados
em CLsol. Cronologicamente, CLas foi separado de um antecessor comum de outras espécies
associados ao HLB cerca de mais de 300 milhdes de anos (m.a.). A especiacdo estimada
através da técnica do relégio molecular conduziu s6 a trés espécies associadas com o HLB,
indicando separacdo de CLaf e CLas em 147 m.a. e a separacdo de CLam do antecessor
comum de CLaf e CLas em 309 m.a. (Teixeira et al., 2008a).

De acordo com a sensibilidade a temperatura CLaf e CLas podem ser caracterizadas
diferencialmente, confirmado através de estudos serolégicos, hibridizacdes de DNA e
propriedades genémicas (Bove, 2014). A espécie CLaf é restrita ao continente africano,
ocorrendo em areas frias (inferiores a 25 °C), sendo que a bactéria e o vetor (T. erytreae) ndo
se encontram em altitudes inferiores de 600 a 700 m. Contrariamente, CLas se desenvolve em
areas com temperaturas altas (acima de 30 °C) e altitudes baixas (Bové, 2006). Assim,
posterior a varias observacdes de campo e experimentos em laboratorio, Catling (1969)
observou que CLaf é ‘heat-sensitive’ e CLas é ‘heat-tolerant’, assim como os seus vetores, T.
erytreae e D. citri, respectivamente (Bové, 2006; Lopes et al., 2009). A anterior descricdo
permite inferir provaveis processos de co-adaptacdo entre as bacterias fitopatogénicas e seus
vetores, embora tenha sido demostrado experimentalmente que os dois vetores podem
transmitir as duas espécies de bactéria (Massonié et al., 1976; Lallemand et al., 1986).

As diferentes espécies de bactérias apresentam distribuicdo geogréafica mundial
convergente/divergente de acordo com o vetor associado e as condi¢Ges climaticas
(Haapalainen, 2014; Bové, 2014). Por exemplo, CLaf esta presente na Africa em mais de 13
paises e esta dispersa em Santa Helena com distribuicio restrita na Africa do sul, Tanzania e
Zimbébue e na Asia foi reportada em Aréabia Saudita e 1émen (EPPO, 2018). Embora, CLas
apresenta maior distribui¢do intercontinental, estando reportada na Ameérica (Argentina,
Barbados, Belize, Brasil, Coldémbia, Costa Rica, Cuba, Dominica, Republica Dominicana,
Guatemala, Honduras, Jamaica, Martinique, México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Puerto
Rico, Trinidad y Tobago, Venezuela e USA), na Asia (india, Indonésia, Nepal, Filipinas,
Taiwan, Irdo, Japdo, Malésia, Vietnam, lemen, Bangladesh, Butdo, China, East Timor e

aproximadamente mais 6 paises), na Africa (Mauritios, Reunion e Etiopia) e na Oceania
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(Papua Nova Guiné). No entanto, a espécie CLam ¢ restrita ao Brasil, embora teve um relato
isolado de CLam em adultos de D. citri em 2013, nas areas de Ouachitas em Arkansas e
Oklahoma e em Appalachians na Georgia e Alabama, nos EUA (Nelson et al., 2013).

Em 2004, foi detectada no Brasil a presenca de CLas em &rvores citricas através da
deteccdo por PCR de folhas sintomaticas de citros (Colletta-Filho et al., 2004), usando 16S
rDNA (Jagoueix et al., 1997). No entanto, a disseminacdo de CLam no Brasil foi rapida no
inicio, sendo que a finais de 2004 foi detectada em 46 municipios de SP e ap6s um ano foi
detectada em 79 municipios, sendo detectada tanto em plantas como em adultos de D. citri
(Teixeira et al., 2005b). Biologicamente, CLam compartilha caracteristicas proprias do género
‘Candidatus Liberibacter’, como a transmissdo por enxertia e mediado por inseto vetor além

da restricdo ao floema (Bové, 2006; Tanaka et al., 2007).

2.1.3. Relagéo do HLB com plantas hospedeiras

O HLB afeta as espécies de Citrus de maior importancia econémica, tais como
laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), tangerina (C. reticulata (L.) Osbeck), limao (C.
limon L.), pomelo (C. maxima L.) e toranja (C. paradisi L.) (Haapalainen, 2014). Outras
plantas hospedeiras de CLas tém sido relatadas, como Cleome rutidosperma D.C., Pisonia
aculeate L., Trichostigma octandrum L. (Brown et al., 2011), Murraya paniculata L. Jack
(Damsteegt et al., 2010), Clausena lansium Skeels (Deng et al., 2007), Severinia buxifolia
Poir (Hung et al., 2001), Limonia acidissima L. (Hung et al., 2000), Vepris lanceolata Lam.
(Korsten et al., 1996). No Brasil, M. paniculata &€ uma espécie hospedeira relevante tanto de
D. citri (Aubert, 1987), como de CLas (Lopes et al., 2006) e CLam (Lopes et al., 2005).
Curiosamente, Walter et al. (2012) encontraram que a concentragdo de CLas em M.
paniculata é aproximadamente quatro vezes menor comparado com a concentracdo de CLas
em C. sinensis.

Os agentes etioldgicos associados ao HLB, sendo restritos ao floema, causam
mudancas anatdmicas e bioquimicas na planta. Anatomicamente, CLas causa perturbacéo no
floema, causando acumulacdo de sacarose e amido assim como bloqueio dos poros de
plasmodesmas por deposicdo de calose (Koh et al., 2012). Bioquimicamente, CLas induz
modificacbes nos perfis protebmicos e no status nutricional, sendo diferente também entre
plantas sintométicas e assintométicas (Nwugo et al., 2013). A bactéria exerce alteracfes na
fotossinteses/assimilacdo de CO2, homeostases redox, regulacdo de sinteses de proteinas,

chaperonas e no metabolismo da energia da planta (Nwugo et al., 2013), o qual causa
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concentracdes diferenciais de aminoacidos livres e acucares, por exemplo (Kim et al., 2009).
Além disso, CLas muda a emissdo de volateis, induzindo por exemplo a producéo de metil-
salicilato como feromdnio mimico derivado de psilideos (Killiny & Jones, 2017).

Os sintomas nas plantas sdo muitas vezes confundidos com outros agentes, porém as
vezes é dificil fazer o diagnéstico do HLB a partir de sintomas, uma vez que a visibilidade
dos sintomas dependem do periodo de incubacdo, condi¢bes ambientais, idade da planta,
espécies ou cultivares, manejo agronémico, etc. (McClean & Oberholzer, 1965; Zhao, 1981,
Aubert, 1987; Gottwald et al., 1989). Além disso, a infeccdo sistémica incompleta ou
diferentes concentracGes da bactéria na planta hospedeira, podem dificultar o diagnostico
preciso do HLB (Zhang, 1981; Aubert, 1992; Garnier et al., 2000). No entanto, existem
alguns sintomas caracteristicos do HLB sobre os hospedeiros (Gottwald et al., 2007), mesmo
que nem sempre todos estdo simultaneamente (Bové, 2006). Apds o periodo de incubagédo do
patégeno na planta, usualmente a planta infectada desenvolve um o mais brotos amarelos e
pode mostrar aparéncia setorizada na planta, devido a que alguns ramos podem ser
assintométicos (McClean & Schwarz, 1970). Nas folhas é evidente coloragdo irregular de
verde e amarelo, sendo esta assimétrica tanto na face abaxial quanto na face adaxial (Bové,
2006). As folhas podem apresentar textura mais grossa com nervuras maiores e em etapas
avancadas da doenca podem aparecer sintomas de deficiéncia de zinco, com posterior queda
da folha e morte do ramo (Gottwald et al., 2007). Os frutos das plantas com HLB séo
pequenos, assimétricos, com eixo central deslocado, apresentando mudanca dos padrdes de
cor (inversdo da coloragéo) e aborto de sementes (Bové, 2006).

2.1.4. Relagéo do HLB e o vetor

O inseto vetor estabelece com a bactéria uma relacdo do tipo persistente propagativa
(Inoue et al., 2009; Pelz-Stelinski et al., 2010; Ammar et al., 2011a,b; Canale et al., 2017).
Para adultos de D. citri as informacdes a respeito do periodo de acesso a aquisicdo (PAA) séo
contraditérias, sequndo Capoor et al. (1967) os insetos podem adquirir CLas com um PAA
minimo de entre 15 a 30 min, ja Van den Berg et al. (1992) relata que o0 PAA minimo é de 5
horas. A bactéria pode ser adquirida por imaturos de terceiro, quarto e quinto instar por meio
da alimentacéo e posteriormente a emergéncia do adulto a bactéria pode ser inoculada a outras
plantas (Capoor et al., 1974; Xu et al., 1988; Canale et al., 2017), neste caso a aquisi¢do é
mais eficiente, em tempo e taxa, que em adultos (Pelz-Stelinski et al., 2010). Embora, nesse

processo a eficiéncia da aquisicdo depende de varios fatores, além da idade do inseto, entre 0s
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principais; PAA, comportamento alimentar, status nutricional da planta, local de alimentacao
na planta e concentracdo da bactéria na planta fonte (Folimonova & Achor, 2010; Pelz-
Stelinski et al., 2010; Ammar et al., 2011 a,b; Cen et al., 2012b; Coletta-Filho et al., 2014).

A eficiéncia na transmissdo de CLas por D. citri pode estar influenciada por fatores
diferentes aos relatados na eficiéncia na aquisicdo. Acredita-se que a colonizagdo da bactéria
no inseto e a propagacao em alguns orgdos internos sdo chaves para a transmissao a plantas
sadias (Ammar et al., 2011 a,b). A colonizacdo do vetor pela bactéria CLas foi observada nas
glandulas salivares, no canal alimentar, cdmara filtro, tdbulos de Malphigi, hemolinfa,
mausculos, tecidos graxos e ovarios de D. citri. (Ammar et al., 2011a). No entanto, o titulo
bacteriano observado nas glandulas salivares foi menor com respeito ao resto do corpo
(Ammar et al., 2011b). Portanto, supde-se que as glandulas salivares constituem uma barreira
para a bactéria (Ammar et al., 20113, b), sendo refletido na baixa eficiéncia de transmisséo do
vetor, ja que a proporc¢do de transmissdo de CLas mediada por D. citri pode ser de 4 a 10%
(Pelz-Stelinski et al., 2010). No entanto, a eficiéncia da transmissdo é diferente quando a
bactéria é adquirida no estadio ninfal ou adulto, sendo mais eficiente quando é adquirida por
imaturos (Inoue et al., 2009). Por exemplo, Canale et al., (2017) encontraram que a taxa de
transmisséo era 4.4 vezes menor quando CLas foi adquirido por adultos.

Para a transmissao € requerido um periodo durante o qual o inseto pode inocular a
bactéria apds a aquisi¢do, denominado periodo de laténcia (Purcell, 1982). O periodo de
laténcia de CLas em D. citri, tem sido inconsistente segundo véarios estudos, pudendo variar
desde 1 a 25 dias (Capoor et al., 1974; Da Graca, 1991; Xu et al., 1988, Canale et al., 2017).
Acredita-se que durante esse periodo, a bactéria coloniza os diversos orgdos e se multiplica
nas glandulas salivares (Ammar et al., 2011b, 2016) e na hemolinfa (Gill et al., 2016), sendo
posteriormente inoculada via saliva durante o processo de alimentagdo (Hibino et al., 1971;
Chen et al., 1973). Embora, a retencdo da bactéria dentro do vetor a longo prazo ocorra, a
transmissdo de CLas pode ser interrumpida e a eficiéncia da transmissdo pode decrescer no
transcurso do tempo (Canale et al., 2017).

Por outro lado, considerando a relagdo de dependéncia da bactéria para sua
disseminacdo mediada pelo vetor, € importante considerar também que CLas causa alteracdes
no inseto vetor, tanto no fitness, susceptibilidade a inseticidas e no comportamento de voo,
entre outras (Vyas et al., 2015; Pelz-Stelinski & Killiny, 2016). Em estudos que avaliaram o
fitness de D. citri CLas+, observaram que o desenvolvimento das imaturos e a sobrevivéncia

dos adultos foram menores, enquanto que a taxa reprodutiva da populacgéo e a fecundidade foi



23

maior, sugerindo possivel co-evolucdo entre o fitopatdgeno e seu vetor (Pelz-Stelinski &
Killiny, 2016).

Ainda que as alterac6es indiretas induzidas por CLas sobre o comportamento de D.
citri ndo sejam totalmente compreendidas, alguns autores descrevem a movimentacdo do
vetor como uma das principais alteracdes, afetando seu deslocamento, a capacidade do voo e
a atracdo sexual, sendo relacionados com estimulos quimicos, bioldgicos e fisicos especificos
(Martini et al., 2015). Acredita-se que as alteracdes comportamentais do vetor estdo
associadas a modificacdo de processos metabdlicos induzidos pela bactéria, como por
exemplo a regulacdo coordenada de enzimas mediada por CLas, que sugere que a
decomposic¢do de compostos como os triglicerideos e outros, podem entrar na glicélises ou no
ciclo do acido citrico para a producdo de energia, para atividades de alta demanda energética
como locomogéo e voo (Ramsey et al., 2015), sabendo que no voo os insetos, mobilizam,
transportam e usam reserva de energia endégena em taxas muito altas (Van Der Horst, 2003).
Por exemplo, foi encontrado que o macho se dispersa em distancias curtas quando se alimenta
de plantas com CLas e seu voo € iniciado mais cedo, com eventos de voo mais longos
(Martini et al., 2015). No entanto, a movimentagdo dos machos é estimulada pelas fémeas,
enguanto que as fémeas sdo atraidas por estimulos das plantas, tanto para alimentagdo como
oviposicdo, ocorrendo diferenciacao intraespecifica no deslocamento também pela densidade
populacional (Moghbeli-Gharaei et al., 2014).

Em relacéo ao efeito de selecdo hospedeiro mediado por CLas, Martini et al. (2015)
relataram que tanto machos como fémeas adultas de D. citri s&o inicialmente atraidos por
plantas infectadas e posteriormente se movimentam a plantas sadias, iniciando a alimentacéo.
Observou-se que adultos de D. citri apresentam maior preferéncia por folhas novas da porcéo
superior da planta e pela nervura principal na face abaxial das folhas, adquirindo a bactéria
com maior eficiéncia em folhas novas assintomaticas (Cen et al., 2012b). Em plantas
moderadamente sintométicas a duracdo no floema é aproximadamente 74% menor,
diminuindo 8% em plantas com sintomas severos, mostrando alteracbes comportamentais
segundo a severidade da doenca (Cen et al., 2012b). Outra observacdo relevante feita por
Martini et al. (2014) foi a associacao entre a capacidade do voo diferencial com respeito ao
morfotipo (segundo o cor do abdémen), indicando que o 32% dos adultos de D. citri com
abddmen verde-azul apresentaram voos mais longos (maior de 60 s) comparados com 0 5%
dos individuos com abdémen cinza-marrom. A determinacdo de estes morfotipos diferentes
pode ocorrer por plasticidade fenotipica, genética, fatores bioticos (como a qualidade do

hospedeiro) ou competicéo intraespecifica (Wenninger et al., 2009).
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2.1.5. Manejo do HLB

O HLB foi manejado inicialmente com antibidticos (injecGes de bacteriostaticos,
como a tetraciclina), mas foram rapidamente abandonados porque o controle ndo funcionava
depois das aplicacbes (Bové, 2006). Apds repetidas aplicagdes de inseticidas de origem
quimico, o vetor demonstrou resisténcia (Tiwari et al., 2010) além de causar efeitos deletérios
em populagcdes ndo alvo, como os préprios inimigos naturais do vetor, como Tamarixia
triozae Burks, 1943 (Liu et al., 2012) como resultado do incremento de aplicacdes de
inseticidas quimicos (Rogers & Stansly, 2012). As podas também resultaram ineficazes para o
manejo da doenca (Lopes et al., 2007), portanto posteriormente foi proposto 0 manejo
preventivo, medidas de quarentena, eliminacdo de plantas suscetiveis a Liberibactérias ou
hospedeiras do inseto vetor, reducdo da populacdo do inseto vetor (por meio de inseticidas e
controle bioldgico) e plantio de mudas sadias produzidas em viveiros certificados
(Fundecitrus, 2018).

O controle bioldgico tem sido reportado com sucesso, e inclui vespas parasitoides
(Etienne et al., 2001), predadores como aranhas, sirfideos, crisopideos e coccinelideos
(Michaud, 2004). Os fungos entomopatogénicos também tém sido usados, mostrando ser uma
ferramenta promissoéria no controle do vetor do HLB. Por exemplo, Gandarilla-Pacheco et al.,
(2013) encontraram que Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Isaria fumosorosea (Wize.),
infetaram com sucesso imaturos de D. citri. Outra alternativa visada foi a deteccdo de plantas
resistentes, mas ainda néo se conhecem plantas resistentes ao HLB (Belasque et al., 2010). No
entanto, Albrecht e Bowman (2012), reportaram alguns hibridos de citros trifoliata usados
como porta-enxerto tolerantes e moderadamente tolerantes a CLas.

Portanto, a implementacdo das diferentes alternativas de controle deve ser baseada
no manejo integrado, incluindo uso razoavel de inseticidas, conservagdo de inimigos naturais,
liberacOes de parasitoides e remocdo de plantas sintomaticas de HLB, sendo esta Gltima
estratégia pouco eficiente para deter a epidemia devido ao extenso periodo de laténcia na
planta (Coletta-Filho et al., 2014). Ainda assim, as estratégias de manejo devem ser orientadas
no possivel a diminuicdo de inoculo primario e a restricdo da dispersdo do vetor. As estritas
medidas de quarentena também representam relevancia dentro do manejo do HLB, sendo
medidas tomadas para evitar a dispersdo internacional dos agentes etioldgicos associados ou 0
vetor (Bové, 2006). Por exemplo, a EPPO (European Mediterranean Plant Protection
Organization) declarou D. citri como praga quarentendria ausente da éarea EPPO

categorizando na lista A1 em 1975 e CLaf, CLas e CLam em 1984, ainda que também foram
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nominadas como pragas quarentenarias pela CPPC (Caribbean Plant Protection Commission)
e OIRSA (Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria) (EPPO, 2018).

2.2. Fatores epidemiolégicos do HLB

Epidemiologicamente o0 HLB é progressivo categorizado como epidemia poliética,
indicando que a epidemia aumenta em extensdo necessitando anos para exibir aumento da
incidéncia da doenca (Amorim et al., 2016). O incremento em extensdo e incidéncia do HLB
tem sido amplamente relatado. No Brasil, por exemplo, a incidéncia em 2004 foi de 3.4%
registrando presenca em 35 municipios do cinturdo citricola e Tridngulo/Sudoeste de Minas
Gerais (Teixeira et al., 2005b), e em 2018 a incidéncia foi de 18.2%, ou seja, 35,3 milhdes de
arvores sintomaticas (Fundecitrus, 2018). No caso da Florida, depois da deteccdo do HLB em
2005, a incidéncia aumentou de 42% em 2013 a mais de 90% na atualidade (USDA, 2018).
Nesse sentido, a incidéncia do HLB pode atingir mais do 95% das arvores em um periodo de
10 anos de acordo com Gottwald et al. (1991), Bassanezi et al. (2006), Gottwald et al. (2007),
Gottwald et al. (2008b) e Bassanezi et al. (2010).

Dentro da epidemiologia do HLB tém sido descritos dois padrfes de disseminagao
dos agentes causais, podendo ser priméaria e secundaria. A disseminacdo priméaria (ou
aloinfeccéo) ocorre entre areas diferentes (quando o patdgeno € trazido de fontes externas de
inoculo) e a disseminacdo secundaria (ou autoinfecgdo) acontece pela movimentacdo de
adultos bacteriliferos entre plantas da mesma area (Bergamin-Filho et al., 2016). No entanto,
0 HLB ¢ categorizado como uma doenca policiclica com disseminac¢do primaria continua,
indicando que a fonte de in6culo que causa as infecdes € produzida durante a epidemia e nédo
precisa inoculo primério de fontes externas (doenca policiclica), embora a doenca atravessa
continuamente um processo no qual a infeccdo é causada a partir de um inoculo primario
externo (Bergamin-Filho et al., 2016). A partir da planta fonte do inoculo primario do HLB,
seja planta sintomatica ou assintomatica, se produz a disseminacdo da doenca mediada pela
dispersdo do vetor (Bassanezi et al., 2013b). Portanto, a dispersdao do vetor é um fator chave
na epidemiologia do HLB, podendo ocorrer em varias escalas espaciais e temporais.

A dinamica espacial e temporal de D. citri tem sido amplamente estudada, sendo
primariamente estudada na China, llha da Reunido (Gottwald et al., 2007) e recentemente no
Brasil e na Florida (Bassanezi et al., 2013a). A escala espacial, tem sido desenvolvidos
estudos em varios niveis, tanto em arvores adjacentes, dentro de grupos de arvores e entre

grupos de arvores por exemplo (Halberth & Manjunath, 2004), a partir do qual no Brasil tém
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sido gerados cerca de 155 mapas revelando o incremento da populacdo a escala espacial e
temporal do HLB (Bassanezi et al., 2005).

Por exemplo, Boina et al. (2009) mostrou que os adultos de D. citri se movimentam
de forma bi-direccional entre pomares manejados e abandonados, sendo maior a proporcao de
individuos se movimentando de pomares ndao manejados a pomares manejados
convencionalmente, de acordo também com os resultados encontrados por Lewis-Rosenblum
et al. (2015) e Gottwald et al. (2007). A movimentacao de D. citri a curtas e longas distancias
foi estudado também por Gottwald et al. (2010b), e os resultados sugeriram que a
disseminacdo da doenga ocorre como uma combinacdo de transmissdo através de inoculo
primario e secundario, mesmo que ndo ocorra de forma simultinea podendo ser
frequentemente de forma alternada, demostrado através da analise da dindmica espaco-
temporal do HLB por meio de varios modelos.

Outro fator epidemioldgico recorrente, é o efeito de borda, referido a maior
concentracdo de plantas com sintomas de HLB na periferia dos pomares citricos a diferentes
escalas espaciais e temporais (Gottwald et al., 2008b; Bassanezi et al., 2010; Sétamou &

Bartels, 2015), o qual esta relacionado com o comportamento de disperséo do vetor.

2.3. Migracao/dispersao de Psylloidea

Semanticamente os conceitos relacionados com o comportamento de movimento de
insetos em diferentes escalas tém sido amplamente discutidos e frequentemente confundidos,
principalmente defini¢bes ecoldgicas e comportamentais como foi discutido por Silveira et al.
(1976) e Kennedy (1985). As confusbes semanticas tém origem principalmente na
necessidade de classificacdo dos tipos de movimentacdo, que dependem principalmente da
distancia e a forma de deslocamento. Conceitos como dispersdo, propagagdo, migragéo, tém
sido amplamente propostos, definidos como: propagacdo como o deslocamento de individuos
em um habitat sem adaptacdes especificas associadas; dispersdo como movimentacao a uma
area diferente em procura de locais novos para sobrevivéncia e reprodugdo sendo que 0 voo é
do tipo apetitivo, caracterizando-se por ser dependente de estimulos, ndo persistente e sem
controle sobre a direcdo, enquanto que a migracao foi definida como a movimentacdo para
uma area favoravel e com posterior retorno (Silveira et al., 1976).

Entretanto, Johnson (1969) definiu a migragdo como sinénimo de dispersao
adaptativa, ja que ndo é um fenémeno acidental, ocorrendo devido ao voo voluntério do inseto

com direcdo controlada e voo migratorio persistente independente de estimulos externos.
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Segundo Kennedy (1985), o comportamento migratorio persistente e direcionado ocorre por
meio da locomocéo do inseto ou mediado por algum veiculo. Mas segundo Reynolds et al.
(2006), a locomocao depende de algum tipo de inibicdo temporal de acordo com o voo normal
0 que por sua vez promove desinibicdo e recorréncia eventual, sendo inibidas algumas
respostas como a percepcdo de estimulos vegetativos. Contudo, evolutivamente a migracdo
pode ser definida implicitamente como uma adaptacdo direcionada pela disponibilidade e
alteracdes da localizacdo dos recursos, sendo um processo comportamental dos individuos
com consequéncias ecoldgicas na populacdo (Kennedy, 1985). Por tanto, de acordo com
Dingle e Drake (2007) a migracdo deve ser conceituada desde o mecanismo e a funcao,
abordando aspetos dos individuos (fisiologia, comportamento e genética) e a populacdo
(ecologia e evolucéo).

A migracdo apresenta varios padrdes segundo o organismo, espaco, tempo e meio.
Segundo o organismo, a migracao pode ser de tipo obrigatéria (dependéncia), facultativa (em
condicdes desfavoraveis), parcial (uma fracdo da populacdo se movimenta e outra permanece
em areas de reproducdo ou ndo reproducdo) e diferencial (comportamento diferente entre
idades e género). Segundo 0 espaco, pode ser de tipo ‘to-and-fro’ no qual os movimentos
ocorrem de areas desfavoraveis a favoraveis, e outros tipos como ‘round-trip’, ‘loop’, ‘one-
way’ e altitudinal. Quanto ao tempo, a migracdo pode ser anual, estacional ou ocasional e
irregular. Segundo o meio, pode ser mediante agua (diadromica), vento ou outras formas
(drift) (Dingle, 1996). Dessa forma, quando o voo migratorio € assistido por um ‘veiculo’
como o vento, o tipo de deslocagdo ¢ denominado amplamente como ‘embarcacdo ativa’,
termo usado extensamente para insetos que ascendem grandes distancias desde a superficie da
Terra (Dingle & Drake, 2007).

As fases da migracdo/dispersdo sdo principalmente decolagem, transporte vertical e
horizontal, descenso e voos pds-migratorios (Reynolds et al., 2006). Dentro do processo de
movimentacdo de insetos é importante compreender que mesmo sendo movimentacdo
acidental, o voo é iniciado ativamente e talvez mantido através de padrées de comportamento
que ocorrem durante as diferentes fases da migracdo, dentro do ciclo de vida dos insetos
(Dingle, 1996).

A decolagem dos insetos é principalmente influenciada por fatores ambientais,
bioldgicos, etoldgicos e ecoldgicos, como fotoperiodo, temperatura, intensidade luminosa,
qualidade do alimento, densidade local da populacdo, etc. (Reynolds et al., 2006).
Frequentemente o0 voo é iniciado quando os insetos tém a capacidade de voar, ou seja, apds da

emergéncia do adulto ou antes de atingirem a maturidade sexual (Johnson, 1969). Apos a fase
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inicial de decolagem ocorre a fase de transmigracdo, as vezes denominada como translocacédo
vertical e horizontal. Espacialmente, na escala vertical a migracao inicia na camada de ar onde
a velocidade do vento é menor que a velocidade de voo do inseto, denominada flight
boundary layer (Taylor, 1974).

A migracédo de insetos na maioria das vezes é restrita a 2 km desde o nivel do solo,
sendo voos altos até de 3 km em circunstancias especificas, por exemplo em estacfes quentes
no tropico (Reynolds et al., 2006). Desta forma, a amplitude da altitude coincide com a
atmospheric boundary layer (ou planetary boundary layer) ou camada limite atmosférica,
sendo de 1 até 2 km (Drake & Farrow, 1988), camada na qual as massas de ar sao diretamente
afetadas pela distribuicdo vertical da temperatura e vento, assim como também do relevo
(McLean et al., 1986). Nessa camada as moléculas se movimentam a maior velocidade com
respeito ao incremento da altura (McLean et al., 1986), sendo essa dindmica diferente de
acordo com a hora do dia (Reynolds et al., 2006). Por exemplo, em insetos que exibem
migracdo crepuscular ingressam em uma camada limite atmosférica estavel, mas os insetos
migrantes no dia entram em uma condigéo instavel devido ao fenémeno de conveccéo térmica
(Drake & Farrow, 1988), compreendendo estabilidade atmosférica como auséncia de
turbuléncia e difusdo de particulas (McLean et al., 1986). Dessa forma, dependendo da
condicdo da camada limite atmosférica, as emigracfes podem ser categorizadas como
decolagem massal no crepusculo, ao amanhecer ou durante o dia (Reynolds et al., 2006).
Portanto, 0 momento da decolagem depende criticamente da condi¢do da camada limite
atmosferica, dentro da qual a disperséo € iniciada (Reynolds et al., 2006). Por exemplo, 0s
insetos que emigram durante o dia podem utilizar as correntes convectivas das massas de ar
para assistir o ascenso até a camada limite atmosférica (Reynolds et al., 2006). Contudo, a
dispersdo diurna é composta principalmente pelo transporte massal e a difusdo turbulenta na
atmosfera, o qual horizontalmente pode ocorrer a diferentes escalas, microescala
(aproximadamente até 1 km), mesoescala (maior de 1 km até 100 km), e macroescala (1000
km) (McLean et al., 1986).

Posterior a fase de transmigracdo ocorre a fase de descenso e aterrissagem dentro da
flight boundary layer ou camada limite de voo. Essas fases sdo as menos entendidas, ja que
ndo ocorrem de forma sincronizada, devido a distribuicdo altamente variavel da duracdo de
voo entre os individuos da populacdo. Segundo dados de monitoramento com radares, a
concentracdo de migrantes diminui gradualmente pudendo se dissipar eventualmente,
presumivelmente porque alguns individuos caem durante o periodo da transmigracéo

(Reynolds et al., 2006). N&o obstante, sabe-se que essas fases podem ser influenciadas por
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fatores relacionados com a reflectancia na vegetacdo (Dingle, 1996; Kennedy, 1985),
densidade e temperatura do ar (Drake & Farrow, 1988; Gatehouse, 1997), efeitos topogréaficos
(Noda & Kiritani, 1989), entre outros.

A migracdo de insetos tem sido amplamente estudada em vetores de virus, como
mosca-branca, afideos, mosquitos, mosca-negra, cigarrinhas e besouros (Reynolds et al.,
2006), embora em muitos casos a informacéo tem sido incompleta ou baseada em suposicdes.
Apesar disso, tém sido documentadas evidéncias de migracdes assistidas pelo vento em
diferentes ordens de insetos vetores de fitopatdgenos, como o caso de Heteroptera (por
exemplo, Piesma quadratum Fieber), Auchenorrhyncha (Cicadellidae, Delphacidae),
Sternorrhyncha (Aleyrodidae, Aphididae e Pseudococcidae), Thysanoptera (Thripidae) e
Coleoptera (Chrysomelidae, Curculionidae), detalhados por Reynolds et al. (2006). Pedgley
(1999), por exemplo, apresentou 16 tipos de evidéncias circunstanciais que indicam
movimentacdo de insetos a longas distancias.

Existem algumas evidéncias de dispersdo de psilideos a distancias curtas e longas,
sendo que na maioria dos casos € assistida pelo vento. Segundo Hodkinson (2009) a dispersao
efetiva € um fator chave dos psilideos independentemente do habitat, o que permite aos
psilideos se movimentar entre diferentes hospedeiros ou explorar plantas ndo hospedeiras
como sitios de hibernacdo, permitindo uma rota para diminuir a competicao intraespecifica e
ataques de inimigos naturais. Em geral, a dispersdo foi relatada para os géneros Cardiaspina,
Ctenarytaina, Eucalyptolyma, Psylla s.I. e Bactericera (Hodkinson, 2009). Ainda sendo raro,
ja foram relatados casos de movimentagéo de psilideos entre hospedeiros diferentes de acordo
com as estacdes. Por exemplo, foi relatada a movimentacdo de Bactericera crithmi (LOw,
1877) de plantas de Crithmum sp. L. a plantas de Ferula sp. L. saindo no inverno e voltando
na primavera (Mifsud, 1997) e B. cockerelli se movimentando de plantas de Lycium sp. no
inverno a outras solanaceas em lugares mais quentes (Wallis, 1946), assim como também T.
apicalis foi encontrada se movimentando até 1 km a outras plantas para hibernar
(Kristoffersen & Anderbrant, 2007). Cacopsylla melanoneura (Foerster, 1848), C. affinis
(Low, 1880), Bactericera albiventris (Foerster, 1848) e Trioza urticae (Linné, 1758), foram
encontradas hibernando em plantas de Pinus sp. L. a 13 km de distancia da sua planta
hospedeira mais proxima (Hodkinson, 1972, 1983).

Na dindmica espaco-temporal de psilideos, foi reportado por exemplo, o psilideo
Boreioglycaspis melaleucae Moore, 1964 se movimentando aproximadamente 10 km em um
ano (Center et al., 2006). Outro caso muito conhecido é a dispersao em menos de dez anos de

Heteropsylla cubana (Crawford, 1914) desde sua origem na América Central até Asia,



30

Australia e Africa (Hodkinson, 1988). Outro exemplo, foi o relato de Limbopsylla
lagunculariae Brown & Hodkinson, 1988 se movimentando varios quildmetros no Panama
(Brown & Hodkinson, 1988). Por outro lado, foi relatado que espécies de psilideos
univoltinas se movimentam no periodo do outono e primavera, enquanto que nas espécies
multivoltinas a dispersdo oferece uma alternativa de exploracdo de hospedeiros alternos,
podendo ocorrer indistintamente a estacao do ano (Hodkinson, 2009).

No caso de D. citri, sabe-se que a habilidade de voo é limitada, sendo que a
capacidade maxima de voo é de aproximadamente 1200 m, comprovada mediante
experimentos em camaras de voo (Arakawa & Miyamoto, 2007). Nao obstante, a
movimentacao de D. citri assistida pelo vento foi confirmada por Kobori et al. (2011) e Boina
et al. (2009), a distancias maiores de 7,5 m e entre 60-100 m durante trés dias. Sakamaki
(2005) também propGe que a movimentagdo de D. citri seja assistida pelo vento, baseando-se
na relacéo de caracteres morfol6gicos, como o tamanho da asa e 0 musculo alar do adulto.

De acordo com as diferentes fases da migracdo, sdo conhecidos alguns aspectos
relacionados com a decolagem de D. citri, ainda que fatores relacionados com as fases
subsequentes sdo pobremente compreendidos. Por exemplo, foram reportados alguns
estimulos abidticos relacionados com decolagem de D. citri em plantas de Citrus spp., como a
intensidade luminosa (Sétamou et al., 2012), pressdo barométrica e temperatura (Martini &
Stelinski, 2017; Tomaseto et al., 2017), umidade relativa (Hall & Hentz, 2011), além dos
ritmos circadianos (Sétamou et al., 2012). Dentro dos fatores bidticos mais comumente
relacionados com a decolagem se encontra a presenca de brotos das plantas hospedeiras
(Kobori et al., 2011) e outros discutidos amplamente por Martini & Stelinski (2017) e
Tomaseto et al. (2017).

Por outro lado, sabe-se que D. citri tem capacidade de se dispersar durante o0 ano
todo, s6 que a atividade € maior na primavera (Hall & Hentz, 2011). Enquanto a dinamica de
voo no dia, Sétamou et al. (2012) encontrou que a presenca de D. citri € de trés a quatro vezes
maior no dia que na noite, com maior atividade das 12h até 15h. N&o obstante, ainda s&o
desconhecidos varios aspectos associados com a dispersao de D. citri, devendo ser realizados
mais estudos que auxiliem a compreensdo dos processos envolvidos nas diferentes fases da

migracéo.
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2.4. Taxonomia e bio-ecologia de Psylloidea

A classificacdo de Psylloidea é baseada em estudos cladisticos e fenéticos de
caracteristicas morfoldgicas de imaturos e adultos, mas também estudos moleculares tém
apoiado a classificacdo (Thao et al., 2000; Ouvrard et al., 2002; Percy, 2003; Ouvrard et al.,
2008), proporcionando suporte as ferramentas morfoldgicas tradicionais (Xiong et al., 2017).
N&o obstante, a escassez de sequéncias disponiveis impede maiores estudos evolutivos em
Psylloidea (Xiong et al., 2017), sendo até agora sequenciado o mitogenoma completo de
somente cinco espécies de psilideos, Cacopsylla coccinea Kuwayama, 1908 (Que et al.,
2015), Pachypsylla venusta Osten-Sacken, 1861 (Thao et al., 2004), B. cockerelli (Wu et al.,
2016), B. gobica (Loginova, 1972) (Zhang et al., 2014) e D. citri (Xiong et al., 2017).

Interessantemente, Ouvrard et al. (2008) fizeram comparacdes entre padrdes da base
da articulacdo da asa em Psylloidea para estimar a significancia filogenética de esse caracter
taxonémico comparado com outros Paraneoptera. Dentro dos atributos descritos para a
separacdo de Psylloidea, foram reportados dois processos autapomorficos dos escleritos
basalares, auséncia do processo notal mediano da asa, primeiro esclerito axilar em forma de
vara, platd umeral fusionado com a base da nervura mediana subcostal, terceiro esclerito
axilar pouco esclerotizado com dois bracos, platé proximal médio vertical e platd distal médio
dividido em dois plat6s.

Segundo Ouvrard, (2018) Psylloidea tem 3.528 espécies descritas, 10 taxones
intraespecificos e 52 espécies extintas. Embora, segundo Mazzardo et al. (2017) ndo tém sido
descritas nem a metade de espécies que se acredita que existem. O nimero de espécies de
psilideos reportados em alguns continentes e paises foi relacionado com a area por Burckhardt
e Queiroz (2012), os quais acreditam que pelo tamanho da area do Brasil, é provavel que a
fracdo dos psilideos relatada até agora respresenta uma pequena fracdo da diversidade
estimada, podendo ser de mais de 1000 espécies (Burckhardt & Queiroz, 2012).

Segundo os registros de Psylloidea no Brasil, existem 89 espécies de psilideos no
pais (Burckhardt & Queiroz, 2012; Burckhardt & Queiroz, 2013; Burckhardt et al., 2013;
Malenovsky et al., 2015; Burckhardt & Queiroz, 2017; Burckhardt et al., 2017; Machado et
al. 2017; Serbina & Burckhardt, 2017). Dos géneros descritos, a metade sdo endémicos da
area Neotropical e menos da terceira parte sdo restritos ao Novo Mundo (Burckhardt &
Queiroz, 2012).
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Por outro lado, a relacdo bio-ecoldgica dos psilideos com as plantas é complexa. A
designacdo de planta hospedeira de um inseto poder ser relativa do ponto de vista das
interacOes estabelecidas, portanto é interessante a proposta semantica de Burckhardt et al.
(2014), os quais propuseram usar o termo planta hospedeira sobre a qual as espécies de
psilideos conseguem desenvolver desde o estagio imaturo até o adulto e completar o ciclo de
vida. Para outros tipos de hospedeiro foram propostos os termos overwintering ou shelter
plant (quando o hospedeiro pode ser usado para hibernar e também para se alimentar), food
plant (os adultos se alimentam mas ndo se reproduzem e ndo permanecem por muito tempo),
casual plant (o inseto pode estar presente mas ndo se alimenta). Embora, algumas espécies de
plantas hospedeiras de diferentes familias boténicas tém sido relatadas como hospedeiras de
psilideos no Brasil. Por exemplo, os membros da familia Psyllidae sdo geralmente mono6fagos
de Fabaceae, Asteraceae ou Solanaceae. A familia Triozidae tem relatada maior amplitude de
hospedeiros, como por exemplo espécies de Myrtaceae, Bignoniaceae e Lauraceae. No caso
de Aphalaridae as relacbes com os hospedeiros sd@o pouco conhecidas, mas tém sido
encontradas em Aquifoliaceae, Lauraceae, Anacardiaceae. As seis espécies de Calophyidae
sdo restritas a Sapindales, j& as espécies de Liviidae estdo associadas com Anacardiaceae,
Malvaceae, Melastomataceae, Myrtaceae ou Rutaceae. Das espécies de Carsidaridae s6 duas
se desenvolvem em Malvales (Burckhardt & Queiroz, 2012). No entanto, existem algumas
caracteristicas das plantas hospedeiras por meio das quais os psilideos direccionam a sua
preferéncia, podendo ser a fenologia das espécies hospedeiras, quantidade de ceras na
superficie foliar como no caso de Glycaspis brimblecombei (Baker, 1917), dureza fisica do
broto terminal (em Ctenarytaina thysanura Ferris & Klyver, 1932), cor da folha
(Mesohomotoma tessmanni Aulmann, 1912 e G. brimblecombei), presenca de atraentes
quimicos como o cariofileno (Heteropsylla cubana) e concentracGes de repelentes, como
fenoles (Cacopsylla pyricola Foerster, 1848), terpenoides (Boreioglycaspis melaleucae) ou
glucosinolatos (Hodkinson, 2009).

Referente as espécies de psilideos introduzidas no Brasil, tém sido categorizadas em
sua totalidade no status de pragas, segundo afirma Burckhardt e Queiroz (2012). Dentre
dessas, espécies do género Agonoscena (A. succincta Heeger, 1855, praga de Sapindales),
Blastopsylla (B. occidentalis Taylor, 1985, praga de Eucalypto), Ctenarytaina (C. eucalypti
Maskell, 1890 e C. spatulata Taylor, 1967, pragas de Eucalypto), Glycaspis (G.
brimblecombei praga de Eucalypto), Heteropsylla (H. cubana, praga de Fabaceae),
Platycorypha (P. nigrivirga Burckhardt, 1987, praga de Fabaceae), Russelliana (R. solanicola
Tuthill, 1959, praga de Solanaceae), Trioza (T. alacris Flor, 1861 praga de laurel) e
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Diaphorina (D. citri, praga de Rutaceae). Dessas espécies introduzidas, quatro séo
provenientes da Austrélia, duas da Europa, uma da Asia e trés de América do Sul (Burckhardt
& Queiroz, 2012).

2.5. Taxonomia de D. citri e relacdo hospedeiros

D. citri pertence a familia Liviidae, dentro da qual duas subfamilias sao
monofiléticas, Euphyllurinae e Liviinae. Atualmente, D. citri pertence a subfamilia
Euphyllurinae, a qual tem quatro tribos reconhecidas: Diaphorinini, Euphyllurini,
Pachypsylloidini e Strophingiini, no entanto ainda estdo pobremente definidas e com duvidas
filogenéticas. Embora, o género Diaphorina tem sido classificado dentro da tribo
Diaphorinini, com 75 espécies descritas (Ouvrard, 2018).

Dentro do género Diaphorina, tem sido relatadas sete espécies que tém como plantas
hospedeiras espécies de Citrus; D. amoena (Capener, 1970), D. auberti (Hollis, 1987), D.
communis (Mather, 1975), D. punctulata (Pettey, 1924), D. zebrana (Capener, 1970) e D.
citri, descrita em 1908 no Shinchiku, Taiwan (Halberth & Manjunath, 2004). Dentro das
plantas hospedeiras de D. citri, além de espécies de Citrus, tém sido descrita principalmente
Murraya paniculata (Chakraborty et al., 1976; Tsai & Liu, 2000) e varios ‘hospedeiros
alternativos’, como Bergera koeniggi L. e outras Rutaceae nativas (Sétamou et al., 2016).
Encontrou-se também que D. citri tem a capacidade de se reproduzir e se alimentar em
plantas de Choisya ternata Kunth, C. arizonica Standl., Helietta parvifolia Benth (Sétamou et
al., 2016) e H. apiculata Benth (Seraphim et al., 2017) mas sobre Amyris madrensis S.
Watson, A. texana Buckley e Zanthoxylum fagara (L.) Sarg., os adultos conseguiram
ovipositar mas ndo foi evidenciado o desenvolvimento das imaturos. Ja no caso de Esenbeckia
berlandieri (Baill), Ptelea trifoliata (Wafer Ash) e Casimiroa sp., 0s adultos de D. citri
conseguiram sobreviver mas ndo se reproduzir (Sétamou et al., 2016). Embora, além do
género Diaphorina, foram encontradas outras espécies de psilideos em citros, Mesohomotoma
lutheri (Enderlein, 1918), Cacopsylla citricola (Yang & Li, 1984), C. citrisuga, C. murrayi
(Mathur, 1975), Trioza citroimpura (Yang & Li, 1984), T. erytreae e T. litseae (Bordage,
1898) (Halberth & Manjunath, 2004).
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2.6. Métodos de amostragem aéreos

Para 0 monitoramento da migracao de insetos vetores, tém sido amplamente usados
métodos de amostragem aéreos, observacGes diretas em campo, armadilhas terrestres (succao,
luminosas, entre outras), marcadores naturais, artificiais e moleculares e sensores remotos
(principalmente radares entomoldgicos), em combinacdo com estudos fisioldgicos, analises de
trajetdria, modelos estocasticos, entre outros (Reynolds et al., 1997; Osborne et al., 2002;
Reynolds et al., 2006; Gottwald et al., 2010b).

A amostragem aérea tem sido baseada principalmente em redes acopladas a
aeronaves (com piloto convencional ou com controle remoto). Este método tem as vantagens
de amostrar volumes relativamente grandes e funcionar a diferentes alturas e nao ser
influenciado pela velocidade do vento (Reynolds et al., 2006). Outro método amplamente
usado para 0 monitoramento de insetos em altura, sdo as armadilhas de suc¢do, como as que
foram usadas por Rothamsted Insect Survey em 1960 para monitorar afideos vetores a 12 m
(Woiwod & Harrington, 1994). No caso dos radares, € vantajoso 0 uso para monitorar insetos
que voam em diferentes alturas ja que podem ser obtidas informagfes relacionadas com
tempo, altitude, densidade e direcdo de voo dos insetos migrantes (Chapman et al., 2003).

Os marcadores artificiais como corantes, tintas, materiais fluorescentes,
radioisotopos, etc, tém sido amplamente usados para estudos de trajetorias e modelos de
dispersdo a distancias curtas e até poucos quilometros (Akey, 1991; Reynolds et al., 1997;
Southwood & Henderson, 2000). Mas também tém sido usados marcadores naturais, como
polen, acaros foréticos e conteudos intestinais, entre outros (Reynolds et al., 1997). No caso
dos marcadores moleculares, tem sido relatado principalmente o uso de alozimas e
marcadores baseados no DNA nuclear e/ou mitocondrial (microsatelites, RAPDs, AFLPSs)
(Reynolds et al., 2006). Enquanto a estudos direcionados a capacidade relativa de voo, fatores
que influenciam o voo, forca de voo, frequéncia de batidas, por exemplo, tém sido usadas
amplamente as camaras de voo e moinhos de voo (flight mill) como uma alternativa de
simulagéo da realidade (Dickinson & Lighton, 1995).

Os diversos métodos de monitoramento de insetos vetores proporcionam informacao
diferente. Portanto, os métodos usados para monitoramento dependem dos objetivos da area
abordada, ainda que todos apresentam diferentes vantagens e desvantagens como foi discutido
amplamente por Reynolds et al. (2006). Nesse sentido, é chave a selecdo do método de
monitoramento, seja para a compreensdo de fendmenos envolvidos com a migracdo ou

conhecimento aplicado, como epidemiologia de doencas.
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Hall et al. (2010) analisaram a captura de D. citri em seis tipos de armadilhas
segundo a longitude de onda e o material adesivo, sendo trés de cor amarelo brilhante para o
olho humano (variando em intensidade), uma de cor lima-verde, e uma de cor amarelo-verde
fluorescente. A partir do qual encontrou menores capturas nas armadilhas verdes do que nas
amarelas, nas diferentes medi¢Ges com reflectancia espectral, sem diferencas em relacdo ao
material do adesivo. Em outra comparacdo, foi observado que a quantidade de adultos de
D.citri coletados foi significativamente maior nas armadilhas adesivas amarelas comparado
com armadilhas Multi-Lure e armadilhas CC (com cobertas plasticas de cores vermelho, azul,
preto e verde escuro), durante todo o tempo de monitoramento (Hall et al., 2007). Portanto, as
armadilhas adesivas amarelas tém sido usadas para monitoramento de diferentes insetos
devido a atracdo, e especificamente para o monitoramento de D. citri, tém sido usadas
amplamente, ja que o psilideo é altamente atraido pela reflectancia das ondas de luz de cor
amarela, que curiosamente corresponde a cor das plantas com sintomas (Gottwald et al.,
2007).

Segundo Aubert & Quilici (1988) e Aubert & Hua (1990) as armadilhas adesivas
podem ser usadas para detectar e estimar a abundancia relativa de D. citri, como afirmaram
também Flores et al. (2009) em estudos da abundancia de D. citri em pomares de citros na
Flérida, Puerto Rico e Texas. No entanto, Aubert & Hua (1990) encontraram que as
armadilhas de cor marrom-amarela sdo mais eficientes quando o dia estad nublado, enquanto
que as amarelas brilhantes funcionaram melhor em condicdo de poucas nuvens. Contudo, de
acordo com Hall & Hentz (2010) as armadilhas adesivas amarelas podem ser usadas para
detectar e monitorar infestacdes de D. citri em Citrus spp., concordando com Aubert &
Quilici (1988), Aubert & Hua (1990) e Flores et al. (2009).

Por outro lado, o inicio da utilizacdo de armadilhas de succgdo foi particularmente
associado com a Rothamsted Experimental Station, Harpenden, UK, em 1940, devido ao
interesse em métodos de monitoramento e amostragem ndo atrativos das populacdes de
insetos com voo ativo (Reynolds et al., 2006). Posteriormente, as armadilhas de suc¢do foram
amplamente utilizadas e modificadas, principalmente por Ark e Pienasl' (1970), Palmer
(1972), Takagi (1978), Wainhouse (1980), Goodenough et al. (1983), Bidlingmayer e Evans
(1985), Kimsey e Brittnacher (1985) e Taubert e Hertl (1985), citados por Allison e Pike
(1988).

Dentre as armadilhas de succdo amplamente usadas, se encontra a armadilha de
succdo estacionaria, a qual foi desenvolvida principalmente para 0 monitoramento de afideos

vetores de virus e mosquitos vetores de doencas humanas (Muirhead-Thomson, 1991). Esse
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tipo de armadilha de succdo foi desenvolvido por Johnson (1950a) e modificada
posteriormente por Johnson & Taylor (1955) para estudar a distribuicdo aérea de insetos em
diferentes alturas, densidade e periodicidade de voo. O principio de funcionamento da
armadilha de sucgdo estacionaria € baseado na corrente de vento gerada por um ventilador
elétrico interno, montado horizontalmente, que gera fluxo de ar para a parte inferior da
armadilha através de um cone de malha fina no qual os insetos séo retidos e coletados em um
compartimento cilindrico em sua base, permitindo que os insetos fiqguem retidos na camara de
captura (Service, 1969; Goodenough, 1983). O principio de coleta é passivo, ja que nao existe
atrativo e consequentemente sdo coletados apenas 0s insetos que ‘voam’ sobre o raio de

incidéncia de succdo da armadilha (Service, 1969).



37

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Areas experimentais

A selecdo das areas de monitoramento foi realizada considerando os critérios do
conceito de disseminacdo priméria, ou seja, areas vizinhas com possiveis fontes de indculo
préximas a pomares comerciais de citros. As areas experimentais correspondem a areas
adjacentes de duas fazendas comerciais de Citrus spp. da empresa Citrosuco S.A., Fazenda
Agua Sumida (Botucatu, SP) e Fazenda Nova Era (Casa Branca, SP). As é&reas de
monitoramento estudadas apresentam contextos diferentes. No caso das areas préximas a
fazenda Agua Sumida, a zona de monitoramento corresponde a “plantas de fundo de quintal”
(PFQ) e no caso das areas adjacentes da fazenda Nova Era, o cenario corresponde a pomares
com manejo deficiente (MD). Portanto, no contexto de PFQ foram estabelecidos trés pontos
de monitoramento na borda da fazenda (Figura 1) e pontos de amostragem nas areas
adjacentes, tanto em condominios residenciais na area sul (Figura 2), norte (Figura 3) e leste
(Figura 4) da Fazenda Agua Sumida. No contexto MD, foram estabelecidos oito pontos de
monitoramento em areas vizinhas da Fazenda Nova Era (Figura 5). Para o estabelecimento
dos pontos de amostragem, inicialmente foram analisados pontos geograficos da borda dos
pomares comerciais que apresentaram historico de maiores coletas de D. citri e maior nUmero
de plantas eliminadas com sintomas associados ao HLB: no total foram estabelecidos 28

pontos de monitoramento nos dois contextos (Tabela 1).
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Tabela 1. Descricéo e localizagdo dos pontos monitorados nos dois contextos da disseminacéo priméaria do HLB, nos municipios de Botucatu (SP) e Casa Branca (SP).

Fazenda Coordenadas Pe.rindn de Nimero de
- z Codigo Monitoramento . amostragens
comercial/ Area* Hospedeiro
Cidade ponto Latitude Longitude Inicio Fim Planta Armadilhas
cs1 227417 1,40" 5 48°18 15,87" O 01/08/2017  20/12/2018 Citrus sp, 28 30
cs2 22°41° 8,42" 5 48°18 9,16" O 01/08/2017  20/12/2018 Citrus sp, 28 30
<ul Cs3 22°41° 27,96" 5 48" 17" 57,87" O 01,/08/2017 20/12/2018 Murraya paniculata 28 30
cs4 22° 417 34,60" 5 48°18° 0,04" O 01/08/2017  20/12/2018 Murraya paniculot 28 30
Cs5 22°41° 37,51" 5 48° 18 9,68" 0 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
C56 22°41° 37,26" 5 48° 17" 51,87" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CN7 22°35 57,38" 5§ 48° 18" 38,53" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CNE 22°36° 1,44" 5§ 48°18° 43,36" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CNS 22° 35 49,96" § 48° 18" 16,05" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
Agua Sumida CN1O 22°35° 51,78" 5 48° 18" 14,35" O 01/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
/Botucatu Norte CN11 22°35° 32,92" 5§ 48° 18" 40,92" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CN12 22° 357 24,78" 5 48° 18" 28,03" O 01/08/2017  20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CN13 22°34° 57,04" 5 48° 18" 53,44" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CN14 22° 34 50,44" § 48° 18" 46,41" O 01,/08/2017 20/12/2018 Citrus sp, 28 30
CN15 22°36°0,38" S 48° 18" 23,98" O 19/07/2018 20/12/2018 Sem planta 0 10
AS1 22° 37'2,98" § 48" 17' 36,98" O 29/06/2018 20/12/2018 Semn planta 0 10
Fazenda AS2 22° 37 36,90" § 48° 18' 36,59" O 19/07/2018 20/12,/2018 Sem planta 0 9
AS3 22° 36" 54,48" 5 48° 16' 42,20" O 15/07/2018 20/12/2018 Sem planta 0 9
Leste cl1 22° 36' 13,67" 5 48° 13' 37,40" O 28/08/2018  20/12/2018 Citrus sp, 7 7
cL2 22° 36' 21,50" § 48° 13' 54,85" 0 28/08/2018  20/12/2018 Sem planta 0 7
Leste MNEL 21° 50' 31,00" § 47° 5'10,00" O 01/11/2017 19/12/2018 Citrus sp, 25 25
Leste NE2 21° 50' 5,00" § 47° 5'15,00" O 01/11/2017  19/12/2018 Citrus sp, 25 25
Leste NE3 21" 51' 34,00" 5 47" 6'13,00" O 01,/11/2017 19/12/2018 Citrus sp, 25 25
Nova Era/ | Nordeste NE4 21°49'51,78" S 47° 3'54,17" O 01/11/2017 19/12/2018 Citrus sp, 21 25
Casa Branca| Nordeste NES 21° 49' 23,00" 5 47°4'1,00" O 01/11/2017  19/12/2018 Citrus sp, 25 25
Nordeste MNEG 21° 46' 58,64" 5 47" 4'10,00" O 01,/11/2017 19/12/2018 Murraya paniculata 23 25
Nordeste NE7 21° 49' B,00" § 47" 5'10,00" O 01/11/2017 19/12/2018 Citrus sp, 25 25
Nordeste NEE 21° 49' 4,00" § 47° 5'30,00" O 01,/11/2017 19/12/2018 Citrus sp, 25 25

*Correspondente a localizacdo geografica com respecto a Fazenda comercial de Citrus spp.
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Figura 1. Localizagio das areas de amostragem (icones amarelos) na Fazenda Agua Sumida (delimitada por
linha azul), Botucatu, SP. AS1, AS2 e AS3: pontos de monitoramento na borda da fazenda. CN:
Condominios ao norte da fazenda. CS: Condominios ao sul da fazenda. CL: Condominios ao leste da
fazenda.

Google Earth
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Figura 2. Localizagdo dos pontos de monitoramento (icones amarelos) nos condominios ao sul (CS) da fazenda
Agua Sumida, Botucatu, SP.
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Figura 3. Localizagdo dos pontos de monitoramento (icones amarelos) nos condominios ao norte (CN) da
fazenda Agua Sumida, Botucatu, SP.

Figura 4. Localizagdo dos pontos de monitoramento (icones amarelos) no condominio ao leste (CL) da fazenda
Agua Sumida, Botucatu, SP.
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Figura 5. Localizagdo dos pontos de monitoramento em areas vizinhas a fazenda Nova Era (delimitada por linha
azul), Casa Branca, SP.

3.2. Métodos de amostragem

O monitoramento de psilideos foi realizado em diferentes alturas em relagéo ao nivel
do solo (2,5 e 7,5 m), nas copas das plantas hospedeiras de D. citri (Citrus spp. e Murraya
paniculata) e na vegetagdo rasteira. O monitoramento a diferentes alturas foi realizado por
meio de armadilhas adesivas amarelas e com armadilha de suc¢éo estacionaria tipo Johnson-
Taylor modificada. As amostragens nas plantas foram executadas com rede de varredura e
armadilha de succdo portatil. Em todos os casos, a frequéncia das amostragens em planta e

por meio de armadilhas foi quinzenal.

3.2.1. Amostragem a diferentes alturas
3.2.1.1. Armadilhas adesivas amarelas

O monitoramento de populacfes naturais de D. citri e outras espécies de Psylloidea
foi realizado em alturas de 2,5 m e 7,5 m acima do nivel do solo, conduzido para a captura de
psilideos que eventualmente estariam chegando aos pontos de amostragem carregados por
correntes de vento.

Foram utilizadas armadilhas adesivas amarelas (ISCA®, Tecnologias, ljui, RS) com

dimens6es de 30 x 10 cm, alocadas em hastes de bambu de 8 m de comprimento. Foram
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dispostas trés armadilhas em cada altura, constituindo uma é&rea de monitoramento
aproximada de 900 cm?, orientadas de acordo com a direcdo dos ventos predominantes. As
armadilhas foram trocadas quinzenalmente e embaladas em sacos plasticos transparentes para
posterior observacdo em microscopio estereoscopico no Laboratério de Insetos Vetores de
Fitopatogenos (L1V), do Departamento de Entomologia e Acarologia, na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba - SP.
Posteriormente, foram armazenadas a -20°C, até a extracdo de exemplares para identificacdo
taxondmica e detecgédo de CLas.

O monitoramento por este método foi realizado em todos os pontos de amostragem,

tanto no contexto PFQ (Figuras 2, 3 e 4) como no cenario MD (Figura 5).

3.2.1.2. Armadilha de succéo estacionaria

A armadilha de succdo estacionaria utilizada foi do tipo Johnson-Taylor com
modificacbes, a qual foi inicialmente desenvolvida por Johnson (1950a,b), Taylor (1951) e
Johnson e Taylor (1955). Posteriormente Allison e Pike (1988) apresentaram a descrigéo
técnica e econdmica da armadilha, como uma alternativa relativamente barata e de fécil
construcdo para 0 monitoramento de pulgdes migrantes. As modificagdes da armadilha usada
em este trabalho foram: motor elétrico com poténcia de 1/4 cv, sem anemdmetro acoplado no
tubo de PVC da armadilha de sucgdo e com 7,5 m de altura.

O equipamento foi instalado a 3 m do ponto AS1 (Figura 1) correspondente a borda
da fazenda Agua Sumida, constituindo um ponto geografico estratégico com relagdo a
localizacdo geografica dos pontos de monitoramento nos condominios ao norte (CN) da
fazenda (Figura 6).

A cémara de captura utilizada na armadilha foi um recipiente de vidro com 300 ml de
alcool absoluto e 30 ml de glicerina (Figura 6c), com a finalidade de conservar os psilideos
para analises posteriores. Esse recipiente foi retirado a cada 15 dias e levado ao LIV, para

triagem dos insetos e posterior identificagéo.
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Figura 6. Armadilha de succdo estacionaria tipo Johnson-Taylor modificada. A. Localizagdo geografica da
armadilha (22°37'2.97" S 48°17'37.48" O) (icone vermelho). B. Detalhe do exaustor. C. Funil interno e
frasco de captura. D. Armadilha de succio instalada na borda da Fazenda Agua Sumida, proxima ao ponto
AS1 (monitoramento com armadilhas adesivas amarelas).
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3.2.2. Amostragem na vegetagao

O monitoramento de psilideos foi realizado nas copas de arvores citricas ou plantas
hospedeiras de D. citri contiguas aos locais onde foram estabelecidos os pontos com as
armadilhas adesivas amarelas, em todos os casos, exceto nos pontos CN15 (Figura 3), AS1,
AS2 e AS3 (Figura 1) no contexto PFQ. A amostragem foi realizada com rede de varredura
(rede entomologica classica de 40 cm de didametro e 1 m de comprimento) e armadilha de
succdo portatil (Stihl BG86 C/E). No caso da amostragem com rede de varredura foram
realizadas quinze redadas nos ramos médios e superiores da planta, j& para a armadilha de
succdo portatil foram amostrados ramos periféricos no terco médio e inferior das copas,
durante 90-120 s por planta.

Também foi realizada coleta de psilideos nas plantas espontaneas que compdem a
flora rasteira dos pontos de monitoramento, com rede de varredura e armadilha de succdo
portatil. Por meio de rede de varredura foram realizadas quinze redadas em uma area de
aproximadamente 2 m? e com armadilha de succdo portatil foram amostradas plantas de
cobertura presentes em uma area aproximada de 2 m? durante 90-120 s. Os pontos de
amostragem de plantas rasteiras foram proximos as plantas hospedeiras de D. citri
amostradas. As amostragens nas plantas espontaneas no contexto PFQ ocorreram entre
01/08/2017 e 6/10/2018 e no contexto MD entre 01/11/2017 a 28/09/2018.

Os insetos coletados nas plantas foram transferidos para sacos plasticos e levados ao

laboratorio LIV para posterior triagem e identificacdo taxonémica.

3.3. Triagem e identificacdo de espécimes de Psylloidea

Os psilideos coletados nas plantas e com armadilha de succdo estacionaria foram
separados de outros insetos com auxilio de pincéis e alfinete entomoldgico. Posteriormente,
os psilideos foram identificados, quantificados e separados por sexo, sendo conservados em
alcool 100% em tubos criogénicos de 1,5 ml e armazenados em freezer (-20 °C).

No caso das armadilhas adesivas amarelas, os psilideos foram marcados,
identificados, classificados segundo o sexo e conservados na prépria armadilha a seco a -20
°C. Posteriormente, alguns espécimes foram extraidos para analises taxondmica e detec¢éo de
CLas. A extracdo dos psilideos das armadilhas adesivas foi diferente dependendo da
finalidade. Desta forma, quando o propdsito era taxondmico, os insetos foram retirados da

armadilha por meio de corte de um fragmento do cartdo adesivo onde se encontrava o inseto.
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Ja para deteccdo de CLas foram removidos com auxilio de pincel e adicdo de uma gota de
solvente (6leo mineral) por alguns minutos e retirados com alfinete entomolégico e
posteriormente armazenados em alcool 100% em tubos criogénicos e conservados no freezer
a (-20°C).

A identificagdo taxondmica foi realizada nas dependéncias do laboratdrio LIV e na
Universidade de Federal de Parana, Curitiba, PR. Apo0s a triagem, realizou-se a identificacao
inicial por meio de chaves dicotdmicas (Burckhardt e Queiroz, dados ndo publicados). Os
psilideos coletados foram identificados até o nivel de género ou espécie, apds consultas aos
especialistas em taxonomia de Psylloidea, Dr. Daniel Burckhardt (Natural History Museum

Basel-Suica) e Dra. Dalva Luiz de Queiroz (Embrapa Floresta-Colombo PR).

3.4. Detec¢ao de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ em psilideos
3.4.1. Extracdo de DNA de psilideos e anélise de qPCR

Os insetos alvo para a deteccdo de CLas por qPCR foram individuos de D. citri
capturados nas armadilhas adesivas amarelas dispostas a 7,5 m de altura e exemplares dessa
espécie coletados em plantas citricas durante o periodo de monitoramento. No caso das
demais espécies de psilideos, foram analisados todos os exemplares encontrados em plantas
citricas coletados com rede de varredura e com armadilha de succao portatil. Para as outras
espécies de psilideos coletados em armadilhas adesivas amarelas a sele¢do dos individuos foi
baseada nos seguintes critérios: espécies de maior frequéncia em diferentes alturas e espécies
de maior constancia segundo as épocas de coleta.

Os individuos de D. citri foram analisados individualmente para deteccdo de CLas.
No caso da andlise das outras espécies de psilideos, os individuos oriundos de plantas citricas
foram avaliados individualmente. Ja os coletados por armadilhas adesivas amarelas foram
analisados em amostras compostas de cinco individuos da mesma espécie.

A extracdo de DNA foi realizada seguindo o protocolo descrito por Deng et al.
(2006) e modificado por Coletta-Filho et al. (2010). Os insetos que estavam conservados em
alcool 100% foram colocados sobre papel filtro para a secagem e posteriormente foram
transferidos para microtubos de 1,5 ml para maceracdo. No caso de insetos provenientes das
plantas, o processo de maceracao foi realizado no equipamento Tissuelyser® (Qiagen, Hilden,
Alemanha) com o uso de beads de metal, sendo o equipamento regulado para 35 oscila¢Ges/s

durante 5 min. Para os insetos provenientes das armadilhas, a maceracao foi feita com auxilio
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de pistilo previamente autoclavado. Apds a maceracgédo, foram adicionados 30 pl de solucao
tampdo STE (10 mM Tris HCI, 1mM EDTA, 25mM NaCl) e 10 ul de Proteinase K (200
pug/ml) em cada tubo; em seguida as amostras foram submetidas ao vortex (Labnet
International, USA) para a homogeneizagéo por 10 s e mantidas em banho maria a 56°C por
30 minutos. Posteriormente, realizou-se uma etapa adicional de purificagdo do DNA com o
Kit Wizard Promega (DNA Purification Kit Wizard Genomic, Promega®, CA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida os extratos de DNA foram mantidos em freezer a -
20°C até a realizacao da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR).

Para a gPCR, utilizou-se sonda Tagman (2X TagMan® Fast Universal PCR Master
Mix- Life Technologies) e o conjunto de oligonucleotideos “Las 1R” (5’-AAC AAT AGA
AGG ATC AAG GAT CT-3’) e “Las 1F” (5>-CGA TTG GTG TTC TTG TAG CG-3’) e a
sonda “Las-1” (5’-AAT CAC CGA AGG AGA AGC CAG CAT TAC A-3’), desenhados por
Lin et al. (2010), os quais foram baseados na sequéncia do 16S rDNA de CLas (GenBank
AY919311). O volume final da reacdo foi composta de 0,8uM de cada primer (forward e
reverse), 6,75 pL da sonda (2X TagMan® Fast Universal PCR Master Mix- Life
Technologies), 3 uL. de DNA total de inseto e 0,5 pL de agua MiliQ autoclavada.

A amplificacdo foi realizada no equipamento ABI PRISM 7500 Fast Sequence
Detection System (Applied Biosystems, USA), programado com as seguintes condicdes, de
acordo com Coletta-Filho et al. (2010): 50 °C por 2 min, acompanhado de um ciclo de
desnaturacéo a 95 °C por 15 s e anelamento/extensdo a 60 °C por 1 min. Cada reacdo teve um
controle positivo (inseto CLas positivo), controle negativo de inseto (livre de ClLas
proveniente da col6nia do laboratério LIV) e um controle negativo da reacdo (agua Milli-Q
autoclavada). Todas as amostras foram analisadas em duplicata e considerou-se positivas as
amostras que apresentaram valor de Ct (Cycle threshold) <35 como ja determinado por
Colleta-Filho et al. (2010, 2014).

O anterior procedimento foi usado no caso da analise de individuos de D. citri
coletados em armadilhas adesivas amarelas e planta, assim como também para as outras
espécies de Psylloidea. No entanto, para 80 amostras de individuos de Psylloidea de outras
espécies além de D. citri, coletados em armadilhas adesivas amarelas e em plantas
hospedeiras de D. citri, foi usado o protocolo de gPCR validado por Fundecitrus para o teste
de deteccdo CLas.



47

3.5. Analise de dados

A partir dos psilideos coletados foi realizada analise faunistica classica, utilizando os
indices faunisticos de constancia e frequéncia, calculados com o software ANAFAU (Moraes
et al., 2003). O célculo de tais indices foi usado para compara¢Ges entre especies/género,
locais, época e alturas de coletas. A analise foi realizada tanto para psilideos capturados com
armadilhas adesivas amarelas, armadilha de succdo estacionaria e capturados em plantas
hospedeiras de D. citri.

A consténcia (C) constitui um indice que indica a porcentagem de nimero de vezes
que uma espécie foi coletada (P) em relacdo ao numero total de coletas feitas no estudo (N),
representada mediante a equacdo: C = Px100/N. A frequéncia (F) representa a porcentagem
de individuos de uma espécie (1) em relacdo ao total de individuos coletados (T) calculada
pela equacgéo: F = I/T x100 (Silveira-Neto et al., 1995).

O coeficiente de correlagdo de Spearman foi utilizado para analisar a intensidade da
relacdo da distribuicdo de abundancia das espécies coletadas e as diferentes alturas de coleta
(2,5 me 7,5 m), assim como também para a relacdo de abundancia com rela¢do ao tempo de
monitoramento, para cada um dos contextos analisados. Esse coeficiente foi escolhido pois se
ajusta a analises de dados com distribuicdo ndo paramétrica, para a analise de correlacdo do
tipo monotdnica. O coeficiente foi calculado com o programa estatistico R (R i386 3.3.2).

Para a andlise espaco-temporal de D. citri, foram obtidos dados de coleta da borda
das fazendas comerciais de citros dos dois contextos analisados, através da base de dados
fornecida pelo Fundo da Defesa da Citricultura (Fundecitrus). Esses dados sé@o obtidos por
meio de armadilhas adesivas amarelas alocadas a altura da copa das arvores citricas na borda

das fazendas, como parte do programa Alerta Fitossanitario do HLB.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise contexto “plantas de fundo de quintal”
4.1.1. Diversidade
4.1.1.1. Coleta com armadilhas adesivas amarelas

No contexto de “plantas de fundo de quintal” (PFQ) foram coletados no total 83.561
psilideos com armadilhas adesivas amarelas, nas duas alturas monitoradas nos 20 pontos de
coleta estabelecidos. Os psilideos coletados foram pertencentes a 24 géneros (Figura 7),
correspondentes as familias Psyllidae (Colophorina Capener, 1973, Euceropsylla Boselli,
1929, Euphalerus Schwarz, 1904, Heteropsylla, Isogonoceraia, Mitrapsylla, Platycorypha,
Russelliana), Aphalaridae (Blastopsylla, Glycaspis, Leurolophus, Limataphalara, Tainarys),
Triozidae (Calinda, Leuronota, Trioza, Triozoida), Liviidae (Caradocia, Diaphorina,
Diclidophlebia), Calophyidae (Calophya, Mastigimas), Carsidaridae (Paracarsidara) e
Phacopteronidae (Pseudophacopteron).

A familia Psyllidae representou 76.70% do total de psilideos coletados, os quais
pertencem as subfamilias Ciriacreminae (98.26%), Aphalaroidinae (0.01%), Macrocorsinae
(1.51%) e Psyllinae (0.22%). A subfamilia Ciriacreminae foi representada por Heteropsylla
sp. (59.64%), Isogonoceraia divergipennis White & Hodkinson, 1980 (33.65%), Mitrapsylla
spp. Crawford, 1914 (5.09%), Heteropsylla caldwelli Burckhardt, 1987 (0.96%),
Euceropsylla sp. (0.66%). Aphalaroidinae conteve unicamente individuos de Russelliana
solanicola. A subfamilia Macrocorsinae foi representada por Euphalerus sp. (92.71%), E.
ostreoides Crawford, 1925 (7.18%) e Colophorina sp. (0.10%). Ja Psyllinae apresentou
apenas psilideos do género Platycorypha (Tuthill, 1945).

Psilideos da familia Aphalaridae representaram 15.72% do total coletado, o qual foi
representado pelas subfamilias: Spondyliaspidinae (92.60%), Rhinocolinae (6.90%) e
Aphalarinae (0.50%). Spondyliaspidinae foi representada por Glycaspis brimblecombei
(74.30%) e Blastopsylla occidentalis (25.70%). Rhinocolinae foi representada por Tainarys
sp. (Bréthes, 1920) (97.40%) e Leurolophus oriformae (Burckhardt & Basset, 2000) (2.60%).
Aphalarinae foi representada unicamente por Limataphalara sp. (Hodkinson, 1992).

Apenas 4.95% do total de psilideos coletados pertenceram a familia Triozidae, dos
géneros/espécies de Trioza sp. (Foerster, 1848) (97.60%), Leuronota sp. (Crawford, 1914)
(0.94%), Calinda sp. (Blanchard, 1852) (0.87%), Triozoida limbata (Enderlein, 1918)
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(0.34%) e Trioza tabebuiae (0.25%). A familia Liviidae representou 1.79% do total de
psilideos coletados, dos quais 99.11% pertenciam a subfamilia Euphyllurinae e somente
0.89% a Liviinae. Euphyllurinae foi representada por D. citri (85.84%), Caradocia sp.
(10.13%) e C. longiantennata (White & Hodkinson, 1980) (4.04%), e Liviinae foi
representada unicamente por Diclidophlebia sp.

As familias com menos individuos coletados foram Calophyidae (0.73%), com
93.84% de exemplares de Calophya sp. (Léw, 1879) da subfamilia Calophyinae e apenas
6.16% de Mastigimas sp. (Enderlein, 1921) da subfamilia Mastigimatinae. Da familia
Carsidaridae (0.11%) somente foram coletados exemplares do género Paracarsidara (Heslop-
Harrison, 1960) e de Phacopteronidae (0.04%) sé individuos de Pseudophacopteron
longicaudatum (Malenovsky, Burckhardt, Queiroz, Isaias & Oliveira 2015) e outras espécies
ndo identificadas do mesmo género. Sendo que a razdo sexual de todas as espécies
encontradas foi em média de 0,55.

Em termos de constancia, as espéecies que estiveram presentes em 100% das coletas
foram: B. occidentalis, Calophya sp., D. citri, G. brimblecombei, Heteropsylla sp., I.
divergipennis, Mitrapsylla spp. e Trioza sp. As especies que foram presentes em mais de 50%
das coletas foram: Caradocia sp. (73%), Euceropsylla sp. (60%), Euphalerus sp. (73%), E.
ostreoides (63%), Heteropsylla caldwelli (67%), Limataphalara sp. (67%), Paracarsidara sp.
(80%) e Tainarys sp. (90%). As espécies presentes entre 25-50% das coletas foram, Calinda
sp. (30%), Caradocia longiantennata (43%), Leuronota sp. (40%), Mastigimas sp. (27%) e
Platycorypha sp. (40%). As outras especies coletadas apresentaram menos de 25% de
presenca: Colophorina sp. (3%), Diclidophlebia sp. (13%), Leurolophus oriformae (20%),
Pseudophacopteron sp. (23%), Pseudophacopteron longicaudatum (3%), R. solanicola
(13%), Trioza tabebuia (7%) e Triozoida limbata (10%).

Com relacdo a frequéncia, as espécies mais coletadas foram: Heteropsylla sp.
(44.9%), 1. divergipennis (25.3%) e G. brimblecombei (10.8%). Outras espécies
representaram frequéncias menores de 5%, como Trioza sp. (4.8%), Mitrapsylla spp. (3.8%),
B. occidentalis (3.7%), D. citri (1.5%), Euphalerus sp. (1.1%) e Tainarys sp. (1.1%). As

outras espécies coletadas, estiveram frequentes em menos de 1%.
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Figura 7. Numero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
com armadilhas adesivas amarelas instaladas a 2,5 m e 7,5 m de altura, fazenda comercial de Citrus spp.,
Faz. Agua Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP. 01/08/2017 a 20/12/2018.

4.1.1.2. Coleta com armadilha de succéo estacionaria

Durante os cinco meses de monitoramento de psilideos, por meio de armadilha de
succdo estacionaria foram encontrados 386 individuos, pertencentes as familias Aphalaridae
(62.4%), Psyllidae (37%), Calophyidae (0.3%) e Triozidae (0.3%), sendo coletados 10
géneros (Figura 8). Deste total, pertencente a Aphalaridae foram coletados 241 individuos,
sendo 67.2% de Tainarys sp., 26.1% de G. brimblecombei e 6.7% de B. occidentalis. Dentro
da familia Psyllidae, 60.8% dos espécimes foram de Heteropsylla sp., 31.5% de Mitrapsylla
spp., 3.5% de Euphalerus sp., 2.8% de I. divergipennis e 1,4% de Platycorypha sp. As
familias Calophyidae e Triozidae foram representadas unicamente por um género, Calophya
sp. e Trioza sp., respectivamente.

As espécies que apresentaram maior constancia durante o periodo de monitoramento
foram Mitrapsylla spp. (83.3%), G. brimblecombei (66.7%), 1. divergipennis (50%) e B.
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occidentalis (50%). No caso de Heteropsylla sp. e Euphalerus sp. constatou-se presenca em
33.3% das coletas. Mas no caso de Tainarys sp., Calophya sp., Trioza sp. e Platycorypha sp.,
observou-se presenca em 16.7% do total dos periodos de coleta.

Em relacdo a frequéncia das espécies coletadas, Tainarys sp. representou 42% do
total de espécimes coletados, Heteropsylla sp. 22.5%, G. brimblecombei 16.3%, Mitrapsylla
spp. 11.7%, B. occidentalis 4.1%, Euphalerus sp. 1.3%, I. divergipennis 1%, Platycorypha sp.
0.5% e no caso de Calophya sp. e Trioza sp. apenas 0.3%. Sendo que a razdo sexual de todas

as espécies encontradas foi em média de 0,45.

Rhinocolinae Tainarys sp. 162
Aphalaridae o Blastopsylla occidentalis 16 B Macho
Spondyliaspidinae
Glycaspis brimblecombei 63 B Fémea
Calophyidae calophyinae Calophya sp. 1
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Figura 8. Numero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
com armadilha de sucgdo estacionaria instalada em area adjacente a fazenda comercial de Citrus spp. Faz.
Agua Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP, 01/08/2017 a 20/12/2018.

4.1.1.3. Coleta de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri

No total foram coletados 5.316 psilideos em plantas hospedeiras de D. citri,
pertencentes a Citrus spp. e Murraya paniculata. Do total de psilideos coletados, 70.26% foi
de D.citri e 28.39% de Heteropsylla sp., sendo que as outras espécies representaram menos de
1%, compreendendo: 1. divergipennis (0.85%), Mitrapsylla spp. (0.21%), G. brimblecombei
(0.15%), Mastigimas sp. (0.06%), Trioza sp. (0.06%), Calophya sp. (0.02%) e Calinda sp.
(0.02%) (Figura 9). Sendo que a razdo sexual de todas as espécies encontradas foi em média
de 0,54.
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A espécie que apresentou 100% de constancia durante o periodo de monitoramento
foi D. citri. A constancia das demais espécies coletadas foi menor que 50%, compreendendo:
I. divergipennis (35.5%), G. brimblecombei (19.4%), Mitrapsylla spp. (12.9%), Heteropsylla
sp. (9.7%), Mastigimas sp. (9.7%), Trioza sp. (6.5%), Calophya sp. (3.2%) e Calinda sp.
(3.2%).

Quanto a frequéncia, D. citri representou 70.26% do total dos espécimes coletados
em planta, seguida de Heteropsylla sp. (28.39%), I. divergipennis (0.85%), Mitrapsylla spp.
(0.21%), G. brimblecombei (0.15%), Mastigimas sp. (0.06%), Trioza sp. (0.06%), Calophya
sp. (0.02%) e Calinda sp. (0.02%).

Em plantas espontaneas amostradas na area adjacente as plantas hospedeiras de D.

citri, s6 foram encontrados doze individuos de Russelliana solanicola em uma das

amostragens.
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Figura 9. Numero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
em plantas hospedeiras de Diaphorina citri (Citrus spp. e Murraya paniculata) em areas adjacentes da
fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP, 01/08/2017 a
20/12/2018.

4.1.2. Analise espacial
4.1.2.1. Coleta por armadilhas adesivas amarelas

De acordo com as diferentes alturas de coleta por armadilhas adesivas amarelas e a
distribuicdo de abundancia das espécies observadas, foi encontrada relagao significativa (p
0,93; p<0,05) de acordo com a analise de correlagdo de Spearman. No total foram coletados
40.772 psilideos a 2,5 m (Figura 10A) e 42.789 psilideos a 7,5 m (Figura 10B). Nas coletas a
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2,5 m, as espécies com maior frequéncia de individuos foram: Heteropsylla sp. (52.7%) e I.
divergipennis (25.4%) e a 7,5 m observou-se tendéncia semelhante, com alta frequéncia de
Heteropsylla sp. (37.5%) e I. divergipennis (25.3%).

No caso de D. citri, foram encontrados 1.192 individuos a 2,5 m (camada limite de
voo) e apenas 84 individuos foram capturados a 7,5 m (camada limite atmosférica). Essa
correlacdo também foi constatada no caso de Euceropsylla sp., com 75.3% dos individuos
capturados a 2,5 m e de Heteropsylla sp., que apresentou 57.5% dos individuos nesta mesma
altura. Contudo, no caso de G. brimblecombei, B. occidentalis, Euphalerus sp. e Trioza sp.,
observou-se maior nimero de individuos a 7,5 m, representando 77.9%, 73.5%, 72.2% e

66.9%, respectivamente, do total coletado para cada espécie nas duas alturas.
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Figura 10. Numero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ) com armadilhas adesivas amarelas em 4reas adjacentes da
fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP. 01/08/2017 a 20/12/2018. A. Psilideos coletados a 2,5 m de altura. B. Psilideos
coletados a 7,5 m de altura.
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No que se refere a distribuicdo espacial de psilideos encontrados nas diferentes areas
com relacdo a Fazenda Comercial Agua Sumida (Figura 1), foi evidenciado maior nimero de
psilideos nos pontos de amostragem dos condominios ao norte (53.87%) (Figura 3), com
média de 4.880 psilideos por ponto, comparado com 4.117 psilideos por ponto nos
condominios ao sul (30.29%) (Figura 2). Nos pontos localizados na area leste (5.7%) (Figura
4), foram encontrados em média 2.337 psilideos por ponto e nos pontos dispostos na borda da
fazenda (10.11%) (Figura 1) foram coletados em média 2.747 psilideos por ponto (Figura 11).

Nos condominios ao sul da fazenda, a maior quantidade de psilideos foi encontrada
no ponto CS1, representando 24.3% do total de psilideos encontrados naqueles condominios.
No entanto, nos pontos CS2, CS3, CS4 e CS5 foram encontrados em média 16.5% do total de
psilideos coletados nos condominios ao sul. E importante ressaltar que um dos pontos dos
condominios ao sul (CS6) ficou sem monitoramento por trés periodos, que compreendeu entre
09/05/2018 e 02/08/2018, o que pode ter afetado a quantidade de psilideos (10.1%)
encontrados naqueles condominios.

No caso de condominios localizados ao norte, foram coletados maior nimero de
psilideos nos pontos CN8 e CN14, 18.6% e 13.5% do total, respectivamente. O ponto CN9
representou 15%, os pontos CN10 e CN11 representaram 10.6% e 10.3%, respectivamente.
Os pontos CN12 e CN13, representaram 8.3% e 7.8%, respectivamente. No entanto, o ponto
CN7 representou 4.1% do total de psilideos coletados naqueles condominios, esclarecendo
que desde o periodo de 19/7/2018 até 20/12/2018 esse ponto ndo teve monitoramento, devido
a erradicacao da planta hospedeira de D. citri proxima e da remocao da unidade estrutural das
armadilhas adesivas (haste de bambu). O ponto CN15 representou 11.8% de psilideos totais
coletados nos condominios ao norte, durante o tempo total de monitoramento nesse ponto
(Tabela 1). A pesar do menor tempo de monitoramento no ponto CN15, é interessante
salientar que 0 mesmo apresentou maior quantidade de psilideos coletados comparado com
outros pontos, ja que a localizacdo geogréfica corresponde a um ponto estratégico na beira do
Rio Piracicaba (Figura 3), onde se acredita que seja um lugar de atmosfera instavel (maior
turbuléncia e difusdo de particulas) propicia para a ascensdo de insetos assistida pela
conveccao térmica.

No condominio ao leste, foi capturado 5.7% do total dos individuos coletados no
contexto PFQ, sendo que foi monitorado por apenas sete periodos (coletas) comparado com o
total de 30 periodos nos outros condominios (Tabela 1). Os percentuais de coleta dos dois

pontos de monitoramento no condominio ao leste foram muito préximas, com 46.7% dos
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individuos no ponto CL1 e 53.3% no CL2, sendo esse ultimo localizado na beira da Represa

Barra Bonita.
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Figura 11. Ndmero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
por armadilhas adesivas amarelas nos pontos de monitoramento em condominios ao sul (CS), ao norte (CN)
e ao leste (CL), bem como nas bordas (AS) da Fazenda Agua Sumida, Citrosuco S.A. Botucatu, SP.
Periodos de amostragem: CS e CN, 01/08/2017-20/12/2018; CL, 28/08/2018-20/12/2018; AS1, 29/06/2018-
20/12/2018; AS2 e AS3, 19/07/2018-20/12/2018.

4.1.2.2. Coleta de Psylloidea nas plantas hospedeiras de D. citri

Nas plantas hospedeiras de D. citri, a coleta foi maior nos condominios ao sul da
Fazenda Agua Sumida, representando 61.1% dos individuos em relagio as outras areas. Nos
condominios ao norte foi coletado 38.2% do total de psilideos e no condominio ao leste
(ponto CL1) da fazenda foi coletado 0.7% (Figura 12).

Nos condominios ao sul, o ponto com maior nimero de psilideos coletados foi 0 CS1
(1.577 psilideos), representando 48.6% do total de coleta naquela area, o qual corresponde a
um local de aproximadamente 35 plantas de diversas espécies de Citrus spp., sem manejo do
inseto vetor. Dos psilideos coletados nesse ponto, 95.4% foi correspondente a Heteropsylla
sp., 4.4% a D.citri, 0.1% a G. brimblecombei e 0.1% a Mitrapsylla spp. E importante
esclarecer que grande propor¢do dos individuos de Heteropsylla sp. foram coletados em uma
das coletas como um evento circunstancial isolado (06/10/2018), no qual foram coletados
1.500 individuos. Nos pontos CS2, CS3, CS4, CS5 e CS6 foram coletados, respectivamente,
11.5%, 14.6%, 5.9%, 12.0% e 7.4% do total de psilideos naquela area. Quanto aos individuos
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de R. solanicola, foram encontrados apenas na vegetacao rasteira, unicamente no ponto CS1,
em uma das amostragens (29/09/2017).

Em todos os pontos monitorados nos condominios ao sul da Faz. Agua Sumida, D.
citri apresentou a maior frequéncia em plantas citricas em relacdo as outras espécies de
psilideos coletadas, exceto no ponto CS1. As frequéncias relativas de D. citri foram: 98.7%
(CS2), 99.4% (CS3), 94.8% (CS4), 99.7% (CS5) e 97.1% (CS6). Entre as demais espécies de
psilideos, foram coletadas I. divergipennis, Heteropsylla sp., G. brimblecombei e Mitrapsylla
spp. no ponto CS2, I. divergipennis e Mitrapsylla spp. em CS3 e CS4 (onde também foram
coletados individuos de Calinda sp.), I. divergipennis em CS5 e Trioza sp., Mastigimas sp. e
I. divergipennis no ponto CSé6.

Nos condominios ao norte da Faz. Agua Sumida foram coletados em plantas um total
2.031 psilideos, distribuidos com diferentes frequéncias nos pontos CN7 (0.3%), CN8 (6.1%),
CN9 (11.7%), CN10 (23.5%), CN11 (13.3%), CN12 (26.9%), CN13 (10.4%) e CN14 (7.8%).
D. citri foi a espécie de psilideo mais capturada, com frequéncias variando de 96.2 a 100%
nos pontos CN7 a CN14. Em todos os pontos foram encontrados espécimes de |I.
divergipennis, exceto em CN11 e CN14. Exemplares de Mitrapsylla spp. foram encontrados
nos pontos CN8, CN10, CN12 e CN14, enquanto que os de Heteropsylla sp. foram
encontrados nos pontos CN10 e CN13. Ja nos pontos CN10 e CN12 foram encontrados
unicamente individuos de G. brimblecombei, além de D. citri. Além disso, no ponto CN11
foram encontrados individuos dos géneros Calophya sp. e Trioza sp.

No caso do condominio ao leste da fazenda, foi encontrado s6 um individuo de
Mitrapsylla spp. durante todo o tempo de monitoramento no ponto CL1, além de D. citri,

como esclarecido anteriormente.
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Figura 12. Namero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
em plantas hospedeiras de Diaphorina citri nos pontos de monitoramento em condominios ao sul (CS), ao
norte (CN) e ao leste (CL), Fazenda Agua Sumida, Citrosuco S.A. Botucatu, SP. Periodos de amostragem:
CS e CN, 01/08/2017-20/12/2018; CL, 28/08/2018-20/12/2018.

4.1.3. Analise temporal
4.1.3.1. Coleta com armadilhas adesivas amarelas

Foi encontrada relagdo significativa (p 0,86; p<0,05) entre a abundancia de espécies
nas diferentes alturas de coleta por armadilhas adesivas amarelas e a distribuicdo no tempo, de
acordo com a analise de correlacdo de Spearman. Durante 0os 16 meses de monitoramento
evidenciou-se maior nimero de psilideos na primavera, tanto em 2017 como em 2018 (Figura
13). Em 2017, foram coletados 17.903 psilideos (21.4%) desde o final do inverno
(01/09/2017) até o comeco do verao (21/12/2017), sendo que o0 nimero de insetos aumentou
aproximadamente nove vezes no final do inverno (01/09/2017 até 15/09/2017) comparado
com a quinzena anterior (16/08/2017 até 01/09/2017).

Em 2018, foram coletados 57.974 psilideos (69.4%) desde o final do inverno
(28/08/2018) até o comeco do verdo (20/12/2018), sendo que o nimero de insetos aumentou
aproximadamente 28 vezes no final do inverno (28/08/2018 até 21/09/2018) comparado com
0 periodo anterior de monitoramento (17/08/2018 até 28/08/2018). Na primavera de 2018
(21/09/2018 ate 20/12/2018) foram coletados 45.700 psilideos, que representam o 54.7% do
total de psilideos coletados (Figura 13). Contudo, foi claro que na primavera de 2017 e 2018 a
média de psilideos coletados por ponto por dia foi maior com respeito as outras estacoes,
sendo coletados em média 7,27 e 14,21 psilideos/dia, respectivamente (Tabela 3).
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Em relacdo as coletas na primavera nas alturas de amostragem estabelecidas, foram
observados 56.8% dos psilideos a 7,5 m na primavera de 2017 e na primavera de 2018 foram
encontrados 52% de psilideos nesta mesma altura. Considerando-se 0s percentuais proximos a
50% nas duas primaveras (periodos que correspondem aos picos de maior coleta) é possivel
inferir que os psilideos se movimentam na camada limite de voo e na camada limite
atmosférica em propor¢des semelhantes (Figura 13). Embora, na primavera de 2017 foi
encontrado que 8,52 psilideos/dia por ponto de amostragem, se movimentam a 7,5 m e 6.03
psilideos/dia se movimenta a 2,5 m. Diferencialmente, na primavera de 2018 a média de
psilideos se movimentando a 2,5 m (15.28 psilideos/dia) foi maior comparado com o0s
encontrados a 7,5 m (13.15 psilideos/dia) (Tabela 3).
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Figura 13. Numero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
com armadilhas adesivas amarelas posicionadas nas alturas de 2,5 e 7,5 m, em areas adjacentes e bordas da
fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP.

A coleta de psilideos a 7,5 m foi maior que 70% comparando-se com o0s psilideos
coletados a 2,5 m em dois dos 30 periodos monitorados no total, correspondentes a coletas
entre 09/05/2018 até 11/06/2018 e entre 29/11/2018 e 20/12/2018. Em sete periodos nao
consecutivos as coletas de psilideos a 7,5 m representaram entre 60% e 70%. Nos outros 21
periodos monitorados a proporcao de psilideos coletados a 7,5 m variou entre 60% e 40%,

sendo em média 50.6% (Tabela 2). Contudo, as altas propor¢des de psilideos encontrados a
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7,5 m fornecem evidéncia circunstancial da movimentacdo de psilideos na camada limite
atmosférica.

As espécies que apresentaram maior frequéncia durante o tempo total de
monitoramento foram Heteropsylla sp., I. divergipennis e G. brimblecombei, as quais
apresentaram picos de coleta durante a primavera, assim como D. citri (Figura 14). Dessa
forma, na primavera de 2017 foram coletados 4.870 individuos de Heteropsylla sp. e na
primavera de 2018 foram coletados 32.039 individuos, representando 13% e 85.4%,
respectivamente, do total de individuos coletados de esse género (37.535). No caso de |I.
divergipennis, na primavera de 2017 foram coletados 7.144 individuos e na primavera de
2018 foram coletados 12.196 individuos, representando 33.7% e 57.6%, respectivamente, do
total de individuos coletados de essa espécie (21.181). No caso de G. brimblecombei, na
primavera de 2017 foram coletados 2.329 individuos e na primavera de 2018 foram coletados
5.337 individuos, representando 25.8% e 59%, respectivamente, do total de individuos
coletados de essa espécie (9.042). No caso de D. citri, na primavera de 2017 foram coletados
133 individuos e na primavera de 2018 foram coletados 835 individuos, representando 10.4%

e 65.5%, respectivamente, do total de individuos coletados de essa espécie (1.276).
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4.1.3.2. Coleta com armadilha de succéao estacionéria

A tendéncia de maior coleta de psilideos durante o final do inverno e comeco da
primavera também foi constatada por meio das coletas com a armadilha de succdo
estaciondria, ja que 77.2% de psilideos foram coletados entre o 01/09/2018 até o 6/10/2018
(Figura 15). E importante destacar que no periodo relatado anteriormente, houve um periodo
de interrupcdo de funcionamento da armadilha devido a problemas técnicos (31/08/2018 a
21/09/2018). Posteriormente, entre 0 6/10/2018 e o 13/11/2018, a armadilha também teve
interrupgdo no funcionamento.

Quanto a constancia das espécies coletadas com a armadilha de succdo estacionaria
no tempo, o periodo entre 19/7/2018 até 1/8/2018 apresentou 0 maior numero de especies.
Nesse periodo foram encontradas sete espécies, sendo correspondentes a G. brimblecombei,
Mitrapsylla spp., I. divergipennis, B. occidentalis, Calophya sp., Trioza sp. e Euphalerus sp.
No periodo correspondente ao final do inverno e comeco da primavera (30/08/2018 até
06/10/2018) foram encontradas seis espécies, Mitrapsylla spp., 1. divergipennis, B.
occidentalis, Tainarys sp., Heteropsylla sp., e Platycorypha sp. Nos outros periodos

monitorados o nimero de espécies foi restringido a dois ou trés géneros (Figura 15).
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Figura 15. Espécies de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ) com armadilha de
succao estacionaria na borda da fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua Sumida, Citrosuco S.A.,
Botucatu, SP.
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4.1.3.3. Coleta de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri

Coincidentemente com o encontrado em armadilhas de altura, em plantas
hospedeiras de D. citri foi coletado 45.6% de psilideos durante o comec¢o da primavera de
2018 (21/09/2018 até o 16/10/2018), enquanto que no periodo da primavera de 2017 foi
coletado s6 6% do total de psilideos coletados durante todo o tempo de monitoramento. No
entanto, a populacéo de psilideos em planta durante as outras estacdes se manteve em média
em 2.7%, comparado com os psilideos coletados durante a primavera (Figura 16).

A dindmica temporal obtida a partir das coletas de psilideos em plantas hospedeiras
de D. citri comparada com a dindmica temporal em altura parece ser convergente nesse
contexto, de acordo com evidéncias circunstanciais encontradas em 2018. Entretanto, é
preciso comparar essas dinamicas em periodos de tempo maiores com a finalidade de ter
maiores critérios de analise baseados em evidéncias temporais e espaciais das populagdes

amostradas.
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Figura 16. Numero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto “plantas de fundo de quintal” (PFQ)
em plantas hospedeiras de D. citri de condominios adjacentes a fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua
Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP.
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Do total de insetos coletados em plantas hospedeiras de D. citri, 60% (3.177) foi
coletado com rede de varredura e 40% (2.139) com armadilha de succao portatil, durante todo
0 periodo de monitoramento. A diversidade de espécies coletadas pelos dois métodos foi
semelhante, incluindo individuos de D. citri, I. divergipennis, Mitrapsylla spp., G.
brimblecombei, Heteropsylla sp. e Mastigimas sp. As espécies que divergiram dependendo do
método de amostragem em planta foram Calophya sp. e Trioza sp., as quais s foram
coletadas com armadilha de succ¢do portétil, e Calinda sp., a qual s6 foi coletada com rede de
varredura. Do total de individuos coletados de D. citri (3.735), 56.1% foi coletado com
armadilha de succ¢do portatil, sendo que o restante 43.9% foi coletado com rede de varredura.
No caso de Mastigimas sp. e Mitrapsylla spp., foi coletada maior propor¢édo com armadilha de
succao portatil, sendo coletado 55% e 67%, respectivamente. Mas no caso de I. divergipennis
e Heteropsylla sp., a maior coleta de individuos foi com rede de varredura, representando
58% e 99.5%, respectivamente. No caso de G. brimblecombei a proporcdo de individuos
coletados pelos dois métodos foi equivalente (50%).

Os individuos de R. solanicola foram coletados na vegetacdo rasteira em uma unica

data na primavera (29/09/2017), e somente em um ponto de monitoramento
4.1.4. Andlise espaco-temporal de D. citri

A partir dos resultados de coleta em plantas hospedeiras de D. citri e em alturas
(Figura 17), é possivel inferir que a densidade populacional de D. citri em planta é diferente
da encontrada nas diferentes alturas avaliadas. No entanto, na primavera de 2018 foi
encontrado o maior pico populacional de D. citri nas plantas (21/09/2018) antecipando o pico
populacional encontrado a 2,5 m (06/10/2018), indicando que apds do aumento drastico da
densidade populacional em planta os adultos embarcam em movimentos de dispersdo. Dessa
forma, na planta o aumento da populagcdo amostrada de D. citri comecou no final de inverno
(28/08/2018), se mantendo até a metade da primavera (16/10/2018). Ao passo que a 2,5 m a
populacédo de D. citri comegou a apresentar aumento gradual no inverno (desde 17/7/2018) até
0 comeco da primavera (21/09/2018), sendo que no comeco da primavera a populagédo
coletada a 2,5 m apresentou um pico populacional de 283 individuos, diminuindo
gradualmente até o 13/11/2018. Segundo as coletas de D. citri a 7,5 m, o pico populacional
foi correspondente ao periodo descrito para as coletas a 2,5 m, mesmo sendo em uma

proporc¢ao de menor captura de insetos.
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Por outro lado, foi possivel comparar o nimero de individuos de D. citri coletados
nas diferentes alturas nas areas vizinhas e na borda da fazenda comercial de citros (Figura 18),
sendo que as coletas na borda da fazenda foram obtidas a altura das copas das arvores. Por
exemplo, foi evidente que a populagdo amostrada a 2,5 m comecou a aumentar no final do
inverno e mostrou um pico populacional na primeira semana da primavera de 2017 nas duas
localidades, diminuindo drasticamente na quinzena seguinte. No entanto, na primavera de
2018 foi evidente que o pico populacional encontrado em altura nas areas adjacentes a
fazenda foi antecipado ao pico encontrado nos pontos da borda da fazenda. Assim, a partir de
evidéncias circunstanciais é possivel inferir que pode existir alguma relagéo espaco-temporal

que direciona 0 comportamento migratdrio de D. citri entre as duas areas comparadas.
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4.1.5. Andlise dos métodos de amostragem de psilideos em altura

A partir dos resultados de coleta de psilideos com armadilhas adesivas amarelas e
armadilha de succdo estacionaria, foi encontrada diferenca tanto na quantidade como na
diversidade de psilideos coletados a 7,5 m.

Em geral, foram coletados maior numero de psilideos e maior diversidade de
espécies com armadilhas adesivas amarelas comparado com a armadilha de succao
estacionaria (Figura 19). Nas mesmas datas de amostragem e altura (7,5 m) foram coletados
no total 15.569 psilideos com armadilhas adesivas amarelas e apenas 386 com armadilha de
succ¢do estacionaria. Quanto ao nimero de espécies, foram coletadas no total 10 espécies com
armadilha de succéo estacionaria e 28 por meio de armadilhas adesivas amarelas (detalhadas
no item 1.1.2). As espécies coletadas por ambos os métodos foram: G. brimblecombei,
Mitrapsylla spp., I. divergipennis, B. occidentalis, Calophya sp., Trioza sp., Tainarys sp.,
Heteropsylla sp., Euphalerus sp. e Platycorypha sp.

® Armadilha estacionaria de

10000 "
sucgdo

m Armadilhas adesivas amarelas
8000

6000

4000

Numero de psilideos

2000

(=]

197 2018
182018
3082018
610 2018
29112018
20122018

Data de amostragem

Figura 19. Comparagdo do numero total de individuos de Psylloidea coletados com armadilhas adesivas
amarelas e armadilha de sucgdo estacionaria na borda da fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Agua
Sumida, Citrosuco S.A., Botucatu, SP.
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4.2. Andlise contexto pomares com manejo deficiente de D. citri
4.2.1. Diversidade
4.2.1.1. Coleta com armadilhas adesivas amarelas

No contexto de pomares de manejo deficiente (MD) foram coletados 65.241
psilideos no total dos pontos monitorados e nas diferentes alturas de coleta, por meio de
armadilhas adesivas amarelas pertencentes a 22 géneros (Figura 20), correspondentes as
familias Psyllidae (Colophorina, Euceropsylla, Euphalerus, Heteropsylla, Isogonoceraia,
Mitrapsylla, Platycorypha, Russelliana), Aphalaridae (Blastopsylla, Glycaspis, Leurolophus,
Limataphalara, Tainarys), Liviidae (Caradocia, Diaphorina, Diclidophlebia), Triozidae
(Calinda, Trioza), Calophyidae (Calophya, Mastigimas), Carsidaridae (Paracarsidara) e
Phacopteronidae (Pseudophacopteron). No entanto, ndo foi possivel a identificacdo
taxondmica de um individuo da familia Psyllidae.

A familia Psyllidae representou 49.8% do total de psilideos coletados, distribuidos
nas subfamilias Ciriacreminae (96.9%), Macrocorsinae (2.8%) Psyllinae (0.2%) e
Aphalaroidinae (0.1%). Ciriacreminae foi representada por Heteropsylla sp. (69.8%), I.
divergipennis (24.8%), Mitrapsylla spp. (5.0%) Euceropsylla sp. (0.4%) e Heteropsylla
caldwelli (0.4%). Macrocorsinae foi representada por Euphalerus sp. (98.2%), E. ostreoides
(1.6%) e Colophorina sp. (0.3%). Da subfamilia Psyllinae foram encontrados unicamente
individuos de Platycorypha sp. e a subfamilia Aphalaroidinae foi representada unicamente
por R. solanicola.

A familia Triozidae representou 42.7% do total de psilideos coletados, sendo 99.98%
de Trioza sp. e 0.02% de Calinda sp. A familia Aphalaridae representou 6.3% do total de
psilideos coletados, distribuidos nas subfamilias: Spondyliaspidinae (95.05%), Rhinocolinae
(4.93%) e Aphalarinae (0.02%). Spondyliaspidinae foi representada por B. occidentalis
(61.4%) e G. brimblecombei (38.6%). Rhinocolinae foi representada por Leurolophus
oriformae (7.3%) e Tainarys sp. (92.7%) e a subfamilia Aphalarinae foi representada
unicamente por Limataphalara sp.

A familia Liviidae representou 0.2% do total de psilideos coletados, distribuidos nas
subfamilias Euphyllurinae (91.4%) e Liviinae (8.4%). A subfamilia Euphyllurinae foi
representada por Caradocia sp. (23.2%), C. longiantennata (11%) e D. citri (65.8%) e a
subfamilia Liviinae foi representada unicamente por Diclidophlebia sp. A familia
Calophyidae foi representada por Calophya sp. (96.4%) e Mastigimas sp. (3.6%), das
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subfamilias Calophyinae e Mastigimatinae, respectivamente. Da familia Carsidaridae so
foram coletados individuos do género Paracarsidara e da familia Phacopteronidae foram
coletados individuos de espécies ndo identificadas do género Pseudophacopteron. Sendo que

a razdo sexual de todas as espécies encontradas foi em media de 0,53.

11

Aphalarinae Limataphalara sp.
Aphalaridae Rhinocolinae Leuralophus oriformae 15 u NTACHOS
Taynaris sp. 187 B FEMEAS
Blastopsylla occidentalis 2393
Spondyliaspidinae Glycaspis brimblecombei 1502
. Calophyinae Calophya sp. } 486
Calophyidae Mastigimatinae Mastigimas | 18
Carsidaridae Paracarsidara sp. | 150
Caradocia sp. 25
Euphyllurinae Caradocia longiantennata 112
Liviidae Diaphorina citri 172
Liviinae Diclidophlebia sp. | 10
Phacopteronidae Pseudophacopteron sp. | 19
Pseudophacopteron longicaudatum | 4
Aphalaroidinae Russelliana solanicola | 20
Euceropsylla sp. 1127
Heteropsylla sp. _— 21868

Psyllidae

Ciriacreminae Heteropsylla caldwelli
Isogonaceraia divergipennis
Mitrapsylla spp.
Colophorina sp.
Euphalerus sp.

Euphalerus ostreoides

1113

r 7816
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Macrocorsinae ‘|:
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Platycorypha sp.
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j 27847
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Figura 20. Numero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto de pomares com manejo deficiente
(MD) com armadilhas adesivas amarelas instaladas a 2,5 e 7,5 m de altura em éareas vizinhas a fazenda
comercial de Citrus spp., Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP. 01/11/2017 a 19/12/2018.

As espécies que apresentaram constancia de 100% no total das 25 coletas por meio
de armadilhas adesivas amarelas foram: B. occidentalis, Calophya sp., G. brimblecombei,
Heteropsylla sp., 1. divergipennis, Mitrapsylla spp. e Trioza sp. Paracarsidara sp. e
Euphalerus sp. apresentaram constancia de 92% e 56%, respectivamente, enquanto que
Tainarys sp. e D. citri estiveram presentes em 64% do total das coletas. As espécies de
psilideos que apresentaram constancia entre 25 e 50% do total das coletas foram: Heteropsylla
caldwelli (44%), R. solanicola (40%), Caradocia sp. (32%), Euceropsylla sp. (32%) e
Platycorypha sp. (32%). As espécies que representaram constancia menor que 25% do total
(24%), Diclidophlebia sp. (20%),
Pseudophacopteron sp. (20%) Mastigimas sp. (16%), Leurolophus oriformae (16%), P.

das coletas foram: Euphalerus ostreoides
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longicaudatum (12%), Calinda sp. (8%), Caradocia longiantennata (8%), Colophorina sp.
(4%) e Limataphalara sp. (4%).

Quanto a frequéncia, as espécies mais coletadas em relacdo ao numero total de
psilideos coletados foram: Trioza sp. (42.7%), Heteropsylla sp. (33.5%), I. divergipennis
(12%), B. occidentalis (3.7%), Mitrapsylla spp. (2.4%), G. brimblecombei (2.3%) e

Euphalerus sp. (1.4%), sendo que as demais espécies apresentaram frequéncia inferior a 1%.

4.2.1.2. Coleta de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri

No total foram coletados 550 psilideos em plantas hospedeiras de D. citri. Do total
de psilideos coletados, 81.8% foram de D.citri, 12.4% de I. divergipennis e 2.9% de
Mitrapsylla spp., sendo que as outras espécies representaram menos de 1%: Leurolophus
oriformae (0.5%), Platycorypha sp. (0.5%), G. brimblecombei (0.7%), Heteropsylla sp.
(0.4%), B. occidentalis (0.2%) e Euceropsylla sp. (0.5%) (Figura 21).

D. citri apresentou 100% de constancia durante o total do periodo de monitoramento.
Para as outras espécies coletadas em plantas, a constancia foi inferior a 50%: I. divergipennis
(38.1%), Mitrapsylla spp. (28.6%), L. oriformae (14.3%), G. brimblecombei, Platycorypha
sp. (9.5%), Heteropsylla sp. (9.5%), Euceropsylla sp. (4.8%) e B. occidentalis (4.8%).

Ndo foram encontrados individuos de Psylloidea em nenhuma das amostragens

realizadas com rede de varredura e armadilha de succéo portatil na vegetacéo rasteira.

Euceropsylla sp. 3
Blastopsylla occidentalis | 1
Heteropsylla sp. 2
Glycaspis brimblecombei | 4
Platycorypha sp. |3

Leurolophus oriformae |3

Isogonoceraia divergipennis

Mitrapsylla sp.

Diaphorina citri

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Ndmero de psilideos

Figura 21. Namero total de individuos de Psylloidea por género ou espécie, coletadoscom rede de varredura e
succionador portatil no contexto de pomares com manejo deficiente (MD) em plantas hospedeiras de
Diaphorina citri em areas vizinhas a fazenda comercial de Citrus spp., Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa
Branca, SP. 01/11/2017 a 19/12/2018.
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4.2.2. Andlise espacial
4.2.2.1. Coleta com armadilhas adesivas amarelas

Houve correspondéncia significativa entre os numeros totais de psilideos capturados
ao longo de todo o periodo de amostragem nas alturas de 2,5 ¢ 7,5 m (p 0,92; p<0,05) de
acordo com a analise de correlacdo de Spearman. No total foram coletados 31.558 psilideos a
2,5 m e 33.683 psilideos a 7,5 m. Dentre os psilideos capturados a 2,5 m, as espécies com
maior frequéncia foram: Heteropsylla sp. (39.77%), Trioza sp. (31.85%), I. divergipennis
(18.41%), B. occidentalis (2.77%) e Mitrapsylla spp. (2%), sendo que as demais espécies
coletadas representaram menos de 2% (Figura 22A). Das espécies coletadas a 7,5 m, as mais
frequentes foram: Trioza sp. (52.8%), Heteropsylla sp. (27.6%), I. divergipennis (6.0%), B.
occidentalis (4.5%), G. brimblecombei (2.9%), Mitrapsylla spp. (2.7%) e Euphalerus sp.
(1.5%), sendo que as demais espécies coletadas representaram menos de 1% (Figura 22B).

No caso de D. citri, foram coletados 65 individuos a 2,5 m e apenas 7 a 7,5 m,
sugerindo hipoteticamente que 90.05% dos individuos estariam se movimentando na camada
limite de voo e o0 restante estariam se movimentado passivamente na camada limite
atmosférica. Para algumas espécies também foram coletados mais de 70% dos individuos na
altura de 2,5 m, tais como Diclidophlebia sp. (100%), Limataphalara sp. (100%),
Leurolophus oriformae (93.3%), E. ostreoides (93%), Caradocia sp. (88.2%), Heteropsylla
caldwelli (87.6%), Caradocia longiantennata (83.3%), Mastigimas sp. (78.2%),
Pseudophacopteron sp. (75%) e . divergipennis (74.3%). Outras espécies apresentaram entre
50 e 70% dos individuos se movimentando a 2,5 m: R. solanicola (65.6%). Platycorypha sp.
(62.7%), Mitrapsylla spp. (60%), Heteropsylla sp. (57.5%), Euceropsylla sp. (53.9%) e
Paracarsidara sp. (52.3%). Em contraste, algumas das espécies foram coletadas com
frequéncia de individuos superior a 60% na altura de 7,5 m, tais como Colophorina sp.
(100%), Tainarys sp. (66.3%), G. brimblecombei (65.9%), Trioza sp. (63.9%), B. occidentalis
(63.5%) e Calophya sp. (61.3%).



: B
Aphalarinae Limataphalara sp. 1 A Limataphalara sp. 0
Aphalaridae  ppinocolinae { Leurolophus oriformae | 14 Leurolophus oriformae 1 m FEMEAS
Taynaris sp. 63 Taynaris sp. 124 B MACHOS
: s [P 873 Blastopsylia occidentalis = 1520
spondyliaspidinae { Blastopsylla occidentalis _f astopsylia occidentalis _r
Glycaspis brimblecombei 512 Glycaspis brimblecombei | 990
Calophyidae Calophyinae Calophya sp. ) 188 Calophya sp. | 298
Mastigimatinae Mastigimas sp. | 14 Mastigimas sp. 4
Carsidaridae Poracarsidara sp. | 79 Poracarsidara sp. | 72
i . Caradoci . 3
Euphyllurinae Caradocia sp |22 aradocia sp. |
Liviidae Caradocia longiantennata | 10 Caradocia longiantennata 2
Diaphorina citri | 65 Diaphorina citri 7
Liviinae . . 1 - . B
Diclidophlebia sp. | 10 Diclidophlebia sp. 0
Phacopteronidae Pseudophacopteron sp. | 14 Pseudophacopteron sp. | 5
Pseudophacopteron longicaudatum 3 Pseudophacopteron longicaudatum 1
Aphalaroidinae Russelliona solanicola 13 Russelliana solanicola 7
i Euceropsylia sp. | 68 Euceropsyllasp. | 58
Heteropsylla sp. 12549 Heteropsylia sp. 9319

Ciriacreminae

Heteropsyllo caldwelli

Isogonoceraia divergipennis

Heteropsylio caldwelli

Isogonoceraia divergipennis

Psyllidae
- Mitrapsylla spp. Mitrapsylla spp.
r Colophorinag sp. Colophorinag sp.
Macrocorsinae 4 Euphalerus sp. Euphalerus sp.
Euphalerus ostreoides Euphalerus ostreoides
Psyllinae Platycorypha sp. Platycorypha sp.
Calinda sp. 3 Calinda sp.
Triozidae alinga sp P
Trioga sp. 10051 Tricza sp.
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Figura 22. Namero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto de pomares com manejo deficiente (MD) com armadilhas adesivas amarelas em areas vizinhas a
fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP. 01/11/2017 a 19/12/2018. A. Psilideos coletados a 2,5 m de altura. B. Psilideos

coletados a 7,5 m de altura.
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Nos diferentes pontos de monitoriamento com armadilhas adesivas amarelas (Figura
23), evidenciou-se maior nimero de psilideos no ponto NE3 com total de coleta de 27.362
psilideos, representando o 40.9% do total de espécimes coletados, seguido pelo ponto NE6
com 10.848 psilideos (16.2%) e o ponto NE1 com 7.529 psilideos (11.2%). Nos outros
pontos, as coletas foram em média de 4.334 de psilideos por ponto (6.5%), durante todo o
periodo de monitoramento. No caso da maior coleta no ponto NE3, Trioza sp. representou
54.5% do total de individuos capturados de 14/6/2018 até o final do periodo monitorado. O
segundo ponto de maior coleta (NE6) foi no cemitério de Casa Branca (SP), area com alta
presenca de M. paniculata; deve-se salientar que no inicio do monitoramento (01/11/2017 a
14/11/2017) o ponto NE6 correspondeu a um pomar de Citrus spp. abandonado, onde foram
coletados 102 psilideos, sendo 45 individuos a 2,5 m e 57 espécimes a 7,5 m. Esse pomar
abandonado foi erradicado ap6s uma quinzena do inicio do monitoramento, razéo pela qual o
ponto NC6 foi transferido para o cemitério de Casa Branca (SP), onde as amostragens foram
reiniciadas a partir de 20/12/2017. No ponto NE4 foram coletados 3.855 psilideos,
representando 5,8% do total de psilideos em todos os pontos, sendo que esse ponto também
teve sua localizagdo alterada, ficando sem monitoramento no periodo de 14/11/2017 a
15/1/2018.

30000
25000
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15000

Namero de psilideos

10000

- I I
: AN A
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NE4 NES NE6 NE7 NES8
Ponto de amostragem
Figura 23. Numero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto de pomares com manejo deficiente

(MD) com armadilhas adesivas amarelas em areas vizinhas a fazenda comercial de Citrus spp., Faz. Nova
Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP. 01/11/2017 a 19/12/2018.
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4.2.2.2. Coleta de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri

O ponto de maior coleta de psilideos em plantas hospedeiras de D. citri com rede de
varredura e armadilha de succdo portéatil foi o NE6, o qual representou 91.45% do total de
psilideos coletados em todos os pontos. Nos pontos NE5 e NE4 foram coletados 3.6% e 2.9%
dos psilideos, respectivamente, e menos de 1% nos demais pontos (Figura 24). Dos psilideos
coletados em NE6, 84.9% foram de D. citri, 12.9% de I. divergipennis, 1% de Mitrapsylla
spp., 0.6% de Euceropsylla sp., 0.4% de Platycorypha sp. e 0.2% de espécies de
Heteropsylla. No ponto NE5, 75% dos psilideos coletados foram de D. citri, 10% de I.
divergipennis, 5% de Mitrapsylla spp., 5% de G. brimblecombei e 5% de B. occidentalis. J&
no ponto NE4, Mitrapsylla spp. representou a maior parte dos individuos coletados (50%),
seguida por D. citri (18.75%), Leurolophus oriformae, Pseudophacopteron sp. e |I.
divergipennis, sendo que as trés Gltimas espécies representaram percentuais homogéneas de
individuos (6.25%). Nos demais pontos, a coleta de psilideos foi mais baixa que nos pontos
detalhados anteriormente, encontrando-se s6 um individuo de D. citri e dois de G.
brimblecombei no ponto NE1, dois individuos de D. citri, um de Mitrapsylla spp. e um de G.
brimblecombei no ponto NE7, e dois individuos de D. citri e um de Heteropsylla sp. no ponto
NES8, durante todo o tempo de monitoramento.

600 ~
500
400 -
300 +

200

Namero de psilideos

100

0 T T - Em——m T T
NE1 NE 2 NE3 NE 4 NES NE6 NE7 NE8
Data de amostragem

Figura 24. Numero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto de pomares com manejo deficiente
(MD) em plantas hospedeiras de Diaphorina citri, em areas vizinhas & fazenda comercial de Citrus spp.,
Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP. 01/11/2017 a 19/12/2018.

Em relacdo a coleta de psilideos em plantas hospedeiras de D. citri, por meio de rede
de varredura e com armadilha de succdo portatil foram coletados 57% (312) e 43% (238) dos
individuos, respectivamente, durante o periodo total de monitoramento. No ponto NE1 foram
coletados dois individuos de G. brimblecombei, sendo um coletado com rede de varredura e 0

outro com succao, e um individuo de D. citri com armadilha de succdo portatil. No ponto
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NE4 foram coletados seis individuos com rede de varredura, pertencentes a D. citri (3),
Leurolophus oriformae (1), I. divergipennis (1) e Mitrapsylla spp. (1), e com armadilha de
succdo portatil foram coletados 10 individuos, pertencentes a Mitrapsylla spp. (7),
Leurolophus sp. (2) e Psedophacopteron sp. (1). No ponto NE5 foram coletados individuos
de D. citri (5), Mitrapsylla spp. (1), G. brimblecombei (1) e B. occidentalis (1), sendo que
com succ¢édo foram coletados individuos de I. divergipennis (2) e D.citri (10). No ponto NES,
para |. divergipennis foram coletados 50 individuos com rede de varredura e 15 com
armadilha de succéo portatil, e no caso de D. citri foram coletados 236 individuos com rede
de varredura e 188 com suc¢do; nesse ponto foram também coletados individuos de
Euceropsylla sp. (1), Platycorypha sp. (3) e Mitrapsylla spp. (3) com rede, sendo que com
succdo foram coletados individuos de Mitraspylla spp. (2), Heteropsylla sp. (1), Euceropsylla
sp. (2) e Platycorypha sp. (1). No ponto NE7 foram coletados individuos somente por meio de
succao, sendo exemplares de D. citri (2) e Mitraspylla spp. (1), enquanto que no ponto NE8
foram capturados individuos de D. citri (2) somente com rede, sendo que com suc¢do foi

coletado um individuo de Heteropsylla sp.

4.2.3. Andlise temporal
4.2.3.1. Coleta com armadilhas adesivas amarelas

Relacionando-se o nimero total de individuos de Psylloidea nas alturas de 2,5 e 7,5
m ao longo do periodo de monitoramento, foi encontrada correlagdo significativa (p 0,94;
p<0,05) pelo método de Spearman. Durante 0s 13 meses de monitoramento evidenciou-se
maior numero de psilideos na primavera de 2018, sendo coletados 47.323 psilideos desde o
final do inverno (12/9/2018) até o final da primavera (19/12/2018), representando 72.5% do
total de psilideos coletados (Figura 25). Em 2017 o monitoramento foi iniciado no meio da
primavera, sendo que no periodo de 1/11/2017 até 14/11/2017 foram coletados 1.821
psilideos (2.8%), e de 14/11/2017 até o final da primavera (21/12/2017) foram coletados 3.6%
do total de psilideos. Além da primavera, observou-se aumento da populagdo entre
28/06/2018 e 01/08/2018 (inicio a meio de inverno), sendo coletados nesse periodo 7.535
psilideos, representando 11.5% do total das coletas. Interessantemente, no periodo do final da
primavera de 2017 foram encontrados em média por ponto 3,70 psilideos/dia, comparado com

a primavera de 2018, na qual foram encontrados 28,31 psilideos/dia, sendo que no inverno de
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2018 foram encontrados 14,70 psilideos/dia com maiores médias de coleta de psilideos a 7,5
m com & explicito na Tabela 3.

Considerando-se as 25 coletas realizadas, os percentuais de individuos em relacéo ao
total coletado a 7,5 m foram maiores de 70% em dois periodos, entre 7/12/2017 e 20/12/2017
(74%) e entre 7/5/2018 e 24/5/2018 (72.6%). Em sete periodos ndo consecutivos as coletas de
psilideos a 7,5 m representaram menos de 70%, mas foram maiores de 60%. Em dez periodos
monitorados o percentual de psilideos coletados a 7,5 m foi menor do que 60%, mas superior
a 50%, comparado com psilideos coletados a 2,5 m. Outros seis periodos ndo consecutivos
apresentaram, em média, 46.5% dos psilideos coletados a 7,5 m (Figura 25 e Tabela 2). As
altas proporcdes de psilideos encontrados a 7,5 m constituem evidéncia circunstancial da

movimentacao de psilideos na camada limite atmosférica.
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Datas de amostragem

Figura 25. Namero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto de pomares com manejo deficiente
(MD) por meio de armadilhas adesivas amarelas, de acordo com a altura de amostragem (2,5 e 7,5 m) em
areas vizinhas a fazenda comercial de Citrus spp., Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP.

As espécies com maior frequéncia de captura durante a primavera foram
Heteropsylla sp., . divergipennis e Trioza sp. (Figura 26). Dessa forma, na primavera foram
coletados 19.643 individuos de Heteropsylla sp., os quais representaram 89.9% do total
coletado desse género (21.843). No caso de I. divergipennis, na primavera foram coletados
2.697 individuos, representando 34.5% do total coletado dessa espécie (7.816). No caso de

Trioza sp. na primavera foram coletados 14.074 individuos representando 50.5% do total
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coletado desse género (27.848). No caso de D. citri, na primavera foram coletados 28

individuos, equivalente a 38.9% do total coletado dessa espécie (72).
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Data de amostragem

Figura 26. Namero total de individuos de Psylloidea, coletados no contexto de pomares com manejo deficiente (MD) por meio de armadilhas

adesivas amarelas em &reas vizinhas a fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP. A. Heteropsylla sp.

B. Isogonoceraia divergipennis. C. Trioza sp. D. Diaphorina citri.
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4.2.3.2. Coleta de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri

As coletas de espécies de Psylloidea em plantas hospedeiras de D. citri
aparentemente ndo mostraram um padrdo claro de abundancia de psilideos (Figura 27), como
ocorreu em coletas a diferentes alturas por meio de armadilhas adesivas amarelas. No entanto,
as maiores coletas nas plantas ocorreram no periodo final do inverno (30/8/2018 até
12/9/2018), representando 15.2% (84 psilideos) do total das coletas. Outro periodo que
apresentou pico de coleta foi o correspondente a 07/05/2018 até 24/05/2018, representando
12.5% (69 psilideos). Nos demais periodos de monitoramento os psilideos coletados nédo
representaram, em cada periodo, mais do que 10% do total de individuos.

Os resultados obtidos com as coletas de psilideos em planta no contexto de pomares
com manejo deficiente sugerem que as populacdes de psilideos que embarcam em processos

de disperséo é diferente da dindmica da populagdo na planta.
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Data de amostragem

Figura 27. Namero total de individuos de Psylloidea coletados no contexto plantas de pomares com manejo
deficiente (MD) em plantas hospedeiras de Diaphorina citri, em &reas vizinhas a fazenda comercial de
Citrus spp. Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP.
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4.2.4. Andlise espaco-temporal de D. citri

Analisando-se os numeros de individuos de D. citri coletados por rede de varredura e
armadilha de succdo portatil em plantas de citros e de murta, e por armadilhas adesivas
amarelas nas alturas de 2,5 e 7,5 m (Figura 28), é possivel constatar que a densidade
populacional em planta é diferente das encontradas nas diferentes alturas avaliadas. No
entanto, foram encontrados picos populacionais coincidentes tanto em planta como
armadilhas adesivas amarelas em dois periodos. Dessa forma, na quinzena de 17/07/2018 até
01/08/2018 evidenciou-se o primeiro pico populacional em armadilhas adesivas amarelas a
2,5 m, o qual foi precedido pelo maior pico populacional de D. citri em plantas obtido no final
do outono. Posteriormente, no final do inverno foi encontrado o segundo maior pico
populacional de D. citri em planta, que curiosamente precedeu o pico populacional
encontrado a 2,5 m. Quanto as coletas de D. citri a 7,5 m, o pico populacional foi
correspondente ao periodo descrito para as coletas a 2,5 m, mesmo sendo em uma proporc¢ao
de menor captura de insetos.

De um modo geral, os dados sugerem que a densidade populacional de D. citri em
suas plantas hospedeiras tende a ser muito alta na quinzena anterior ao pico populacional nas
diferentes alturas de amostragem por armadilhas adesivas amarelas. No entanto, nem todo
pico populacional de D. citri em planta € seguido de um pico populacional em altura,
indicando que as dinamicas populacionais de psilideos em planta sdo diferentes das dinamicas
a diferentes alturas de amostragem por armadilhas adesivas. Portanto, é possivel inferir que o
comportamento migratorio de D. citri € influenciado pela interagéo entre fatores abioticos e
bidticos em diferentes escalas espaciais e temporais.

Quanto & comparagdo entre os individuos de D. citri coletados por armadilhas
adesivas amarelas nas diferentes alturas nas areas vizinhas (Figura 28) e na borda da fazenda
comercial de citros (Figura 29), foi evidente que no final do inverno a populacdo amostrada a
2,5 m e em plantas nas areas vizinhas comegou a aumentar sincronicamente com o aumento
da populagdo em plantas na borda da fazenda comercial, sendo que os picos populacionais das
areas vizinhas antecederam o pico da borda da fazenda. Dessa forma, do final do inverno
(30/08/2018) até o segundo més da primavera (15/11/2018) as populacdes de D. citri
mostraram 0 maximo pico populacional nas duas areas, sendo muito importante essa

convergéncia desde a perspectiva epidemioldgica da disseminacgdo primaria.
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Data de amostragem

Figura 28. Namero total de individuos de Diaphorina citri coletados no contexto de pomares com manejo
deficiente (MD), por meio de armadilhas adesivas amarelas nas alturas de 2,5 e 7,5 m, ou com redede
carredura e armadilha de succdo portatil sobre plantas de citros e murta, em areas vizinhas a fazenda
comercial de Citrus spp. Faz. Nova Era, Citrosuco S.A., Casa Branca, SP.
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Datas de amostragem

Figura 29. Namero total de individuos de Diaphorina citri capturados com armadilhas adesivas amarelas a
altura da copa das arvores citricas no perimetro da borda da fazenda comercial de Citrus spp. Faz. Nova Era,
Citrosuco S.A., Casa Branca, SP.
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4.3. Comparacéao dos contextos

A diversidade de individuos de Psylloidea coletados por meio de armadilhas adesivas
amarelas no contexto de “plantas de fundo de quintal” (PFQ) (Figura 7) foi maior comparado
com a diversidade encontrada no contexto de pomares de citros com manejo deficiente (MD)
(Figura 20). Pois foram encontrados 24 géneros no contexto PFQ e 22 géneros no contexto
MD, assim como o namero de individuos encontrados foi maior no primeiro contexto, sendo
diferente em 18.320 individuos. Entretanto, é conveniente esclarecer que o contexto MD foi
monitorado por menos tempo (25 periodos) que o contexto PFQ (30 periodos), assim como o
nimero de pontos monitorados foi maior no contexto PFQ (20 pontos) que no MD (oito
pontos) (Tabela 1).

A frequéncia das espécies encontradas com armadilhas adesivas amarelas as
diferentes alturas monitoradas foi convergente nos dois contextos, sendo as espécies mais
frequentes: B. occidentalis, Calophya sp., G. brimblecombei, Heteropsylla sp., I.
divergipennis, Mitrapsylla spp. e Trioza sp.; porém, houve diferenca no caso de D. citri que
foi frequente no contexto PFQ e ndo no contexto MD.

O numero total de psilideos encontrados em plantas hospedeiras (Citrus spp. e
Murraya paniculata) de D. citri no contexto de PFQ (Figura 9) foi aproximadamente dez
vezes superior (5.316 psilideos) que no contexto MD (550) (Figura 21). No entanto, no
contexto MD foi encontrada uma maior frequéncia de D. citri (81.8%) que no PFQ (70.3%)
em relacdo ao numero total de individuos das outras espécies de psilideos em cada contexto.
Nos dois contextos foram encontradas oito espécies de psilideos nessas plantas além de D.
citri, variando em quantidade e espécie. No contexto PFQ, 28.4% dos psilideos foram
representados por Heteropsylla sp., sendo que as outras espécies representaram menos de 1%
cada uma, sendo coletados individuos de Mastigimas sp., Trioza sp., Calophya sp., Calinda
sp. e G. brimblecombei. No caso do contexto MD foi encontrada uma maior frequéncia de
individuos de 1. divergipennis (12.4%) e Mitrapsylla spp. (3%), sendo que as outras espécies
(Leurolophus oriformae, Platycorypha sp., B. occidentalis, Euceropyslla sp., G.
brimblecombei) representaram menos de 1% cada uma.

A constancia de D. citri em planta foi de 100% em ambos os contextos. Entre as
demais espécies de psilideos, 1. divergipennis (35.5%) e G. brimblecombei (19.4%) foram as
que apresentaram as maiores constancias no contexto PFQ, enquanto que as mais contantes no

contexto MD foram Mitrapsylla spp. (28.6%) e Leurolophus oriformae (14.3%).
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Com relacdo a dinamica espacial em diferentes alturas por meio do monitoramento
com armadilhas adesivas amarelas, no contexto PFQ foram encontrados 40.772 psilideos a
2,5 m, comparado com 31.558 individuos no contexto MD. Heteropsylla sp. e 1. divergipennis
apresentaram as maiores frequéncias a 2,5 m nos dois contextos, enquanto que Trioza sp.
apresentou maior frequéncia no contexto MD. No caso de D. citri, foram capturados 1.127
individuos a mais a 2,5 m no contexto PFQ, comparado com os individuos encontrados nessa
altura no contexto MD. No contexto PFQ foram encontrados 9.214 psilideos a mais na altura
de 7,5 m do que no contexto MD, sendo que no contexto PFQ as espécies de maior constancia
foram Heteropsylla sp., I. divergipennis e G. brimblecombei, e no caso do MD as espécies
mais constantes foram Trioza sp. e Heteropsylla sp. No caso de D. citri, no contexto PFQ a
coleta a 7,5 m foi aproximadamente doze vezes maior que no contexto MD.

Por outro lado, na primavera de 2018 foram coletados 10.651 psilideos a mais no
contexto PFQ que no contexto MD, por armadilhas adesivas amarelas. E interessante ressaltar
gue no contexto MD foi encontrado um pico populacional no inverno, sendo de 7.535
psilideos, situacdo ndo encontrada no contexto PFQ. Com respeito as coletas a 7,5 m, foi
encontrada convergéncia nos dois contextos em relacdo ao nimero de periodos nos quais a
quantidade de psilideos foi maior de 70% comparado com a coleta a 2,5 m, situacédo
apresentada em dois periodos nos dois contextos. Similarmente, em sete periodos de
monitoramento foram encontrados mais de 60% do total de psilideos coletados a 7,5 m nos
dois contextos. Entretanto, no contexto PFQ foram encontrados dois periodos a mais com
coletas maiores de 50% a 7,5 m (Tabela 2).

Quanto a frequéncia das espécies encontradas por armadilhas adesivas amarelas,
durante a primavera as espécies mais frequentes foram Heteropsylla sp. e 1. divergipennis nos
dois contextos, seguidas de G. brimblecombei no contexto PFQ e de Trioza sp. no contexto
MD. No caso de D. citri, durante a primavera foram coletados aproximadamente 30 vezes
mais individuos no contexto PFQ comparado com o contexto MD.

A dindmica temporal em plantas apresentou divergéncias nos dois contextos. Em
geral, no contexto PFQ a densidade populacional foi maior no comeco da primavera e até um
més depois, sendo que no resto dos periodos monitorados a média de coleta foi de 2.7%
comparado com 45.6% de psilideos coletados na primavera. Em contrapartida, no contexto
MD né&o foi evidente um padrdo claro de pico populacional na primavera, sendo que as
maiores coletas foram no comeco (12.5%) e no final do inverno (15.2%), sendo nas outras

datas menores de 10%.



85

Tabela 2. Comparacdo coletas de psilideos capturados a diferentes alturas acima do nivel do

solo (2,5 e 7,5 m) nos dois contextos da disseminacdo priméaria do HLB.

CONTEXTO "POMARES COM MANEJO

CONTEXTO "PLANTAS DE FUNDO DE QUINTAL" DEFICIENTE"
Periodo de monitoramento A.Itura de Pe.riodo de A.Itura de
monitoramento monitoramento monitoramento
Inicio Fim 2,5m (%) 7,5m (%) Inicio Fim 2,5m (%) 7,5m (%)
01082017 16082017 40,68 59,32 01112017 14112017 57,22 42,78
16 08 2017 0109 2017 47,69 52,31 14112017 07122017 40,30 59,70
01092017 15092017 38,44 61,56 07122017 20122017 25,99 74,01
1509 2017 2909 2017 44,68 55,32 20122017 15012018 33,49 66,51
29092017 15102017 49,58 50,42 15012018 31012018 52,31 47,69
15102017 31102017 59,08 40,92 31012018 19022018 38,31 61,69
31102017 28112017 42,05 57,95 1902 2018 06032018 45,26 54,74
28 11 2017 6122017 33,52 66,48 06 032018 21032018 48,12 51,88
6122017 21122017 35,02 64,98 21032018 10042018 47,27 52,73
21122017 17 01 2018 36,78 63,22 1004 2018 2304 2018 31,25 68,75
17 01 2018 3001 2018 33,84 66,16 2304 2018 0705 2018 34,01 65,99
3001 2018 16 02 2018 62,81 37,19 07 052018 24052018 27,40 72,60
16 02 2018 07 03 2018 48,75 51,25 24 052018 14062018 30,61 69,39
07032018 20032018 42,61 57,39 14 06 2018 28 06 2018 36,41 63,59
2003 2018 0504 2018 43,94 56,06 28 06 2018 1707 2018 34,57 65,43
05042018 25042018 55,16 44,84 17 07 2018 0108 2018 44,57 55,43
2504 2018 09 05 2018 55,65 44,35 01082018 1508 2018 44,83 55,17
09052018 11062018 27,38 72,62 1508 2018 3008 2018 47,05 52,95
11 06 2018 29 06 2018 42,95 57,05 3008 2018 12092018 56,58 43,42
29062018 1907 2018 45,72 54,28 12 09 2018 2809 2018 49,54 50,46
1907 2018 02 08 2018 35,47 64,53 2809 2018 11102018 50,66 49,34
02082018 17082018 50,46 49,54 11102018 31102018 52,90 47,10
17 08 2018 28 08 2018 48,87 51,13 31102018 12112018 44,80 55,20
28 08 2018 2109 2018 45,36 54,64 12112018 6122018 51,38 48,62
2109 2018 06 10 2018 51,70 48,30 6122018 1912 2018 49,47 50,53
06102018 16102018 60,80 39,20
16 10 2018 30102018 59,80 40,20
30102018 13112018 51,25 48,75
13112018 29 11 2018 37,36 62,64
29112018 20122018 29,63 70,37
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Tabela 3. Comparacédo de médias de psilideos capturados a diferentes alturas acima do nivel
do solo (2,5 e 7,5 m) nos dois contextos da disseminacdo primaria do HLB.

CONTEXTO "POMARES COM MANEJO

CONTEXTO "PLANTAS DE FUNDO DE QUINTAL" DEFICIENTE"
Periodo Média* Periodo Média*

Inicio Fim 2,5m 7,5m Inicio Fim 2,5m 7,5m
01082017 |16082017 0,89 1,30 |01112017 14112017 10,02 7,49
16 08 2017 |01 09 2017 1,38 1,52 14112017 07 12 2017 0,96 1,43
01092017 |1509 2017 11,55 18,51 |07 122017 20122017 0,59 1,68
15092017 |2909 2017 10,30 12,76 [2012 2017 1501 2018 1,34 2,66
29092017 |15102017 7,32 7,44 |15012018 31012018 0,88 0,80
15102017 |31102017 5,94 4,11 31012018 1902 2018 1,01 1,63
31102017 |28112017 1,12 1,54 |19022018 06 03 2018 1,91 2,31
28112017 |06 122017 1,06 2,11 |06 032018 21032018 1,49 1,61
06 122017 |21122017 0,89 1,65 |21032018 1004 2018 0,65 0,73
21122017 |17012018 0,49 0,84 |1004 2018 2304 2018 0,53 1,16
17 012018 |3001 2018 1,10 2,16 |23042018 07 05 2018 0,75 1,46
30012018 |16022018 1,37 0,81 |07052018 24 05 2018 1,15 3,06
16 02 2018 |07 032018 0,88 0,92 |24052018 14 06 2018 0,80 1,82
07032018 |2003 2018 0,82 1,11 14 06 2018 28 06 2018 4,23 7,39
20032018 |0504 2018 0,70 0,89 |28062018 17 07 2018 9,05 17,12
05042018 |25042018 0,55 0,45 17 07 2018 01 08 2018 6,15 7,65
2504 2018 |09 052018 0,68 0,54 |01082018 1508 2018 2,40 2,96
09052018 |11062018 0,28 0,76 |1508 2018 3008 2018 16,78 18,88
11062018 |29062018 0,99 1,32 3008 2018 12 09 2018 37,38 28,69
29062018 |1907 2018 0,89 1,06 |12092018 28 09 2018 46,66 47,52
1907 2018 |0208 2018 1,08 1,96 28 09 2018 11102018 64,16 62,48
02082018 |17082018 0,61 0,60 |[11102018 31102018 21,27 18,94
1708 2018 |28 082018 1,09 1,14 31102018 12 11 2018 28,26 34,83
28082018 |21092018 11,60 13,97 |12 112018 6122018 6,48 6,13
21092018 |06102018 37,23 34,79 |6122018 19122018 1,51 1,54
06 102018 |16102018 37,97 24,48
16102018 |30102018 6,32 4,25
30102018 |13112018 4,64 4,42
13112018 |29112018 3,03 5,08
29112018 |2012 2018 2,48 5,88

*Corresponde a média de psilideos coletados por ponto em um dia, dentro do periodo de monitoramento

referido.
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4.4. Deteccdo de CLas em Psylloidea
4.4.1. Detecgdo de CLas em D. citri

De acordo com a analise de deteccdo de CLas em 85 adultos de D. citri coletados
com armadilhas adesivas amarelas a 7,5 m de altura nos dois contextos, foi encontrado 40%
de individuos positivos para CLas (CLas+). No contexto PFQ, foram analisados 78 individuos
de D. citri do total de 84 exemplares capturados a 7,5 m. A partir desses individuos
analisados, 33 exemplares foram CLas+, representando assim 42.3%. No contexto de pomares
com manejo deficiente foram analisados 7 individuos de D. citri, dos quais s6 um exemplar
foi CLas+. Os valores de Ct encontrados, variaram entre 24,78 e 32,49,

No caso da deteccdo de CLas em individuos de D. citri coletados em plantas citricas
no contexto PFQ, foi encontrado 63.3% dos exemplares CLas+, do total de 60 analisados. Os
individuos nos quais CLas foi detectado pertencem aos pontos: CS2 (1), CS5 (6), CS6 (2),
CN9 (6), CN10 (3), CN11 (7), CN12 (6), CN14 (4) e CL1 (1) no contexto de PFQ e no ponto
AS4 (2) no contexto de pomares de MD (manejo deficiente). Os valores de Ct variaram entre
22,84 e 34,77.

4.4.2. Deteccdo de CLas em outras espécies de Psylloidea

De acordo com os diferentes testes realizados para a deteccdo de CLas em amostras
de DNA de outras espécies de psilideos provenientes de armadilhas adesivas amarelas a 2,5 m
e 7,5 m ou coletados em plantas, todas as amostras foram negativas para a bactéria. No caso
da anélise por meio do método proposto por Li et al. (2006) foi usada a média do Ct dos
controles positivos, correspondente a 22,0 e a média do threshold 0,067, com a finalidade de
padronizar as analises, sendo que todas as amostras analisadas foram negativas.

Em todos os testes, os controles de D. citri CLas+ foram positivos, enquanto que 0s
controles D. citri CLas- e o controle com &gua da reacdo foram negativos, conforme se
esperava. Algumas amostras apresentaram Ct proximo de 35 ou maiores, portanto foram

considerados como amostras negativas para CLas.
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5. DISCUSSAO

A movimentacdo de psilideos foi constatada a 2,5 m e 7,5 m, alturas que teoricamente
correspondem a camada limite do voo e a camada limite atmosférica, respectivamente, nos
estudos de dispersao de insetos como foi proposto por McLean et al. (1986) e Drake e Farrow
(1988). No entanto, € uma categorizacao relativa ja que é dificil estabelecer os limites das
camadas devido a alta irregularidade dos fluxos de ar, pois ndo ocorre de maneira laminar
além de que as velocidades de voo das populacdes e individuos podem ser diferentes (Taylor,
1974), somado as diferencas do relevo (Silveira et al., 1976). A correlacdo positiva entre
psilideos capturados nas diferentes alturas (2,5 m e 7,5 m) permite inferir que os individuos
estiveram sujeitos a processos de ascensao vertical que provavelmente foram auxiliados pelos
fendmenos fisicos das massas de ar nas diferentes camadas da atmosfera, de acordo com
analises de movimentacdo vertical em outros hemipteros e outras ordens de insetos analisados
por Taylor (1974), McLean et al. (1986), Dingle (1996) e Reynolds et al. (2006).

Em relacdo aos psilideos capturados a 2,5 m de altura, foi encontrada convergéncia
guantitativa com os coletados a 7,5 m de altura. Tal convergéncia na densidade de psilideos
encontrados nas diferentes alturas pode ser o reflexo de varios fatores, como a velocidade de
vento, a convecgdo térmica e o transporte de insetos desde locais distantes como discutido
amplamente por Drake e Farrow (1988). No entanto, em cada altura os processos envolvidos
na movimentacdo em diferentes alturas podem ser divergentes, pois apresentam
complexidades diferentes. Por exemplo, a 2,5 m de altura podem ser coletados psilideos que
decolaram voluntaria ou acidentalmente das plantas proximas, ou estdo em processos de
aterrisagem, ou mesmo insetos que perderam o controle da direcdo do voo devido a maiores
velocidades de vento, como foi também discutido por Hall e Henz (2011). No caso de D. citri,
os fatores que influenciam o processo de decolagem voluntéria tém sido amplamente
estudados, como numero de brotacGes, qualidade nutricional da planta hospedeira, densidade
populacional do inseto, assim como também a influéncia de estimulos externos associados a
fatores ambientais como temperatura, fotoperiodo, intensidade luminosa e velocidade do
vento (Sales, 2015; Tomaseto et al., 2017).

Quanto a captura a 7,5 m de altura, acredita-se que sdo psilideos que provem do
transporte de massas de ar em ascensdo desde a superficie terrestre devido a convecgdo
térmica ou sdo provenientes de outras areas a partir de transporte horizontal. Por exemplo, no
caso de D. citri foi relatado que 7 m é a altura suficiente para entrar em correntes de vento na

camada limite atmosférica e ser transportado a distancias horizontais entre 0,5 e 4,0 km,
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dependendo da velocidade do vento e a duragdo do voo sustentado na camada limite de voo
(Aubert, 1990), sabendo que os adultos de D. citri tem capacidade média de voo de 200 m
com capacidade maxima de 2,4 km sem assisténcia do vento em condi¢fes de laboratdrio,
com velocidade média de voo de 16,74 cm/s (Martini et al., 2014). No entanto, a velocidade
do vento nas &reas experimentais ndo foi mensurada localmente. No entanto, segundo dados
da estacdo meteoroldgica de Barra Bonita (INMET, 2019), localizada proxima as areas
experimentais no contexto de “plantas de fundo de quintal” (PFQ), a velocidade de vento
méaxima foi de 7,7 m/s, coincidindo com a época de maior coleta de psilideos (no comeco da
primavera).

A relacdo positiva entre a média de adultos de D. citri capturados mediante armadilhas
adesivas amarelas e a velocidade de vento maxima em pomares de citros foi constatada
também por Hall (2010) e Hall e Henz (2011). Assim como também, a dindmica do vento foi
relatada desempenhando um papel importante na disperséo passiva e infestacdo espacial de T.
erytreae (Cocuzza et al., 2016). Em relacdo a possivel influéncia de fatores ambientais na
captura de psilideos a alturas maiores de 7,5 m, Hall e Henz (2011) encontraram correlacéo
entre a captura de D. citri a 10 m de altura e a umidade relativa do ar, mas ndo com respeito a
velocidade do vento, temperatura do ar e intensidade luminosa.

Em relacdo a ocorréncia temporal de psilideos coletados tanto por armadilhas adesivas
amarelas quanto por rede de varredura ou armadilha de sucgdo portatil sobre plantas
hospedeiras de D. citri, foi evidente em ambos 0s contextos que a maior densidade
populacional de psilideos € concentrada principalmente do final do inverno até o comeco do
verdo. Esses resultados assemelham-se aos de Yamamoto et al. (2001) e Wang et al. (1996),
no Brasil e Taiwan, respectivamente, que relataram os maiores picos populacionais de D. citri
no final da primavera e inicio do verdo e diminui¢do da populagdo no inverno e no outono.

Neste estudo, a densidade populacional de D. citri nas plantas hospedeiras foi muito
alta no periodo imediatamente anterior ao pico populacional nas diferentes alturas, indicando
assim que possivelmente a interacdo entre fatores abidticos especificos do periodo da
primavera, fatores bioldgicos dos psilideos (fisiologia, comportamento e genética) e plantas
hospedeiras, além de fatores ecologicos das populacdes de psilideos constituem os
mecanismos e a funcao que direciona o comportamento migratério de D. citri, de acordo com
Dingle e Drake (2007). Coerentemente, Lewis-Rosenblum et al. (2015) em estudos na Florida
sobre padrdes sazonais de comportamento de voo e disperséo a longa distancia de D. citri,
observaram que a dispersdo foi maior durante a primavera e 0 verdo e decresceu durante 0s

meses frios (setembro a margo). Analogamente, Das et al. (2002) por meio do estudo da
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dinamica temporal de D. citri na india, observaram a maior densidade populacional entre
fevereiro e abril, correspondente ao verdo, e a menor entre outubro e fevereiro.
Coincidentemente, Aubert e Hua (1990) encontraram que a maxima capacidade de voo de D.
citri foi no verédo sobre copas de M. paniculata na China.

Em relacdo a outras espécies de Psylloidea, coerentemente com os resultados obtidos
neste estudo, Machado et al. (2017) encontraram o maior pico populacional de Heteropsylla
caldwelli na primavera e no verdo, o qual foi correlacionado diretamente com a temperatura
do ar. Apesar de que, curiosamente, Van den Berg et al. (1987) encontraram maior densidade
populacional de T. erytreae durante o inverno e o verao.

Analisando-se os padrdes de captura em armadilhas adesivas amarelas das espécies de
psilideos mais frequentes em relacédo a captura de individuos de D. citri nos mesmos periodos
nos dois contextos, parece ser possivel usar dados de coletas de outras espécies de psilideos
que sdo muito mais frequentes para auxiliar a compreensao da dindmica temporal de disperséo
de D. citri. Apesar de diferentes espécies de psilideos apresentarem dindmicas temporais
distintas, a informacé&o diversa pode ser Util para 0 manejo de D. citri.

No contexto de pomares com manejo deficiente em Casa Branca (SP), por exemplo,
Heteropsylla sp. constitui um género que poderia ser usado como indicador do periodo de
maior coleta na primavera, sendo correspondente com a ocorréncia de D. citri em altura
durante esse periodo. No caso de Isogonoceraia divergipennis, € uma espécie que poderia
apoiar a andlise do aumento gradual da populacdo de D. citri no tempo, j& que
coincidentemente comeca desde o final do inverno, intensificando-se no meio da primavera e
diminuindo no final da primavera. No entanto, a espécie que exibiu dinamica temporal mais
proxima com D. citri no contexto de pomares com manejo deficiente foi Trioza sp., ja que no
final da primavera de 2017 a sua densidade populacional foi diminuindo proporcionalmente
até o comeco do verdo e no comego do inverno ocorreu aumento da populacdo, mostrando um
pico populacional muito proximo ao pico da primavera e posteriormente diminuindo no final
do segundo més do inverno, de modo semelhante ao que aconteceu também com D. citri. Ja
no final do inverno, os individuos de Trioza sp. apresentaram aumento abrupto da populacéo,
sendo na quinzena antecipada ao aumento de D. citri, o qual permitiria usar essa informacao
na previsdo de movimentacdo de D. citri, se esse fosse o padrdo sazonal. Entretanto, na
segunda metade da primavera de 2018 a dindmica populacional de Trioza sp. foi divergente
em relacdo a de D. citri, indicando a necessidade de séries temporais mais longas para este
tipo de analise. Mesmo assim, os individuos de Trioza sp. poderiam ser usados como

potenciais indicadores de comportamento migratorio de D. citri nesse contexto. Portanto a
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analise da dindmica de movimentacdo em alturas de diferentes espécies de psilideos constitui
um mecanismo funcional que proporciona informacéo valiosa no contexto epidemiologico da
disseminacéo primaria do HLB em diferentes contextos regionais.

No contexto de “plantas de fundo de quintal”, municipio de Botucatu (SP), algumas das
espécies de psilideos mais frequentes também poderiam ser usadas como uma ferramenta para
analisar o comportamento migratorio de D. citri, ja que além de oferecer diferente
informacdo, apresentam densidades populacionais muito altas que facilitariam diversas
andlises. Por exemplo, o género Heteropsylla sp. poderia ser usado como indicador do
periodo de maior coleta podendo ser associado com maior atividade de disperséo de D. citri,
ja que o periodo foi exatamente correspondente. No caso de I. divergipennis, poderia
constituir uma espécie chave na previsdo da movimentacdo de D. citri, ja que o pico
populacional maior antecede o pico de coleta de D. citri. Os resultados obtidos com G.
brimblecombei oferecem outro tipo de apoio na analise da dindmica da densidade
populacional de D. citri, j& que em periodos diferentes aos de maior coleta apresentou em
geral uma dindmica muito préxima com D. citri. Outro aspecto importante a ser discutido é
que nem todas as espécies de psilideos apresentam picos populacionais nas épocas descritas
anteriormente em todos os anos, como foi evidente com G. brimblecombei. Contudo, este tipo
de informacdo é de importancia epidemiolégica no contexto da disseminacdo primaria do
HLB, ja que fornece uma ferramenta de analise que pode ser empregada no aprimoramento de
estratégias de manejo de D. citri.

Como foi discutido anteriormente, as espécies de Psylloidea mais frequentes e
constantes coletadas por meio de armadilhas adesivas amarelas em diferentes alturas, no
contexto de “plantas de fundo de quintal” foram: Heteropsylla sp., . divergipennis, G.
brimblecombei, Trioza sp., Mitrapsylla spp., € B. occidentalis. Dentre essas espécies, as
pertencentes a familia Psyllidae (Heteropsylla sp., I. divergipennis e Mitrapsylla spp.) tém
sido reportadas como geralmente mondfagas de Fabaceae, enquanto que G. brimblecombei e
B. occidentalis tém sido relatadas como pragas introduzidas no Brasil associadas a eucalipto,
e 0 género Trioza tem sido associada a Myrtaceae e outras familias (Burckhardt & Quieroz,
2012).

A alta frequéncia e constancia de algumas espécies de psilideos podem ser explicadas
devido & presenca dessas plantas hospedeiras na regido, ja que o bioma predominante é de
mata atlantica e cerrado, segundo o Instituto Florestal do Estado de S&o Paulo (2019), com
maior predominancia de espécies de Fabaceae, tais como Piptadenia gonoacantha, Copaifera

langsdorffii, Bauhinia rufa, Stryphnodendron adstringen e Caesalpinia pluviosa (hospedeira
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de 1. divergipenis), principalmente. Mas também séo encontradas espécies de outras familias,
como Casearia sylvestris (Flacourtiaceae), Ficus guaranitica Chodat. (Moraceae), Cedrela
fissilis (Meliaceae, hospedeira de Mastigimas sp.), Cabralea canjerana (Meliaceae) e
Eucalyptus spp. (Myrtaceae). No entanto, individuos de Calophya sp. e D. citri estiveram
presentes no 100% das coletas, podendo estar associados a presenca de plantas pertencentes
as familias Anacardiaceae e Rutaceae, respectivamente.

No contexto de pomares com manejo deficiente, as espécies mais frequentes e
constantes foram B. occidentalis, G. brimblecombei, Heteropsylla sp., I. divergipennis,
Mitrapsylla sp. e Trioza sp. No caso de B. occidentalis e G. brimblecombei, a frequéncia e
constancia obtida podem ser explicadas devido a predominancia das florestas implantadas
com pinus e eucaliptos, na regido de Casa Branca. Entretanto os ecossistemas de mata ciliar e
cerrado, também sdo predominantes, o que poderia explicar a abundancia das espécies de
Psyllidae e Triozidae encontradas, ja que foram observadas plantas de Fabaceae, Myrtaceae e
Lauraceae. Portanto, é possivel que a dispersdo dessas espécies de psilideos possa estar
acompanhando a distribuicdo espacial das plantas hospedeiras e/ou a disponibilidade temporal
dos recursos alimentares. Por exemplo, tem sido relatado que T. erytreae apresenta
movimenta¢Ges em massa, otimizando a colonizagdo de hospedeiros citricos comerciais a
partir de plantas hospedeiras da area circundante (Van den Berg et al., 1991).

Em relagdo a coleta em plantas de Citrus spp. ou Murraya paniculata de espécies de
Psylloidea que ndo tém essas espécies vegetais como hospedeiras, é possivel que corresponda
a processos acidentais ou mesmo que tais psilideos usem as plantas como hospedeiros casuais
sem iniciar processos de alimentacdo ou reproducdo. Psilideos sdo geralmente designados
como sugadores de seiva altamente especificos, ja que o nimero de espécies de plantas nas
quais conseguem desenvolver seu ciclo de vida é uma ou poucas (Hodkinson, 1974;
Burckhardt & Basset, 2000; Percy et al., 2004; Hollis, 2004; Burckhardt, 2005). N&o obstante,
neste trabalho ndo foram estudadas as relagdes das outras espécies de psilideos com as plantas
hospedeiras de D. citri. No entanto, sabe-se que o ciclo de vida dos psilideos podem ter
amplas variagdes, assim como também modificacdes biolégicas e mecanismos adaptativos
para explorar diferentes hospedeiros em diferentes contextos ambientais (Hodkinson, 2009).

Em relacdo aos diferentes métodos de coleta de psilideos em plantas usados nesta
pesquisa, ndo foram encontradas divergéncias em captura por meio de rede de varredura e
com armadilha de succdo portétil, em termos de abundéncia e diversidade. A dindmica das
populacdes de insetos em planta depende de fatores extrinsecos aos métodos de coleta, tais

como capacidade bidtica das espécies, relacdo com a planta hospedeira, condi¢cdes ambientais,
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entre outras (Silveira et al., 1976). Apesar de que a eficiéncia ou precisdo das amostragens
podem resultar em estimativas diferentes dependendo de fatores humanos (como disposicao
pessoal), componentes mecanicos, econdémicos e até analises estatisticas, conforme discutido
por Silveira et al. (1976).

Por outro lado, a selecdo dos métodos de monitoramento de insetos em voo a diferentes
alturas constitui um desafio, ja que todas as técnicas oferecem vantagens e desvantagens
como foi discutido amplamente por Reynolds et al. (2006). Neste trabalho foram encontradas
grandes divergéncias na quantidade de psilideos coletados a 7,5 m por meio de armadilhas
adesivas amarelas e com o equipamento de suc¢do estacionario. As armadilhas adesivas
amarelas constituem um método amplamente usado para monitoramento de infestacdes e
estimativa de abundancia relativa de populacdes de D. citri em pomareas citricos, de acordo
com Aubert e Quilici (1988), Aubert e Hua, (1990), Flores et al. (2009) e Hall e Hentz,
(2010), entre outros.

As altas densidades de psilideos encontradas nas armadilhas adesivas amarelas
comparadas com as encontradas na armadilha de succdo estacionaria podem estar
relacionadas com vérios fatores. Em certas circunstancias as armadilhas adesivas amarelas
podem induzir estimativas erradas sobre densidade e proporcdes de espécies coletadas,
considerando que a captura podem ser influenciadas por variacdes em velocidades de vento e
densidades populacionais diferentes. Em contraste, a armadilha de succ¢do pode funcionar com
quantidades de ar relativamente constantes a diferentes velocidades de vento (sejam muito
baixas ou muito altas) (Johnson, 1950a).

De acordo com as altas densidades de psilideos encontradas nas armadilhas amarelas
nesse estudo, é possivel pensar que a reflectancia da cor conduza a alteracdo do
comportamento dos psilideos devido ao ‘super estimulo’ induzido pela reflectincia da cor
(Hall et al., 2010), embora a 7,5 m em auséncia de vento € provavel que os psilideos ndo
respondam a esse estimulo, devido a restricdo na resolucdo espacial, como foi documentado
para varios hemipteros de pequeno tamanho (Dingle, 1996; Land, 1997; Kennedy, 1985).
Contudo, os dois tipos de armadilhas usadas para 0 monitoramento em altura coletaram
psilideos durante todo o tempo de monitoramento, mesmo com proporcdes diferentes, sendo
gue nos dois casos € dificil diferenciar entre individuos que estdo em processo de ascensdo na
area ou que proveem de outras areas, como discutido por Reynolds et al. (2006).

A bactéria CLas foi detectada em individuos de D. citri coletados por meio de
armadilhas adesivas amarelas a 7,5 m de altura e em plantas citricas nos dois contextos da

disseminacdo primaria analisados. A proporc¢do de individuos de D. citri coletados por meio
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de armadilhas adesivas amarelas e positivos para a bactéria (CLas+) foi maior em 21.3% a
encontrada por Ferreira (2014) em pomares ndo manejados no Centro Sul do Estado de S&o
Paulo. No entanto, a propor¢cdo de D. citri CLas+ encontrada por Chinelato (2017) em
pomares com manejo deficiente ou sem manejo no Estado de S&o Paulo, que variou entre
33% e 72%, foi semelhante a encontrada neste estudo. No entanto, € essencial destacar que 0s
insetos aqui analisados foram coletados na camada limite atmosférica, onde as correntes
convectivas podem estar carregando esses insetos a outras areas ou provenientes de outras
areas, 0 que representa grande importancia na disseminacdo primaria do HLB.

No caso da deteccdo de CLas em adultos de D. citri provenientes de plantas citricas,
foram encontrados valores muito proximos ao encontrado por Coy e Stelinsky (2015), que
observaram taxas de deteccdo de CLas entre 37,5 e 100% (média de 68.8%) em populacdes de
D. citri coletadas sobre arvores citricas em diferentes regides da Florida. E importante
ressaltar que os insetos obtidos neste trabalho foram provenientes de plantas visualmente
sintomaticas, comparado com o estudo realizado por Coy e Stelinsky (2015). No entanto,
Tiwari et al. (2010) encontraram apenas 1.9% de adultos de D.citri CLas+ provenientes de
plantas de pomares abandonados e 1.2% em pomares manejados, e 2.9% de D.citri CLas+ se
dispersando de pomares abandonados a manejados na Florida. Contudo, foi evidente a
deteccdo de CLas em individuos de D. citri durante os diferentes periodos de monitoramento,
tanto em planta como em altura, de acordo com Bassanezi et al. (2010), Tiwari et al. (2010) e
Hall et al. (2013), que confirmaram a presenca de psilideos infectivos indistintamente da
época de coleta.

Em relacdo a deteccdo de CLas em outras espécies de Psylloidea, foi negativa em todas
as amostras analisadas conforme se esperava, ja que as espécies de psilideos encontradas ndo
tém os Citrus spp. como plantas hospedeiras, assim como também ndo existe relato prévio de
deteccdo de CLas nesses psilideos. De acordo com os métodos usados para a deteccdo de
CLas, o método pertencente ao protocolo interno de Fundecitrus foi mais rigoroso que o outro
método usado, desenvolvido por Li et al. (2006) e baseado em 16S rDNA (qPCR TagMan) e
primers/sonda para o gene Wingless de D. citri (Manjunath et al., 2008). Segundo Shin & van
Bruggen (2017) o uso de esses primers (Jagoueix et al., 1994; Li et al., 2006) pode conduzir a
amplificacdes pobres ou mesmo falsos positivos (reacdes inespecificas) como foi relatado
também por Fujikawa e lwanami (2012) e Kogenaru et al. (2014).

Em relacdo a deteccdo de CLas a partir de psilideos coletados em armadilhas adesivas,
Irey et al. (2011) e Sala (2013) observaram que a deteccdo de Ca. Liberibacter spp. e de CLas

em adultos de D. citri, respectivamente, diminuiu em funcdo do tempo de exposicdo do
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psilideo a armadilha, tanto no inverno como no verdo. Portanto a quantidade e qualidade de
DNA no caso de insetos extraidos de armadilhas adesivas, podem ser afetados pelo tempo de
armazenamento; de acordo com Sala (2013), ha decréscimo na quantidade de DNA total com
0 tempo de exposicdo de D. citri em armadilhas adesivas, com diferengas significativas a
partir de 3 dias, sugerindo que as condi¢Bes climaticas ou a cola podem interferir na
degradacdo do DNA.

O monitoramento das populacdes de psilideos nas duas regiGes dentro do contexto da
disseminacdo primaria do HLB aportou informacdes relevantes que sugerem dispersdo de
individuos de Psylloidea, compreendendo semanticamente a dispersdo como deslocamento a
diferentes areas sem controle da direcdo, com ocorréncia nao persistente e dependente de
estimulos (Silveira et al., 1976; Kennedy, 1985). Constatou-se correlacdo entre as densidades
populacionais de psilideos encontradas nas diferentes alturas monitoradas ao longo do tempo,
talvez indicando fendmenos de ascensdo vertical ou mesmo como resultado de transporte
horizontal a partir de outras areas.

A movimentacdo de D. citri e outros Psylloidea ocorrendo em diferentes escalas de
espaco e tempo, em diferentes contextos onde os agroecossistemas de citros se desenvolvem é
de importancia para analise, ja que quanto maior é a densidade de psilideos nas plantacdes
citricas circunvizinhas, maior o fluxo migratorio de psilideos adultos para plantagbes com
manejo e consequentemente maiores as chances de ocorréncia de novas infeccoes,
especialmente com psilideos bacteriliferos provenientes de &reas de remogéo de plantas com
HLB (Bergamin-Filho et al., 2016). Em muitos casos, a imigra¢do de insetos bacteriliferos
pode saturar os pomares manejados, fazendo com que a incidéncia da doenca ndo seja
influenciada pela mortalidade do vetor em pomares com manejo (Belasque et al,. 2010;
Bassanezi et al., 2013Db).

Os resultados do presente estudo fornecem uma ferramenta potencial de anélise para o
aprimoramento das estratégias de manejo do HLB, ja que reportou altas densidades de D. citri
e outros Psylloidea nas areas adjacentes a pomares com manejo convencional, e taxas
relativamente elevadas de individuos de D. citri infectados por CLas em plantas hospedeiras e
se movimentando a 7,5 m, além de confirmar as épocas de maior ocorréncia de psilideos

como fator chave para decisdo do momento do controle.
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6. CONCLUSOES

A ocorréncia espago-temporal de D. citri e outras espécies Psylloidea frequentes e
constantes em armadilhas adesivas amarelas posicionadas em alturas de 25 e 7,5 m

acima do nivel do solo, evidenciam padrées de movimento relativamente analogos.

A distribuicdo de abundancia de psilideos na camada limite de voo (2,5 m) esta

correlacionada com os psilideos na camada limite atmosférica (7,5 m).

A ocorréncia temporal de D. citri é semelhante a de outros Psylloidea, com maiores
niveis populacionais a partir do final do inverno e até o final da primavera, tanto nas
areas adjacentes de pomares comerciais de citros correspondentes a “plantas de fundo

de quintal” como em pomares de citros com manejo deficiente.

Para 0 monitoramento de psilideos em altura, as armadilhas adesivas amarelas
constituem um método que oferece informacdo representativa da densidade

populacional.

A amostragem de psilideos em plantas hospedeiras de D. citri com rede de varredura
ou com armadilha de suc¢éo portéatil proporciona informagéo equivalente da densidade

populacional de psilideos.

ClLas foi detectada em individuos de D. citri coletados na camada limite atmosfeérica, a
7,5 m acima do nivel do solo, bem como sobre plantas de Citrus spp., em areas
vizinhas a pomares comerciais manejados, em diferentes contextos de disseminacéao

primaria.
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