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LOCAIS E PERIODO DE ALIMENTACAO DA CIGARRINHA VETORA
DE Xylella fastidiosa, Bucephalogonia xanthophis (BERG)
(HEMIPTERA: CICADELLIDAE), EM MUDAS CITRICAS!

MARCELO PEDREIRA DEMIRANDA? DENISE NUNESVIOLA? RODRIGONEVESMARQUES',
JEAN PATRICK BONANI®, JOAO ROBERTO SPOTTI LOPES®

RESUMO--A cigarrinha Bucephalogonia xanthophis (Berg) (Hemiptera: Cicadellidae) é um importante vetor da bactéria Xylella
fastidiosa, agente causal daclorose variegada dos citros. Este trabal ho teve como objetivo identificar o local preferido de alimentagdo
e 0 periodo de maior atividade alimentar desta cigarrinha em citros, no sentido de elucidar o comportamento alimentar relacionado a
transmissdo da bactéria. O local de alimentacdo foi estudado em ensaio de escolha, no qual 30 insetos adultos foram liberados em
gaiolas de observacdo (n = 10) contendo uma muda de laranja-doce [ Citrus sinensis (L.) Osbeck]. Apés 1; 15; 21; 25; 39; 45e49 hda
liberagdo, contaram-se os insetos na parte superior (ramos com brotagdes) einferior (haste principal, até H” 40 cm de altura) da muda.
Nos ramos da parte superior, avaliou-se a preferéncia entre a haste, o peciolo e o limbo foliar. Em um segundo ensaio, 20 machos e 20
fémeas de B. xanthophis foram confinados individua mente sobre a haste de ‘ seedlings' de laranja-doce para determinar os periodos
de alimentacdo, quantificando-se a excrecdo de ‘honeydew’ (medida indireta da ingestdo) em periodos sucessivos de dia e noite,
durante 48 h. A maioria dos individuos de B. xanthophis preferiu a haste dos ramos hovos (62%), na parte superior da muda citrica
(91%). Nos ‘seedlings’, observou-se maior volume de excrecdo e propor¢do de individuos excretando durante a fotofase,
independentemente do sexo. Portanto, em estudos de transmissdo de X. fastidiosa, deve-se considerar a preferéncia de B. xanthophis
pela haste de brotagdes citricas e sua maior atividade alimentar durante a fotofase.

Termos para indexacao: Cicadellinae, Comportamento alimentar, Clorose variegadados citros.

FEEDING SITES AND FOOD INTAKE OF Bucephalogonia xanthophis (BERG)
(HEMIPTERA: CICADELLIDAE), A SHARPSHOOTER VECTOR OF Xylella fastidiosa,
ON CITRUS PLANTS

ABSTRACT - The sharpshooter Bucephalogonia xanthophis (Berg) (Hemiptera: Cicadellidae) is an important vector of Xylella
fastidiosa, a bacterium that causes citrus variegated chlorosis. This study aimed to identify the preferred feeding sites and periods of
this vector on citrus, in order to improve our understanding of the feeding behavior related to the transmission of this pathogen. The
feeding siteswere determined in achoice experiment, in which 30 adultswererel eased inside observation chambers (n = 10) containing
a sweet orange seedling [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. One, fifteen, twenty-one, twenty-five, thirty-nine, forty-five, and forty-nine
hours after the rel ease, the number of insects on the upper (stem with sprouts) and bottom (primary stem, up to 40 cm above soil) parts
of the plant was recorded. To determine the feeding periods, 20 males and 20 females of B. xanthophis were individually confined on
the stems of sweet orange seedlings, and the honeydew excretion (indirect measure of ingestion) was quantified for 48 hours, during
periods of day and night. Most B. xanthophis individuals (91%) were observed on the upper part of the plant, mainly on the stems of
the young shoots (62%). A larger volume of excretion and higher proportion of excreting individuals were observed during the
photophase for both males and femal es, indicating that daytimeisthe preferred feeding period for thisvector. Therefore, in transmission
studies of X. fastidiosa one should consider the preference of B. xanthophis for stems of young shoots and its higher feeding activity
during the photophase.

Index terms: Cicadellinae, Feeding behavior, Citrus variegated chlorosis.
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INTRODUCAO

Xylella fastidiosa € uma bactéria que se multiplica no
xilema de plantas, causando doengas em diversas culturas de
importanciaeconémica (Purcell & Hopkins, 1996). No Brasil, &
agente causal da Clorose Variegada dos Citros (CVC), doenca
que afeta laranja-doce [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e que se
caracteriza por sintomas de clorose naface superior dasfolhase
dréstica reducdo no tamanho dos frutos (Rossetti et al., 1997;
Lee et al., 1993). Esse patdgeno € transmitido por cigarrinhas
dasfamilias Cicadellidae (subfamilia Cicadellinae) e Cercopidae,
que sedimentam no xilemadas plantas (Purcell, 1989). Em citras,
ja foram identificadas varias espécies de cigarrinhas vetoras,
sendo todas representantes de Cicadellinae (Roberto et al., 1996;
Krigner et a., 2000; Descobertos, 1999; Yamamoto et al., 2002;
Yamamoto et d., 2007).

A disseminagdo da CV C nos pomares acorre pela agdo
dos insetos vetores a partir de mudas ou arvores citricas
infectadas (Lopes, 1999). Dentre as cigarrinhas identificadas
como vetoras, Bucephalogonia xanthophis (Berg) (Hemiptera:
Cicadellidae) destaca-se por ser freqlientemente observada em
viveiros abertos (Roberto et a., 2000) e pomares citricos em
formacéo (Yamamoto et d ., 2001).

Em citros, as cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa
apresentam uma baixa eficiéncia de transmissdo quando
comparadas aosvetoresdaestirpedevideira(Lopes, 1999). Esse
fato pode estar relacionado com uma baixa concentragéo da
bactériaem citros(Almeidaet d., 2001) eumadistribuicdoirregular
deX. fastidiosa nas plantas hospedeiras (Mizubuti et a., 1994),
0 que pode reduzir a eficiéncia de aquisicéo pelas cigarrinhas.
Além desses fatores, pode ocorrer uma baixa taxa de
sobrevivéncia de infecgdes iniciais de X. fastidiosa em Citros,
apos sua inoculacdo por vetores (Lopes, 1999).

Aspectos relacionados a interacéo inseto-planta
também podem influenciar naeficiénciade transmissdo. O loca
dealimentacdo naplanta (Lopes, 1996), a baixataxadeingestéo
observada em citros em relag@o a outras plantas hospedeiras
(Milanez et al., 2003) e as condi¢des hidricas do solo que
influenciam na sobrevivéncia e aimentacdo da cigarrinha na
planta hospedeira (Pereiraet al., 2005), possivelmente, afetam a
eficiéncia com que diferentes espécies de cigarrinhas adquirem
ou inoculam X. fastidiosa.

Como a distribuicgo de X. fastidiosa é desuniforme na
plantacitrica(Queiroz-Voltan & ParadelaFilho, 1999), o local de
alimentagdo do vetor € um dos principais fatores que podem
influenciar na probabilidade de aquisic&o ou inoculagdo do
patégeno. Cada espécie vetora tem preferéncia por determinada
parte do ramo citrico (haste ou folha), podendo escolher entre
ramos novos ou mais desenvolvidos (Gravenaet a., 1997). Para
Dilobopterus costalimai Young, o local de preferéncia e a
atividade alimentar podem variar de acordo com o periodo do
dia(Marucci et a., 2004; Montesino et al., 2006).

Conhecer as caracteristicas do comportamento aimentar
de cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa em citros € importante
para melhor compreender o processo de transmissdo desse

patdgeno e definir téti cas de controle mais eficientes que possam
ser implementadas no manejo da CV C. Este trabalho teve como
objetivo determinar o local preferido de alimentac&o e o periodo
demaior atividade alimentar de B. xanthophis em mudascitricas.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de cigarrinhas e plantas-teste

A cigarrinha B. xanthophis foi criada em plantas de
Vernonia condensata Baker (Asteraceae), conforme descrito por
Marucci et al. (2003), de modo a obter adultos com idade
padronizada. Para o estudo de selecdo do local de alimentagfo,
usaram-se mudas com 1 ano de idade de laranja-doce [ Citrus
sinensis (L.) Osbeck], variedade Péra, enxertada sobre citrumelo
Swingle [Citrus paradisi Macf. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.].
No estudo de horério de alimentag8o, utilizaram-se ‘ seedlings
delaranja-doce, variedade Péra, obtidas apartir de sementes. Os
dois tipos de plantas foram produzidas em viveiros telados, em
vasosde4 L com substrato comercia Plantmax®, sendo adubadas
periodicamente com o fertilizante deliberagdo lenta, férmula22-
04-08 (Osmocote®).

Selecao do local de alimentac¢io na planta citrica

Em um experimento de livre escolha, avaliou-se a
preferéncia da cigarrinha por duas partes principais da muda
citrica: @) superior (ou copa), formadapor trésramos secundarios
(brotagBes) com cerca de 20 cm cada, e b) inferior, congtituida
pela haste principal (enxerto + porta-enxerto) com,
aproximadamente, 40 cm de altura. Nos ramos da parte superior
damuda, avaliou-se apreferénciaentre ahaste, pecioloselimbos
foliares. Utilizaram-se gaiolas de observacdo (base de 63x63cme
120 cm de dtura) com estrutura de madeira e revestidas com
acrilico transparente e tela antiafidica, descritas por Marucci et
al. (2004). O experimento foi composto por 10 repeticdes, sendo
cada uma constituida por uma gaiola de observacdo contendo
uma muda citrica, no interior da qual foram liberadas 30
cigarrinhas adultas (machos e fémeas em proporc¢@es
semel hantes) com 7-14 dias deidade. A liberacdo dosinsetosfoi
feitanofina datarde (17 h) e asavaliagdesforam realizadas apos
1; 15; 21; 25; 39; 45 e 49 h, registrando-se 0 nimero de insetos
em cada parte da planta.

Determinacao do periodo de maior atividade alimentar

A atividade alimentar de B. xanthophis foi avaliada nos
periodos diurno (fotofase) e noturno (escotofase), por meio da
quantificacdo e andlise da excregdo de ‘honeydew’. O volume
excretado por unidade de tempo foi usado como medidaindireta
dataxadeingest&o. Neste ensaio, utilizaram-se adultos (machos
e fémeas) com idade de 5-8 dias apds emergéncia, sendo o0s
mesmos retirados da criagdo e colocados para aclimatacdo em
plantas citricas por 24 h. Vinte cigarrinhas de cada sexo foram
confinadas individualmente sobre a haste dos ‘seedlings’ (1
cigarrinha/planta), utilizando-se de uma gaiola pléstica (tubo
Falcon de 50 mL) acoplada aum reservatério graduado na parte
inferior (tubo Falconde15mL) (Andersenet d., 1992). Asgaiolas
foram posicionadas sobre a haste de modo a favorecer o
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escoamento do liquido para o recipiente graduado, permitindo a
quantificacdo direta da excre¢do. O ensaio foi instalado no final

datarde (18 h) em umasalaclimatizada (25 + 2°C; fotofase de 12
h) eavaliado em periodos de 12 h até compl etar 48 h, registrando-

se 0 volume excretado em cada periodo.

Baseando-se ha analise quimica do ‘honeydew’
(aminoé&cidos ou pH) de insetos sugadores, pode-se inferir o seu
local (floema ou xilema) de alimentagéo (Walker, 2000). Assim,
para determinar o tecido de alimentacdo de B. xanthophis ha
fotofase e escotofase, amostras do ‘honeydew’ de 5 machose 5
fémeas por periodo foram submetidas a andlise de pH em papel
indicador (Universalindikator pH, Merck) e de presenca de
aminoé&cidos em teste de reag8o com niidrina (0,1%)

Analise dos dados

No experimento de selegdo dos locais de aimentagéo,
utilizaram-se os testes ndo- paramétricos de Mann-Whitney e
Behrens-Fisher para verificar a preferénciadosindividuos entre
as partes superior e inferior da planta e entre partes dos ramos
superiores (haste x peciolo x limbo foliar), respectivamente.
Considerou-se, como variavel, o nimero acumulado de
individuos registrados em todas as avaliagOes. Realizaram-se,
também, andlises de regressdo para verificar a relagdo entre
posi 8o dosinsetos haplantae tempo apods aliberagdo nacmara
de observacdo. Para detectar diferencas no niimero dos insetos
presentes em certas partes da planta entre periodos de avaliagao,
utilizou-se o teste de Steel.

No experimento de excrecdo de ‘ honeydew’, comparou-
se 0 volume médio excretado pelas cigarrinhas entre os periodos
de fotofase e escotofase pelo teste ndo- paramétrico de Sinaisde
Wilcoxon, e entre machos e fémeas pelo teste de Wilcoxon. Os
testes de McNemar e de Qui-Quadrado foram usados para
comparar aproporcdo deinsetos que excretam nafotofase versus
escotofase e entre machos e fémeas, respectivamente. Todas as
analises foram realizadas com o programa R (http://www.R-
project.org).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cigarrinha B. xanthophis apresentaum local e periodo
preferido para alimentagdo em mudas citricas, comportamento
este que possivelmente influencia na eficiéncia de transmissdo
de X. fastidiosa e tem implicagdes no manejo desse inseto vetor
em pomarescitricos. No estudo de selecdo dolocal deaimentagéo,
B. xanthophis mostrou nitida preferéncia pela parte superior da
muda citrica (P < 0,01) (Figura 1A), que é composta por ramos
novos. Nesse local da planta, houve diferenca significativa na
ocorrénciadeindividuosentre as partesdo ramos (P < 0,01), com
predominéancianahaste (62%), seguidapelolimbo foliar (28%) e
peciolos (10%) (Figura1B).

A preferéncia de B. xanthophis pela parte superior da
planta deve-se provalvemente a ocorréncia de ramos novos.
Marucci et al. (2004) observaram que duas outras cigarrinhas
vetoras em citros, D. costalimai € Oncometopia facialis
(Signoret), tém nitida preferéncia por brotactes. Bi et ., (2007)
verificaram que érvores citricas jovens apresentam brotagcdes

mai s vigorosas, maiores concentragdes de aminoécidos na seiva
do xilema e maior abundéancia da cigarrinha Homalodisca
vitripennis (Germar) em relacdo aérvoresmaisvelhas. Osniveis
de aminoé&cidos presentes na seiva do xilema representam um
dos principais fatores que influenciam na selecdo de plantas
hospedeiras por cigarrinhas (Brodbeck et al., 1990; Andersen et
al., 2005). Assim, ofato de B. xanthophis preferir osramosnovos
em mudas citricasexplicaria, pelo menosem parte, suaabundancia
em viveiros citricos abertos (Roberto et a., 2000) e pomares em
formacdo (Yamamoto et al., 2001), que geralmente apresentam
maior fluxo de crescimento.

Ascigarrinhastém preferéncias por locai s de alimentagéo
em plantas citricas. A espécie Acrogonia terminalis Young, por
exemplo, prefere alimentar-se nas folhas novas, enquanto D.
costalimai prefere a haste das brotagdes novas e Oncometopia
sp. é observada na haste de brotagBes mais desenvolvidas,
principalmente naguelas em que 0s ramos estédo em posi¢ao
vertical (Gravena et al., 1997). Em ensaios de livre escolha,
realizadosem laboratério, Marucci et a. (2004) observaram quea
maioria dos adultos de D. costalimai inicialmente pousa sobre
as folhas de mudas citricas, passando posteriormente para a
haste dos ramos secundarios (brotagBes). Para O. facialis, ndo
ha diferenca na preferéncia para pouso entre folhas e hastes,
havendo a tendéncia de os insetos permanecerem nas folhas
durante periodos com temperaturas mais baixas e hastes em
temperaturamais quentes do dia (Marucci et al., 2004).

Na primeira hora apos a liberagdo, a maioria dos
individuos de B. xanthophis encontrava-se nas folhas (limbo
foliar e peciol os) daparte superior daplanta(Figura2). Entretanto,
ao longo do tempo, observou-se uma tendéncia crescente na
porcentagem de cigarrinhas na haste dos ramos (R?=0,77),
coincidindo com uma tendéncia inversa para os que estavam
nasfolhas (R?=0,77) (Figura?2). A partir daterceiraavaliagéo (21
h apds aliberacéo), observou-se um aumento significativo (teste
de Steel; P=0,0097) na porcentagem de cigarrinhas na haste, em
relacdo as duas primeiras avaliacBes do ensaio. Apods 25 h,
aproximadamente 70% dosindividuos jaestavam localizados na
haste (Figura 2). Esse comportamento de pouso inicia sobre as
folhas e posterior movimentagéo para a haste dos ramos novos
da planta citrica é semelhante ao relatado para a cigarrinha D.
costalimai (Marucci et al., 2004). Entretanto, no caso de D.
costalimai, Marucci et al. (2004) constataram que a nervura
secundaria das folhas foi o local preferido de permanéncia
(seguido da haste dos ramos) ao longo de 48 h de observagoes,
em um ensaio delivre escolha, semel hante ao redlizado napresente
pesquisa.

Tem sido postulado que a eficiéncia de aquisicdo de X.
fastidiosa possa estar condicionada ao loca de preferéncia de
alimentac&o do vetor na plantainfectada, sendo maior em locais
de maior concentragcdo da bactéria (Lopes, 1996; Marucci et al.,
2004). Estudando a distribuicéo de X. fastidiosa em Citros,
Queiroz-Voltan & Paradella Filho (1999) observaram que a
obstrugo dos vasos do xilema diminui na direco das folhas
para a haste, 0 que sugere maior concentragdo bacteriana nas
folhas citricas. O fato de D. costalimai permanecer por mais
tempo sobre folhas citricas do que O. facialis foi apontado por
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Marucci et al. (2004) como um dos possiveis fatores que
explicariam amaior eficiéncia de transmissdo do patdgeno pela
primeira espécie de cigarrinha. Entretanto, um estudo recente
mostrou ndo haver diferenca significativa entre a eficiéncia de
transmissdo de D. costalimai € B. xanthophis em citros (Marucci
et al., 2008), adespeito de a segunda espécieter preferénciapela
haste da planta citrica. Assim, embora a haste apresente menor
porcentagem de vasos colonizados por X. fastidiosa do que as
folhas em citros (Queiroz-Voltan & Paradella Filho, 1999), ela
provavelmente representa um importante local de aquisicéo e/
ou inoculacdo dessa bactéria por B. xanthophis.

No experimento de excregdo de ‘honeydew’, machos e
fémeas de B. xanthophis ndo diferiram estatisticamente entre si
guanto ao volume médio excretado (P = 0,76) e porcentagem de
individuosque excretaram (c>=1,11; P=0,29). Paraambos os sexos,
verificou-se maior volume de excrecdo (P=0,002) e maior
porcentagem de insetos excretando durante o dia em relacdo a
noite (c>=10,8; P=0,001) (Figura 3). Esses resultados estdo
coerentes com agueles relatados por Montesino et al. (2006)
para as cigarrinhas D. costalimai e O. facialis, que também
apresentaram maior taxa de excrecdo durante o diaem ramos de
laranjeiras Péra e‘Vaéncia .

Cigarrinhas dasubfamilia Cicadel linae podem sincronizar
sua atividade alimentar de acordo com a flutuagdo quimica da
seivado xilema. H. coagulata, Holamodisca insolita (\Walker) e
Cuerna costalis (F.) alimentam-se mais ativamente sobre
Catharanthus roseus (L.) durante anoite, quando aconcentracéo
de aminoécidosnaseivado xilemaé 1,9 vez maior que durante o
dia(Brodbeck et a., 1993). Entretanto, em Lagerstroemia indica
L., essas mesmas espécies alimentam-se quase que
exclusivamente durante o dia, periodo no qual a concentracdo
deaminoéacidosnaseivado xilemaé2,5 vezesmaior emrelacdo a
noite (Brodbeck et a., 1993). Para citros, ndo ha informagdes

A ®Parte superior ¥ Parte inferior

9% (b)

91% (a)

sobrevariacdo diurnanos niveis de aminoécidos no xilema, porém,
baseando-se nas maiores taxas de excregdo por cigarrinhas
observadas durante a fotofase no presente estudo e também por
Montesino et al. (2006), é possivel que a concentracédo de
aminoécidos sejamaior durante o dia. Contudo, seria necesséria
uma andlise quimica detalhada da seiva do xilema de citros na
fotofase e escotofase para comprovar esta hipétese.

Baseando-se nasandlises de pH e dereago com niidrina,
ndo houve diferencas no ‘honeydew’ excretado por machos e
fémeas na fotofase e escotofase. Em todas as amostras
examinadas, este apresentou um pH inferior a 7 e ndo ocorreu
reac&o com niidrina, indicando que apresentabaixa concentracéo
ou ausénciade aminoacidos. O pH abaixo de 7 eafatadeniveis
detectaveis de aminoécidos no ‘honeydew’ sdo indicativos de
ingestdo no xilema, que apresenta pH entre 5,4-6,5 e baixa
concentracdo de agUcares e aminoécidos (Andersen et al., 1989;
Walker, 2000). Em contraste, o floematemumpH entre 7,2-8,4 e é
rico em compostos organicos (Walker, 2000). Assim, os dados
gerados com aandlise do ‘honeydew’ sugerem que adultos de B.
xanthophis ingerem predominantemente contetidos do xilema,
independentemente do sexo ou periodo.

Pelos resultados obtidos, verificou-se que adultos de B.
xanthophis preferem alimentar-se na haste de ramos novos em
mudas citricas, ndo variando delocal ao longo do dia. Assim, em
pomares citricos recém-implantados ou em replantas, ainspecéo
e medidas de controle dessa espécie cigarrinha devem ser
direcionadas neste local da planta. Como a taxa de excrecéo
representaumamedidaindiretadaingest&o de seiva, osresultados
do experimento de excrecdo de ‘honeydew’ apontam maior
atividade alimentar durante o dia para ambos os sexos de B.
xanthophis. Essas informacgdes também serdo (teis para
aprofundar os estudos de comportamento alimentar associados
atransmisséo de X. fastidiosa.

B w®Haste ®Limbo foliar Peciolo

28% (b)

10% (C)

62% (a)

FIGURA 1- Distribuic&o de adultos de Bucephalogonia xanthophis em mudas de Citrus sinensis, em ensaio de livre escolha. A) Parte
superior e inferior da planta; B) Haste, limbo foliar e peciolo de ramos da parte superior da planta. Porcentagens
seguidas damesmaletra, em um mesmo gréafico, ndo diferem entre si, pelos testes de Mann-Whitney (A) e de Behrens-

Fisher (B) (P<0,05).
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FIGURA 2- Curvasderegressdo | ogaritmicaobtidasparaarelacéo
entre a porcentagem média de adultos de
Bucephalogonia xanthophis na haste ou nas
folhas (limbo foliar + peciolo) deramos de Citrus
sinensis € 0 tempo apds a liberagdo dos insetos,
em ensaio de livre escolha

CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste trabal ho:

1 — Hastes de ramos novos sdo os locais da muda citrica
onde adultos de B. xanthophis preferem alimentar-se.

2 —Durante o processo de alimentagéo, machos e fémeas
ingerem quantidades semelhantes de seiva do xilema.

3 — A dtividade alimentar para ambos os sexos é maior
durante o dia
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