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SILVA, Michele Regina Lopes. Controle de Xanthomonas citri subsp. citri em
citros (Citrus sinensis) mediado por neonicotindides. 2009. 107f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

O cancro citrico € uma doenga de importancia mundial para o cultivo comercial de
citros. O desenvolvimento de medidas alternativas de controle que contribuam
para o manejo da doencga é de grande importancia. O presente estudo teve como
objetivo verificar se o tratamento de plantas citricas com inseticidas
neonicotindides é capaz de controlar a incidéncia de cancro citrico na planta,
assim como, verificar se as plantas citricas apresentam diferengas no vigor em
decorréncia do tratamento com estes produtos. A atividade antimicrobiana de
acetamipride, imidaclopride (IMI) e tiametoxam (TMX) foi testada in vitro com seis
isolados de Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). Aliquotas das suspensdes
bacterianas (102 UFC/ml) foram depositadas em meio Agar Nutriente acrescido
dos produtos nas concentragdes de 0 a 3000 pug/ml de principio ativo (p.a.). Em
casa-de-vegetacgao, plantas de laranja Valéncia foram tratadas com quatro doses
de IMI, por rega no solo, em intervalos de tempo variando entre 0 e 10 dias, entre
a inoculagdo de Xcc, por infiltragdo com seringa, e o tratamento com o
neonicotindide. Plantas controle foram tratadas com &agua e inoculadas com a
bactéria. Foi avaliada a incidéncia por contagem de lesées de cancro citrico por
cm? de area foliar, a dinamica populacional da bactéria por reisolamento e o teor
de macronutrientes e micronutrientes das plantas tratadas e inoculadas. A campo,
foram conduzidos experimentos nos municipios de Paranavai e Sao Joao do
Caiua, PR, em plantas de laranja Natal (quatro meses) e Valéncia (oito meses),
respectivamente. As plantas foram tratadas com cinco doses de IMI no tronco ou
no solo, e uma dose de TMX e de clotianidina no solo. Plantas controle foram
tratadas com agua. Foram avaliadas bimestralmente as incidéncias de cancro
citrico, de larva minadora dos citros (LMC) e a desfolha. O vigor vegetativo foi
avaliado pelo volume de copa, pelo didmetro de caule e pela altura de planta. Os
neonicotindides ndo apresentaram efeito antimicrobiano contra nenhum isolado
de Xcc in vitro. O tratamento das plantas com IMI, além de reduzir o numero de
lesdes de cancro citrico e a populagdo bacteriana na planta, alterou as
caracteristicas dessas lesbes, independente da dose, época do ano ou do
intervalo de tempo entre o tratamento da planta e a inoculagdo com Xcc. De
maneira geral, nos experimentos a campo, foi constatada diminuicao de desfolha
e das incidéncias de cancro citrico e de LMC para todos os neonicotindides
testados, destacando-se a menor dose de IMI aplicada no tronco da planta e a
maior dose de IMI aplicada no solo. Os neonicotindides testados reduziram a
incidéncia de cancro citrico, aumentaram os teores de N e K nas folhas e o vigor
vegetativo das plantas citricas. Assim, o0s neonicotindides podem ser
considerados no manejo do cancro citrico, ndo somente por sua agao inseticida,
mas também como bioativadores das plantas citricas.

Palavras-chave: Acetamipride. Cancro citrico. Clotianidin. Imidaclopride. Indugao
de resisténcia. Tiametoxam.



SILVA, Michele Regina Lopes. Control of Xanthomonas citri subsp. citri in
citrus (Citrus sinensis) mediated by neonicotinoids. 2009. 107 p. Thesis
(Doctorate in Agronomy) — State University of Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Citrus canker is a disease of global importance for citrus production. The
development of alternative measures to control the disease is of great importance.
This study aimed to determine if the aplication of neonicotinoid insecticides on
citrus plants is capable to control the incidence of citrus canker by induced
resistance, as well as to verify if citrus plants differ in vigor due to the treatment
with these products. The antimicrobial activity of acetamiprid, imidacloprid (IMI)
and thiamethoxan (TMX) was tested in vitro against six isolates of Xanthomonas
citri subsp. citri (Xcc). Aliquots of bacterial suspensions (1028 CFU / ml) were
placed on nutrient agar medium containing the neonicotinoids in concentrations
from 0 to 3000 pg/ml of active ingrediente (a.i). In greenhouse, plants of Valencia
orange were treated with four doses of IMI by soil drench. Intervals of time ranging
from 0 and 10 days, between the inoculation of Xcc by syringe infiltration and
treatment with the neonicotinoid were tested. Check plants were treated with water
and inoculated with the bacteria. The plants were evaluated by counting the
incidence of citrus canker lesions per cm? of leaf area, the population dynamics of
bacteria by reisolations, and macronutrient and micronutrient content of the
inoculated and treated plants. Field experiments were carried out in the counties of
Paranavai and Sao Jo&do do Caiua, PR, on four months old Natal orange plants
and eight months old Valencia orange plants, respectively. The plants were
treated with five doses of IMI in the trunk or by soil drench. Doses of TMX and
clothianidin by soil drench. Check plants were treated with water. The plants were
evaluated every two months by determining the incidence of citrus canker,
defoliation and citrus leafminer (CLM) incidence. The vigor of the plants was
assessed by the volume of canopy, trunk diameter and plant height. The
neonicotinoids showed no antimicrobial effect against the strain of Xcc in vitro. The
treatment of plants with IMI in addition to reducing the number of lesions of citrus
canker and bacterial population in the plant, also changed the characteristics of
these injuries, regardless of dose, time of the year or interval between treatment
and inoculation of plants with Xcc. In general, experiments in the field showed
decrease in the incidence of citrus canker for all neonicotinoids tested, especially
the lower dose of IMI applied in the trunk of the plants and the highest dose of IMI
by soil drench. The neonicotinoids tested reduced the incidence of citrus canker,
increased the levels of N and K and the vigor of citrus plants. Thus the
neonicotinoids may be considered in the management of citrus canker not only by
its activity as insecticide to control CLM, but also by the bioactivity on citrus plants.

Keywords: Acetamiprid. Citrus canker. Clothianidin. Imidacloprid. Resistance
inducer. Thiamethoxam.
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1 INTRODUCAO

O cancro citrico asiatico, causado pela bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc) Schaad et al. (2006), € considerada uma das mais importantes
doencas para a citricultura mundial (SCHUBERT et al., 2001; STALL; SEYMOR,
1983). O patdgeno causa lesdes necroticas caracteristicas em folhas, ramos e
frutos. Infecgcdes severas podem causar desfolha, frutos manchados e queda
prematura desses frutos, seca de ramos e declinio geral da planta.

Regides de clima tropical e subtropical umido sao conducentes
para o0 desenvolvimento do cancro citrico. Assim, a doenga ocorre
endemicamente em diversas regides do Sudoeste Asiatico e em varios paises das
Américas. Na América do Sul, a bactéria esta presente no Brasil, na Argentina, no
Paraguai, no Uruguai (FEICHTENBERGER et al., 1997; LEITE JUNIOR, 1990) e,
mais recentemente, na Bolivia (BRAITHWAITE et al., 2002).

No Brasil, a primeira constatacdo do cancro citrico foi em 1957 no
municipio de Presidente Prudente, Estado de Sdo Paulo (BITANCOURT, 1957).
Apesar dos esforgos de erradicacao, a bactéria foi disseminada rapidamente para
outras regibes de Sao Paulo e também para outros estados como Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Roraima e Santa
Catarina (AMARAL, 1957; BARBOSA et al.,, 2001; FEICHTENBERGER et al.,
1997; MACIEL et al., 1998, NASCIMENTO et al., 2003).

Nos ultimos anos, o cancro citrico alcangou proporgdes
epidémicas na Flérida, Estados Unidos, e levou a adogcdo de medidas drasticas
para erradicagao, com a destruicido de mais de 1,5 milhdes de arvores citricas em
pomares comerciais e residenciais (GOTTWALD et al.,, 2002). Entretanto, em
funcdo de varios fatores como a ocorréncia de condi¢gdes climaticas favoraveis,
principalmente na peninsula da Flérida, a bactéria foi disseminada para uma vasta
area, tornando inviavel sua erradicagdo. Com isso, 0 governo americano
suspendeu o programa de erradicacdo da doenga nesse Estado (GOTTWALD;
IREY, 2007).

No Brasil, programas de erradicagao do cancro citrico tém sido
implementados desde a década de 1950, com o objetivo de restringir a

disseminacgao e erradicar a bactéria Xcc. No Parana, foi adotado um programa de
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controle integrado para prevengao e controle do cancro citrico desde o final da
década de 1980 (LEITE JUNIOR, 2000; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). Entre as
praticas para o controle integrado de cancro citrico, estéo incluidas a produgao de
mudas sadias, o plantio de cultivares resistentes, a instalacdo de quebra-ventos
arboreos, o controle da larva minadora dos citros (LMC) (Phyllocnistis citrella) e as
aplicacbes regulares de bactericidas cupricos (FUNDECITRUS, 2005;
GOTTWALD; TIMMER, 1995; LEITE JUNIOR, 2000; LEITE JUNIOR; MOHAN,
1990).

Produtos cupricos constituem a base para o controle quimico de
diversas doencgas bacterianas em plantas cultivadas, dentre elas o cancro citrico
(GOTTWALD et al., 2002; KOIZUMI, 1985; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). O
cobre atua de modo a proteger o tecido vegetal da infecgéo e reduzir a populagéo
bacteriana na superficie foliar. Porém, para obter um controle adequado da
doencga, sao necessarias diversas aplicagbes do produto (GRAHAM, 2001; LEITE
JUNIOR et al., 1987; STALL et al., 1980). Considerando que o cobre diminui a
infeccao pelo efeito de contato com a bactéria na superficie da folha, a eficiéncia
de programas de aplicagdes de cobre é prejudicada por chuvas com vento, o qual
introduz a bactéria diretamente no estdomato.

Existem relatos da ocorréncia de resisténcia ao cobre em
linhagens de Xcc obtidas de viveiros que receberam aplicagbes regulares de
produtos a base de cobre na Argentina (CANTEROS, 1999). No Brasil, estudos
realizados com isolados provenientes de lavouras que receberam ou néo
aplicagdes regulares de cobre por mais de 15 anos mostraram a inexisténcia de
Xcc resistente ao produto (MACIEL; DUARTE; AYUB, 1998; MENEGUIM et al.,
2007).

Além de apresentar eficiéncia parcial sob condi¢des de chuva
com vento, bactericidas cupricos tém outras possiveis desvantagens como a
selecdo de linhagens de Xcc resistentes ao cobre e a acumulagdo do metal
pesado no solo, que pode causar fitotoxicidade para a planta citrica e outros
efeitos nocivos ao meio ambiente. Desse modo, medidas alternativas ao uso de
bactericidas cupricos, ou que possam colaborar com a diminuicdo da utilizagao do
metal pesado precisam ser avaliadas.

A inducdo de resisténcia em plantas vem sendo estudada ha

algumas décadas, tanto em plantas monocotiledéneas como em dicotiledéneas.



18

Uma vez ativada, a resisténcia confere protecao inespecifica, caracterizada nao
somente pelos diferentes indutores que podem ser utilizados, como pelo amplo
espectro de patogenos contra os quais a planta fica protegida (STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

O processo envolve a ativacdo de mecanismos latentes de
resisténcia pelo tratamento da planta com agentes elicitores. Esses ativam
diversos mecanismos de defesa vegetal, o que resulta no impedimento ou no
atraso da entrada do patégeno no hospedeiro (KESSMANN et al.,, 1994). A
ativagdo dos mecanismos de defesa pode ser obtida pelo tratamento com agentes
bidticos, como microrganismos viaveis ou inativados (STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994) ou abidticos, como o acido salicilico (HAMMERSCHIMIDT;
DAN, 1997), o acido 2,6-dicloroisonicotinico (HIJWEGNWN; VERHAAR;
ZADOKS, 1996) e os benzotiadiazélicos (GORLACH et al., 1996).

Atualmente, muitas substéncias tém sido classificadas como
bioativadoras com potencialidades para agir como indutoras de crescimento ou de
resisténcia a patogenos e plantas (GAZZONI, 2008). Os bioativadores sao
substancias organicas complexas, modificadoras de crescimento, capazes de
atuar em fatores de transcricdo, afetando a expressdo génica da planta. Agem
também em proteinas de membrana, alterando o transporte ibnico e o
metabolismo secundario. Tais alteragbes podem desencadear melhora na
nutricdo mineral e na sintese de precurssores hormonais (CASTRO; PEREIRA,
2008). Plantas tratadas com inseticidas como aldicarb (CASTRO et al., 1995) e
neonicotindides como tiametoxam e imidaclopride (BARBOSA et al., 2002;
TAVARES et al., 2007) tém apresentado essas alteracoes.

Os neonicotindides pertencem a uma classe de inseticidas que
teve origem na molécula de nicotina. Seu mecanismo inseticida € baseado na
habilidade de ligar-se aos receptores nicotinicos de acetilcolina em insetos
(TOMISAWA; CASIDA, 2003). Em plantas, o mecanismo de interagdo ainda é
pouco conhecido, mas tém sido relatadas melhorias nas caracteristicas
agrondmicas e no aumento de produtividade em culturas tratadas com essa
classe de inseticidas (BARBOSA et al., 2002; TAVARES et al., 2007).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se o tratamento de

plantas citricas com inseticidas neonicotindides, tanto em condigdes controladas
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como em condi¢gdes de campo, € capaz de reduzir a incidéncia de cancro citrico,
bem como verificar se as plantas citricas apresentam diferengas no vigor em

decorréncia do tratamento com esses produtos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DA CITRICULTURA

A produc¢do mundial de citros € de aproximadamente 102 milhdes
de toneladas por ano e é oriunda de uma extensa area cultivada, com cerca de
7,3 milhdes de hectares (MATTOS JUNIOR et al., 2009). O Brasil € o maior
produtor de citros, seguido dos Estados Unidos, e estes paises s&o responsaveis
por 45% da producdo mundial. Destacam-se ainda nesse mercado paises como a
Africa do Sul, a Espanha e Israel, na produgdo de laranjas e tangerinas para o
mercado in natura, € o México, com a lima acida Galego. Além disso, novos
parques citricolas estdo se desenvolvendo na Asia, principalmente na China
(USDA, 2006).

No Brasil, a citricultura € um dos setores mais competitivos e de
maior potencial de crescimento. Atualmente, a area cultivada com citros esta ao
redor de 1 milhdo de hectares e a produgao supera 19 milhées de toneladas
(AZEVEDO, 2007).

Na safra 2007/2008, o Brasil exportou 49.982 toneladas de laranja
in natura e mais de 1,2 milhdes de toneladas de suco concentrado de laranja
(ABECITRUS, 2009a). A receita relacionada as exportacées de suco de laranja
alcangou US$ 2,03 bilhdes, o que corresponde a um crescimento de 0,7% em
relacéo a safra 2006/2007 (ABECITRUS, 2009b).

A grande concentracdo dos pomares de citros localiza-se no
Estado de Sao Paulo e Tridngulo Mineiro, em Minas Gerais, mas os Estados da
Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Parana também tém grande relevancia na
citricultura brasileira. A citricultura paranaense implantada com alta tecnologia,
estd em plena expansao e, em 2007, sua producdo atingiu 502.979 toneladas
(IBGE, 2007).
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2.2 O CANCRoO CiTRICO

O cancro citrico representa uma séria e constante ameacga a
citricultura mundial, devido as suas caracteristicas peculiares e por ndo existirem
métodos de controle totalmente eficientes (GOTTWALD et al., 2002; NAMEKATA,
1989; VERNIERE et al., 1998).

A perda causada pelo cancro citrico depende da severidade com
que a doenca ocorre, resultando principalmente no depauperamento das plantas
em funcado da desfolha e da queda prematura dos frutos. Além disso, os frutos
sao desvalorizados comercialmente, devido as deformacdes e a presenca de
lesdes da doenca (LEITE JUNIOR, 1990; VERNIERE; GOTTWALD; PRUVOST,
2003).

O cancro citrico € uma doenca quarentenaria e, assim, 0 comércio
internacional impde restricdes a importacdo de produtos citricos provenientes de
paises com ocorréncia da doencga. Isto leva o Brasil e os Estados Unidos a
adotarem medidas para excluir e erradicar o patdégeno (GOTTWALD et al., 2001;
SCHUBERT et al., 2001).

Os Estados Unidos adotaram medidas de erradicacdo para
controle do cancro citrico e ja investiram mais de 1 bilhdo de ddlares em
pesquisas, erradicacdes e indenizagdes. No Estado da Fldérida, a ocorréncia de
furacdes contribui para a disseminagao da bactéria causadora do cancro citrico e
a doenca adquiriu proporgcdes endémicas, tornando impraticavel sua erradicacao.
(GOTTWALD; IREY, 2007). Atualmente, foram suspensas as medidas de
erradicacdao e os esforcos foram voltados para a implantagcdo de melhores
praticas de manejo para o cancro citrico, visando diminuir as perdas na produgao
e viabilizar a convivéncia com a doenga (GOTTWALD; IREY, 2007).

Apesar das medidas impostas por diversos paises visando
prevenir a introdugéo do cancro citrico, a extensao geografica da doenga continua
a aumentar. O agente causal tem sido disseminado pelo mundo, principalmente
por meio de orgaos vegetais contaminados, estabelecendo-se endemicamente
em paises e ilhas banhados pelo Oceano indico, nos paises da Asia Oriental, do
Oriente Médio, da Africa,das Américas do Sul e do Norte (BERGAMIN FILHO;
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KIMATI, 1995; FEICHTENBERGER, 1998; KOIZUMI, 1985; LEITE JUNIOR, 1990;
ROMEIRO, 1995).
Em paises como a Australia e a Nova Zelandia, depois de

introduzido, o cancro citrico péde ser erradicado (KOIZUMI, 1985).

2.2.1 Origem e Distribuicdo do Cancro Citrico

O cancro citrico é originario do Sudeste Asiatico (KOIZUMI, 1985)
e a primeira constatacdo da doenca foi realizada na Inglaterra em folhas
herbarizadas de Citrus medica, coletadas por volta de 1830 no Noroeste da india
(BITANCOURT, 1957; FAWCETT; JENKINS, 1933). Porém, a primeira descrigao
da doenca foi feita nos Estados Unidos por volta de 1910, em mudas de citros
provenientes do Japao (STALL; SEYMOUR, 1983).

Atualmente, a doenca esta presente em paises da América, da
Asia e da Oceania (CIVEROLO, 1984). Na América do Sul, foi relatada no Brasil,
na Argentina, na Bolivia, no Paraguai € no Uruguai (BRAITHWAITE et al., 2002;
FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997; LEITE JUNIOR, 1990). No
Brasil, o cancro citrico foi constatado pela primeira vez em 1957, no Estado de
Sao Paulo, no municipio de Presidente Prudente, em material propagativo
possivelmente proveniente do Japao (BITANCOURT, 1957). A doencga foi
rapidamente disseminada para outras regides do Estado de Sdo Paulo e também
para os Estados de Mato Grosso, de Mato Grosso do Sul, de Minas Gerais, do
Parana, do Rio Grande do Sul, de Roraima e de Santa Catarina (AMARAL, 1957,
BARBOSA et al, 2001; FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997;
MACIEL; DUARTE; AYUB, 1998; NASCIMENTO et al.,, 2003). No Parana, o
cancro citrico foi introduzido no mesmo ano da primeira constatagcao da doenca
no Pais, sendo rapidamente disseminado para as regides Norte, Noroeste e
Oeste do estado (LEITE JUNIOR, 1990; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990).



23

2.2.2 Etiologia e Sintomatologia

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) Schaad et al. (2006) € uma
bactéria Gram-negativa (1,5-2,0 um por 0,7-0,5 ym) aerdbica, mével, dotada de
um unico flagelo polar e nutricionalmente pouco exigente. O aspecto da col6nia é
mucoide de cor amarela, devido a produ¢ao do pigmento xanthomonadina e de
exopolissacarideos ou goma xantana (BEDENDO, 1995; GALI, 1980).

Em condi¢des ideais de temperatura e na presenga de agua livre,
a partir das lesdes de cancro citrico, ocorre exsudagao bacteriana constituida de
polissacarideos extracelulares, que auxiliam na dispersdo e na sobrevivéncia da
célula bacteriana (GOTO; HYODO, 1985; RODRIGUES et al., 1998).

Xcc é facilmente isolada do tecido vegetal infectado e cresce na
maioria dos meios de cultura utilizados em laboratério. Colénias da bactéria sao
visiveis em meio de cultura Agar Nutriente apos 48 a 72 horas de incubagéo a 28
°C (BEDENDO, 1995; ROSSETI, 1981).

Existem varias doencas bacterianas em citros causadas por
diferentes Xanthomonas spp. Devido a similaridade entre os sintomas, a
separacao dessas formas da doenca é baseada em tipos de hospedeiro e outras
caracteristicas fenotipicas e genotipicas da bactéria (FEICHTENBERGER et al.,
1997; GABRIEL et al., 1989). O cancro citrico asiatico ou cancrose A, causado
por Xcc (Sin. X. axonopodis pv. citri ; Xanthomonas citri; Xanthomonas campestris
pv. citri) € o tipo mais importante e severo da doenga. Essa doenga afeta grande
numero de espécies de plantas da familia Rutacea e esta disseminada em muitas
regides da Asia, da Africa, da Oceania e das Américas (FEICHTENBERGER et
al., 1997; GABRIEL et al., 1989).

A taxonomia relacionada ao género Xanthomonas € ainda
bastante controversa. Propostas de reclassificacdo sdo apresentadas
frequentemente, levantando polémicas e indefinicbes quanto a nomenclatura do
agente causal do cancro citrico asiatico (BRUNINGS; GABRIEL, 2003; SCHAAD
et al., 2000; SCHAAD et al.,, 2005; VAUTERIN et al.,, 1995). Embora a
nomenclatura X. axonopodis pv. citri (VAUTERIN et al., 1995) ainda seja utilizada

para o agente causal do cancro citrico asiatico, 0 nome desta bactéria vem sendo
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gradativamente substituido na literatura por X. citri subsp. citri (SCHAAD et al.,
2006).

O cancro citrico ocorre em toda a parte aérea da planta citrica,
com sintomas caracteristicos que podem variar em funcdo do tipo e da idade do
orgao infectado pela bactéria. Inicialmente, na superficie de ramos, folhas e frutos
jovens aparecem lesdes eruptivas, levemente salientes, puntiformes, de cor
creme ou parda, as quais vao se tornando esponjosas, esbranquicadas a
pardacentas, algumas vezes circundadas por halo amarelo (LEITE JUNIOR,
1990; ROSSETTI, 2001).

As lesbdes de cancro citrico se desenvolvem nas duas faces da
folha e de maneira saliente, tornando-se corticosas com o passar do tempo. O
tamanho da lesdo esta relacionado com a susceptibilidade da planta (LEITE
JUNIOR, 1990; STALL; SEYMOUR, 1983). Niveis elevados da doenca resultam
em desfolha prematura de ramos, prejudicando a fotossintese e levando ao
depauperamento da planta que resulta em baixa produgdo (GOTTWALD;
McGUIRE; GARRAM, 1988; LEITE JUNIOR, 1990). Quando as lesdes atingem
grandes areas podem provocar a morte de ramos (FEICHTENBERGER et al.,
1997).

Nos frutos, as lesdes podem atingir a parte interna da casca e
geralmente sdo maiores do que em folhas, apresentando fissuras no centro
(FEICHTENBERGER et al., 1997; LEITE JUNIOR, 1990). Quando a quantidade
de lesbes é elevada, o desenvolvimento dessas lesdes pode levar a queda dos
frutos antes da maturagéo e prejudicar a qualidade dos frutos remanescentes na
planta pela propria presenga das lesdes e/ou deformagbes (GOTTWALD,;
GRAHAM; SCHUBERT, 2002; VERNIERE; GOTTWALD; PRUVOST, 2003).

2.2.3 Epidemiologia

O ciclo do cancro citrico inicia a partir de uma planta doente com
lesdes ativas e a disseminacdo da bactéria para as plantas vizinhas ocorre
principalmente pela agdo de chuva acompanhada de ventos (LEITE JUNIOR,
1990; STALL; SEYMOUR, 1983). As lesbes de cancro, independentemente do
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tamanho, da idade ou do cultivar no qual sado produzidas, apresentam um inoculo
potencial de 10° a 10® UFC/ml (STALL et al., 1980). Contudo, a liberagdo de
células é mais intensa em lesdes novas e vai gradativamente diminuindo com a
suberizagao da leséo (TIMMER; GOTTWALD; ZITKO, 1991). Uma vez em contato
com tecido susceptivel, a bactéria penetra por estdmatos e outras aberturas
naturais ou por ferimentos produzidos por espinhos, insetos, graos de areia ou
pelo homem (GRAHAM et al.,1992).

As condicbes favoraveis para o desenvolvimento da doenca
compreendem temperaturas entre 20° e 35 °C e umidade elevada (BEDENDO,
1995). Segundo Palazzo et al. (1987), temperaturas médias iguais ou superiores a
25 °C, acompanhadas de precipitagdes regulares e presenga constante de ventos,
favorecem a disseminagdo do patégeno, aumentando gradativamente os niveis
de infeccao.

A infeccao das folhas pela bactéria pode ocorrer até seis semanas
apods o inicio do desenvolvimento das brotagdes, porém a susceptibilidade diminui
com a expansao do tecido foliar (GOTO, 1990; GRAHAM; GOTTWALD, 1991). Os
frutos sao suscetiveis até cerca de 90 dias a partir da queda das pétalas, podendo
ser mais prolongado quando ocorrem ferimentos (FEICHTENBERGER; MULLER;
GUIRADO, 1997; LEITE JUNIOR, 1990; ZUBRZYCKI, 1998).

A bactéria ndo sobrevive por longos periodos no solo, em plantas
daninhas ou em restos de cultura, porém, consegue sobreviver por varios anos
em tecidos desidratados (FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997;
GRAHAM; McGUIRE; MILLER, 1987; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1984;
MALAVOLTA JUNIOR; RODRIGUES NETO; CARVALHO, 1987). Em plantas
daninhas, a bactéria consegue sobreviver por cerca de 10 dias, apds a ocorréncia
de chuvas (CARVALHO et al.,, 1983) e no solo, permanece viavel pelo mesmo
periodo nas camadas superficiais (MALAVOLTA JUNIOR et al., 1983). Em folhas
caidas, Xcc sobrevive até quatro meses apos a sua queda na superficie do solo,
mas € incapaz de sobreviver em folhas enterradas possivelmente pela falta de
capacidade de competir com a microbiota antagonista (GRAHAM; McGUIRE;
MILLER, 1987; LEITE JUNIOR; MOHAM, 1990).

A longa distancia, a disseminacdo de Xcc pode ocorrer por

mudas, frutos e material propagativo infectado (BEDENDO, 1995), além de
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ferramentas, caixas de colheita e veiculos (LEITE JUNIOR, 1990; RODRIGUES et
al., 1998).

A larva minadora dos citros (LMC) (Phyllocnistis citrella Staiton —
Lepdoptera: Gracillariidae: Phyllocnistinae) foi introduzida no Brasil em 1996, no
sul do Estado de Sao Paulo (FEICHTENBERGER; RAGA, 1996). A introdugao do
inseto aumentou a incidéncia de cancro citrico pela modificacdo do padrao de
distribuicdo da doenca no pomar. A distribuicdo da doenga que era mais agregada
em funcdo do mecanismo de disseminagdo por chuva e vento passou a
apresentar padrdes de agregacgao intermediarios, com distribuicdo ao acaso de
plantas afetadas devido a movimentagcdo do inseto pelo pomar (BERGAMIN
FILHO; AMORIM, 1999 GOTTWALD et al., 2005).

A fase adulta da LMC n&o provoca danos ao pomar, somente na
fase jovem o inseto é prejudicial as plantas citricas. A alimentagdo das larvas
resulta na formacao de galerias sinuosas principalmente na face inferior das
folhas novas (PASQUALINI et al., 1996). O rompimento da cuticula e da epiderme
leva a exposicdo do mesofilo foliar, facilitando a entrada de Xcc (CHAGAS;
PARRA, 2000; GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 1997; SCHUBERT et al.,
2001). Assim, embora o inseto nao seja vetor da bactéria, facilita o transporte do
patdbgeno no orgdo atacado, a infeccdo e o desenvolvimento da doenga nas
plantas. Além disso, os ferimentos provocados pela praga predispdem as folhas
por mais tempo a infecgao e possibilitam que menores concentracdes de indculo
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002) e ventos menos intensos (GRAHAM
et al., 2004) sejam eficientes para o estabelecimento da doenga na planta.

Os ferimentos causados pelo ataque da LMC também promovem
atraso no desenvolvimento das plantas, provocando queda prematura de folhas,
que por sua vez levam a reducdo da producdao (GRAVENA, 1994). Também
existem relatos de ataque da LMC em frutos nos Estados Unidos e em Honduras
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 1997; LOURENCAO; MULLER, 1994).
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2.2.4 Controle do cancro citrico

No Estado de S&o Paulo, Brasil, e até recentemente na Flérida,
Estados Unidos, o controle do cancro citrico baseou-se principalmente em
medidas de erradicacado e exclusao (BARBOSA et al., 2001; GOTTWALD et al.,
2001; SCHOULTIES et al., 1987).

No Brasil, programas de erradicagdo do cancro citrico foram
implementados desde a década de 1950, para restringir a disseminagdo da
bactéria Xcc e eventualmente, eliminar a doenga. O programa de erradicagdo nao
foi eficiente, contudo contribuiu para evitar a rapida disseminagao da doenca para
outras areas (FEICHTENBERGER; MULLER; GUIRADO, 1997; LEITE JUNIOR,
1990).

Entre as medidas de exclusao preconizadas, estao a restricao de
acesso e fiscalizacdo a circulagdo de pessoas, veiculos e implementos em
pomares; a desinfestacdo por meio de pulverizacdo de veiculos e implementos
antes de serem utilizados nos pomares; bem como a aquisicao de mudas sadias
e certificadas como forma de evitar a entrada do patégeno na area de cultivo
(KIMATI; BERGAMIN FILHO, 1995; ROSSETTI, 2001). A prevengao da entrada
de Xcc é de grande importancia, principalmente nos primeiros anos de formagéo
do pomar, pois € nesta fase que as plantas apresentam maior suscetibilidade a
bactéria (LEITE JUNIOR, 1990).

No Estado do Parana tem sido adotado um programa de controle
integrado para prevencgao e controle do cancro citrico desde o final da década de
1980 (LEITE JUNIOR, 2000; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). Entre as praticas
para o controle integrado do cancro citrico estdo o uso de material propagativo
sadio, plantio de cultivares resistentes a doenca, instalacdo de quebra-ventos
arboreos, desfolha quimica de plantas doentes, poda de 6rgaos sintomaticos,
escolha adequada de areas para instalagdo de novos pomares, controle da praga
LMC e aplicacdes regulares de bactericidas cupricos (LEITE JUNIOR, 1990;
LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990; LEITE JUNIOR et al., 1987).

O emprego de cultivares resistentes € fundamental no manejo
integrado do cancro citrico, pois € 0 meio mais econdmico e eficiente no controle

da doenca (LEITE JUNIOR, 1990). O uso de cultivares com elevados niveis de
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resisténcia a doenga pode até dispensar medidas adicionais de controle
(KUHARA, 1978; LEITE JUNIOR et al., 1987). Em relacéo & resisténcia, de um
modo geral, as laranjas Folha Murcha e Moro podem ser consideradas resistentes
e Navelina, Péra pré-imunizada e Valéncia como moderadamente resistentes. Por
outro lado, laranjas doces como Natal e Valéncia Tardia sdo consideradas
moderadamente suscetiveis enquanto a lima acida Galego e o limao Siciliano
apresentam alta suscetibilidade & doenca (LEITE JUNIOR, 1990, 2000).

O controle da LMC é uma medida de preveng¢ao importante, pois
as injurias causadas pela fase larval do inseto aumentam a incidéncia da doenca.
As galerias formadas pela LMC levam mais tempo para cicatrizar e plantas
infestadas com a praga apresentam lesdes de cancro mais rapidamente do que
plantas sem ferimentos (JESUS JUNIOR et al., 2006). Além disso, tecidos
lesionados servem de foco de disseminagao da bactéria para plantas adjacentes.
O periodo de incubagao da bactéria também diminui, propiciando maior numero
de ciclos da doenga com consequéncias epidemiologicas relevantes (CHAGAS et
al., 2001; GOTTWALD et al., 2001; GRAHAM et al., 1996; GRAHAM et al., 2004;
JESUS JUNIOR et al., 2006). Normalmente recomenda-se a intervengéo
utilizando controle quimico quando o talhdo apresentar 50 % de plantas com
brotagdes novas, ou ainda quando a incidéncia de ramos com LMC vivas atingir
10% em pomares jovens e 30% em pomares adultos (ROSSETTI, 2001).

O quebra-vento € uma medida cultural de controle eficiente para a
prevencdo e o controle de cancro citrico (KUHARA, 1978; LEITE JUNIOR;
MOHAN, 1990). A reducdo da agado direta das correntes de ar sobre o pomar
reduz os ferimentos nos tecidos da planta e a abrasao de aerossois, que servem
de porta de entrada de Xcc no tecido hospedeiro (LEITE JUNIOR, 1989; 1990).
As espécies utilizadas como quebra-ventos devem apresentar menor competigcao
com as plantas citricas, crescimento rapido e uniforme, copa densa, resisténcia a
pragas e doengas e ndo serem hospedeiras de patégenos que afetam a cultura
dos citros. Entre as espécies de plantas recomendadas como quebra-ventos
estdo a casuarina, a grevilha, a leucena, o pinus e o eucalipto (LEITE JUNIOR,
1990; ROSSETTI, 2001).

Em estudos conduzidos no Parana, Leite Junior e Moham (1990)

observaram reducao similar na incidéncia de cancro em folhas e frutos nas
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plantas protegidas por quebra-vento em relagédo as plantas tratadas com produto
cuprico. Esses resultados confirmam as observagbes feitas na Argentina
(GOTTWALD; TIMMER, 1995) e no Japado (KUHARA, 1978). Entretanto, Behlau
et al. (2007) relataram que a instalagdo de cortinas quebra-vento, de forma
isolada ou combinada com controle quimico, em pomar com alta incidéncia de
cancro citrico ndo proporcionou redugao significativa na incidéncia e severidade
da doenca.

O conjunto dessas medidas integradas, juntamente com o controle
quimico, tem proporcionado controle satisfatério do cancro citrico em regides
onde a doenga ocorre endemicamente (KUHARA, 1978; LEITE JUNIOR, 2000;
LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990; STALL; SEYMOUR, 1983).

2.2.4.1 Controle quimico

A base do controle quimico do cancro citrico € a aplicacdo de
produtos cupricos (LEITE JUNIOR et al., 1987; LEITE JUNIOR, 1990). O cobre
reduz a populacdo bacteriana na superficie foliar, diminuindo assim a
probabilidade de infecgdo. Os produtos utilizados para o controle da doenca tém
sido o oxicloreto de cobre, o sulfato tribasico de cobre, o hidroxido de cobre e o
6xido cuproso (GOTTWALD et al, 2002; KOIZUMI, 1985; LEITE JUNIOR;
MOHAN, 1990). Entretanto, essa medida apresenta eficiéncia parcial sob
condigdes muito favoraveis ao desenvolvimento da doenga. Desse modo, s&o
necessarias varias aplicacdes do produto para o controle eficiente da doenca
(GRAHAM, 2001; LEITE JUNIOR et al., 1987; STALL et al., 1980).

A aplicacdo de cupricos é realizada principalmente durante o
periodo de crescimento das plantas, buscando a protecao de brotagdes novas
(CANTEROS, 2000; KUHARA, 1978; LEITE JUNIOR, 2000, LEITE JUNIOR;
MOHAN, 1990). A época e o numero de aplicagcbes de cobre para controle
eficiente do cancro citrico dependem de fatores como suscetibilidade do cultivar,
da idade da planta, das condicbes ambientais e da adocido de outras medidas de
controle (LEITE JUNIOR, 1990). O controle de cancro, com uso exclusivo de

pulverizagdo de cobre é eficiente apenas para cultivares moderadamente
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resistentes a doenga, sendo que para cultivares resistentes normalmente nao ha
necessidade de aplicagdo de cupricos (LEITE JUNIOR, 1990). Porém, cultivares
susceptiveis ou altamente susceptiveis ao cancro citrico requerem a utilizacdo de
outras medidas, além da pulverizagdo de cobre, para a redu¢do ou eliminacao da
doenga (KUHARA, 1978; LEITE JUNIOR; MOHAM, 1984b; 1990).

O controle de cancro citrico somente pelo uso de antibiéticos
como a kasugamicina e a estreptomicina € menos eficiente que o controle obtido
exclusivamente com produtos cupricos (LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990;
McGUIRE, 1988; TIMMER, 1988). Entretanto, reducgéo significativa na incidéncia
da doenca foi observada em plantas tratadas com antibiético em associagao com
produto cuprico (LEITE JUNIOR et al., 1987; McGUIRE, 1988; PEREIRA;
CAMPACCI; OLIVEIRA, 1981). Porém, a utilizagdo continuada de produtos
cupricos e antibidticos pode levar ao acumulo do metal pesado no solo, podendo
causar fitotoxicidade e danos ambientais, além de selecionar populagdes
bacterianas resistentes ao produto (ALVA et al., 1995; COOKSEY et al., 1990).

2.2.4.2 Inducéo de resisténcia

A resisténcia induzida € uma medida alternativa para o controle
de doengas de plantas com grande potencial para ser utilizada no controle
integrado de doengas, principalmente naquelas onde o controle é ainda pouco
efetivo (PASCHOLATI, 2003). Apesar da indugdo de resisténcia ser estudada
desde o inicio do século XX (ARAUJO; ROBBS:; RIBEIRO, 2003), apenas
recentemente sua potencialidade para o controle de doengas tem sido destacada
(CAVALCANTI; BRUNELLI; STANGARLIN, 2005; GORLACH et al., 1996).

As plantas possuem mecanismos de protecdo natural
estruturados em barreiras pré-formadas e pdés-formadas (PASCHOLATI, 1995;
TAIZ; ZEIGER, 2004). Os fatores de resisténcia pré-formados estdo presentes na
planta antes do contato com o patégeno e podem ser dividos em fatores
estruturais, representados por cuticula, tricomas, estbmatos, e fatores
bioquimicos como os fendis, alcaldides, quitinases, entre outros. Os fatores de

resisténcia poés-formados sdo produzidos em resposta a infecgao pelo patdégeno e
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também podem ser divididos em estruturais, representados por papilas, cortica,
tiloses, e fatores bioquimicos representados por espécies reativas de oxigénio,
proteinas relacionadas a patogénese e fitoalexinas (PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Os mecanismos de protecdo natural pds-formados sdo os de
maior interesse dentro do fendmeno de inducdo de resisténcia. Contudo, a
resisténcia € o resultado de um conjunto de eventos que ocorrem de forma
harmoniosa nas plantas e é possivel que mecanismos de defesa considerados
como constitutivos possam ser sintetizados e acumulados na interacdo planta-
patdogeno (STANGARLIN, 1995).

O tratamento da planta com agentes bidticos ou abidticos, de
natureza inorganica ou organica, também podem ativar o sistema de defesa da
planta e sdo chamadas de elicitores, atuando como indutores de resisténcia
(STICHER; MAUCH-MANI; METRAUX, 1997).

A infeccao da planta por microrganismos promove a interagao de
uma molécula elicitora, do patégeno ou da planta, com um receptor protéico
presente na membrana celular da planta (HAHN, 1996; METRAUX, 2001). As
moléculas elicitoras bidticas sdo de natureza e origem variavel. Os elicitores mais
comuns capazes de ativar mecanismos de defesa de plantas sdo carboidratos,
lipidios, proteinas e glicoproteinas e podem ser originarios de lipopolissacarideos
extracelulares de bactérias, glicoproteinas da parede celular de fungos
patogénicos, e carboidratos da parede celular de fungos n&o patogénicos
(COVENTRY; DUBERY, 2001; KOCH et al.,1998; WULFF; PASCHOLATI, 1999).
Os elicitores podem induzir a resisténcia local adquirida, a resisténcia sistémica
induzida ou a resisténcia sistémica adquirida (TERRY; JOYCE, 2004).

A resisténcia sistémica adquirida (RSA) envolve a ativagdo de
mecanismos latentes de resisténcia da planta induzidas por agentes bidticos ou
abidticos que conferem protegao contra um amplo espectro de microrganismos
(DURRANG; DONG, 2004; RYALS et al.,1996). Tal ativacdo pode ser obtida pelo
tratamento da planta com agentes bidticos como microrganismos viaveis ou
atenuados (MACAGNAN et al.,, 2008; SILVA et al., 2008; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 1994) ou com agentes abidticos como o &acido salicilico
(HAMMERSCHMIDT; DAN, 1997), acido aminobutirico (COHEN, 1996), acido
2,6-dicloroisonicotinico (INA) (HIUWEGNWN; VERHAAR; ZADOKS., 1996) e
acibenzolar-S-metil (ASM) (CAVALCANTI et al., 2006). Atualmente, outras
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substancias como quitosana (RODRIGUES; BEZERRA NETO; COELHO, 2006),
fosfitos (LOPEZ; LUCAS, 2002) e silicatos (DANTNOFF; SNYDER, DEREN,
1992), e extratos vegetais (FELIPE; BACH, 2004; VIGO-SCHULTZ et al., 2006)
tém sido testadas como indutores de resisténcia.

A primeira descricao de indugao de resisténcia foi feita por Ray e
Beauverie em 1901, em begobnia tratada com esporos atenuados de Botrytis
cinerea, mas o resultado foi atribuido as condicbées ambientais de cultivo. Anos
mais tarde, Carbonne e Kalaljev confirmaram esse estudo e mostraram que a
resisténcia sistémica adquirida depende da condicdo do hospedeiro. Em 1933,
Chester observou que plantas susceptiveis podiam adquirir resisténcia apés o
primeiro contato com o patéogeno avirulento ou apds inoculagdo com forma
atenuada do agente patogénico (KESSMANN et al., 1994).

Na década de 1960, Ross utilizou plantas de fumo submetidas a
uma inoculagao prévia localizada com o “tobacco mosaic virus” (TMV), e obteve
resisténcia sistémica contra outros patdgenos. Na mesma época, Cruikshank e
Mandryk estenderam esse estudo e inocularam Peranospora tabacini, ndo
virulento, no colo de plantas de fumo e obtiveram aumento da resisténcia a
doencas foliares (VALLAD; GOODMAN, 2004).

Ainda nessa época, conforme Kuc (2000), alguns trabalhos de
indugdo foram ignorados e a indugdo de resisténcia comegou a ter maior
importancia quando sua utilizacido estendeu-se ao campo para o controle de
fungos, virus e bactérias.

A partir desses trabalhos pioneiros, pesquisas com inducédo de
resisténcia foram se multiplicando pelo mundo, com as mais diversas culturas
(BOSTOCK, 2005; STICHER; MAUNCH-MANI; METRAUX, 1997; TERRY;
JOYCE, 2004; VALLAD; GOODMAN, 2004). No Brasil, os primeiros estudos
foram desenvolvidos em 1970, no Instituto Biolégico de S&o Paulo, pela Dra.
Walkyria B.C. Moraes, contra Hemileia vastatrix, com o uso de Saccharomyces
cerevisiae, goma xantana, Bacillus thuringiensis e uredosporos inativados de H.
vastatrix (BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005).

Apesar da indugdo de resisténcia ser intensivamente estudada em
culturas sazonais, ainda sdo poucos os relatos de estudos em culturas perenes,

tanto com indutores bidticos quanto com abidticos.
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Kessman et al. (1994) relataram que a aplicagcdo de INA
proporcionou bons niveis de protecado contra o fogo selvagem em péra. O mesmo
produto também foi eficiente na protecdo de macieiras contra a sarna da maca
(ORTEGA; STEINER; DEHNE, 1998). A aplicacdo de ASM em péra japonesa
proporcionou controle tanto da ferrugem quanto da sarna (ISHIl et al.,1999).
Brisset et al. (2000) testaram diferentes doses, modos e intervalos de aplicagao
de ASM em macieira para induzir resisténcia a Erwinia amylovora. O produto
proporcionou 69% de controle contra a bactéria em mudas e 50% em plantas
adultas. Plantas infectadas naturalmente e artificialmente com a bactéria e
submetidas a pulverizagdo semanal de ASM apresentaram 60% de controle sobre
o mesmo patéogeno (MAXSON-STEIN; HAMMERSCHMIDT; JONES, 2002).

Em plantas de café, o tratamento com diferentes doses de
benzotiadiazole (BHT), sob condi¢des controladas, possibilitou protegéo local e
sistémica superior a 90% contra Hemileia vastatrix, agente causal da ferrugem do
cafeeiro (GUZZO et al., 2001; MARCHI; BORGES; RESENDE, 2002).

Na cultura do cacaueiro, a pulverizacdo de plantulas com o ASM,
15 dias antes da inoculagao com Verticillium dahliae, propiciou redugéo de 55,4%
na severidade da murcha-de-verticillium, acréscimo de 10,5% no peso fresco e
35,7% na altura das plantas (CAVALCANTI; RESENDE, 2005). Na mesma
cultura, o tratamento com ASM foi eficiente para o controle de Moniliophtora
perniciosa, conferindo protegdo contra a vassoura-de-bruxa, quando aplicado
sozinho, mas ndo em associagao com produtos nutrientes (SILVA et al., 2008).

Graham e Leite Junior (2004) relataram que a pulverizagdo de
ASM e da proteina Harpin, apesar de diminuir o niumero de lesdes de mancha
bacteriana e de cancro citrico sob condi¢gdes controladas, n&o propiciou aumento
no controle dessa doencga, quando utilizados em associagdo com produtos a base
de cobre, em condi¢gdes de campo. Estudo realizado em condi¢des controladas
demonstrou que a aplicagcdo de ASM no solo € mais eficaz na diminuicdo de

lesdes de cancro citrico do que a aplicagao foliar (FRANCIS et al., 2009).
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2.3 EFEITO DA INTERACAO DE INSETICIDAS NAS PLANTAS

Existem diversas substancias que interferem na fisiologia das
plantas e sao classificadas como biorreguladores, bioestimulantes ou
bioativadores. Os biorreguladores sao substancias quimicas biologicamente
ativas, ndo nutrientes e que, quando aplicados em baixas concentragdes,
promovem, inibem ou modificam processos morfolégicos e fisioldgicos. Auxina,
giberelina e etileno sédo exemplos de biorreguladores. Os bioestimulantes séo
associacbes de dois ou mais biorreguladores, ou ainda mistura de um
biorregulador com uma susbstancia de outra natureza, como nutrientes e
proteinas. Os bioativadores sdo moléculas quimicamente ativas capazes de
exercer efeitos similares aos dos biorreguladores ou capazes de levar a sintese
de hormbnios enddgenos. Sao representantes desta classe os aminoacidos,
tiametoxam e ASM (CAMARGO et al., 2008).

Atualmente, muitas substéncias tém sido classificadas como
bioativadoras com potencial para agir como indutoras de crescimento ou de
resisténcia a patdogenos em plantas (CASTRO; PEREIRA, 2008), inclusive
inseticidas sistémicos como o aldicarb (CASTRO et al., 1995) e os
neonicotindides tiametoxam (TAVARES et al., 2007) e imidaclopride (BARBOSA
et al., 2002).

Alteracoes fisioldgicas relacionadas com nutrigdo, vigor vegetativo
e resisténcia ao estresse, resultantes do tratamento das plantas com inseticidas,
foram relatadas em diferentes culturas perenes e sazonais. Fouche, Bester e
Vledman (1977) utilizaram aldicarb para controle de nematdides em laranja
Valéncia e observaram maior aumento de potassio nas folhas em relacdo as
plantas pulverizadas com KNO3, KCI e K;SO4. Alguns anos mais tarde, Wheaton
et al. (1985), utilizando o mesmo inseticida em laranja Valéncia, relataram
aumento nos teores de fosforo e calcio das plantas, além de aumento na
producao e na resisténcia ao frio. O tratamento de plantas de lima acida Tahiti
com aldicarb também resultou em aumento de fosforo e potassio nas plantas
(ANANIA et al.,1988a). Em cafeeiro, a aplicacdo de aldicarbe, dissulfoton e
carbofuram induziu aumento nos teores de fésforo, potassio e nitrogénio nas
plantas (CALAFIORI et al.,1989).
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O tratamento de plantas de amendoim com aldicarb resultou em
aumento de fésforo e potassio (ANANIA et al.,1988b). Em batata, a aplicacao de
aldicarb resultou no aumento da produtividade (JUNQUEIRA et al., 1988; LUBUS
et al.; 1985), e na absorgdo de nitrogénio, fésforo e potassio (SOUZA NETO;
TEIXEIRA, 1992). A aplicagado de tiodicarbe, além do aumento nos nutrientes,
também aumentou a producdo da planta (FACHINI et al.,1991). Aldicarb e
carbofuran também induziram aumento nos teores de fésforo e potassio em
tomateiro (OYA; SANTOS; TEIXEIRA, 1990). Em feijdo, a aplicagdo de aldicarb
aumentou a altura das plantas, o numero de flores e de sementes (CASTRO et
al., 1995). Aumento de produtividade também foi observado apés o tratamento de
sementes de feijdo com imidaclopride e tiametoxam (BARBOSA et al., 2002). Em
soja, a aplicagéo de aldicarb aumentou a altura das plantas, o didmetro de caule e
o numero de vagens (DeGRANDE, 1992). A aplicagdo de tiametoxam também
resultou em incremento de area foliar e radicular, além do aumento na massa
seca de raiz e parte aérea de plantas de soja tratadas com esse inseticida
(TAVARES et al., 2007). Estudos complementares indicaram aumento nos teores
de fosforo, potassio e zinco, assim como aumentos na expressido de PR-
proteinas, na tolerancia ao estresse e na producédo das plantas de soja tratadas
com tiametoxam (CASTRO; PEREIRA, 2008).

2.3.1 Inseticidas Neonicotindides

Os neonicotindides (Figura 2.1) chegaram ao mercado na década
de 1990 e atualmente existem duas geracdes de neonicotindides. Os de primeira
geragdo, subclasse cloronicotinil, sdo representados pelo imidaclopride,
acetamipride e nitempiram. Os de segunda geragao, subclasse tianicotinil, sdo
representados por tiametoxam, clotianidina, dinotefurano e tiaclopride (ELBERT et
al., 2008; MAINENFISCH et al., 2001; TOMIZAWA; CASIDA, 2005). Sao
considerados os inseticidas mais seguros para 0 homem e meio ambiente. Estdo
relacionados estruturalmente e funcionalmente a nicotina e atuam ao nivel de
receptores nicotinicos da acetilcolina. Apresentam acdo sistémica, sdo das

classes toxicoldgicas Il e lll e estdo registrados em inumeros paises, inclusive no
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Brasil, para o controle de insetos-praga sugadores e mastigadores (FISHEL,
2005; STENERSEN, 2004).

A acetilcolina € um neurotransmissor liberado na sinapse do nervo
em resposta a despolarizagdo da membrana e que culmina na transmissio
nervosa tanto em insetos quanto em mamiferos (ANATRA-CORDONE; DURKIN,
2005). A nicotina e os cloronicotindides, apesar de possuir formulas estruturais
diferentes da acetilcolina, imitam sua acdo e competem pelo seu receptor
nicotinico, além de nao ser hidrolisados pela acetilcolinesterase. O acumulo do
neurotransmissor acetilcolina resulta na paralizagdo e morte do inseto (ANATRA-
CORDONE; DURKIN, 2005).

O Imidaclopride (IMl), liberado no mercado em 1991, é o primeiro
representante dos inseticidas neonicotindides. Pertence a primeira geragdo dos
neonicotindides, a subclasse cloronicotinil e é classificado como pouco tdxico
(classe 1l) e medianamente toxico (classe lll). Pode ser utilizado em pulverizagao
da parte aérea da planta, no tratamento de sementes e no solo. E utilizado como
ingrediente ativo de mais de 80 produtos comerciais aprovados em 120 paises e
utilizado em cerca de 140 diferentes culturas. (TOMIZAWA; CASIDA, 2003; SUR;
STORK, 2003). As marcas registradas no Brasil sao Confidor®, Gatcho®,

Provado® Winner® e Premier®.
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Figura 2.1 — Estrutura quimica de neonicotindides e nicotinéides (TOMIZAWA; CASIDA,
2005).

No solo, o IMlI tem uma meia-vida de 48-190 dias, sendo
degradado mais rapidamente em solos com cobertura vegetal (SCHOLZ et al.,
1992). Na superficie do solo, a meia-vida € de 39 dias, enquanto incorporado ao
solo pode variar de 26,5 a 229 dias (MILES, 1993). Meia-vida também é
influenciada pelo tipo de solo e quantidade de matéria orgénica. Esta persisténcia
no solo, na auséncia de luz, torna o IMI adequado para tratamento de sementes e
para incorporacdao ao solo, porque permite a permanente disponibilidade para

absorgao pelas raizes (MULLINS, 1993). Degrada-se no solo, primeiramente em
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acido 6-cloro-nicotinico que é entdo degradado a didxido de carbono. Apresenta
baixo risco de contaminag¢ao de aguas subterraneas, € moderadamente soluvel e
tem moderada afinidade de ligagdo com matéria organica no solo. A meia-vida na
agua é de cerca de trés dias em pH entre 5 e 9 (EXTENSION TOXICOLOGY
NETWORK, 1995). E considerado um inseticida pouco volatii mesmo quando
dissolvido em agua. A hidrdlise de IMI pode variar de 33 a 44 dias, a 25°C e pH
7,0 (SARKAR et al.,1999). A meia-vida na fotdlise aquosa é inferior a trés horas
(WAMHOFF; SCHNEIDER, 1999; MOZA et al., 1998).

A formulacdo do inseticida pode afetar a sua meia-vida. Em
formulacgdes do tipo pé molhavel, a persisténcia aumenta de trés a seis dias, em
comparagao com formulagdes liquidas (SARKAR et al.,, 1999). Mesmo com um
potencial de persisténcia no solo, o potencial de bioacumulagdo de IMI para o
meio ambiente é baixo devido a alta fotodegradacao e a alta hidrossolubilidade
(SARKAR et al., 1999).

As plantas absorvem facilmente imidaclopride através das raizes,
mas levam um tempo maior para translocar o produto pelo sistema vascular.
Quando aplicado ao solo, pode demorar de quatro a oito semanas para ser
translocado em arbustos e de oito a doze semanas em arvores. Entretanto, o
tempo de translocacdo diminui para duas a trés semanas, quando aplicado no
tronco da planta. Em plantas submetidas a estresse, o tempo de deslocamento do
produto pode ser ainda maior. A degradagao do IMI no solo e nas plantas resulta
em diferentes metabdlitos (Figura 2.2), mas todos tém o acido 6-cloro-nicotinico
como principal metabdlito (ISHII et al., 1994; DARAGHMEH et al., 2007; SUR;
STORK, 2003).
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Figura 2.2 — Estrutura quimica do imidaclopride e seus metabdlitos em plantas
(SCHMUCK; NAUEN; EBBINGHAUS-KINTSCHER, 2003).

Em citros, a distribuicdo interna de IMI (**C) foi investigada em
plantas de laranja. O estudo revelou que o IMI aplicado no tronco das plantas foi
distribuido pelo xilema a longas distancias juntamente com a transpiragéo, e
acumulado no parénquima das folhas e nas estipulas, sendo as novas brotacdes
preferencialmente supridas com IMI (MENDEL; RECKMANN; FUHR, 2000).

O tiametoxam (Figura 2.1) foi sintetizado em 1992, mas
introduzido no Brasil em 1999, para uso em varias culturas. Pertence a segunda
geragado de inseticidas neonicotindides, a subclasse tianicotinil e é classificado
como medianamente téxico (classe lll). Pode ser utilizado em pulverizagado da
parte aérea da planta, no tratamento de sementes e no solo (GAZZONI, 2008;
MAIENFISCH et al., 2001). Entre as marcas comerciais estdo Actara®, Cruiser® e
Platinum®.

No solo, o tiametoxan tem uma meia-vida de 50-180 dias, sendo
degradado mais rapidamente em solos arenosos. E altamente soltvel e tem baixa
afinidade de ligagdo com matéria orgénica do solo, apresentando,
consequentemente, risco de contaminagdo de aguas subterraneas. O produto é
altamente degradado por fotdlise, mas a degradagéo por hidrélise ndo € muito
representativa (ANTUNES-KENYON; KENNEDY, 2007; GAZZONI, 2008; ZALOM,;
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TOSCANO; BYRNE, 2005). Nas plantas, o tiametoxam é absorvido e translocado
por toda planta, com tendéncia a acumular-se na borda das folhas (GAZZONI,
2008).

Clotianidina (Poncho®) pertence & segunda geracéo de inseticidas
neonicotinéides (Figura 2.1), a subclasse tianicotinil e é classificado como
medianamente toxico (classe lll). Originado a partir da molécula de tiametoxam, é
indicado ao tratamento de sementes para controle de diversas pragas. Apresenta
alta mobilidade no solo, meia-vida de 34 dias e alta susceptibilidade a fotdlise. Na
agua, a meia-vida é de cerca de 30 dias e é degradado por microrganismos sob
condi¢cbes anaerdbicas. Apresenta boa solubilidade em agua e € atraido pelos

lipideos da planta, propiciando boa absorgao pela planta (NAUEM et al., 2003).
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3 ARTIGO: Controle de Xanthomonas citri subsp. citri em citros (Citrus
sinensis) mediado por neonicotindides.

RESuUMO

O cancro citrico € uma doencga de importancia mundial para o cultivo comercial de
citros e o desenvolvimento de medidas alternativas de controle que contribuam
para o manejo da doencga é de grande importancia. O presente estudo teve como
objetivo verificar se o tratamento de plantas citricas com inseticidas
neonicotindides é capaz de controlar a incidéncia de cancro citrico e influenciar no
vigor vegetativo dessas plantas. A atividade antimicrobiana de acetamipride,
imidaclopride (IMI) e tiametoxam (TMX) foi testada in vitro contra isolados de
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). Plantas de laranja Valéncia foram tratadas
com IMI e inoculadas com Xcc, em diferentes intervalos de tempo, em casa-de-
vegetacdo. A campo, plantas jovens de laranja doce Natal e Valéncia foram
tratadas com IMI, TMX e clotianidina. Os neonicotinéides ndo apresentaram efeito
antimicrobiano para Xcc in vitro. O tratamento das plantas com IMI, sob condi¢cbes
controladas, aumentou os teores de N e K, reduziu a populacédo bacteriana e as
lesdes de cancro citrico nas plantas, e ainda alterou as caracteristicas dessas
lesdes. Nos experimentos a campo foi constatada diminuicdo nas incidéncias de
cancro citrico, LMC e desfolha e ainda aumento no vigor vegetativo das plantas
para todos os neonicotindides testados. Assim, os neonicotindides podem ser
considerados aliados no manejo do cancro citrico ndo somente por sua agao
inseticida, mas também como bioativadores das plantas citricas.

ABSTRACT

Citrus canker is a disease of global importance for citrus production. The
development of alternative measures to control the disease is of great importance.
This study aimed to determine if the aplication of neonicotinoid insecticides on
citrus plants is capable to control the incidence of citrus canker by induced
resistance, as well as to verify if citrus plants differ on vigor due to the treatment
with these products. The antimicrobial activity of acetamiprid, imidacloprid (IMI)
and thiamethoxan (TMX) was tested in vitro against isolates of Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc). Plants of Valencia sweet orange were treated with IMI and
inoculated with Xcc at different times in greenhouse. Under field conditions, young
Natal and Valencia sweet orange plants were treated with IMI, TMX and
clothianidin. The neonicotinoids showed no antimicrobial effect against Xcc in
vitro. The treatment of plants with IMI, under controled conditions, increased the
levels of N and K, reduced the bacterial population and the number of citrus
canker lesions in the plant and also changed the characteristics of these lesions.
Field experiments showed decrease in citrus canker incidence, CLM and
defoliation and increased vigor of plants for all tested neonicotinoids. Thus, the
neonicotinoids may be considered in the management of citrus canker not only for
its activity as insecticide to control CLM, but also for the bioactivity on citrus plants.
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INTRODUCAO

O cancro citrico € uma doenca de grande importancia para o
cultivo comercial de citros no Brasil e também em outras regides produtoras ao
redor do mundo (GOTTWALD et al., 2002; LEITE JUNIOR, 1990; STALL;
SEYMOUR, 1983). A doenga, causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri (Xcc) (SHAAD et al., 2006), manifesta-se em toda a parte aérea da planta
citrica na forma de lesdes eruptivas que vao aumentando de tamanho e tornando-
se corticosas com o passar do tempo. Infecgcdes severas de Xcc podem causar
desfolha da planta, queda prematura de frutos e declinio geral da planta (LEITE
JUNIOR, 1990; ROSSETTI, 2001).

A disseminacdo da bactéria entre as plantas ocorre
principalmente por chuva acompanhada de vento. A bactéria penetra nos tecidos
da planta por meio de aberturas naturais ou por ferimentos produzidos por
espinhos, atrito e insetos (LEITE JUNIOR, 1990; STALL; SEYMOUR, 1983). A
introducao da larva minadora dos citros (LMC) (Phyllocnistis citrella Stainton) no
Brasil, na década de 1990, tornou o controle do cancro citrico mais dificil
(BERGAMIN FILHO et al., 2000; GOTTWALD et al., 2005). A fase larval do inseto
causa galerias nas folhas, ramos e frutos que facilitam a infecgdo pela bactéria,
contribuindo assim, para aumento na incidéncia e severidade da doencga
(CHAGAS et al., 2001; GRAHAM et al., 1996; JESUS JUNIOR et al., 2006). A
longas distancias, a disseminagcéo de Xcc pode ocorrer por frutos lesionados e
material propagativo infectado (BEDENDO, 1995), além de ferramentas, caixas de
colheita e veiculos contaminados (RODRIGUES et al., 1998).

No Brasil, programas de erradicagao foram estabelecidos desde a
década de 1950 para conter a expansao e eventualmente erradicar Xcc do Pais
(LEITE JUNIOR, 1990). No Estado do Paran4, a partir da década de 1980, com a
expansao da citricultura comercial, foi implementado um programa de manejo
integrado da doenga, envolvendo medidas como o uso de cultivares resistentes,
quebra-ventos e pulverizagdes preventivas com bactericidas cupricos (LEITE
JUNIOR; MOHAN, 1990; LEITE JUNIOR et al., 1987; McGUIRE, 1988).

Bactericidas cupricos tém sido a base do controle quimico de
cancro citrico no Brasil e em outros paises (LEITE JUNIOR, 1990; LEITE JUNIOR
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et al., 1987). Entretanto, essa medida apresenta eficiéncia parcial sob condi¢des
muito favoraveis para o desenvolvimento da doenca e varias aplicagdes do
bactericida s&o necessarias para controle eficiente do cancro. Além disso, 0 uso
prolongado de cupricos pode levar a selegdo de populagdes de Xanthomonas
spp. resistentes ao cobre e o acumulo desse metal pesado no solo pode causar
fitotoxicidade e contaminacdo ambiental (GRAHAM, 2001; LEITE JUNIOR et al.,
1987).

A inducdo de resisténcia nas plantas tem sido amplamente
estudada como alternativa para controle de doencas, principalmente aquelas para
as quais nao existe controle efetivo (DURRANG; DONG, 2004; STICHER;
MAUCH-MANI; METRAUX, 1997; VALLAD; GOODMAN, 2004). A resisténcia
sistémica adquirida (RSA) restringe o crescimento do patdégeno e diminui os
sintomas da doenca pela ativacdo de mecanismos de defesa da planta, que
passa a apresentar protecdo sistémica de longa duragdo e amplo espectro
(DURRANG; DONG, 2004; RYALS et al.,, 1996). Agentes bidticos, como
organismos nao-patogénicos ou atenuados, e abidticos, como quitosana, acido
salicilico (AS), acibenzolar-S-metil (ASM), acido dicloroisonicotinico (INA) e acido
B-aminobutirico (BABA), tém sido utilizados na indugcdo de RSA em diversas
espécies vegetais, contra infecgdes virais, fungicas e bacterianas (CONRATH;
PIETERSE; MAUCH-MANI, 2002; LAWTON et al., 1996; VALLAD; GOODMAN,
2004).

Atualmente, muitos sédo os trabalhos relatando resultados
positivos sobre a indugdo de resisténcia em culturas anuais (VALLAD;
GOODMAN, 2004; RIZZO; FERREIRA; BRAZ, 2003; TOFOLI et al., 2005;
CAVALCANTI et al., 2006). Entretanto, poucos sé&o os estudos que tratam de
indugao de resisténcia em culturas perenes. A RSA induzida por tratamento com
analogos do AS foi relatada em trabalhos realizados com cacaueiro
(CAVALCANTI; RESENDE, 2005), cafeeiro (GUZZO et al., 2001; MARCHI,
BORGES; RESENDE, 2002) e macieira (BONASERA; KIM; BEER, 2006;
BRISSET et al., 2000; MAXON-STEIN; HAMMERSCHMIDT; JONES, 2002).

Em citros, ASM e INA foram testados como indutores de
resisténcia para o cancro citrico (FRANCIS et al.,, 2009; GRAHAM; LEITE
JUNIOR, 2004) e para mancha bacteriana dos citros (DEKKERS et al., 2004;
FRANCIS et al., 2009; GRAHAM; LEITE JUNIOR, 2004) e apresentaram
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resultados positivos sob condi¢des controladas. Contudo, ha necessidade de mais
estudos em condigdo de campo para confirmar a possibilidade de utilizagcao
pratica da indugao de resisténcia em plantas citricas como medida de manejo da
doenca.

Além dos produtos comumente conhecidos como indutores de
resisténcia, o inseticida neonicotindide imidaclopride tem sido testado como
indutor de resisténcia e apresentado resultados promissores no controle de
cancro citrico (GRAHAM; LEITE JUNIOR, 2007; FRANCIS et al., 2009). Os
neonicotindides pertencem a uma classe de inseticidas que tiveram origem na
molécula de nicotina. Seu mecanismo inseticida é baseado na habilidade de ligar-
se aos receptores nicotinicos da acetilcolina em insetos (TOMIZAWA; CASIDA,
2003, 2005). Em plantas, seu mecanismo de agdo como indutor de resisténcia a
doencas ainda é pouco conhecido, mas tem sido relatada melhoria nas
caracteristicas agronémicas e aumento de produtividade em culturas tratadas
com esta classe de inseticidas (BARBOSA et al., 2002; CASTRO et al., 2008;
GAZZONI, 2008; TAVARES et al., 2007).

Desse modo, o objetivo deste estudo foi verificar se o tratamento
de plantas citricas com inseticidas neonicotindides, tanto em condi¢des
controladas como em condigdes de campo, € capaz de reduzir a incidéncia de
cancro citrico, assim como verificar se as plantas citricas apresentam diferencas

no vigor em decorréncia do tratamento com esses produtos.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro e em casa-de-vegetacdo foram
conduzidos no Laboratério de Bacteriologia e Virologia do Instituto Agronémico do

Parana (IAPAR), no municipio de Londrina, PR.

Atividade antimicrobiana de neonicotindides in vitro

A atividade antimicrobiana dos neonicotindides acetamipride
(ACM - Mosprid 70 WP), imidaclopride (IMI - Confidor 700 WG®; Bayer Crop
Science) e tiametoxam (TMX - Actara 250 WG®; Syngenta) foi testada in vitro em
seis isolados de Xcc pertencentes a colecdo de bactérias fitopatogénicas do

Laboratdrio de Bacteriologia e Virologia do IAPAR (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 — Isolados de Xanthomonas citri subsp. citri utilizados neste estudo.

Isolado de Xcc Hospedeiro Origem , Ano de
isolamento
12917 (306) Citrus sinensis Paranavai, PR 1997
12959 (376) Citrus sinensis Angulo, PR 1997
12971 Citrus paradisi Argentina 1993
12976 2 Citrus sinensis Palmeira das Missbes, RS 1993
12983 Citrus sp. Londrina, PR 2001
12991 Citrus sp. Taruma, SP 2001

' IBSBF: 413; % IBSBF: 999 (Instituto Bioldgico, Secao de Bacteriologia Fitopatogénica).

Os isolados de Xcc foram cultivados em meio de cultura Agar
Nutriente (AN) por 48 horas a 28 °C. Suspensdes bacterianas foram preparadas
em agua destilada esterilizada e ajustadas em espectrofotbmetro para a
concentracdo de 108 UFC/ml. Aliquotas de 5 pl das suspensdes bacterianas
foram depositadas em campos distintos da mesma placa contendo meio AN,
acrescido dos neonicotindides ACM, IMI e TMX nas concentragcbes de 0; 1,5;

12,5; 25; 50; 100 e 200 ug/ml de principio ativo (p.a.). O experimento foi realizado
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em triplicata e a atividade antimicrobiana dos produtos foi avaliada com base na
presenca ou auséncia de crescimento dos isolados de Xcc apds 72 horas de
incubacado a 28 °C. Adicionalmente, o experimento foi repetido com IMI nas
concentragdes de 0, 750, 1000, 1500 e 3000 pg/ml de p.a.

Experimentos in planta em ambiente protegido

Foram conduzidos trés experimentos em casa-de-vegetacao
semi-climatizada com sistema de filtragem de ar para o exterior e com média de
temperatura de 20 °C no inverno, e de 32 °C no verao. Foram utilizadas plantas
de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) do cultivar Valéncia 94 com idades
entre 36 a 48 meses, plantadas em vasos de plastico, com capacidade para dois
litros, contendo substrato comercial Plantmax® (Eucatex) e solo, na proporcéo 2:1
(v/v), respectivamente, suplementado com 12 g de Osmocote Plus® (Scotts
Company) 15:9:2 (NPK) por vaso. As plantas foram submetidas a fertirrigacéo
semanal alternada com nitrato de calcio e de potassio (1,5 g/l) e aspersédo de
Yogen 5° (Mitsui Fertilizantes) (2,5 g/l) ao longo de todo o experimento. Para
obtencao de folhas imaturas, aproximadamente 70% expandidas, susceptiveis a
infeccdo por Xcc, as plantas citricas foram podadas quatro semanas antes do
inicio dos experimentos (GRAHAM:; LEITE JUNIOR, 2004).

Experimento |I:

Controle de cancro citrico em plantas tratadas com diferentes doses de IMI
Tratamento e inoculacdo das plantas com Xcc
As plantas de laranja Valéncia (item 3.3.2) foram tratadas por

rega, no solo, préximo ao colo da planta, com 100 ml de solugéo de IMI (Confidor

700 WG® - Bayer Crop Science) nas concentracdes de 0,75; 1,50 e 3,0 g de p.a.
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por planta e inoculadas com Xcc sete e dez dias apds o tratamento. Plantas
controle foram tratadas com 100 ml de agua destilada.

A suspensdo de indculo foi preparada com agua destilada
esterilizada a partir de colénias do isolado 12917 de Xcc (Tabela 3.1) cultivado em
meio de cultura AN por 48 horas a 28 °C. A concentragdo da suspensao
bacteriana foi ajustada em espectrofotdmetro para 102 UFC/ml, seguido de
diluicdo seriada até a concentracéo de 10* UFC/ml.

A populagao inoculada de Xcc foi confirmada pelo plaqueamento
da diluicdo em meio de cultura NA, seguido da contagem do numero de colbnias
desenvolvidas apds 72 horas de incubacao a 28 °C. As plantas foram inoculadas
com suspensao de Xcc (10* UFC/ml) na face abaxial das folhas, por infiltracéo da
folha inteira com auxilio de seringa hipodérmica (1cm3) sem agulha. Foram
inoculadas em média 10 folhas por planta em cada tratamento. As plantas foram
mantidas em camara umida por 24 horas apds a inoculagdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco

repeticoes.

Avaliacao da incidéncia de cancro citrico

A incidéncia da doenca foi avaliada pela contagem das lesdes de
cancro citrico por cm? de area foliar inoculada. Foram realizadas quatro leituras na

face abaxial das folhas, 25 dias ap6s a inoculagéo de Xcc.

Dinamica populacional de Xcc

A populagdo da bactéria foi determinada pela maceragéo de
discos foliares de 0,64 cm? 25 dias apds a inoculagdo de Xcc nas plantas. Os
discos foram acondicionados em microtubos contendo 1,5 ml de agua destilada
esterilizada e submetidos a maceragcdo mecéanica (20 rpm) com micropistilo.
Aliquotas de 1 ml foram utilizadas para diluicdo seriada do extrato foliar, seguido
de plaqueamento de aliquota de 0,1 ml das diluicbes em placas contendo meio de

cultura AN acrescido de ciclohexamida (1 mg/ml). A contagem das colénias de
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Xcc foi realizada apds 72 horas de incubacao a 28 °C e a populagao foi expressa
pela transformac&o para log das UFC/cm? de tecido foliar.
Experimento I

Dinamica populacional de Xcc em plantas tratadas com IMI

Para acompanhamento do desenvolvimento da bactéria em
plantas tratadas com IM| foram montados dois experimentos, um no inverno nos
meses de julho e agosto de 2007 e outro no verédo, em dezembro 2007 e janeiro
2008.

No experimento realizado no inverno, as plantas (item 3.3.2)
foram tratadas por rega no solo com 100 ml de IMI nas concentragdes de 0,75,
1,50 e 3,0 g de p.a. por planta. As plantas controle foram tratadas com agua
destilada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e cinco repeticdbes. No experimento realizado no verao foram
utilizadas as mesmas doses e acrescentada a dose de 1,0 g de p.a. por planta
aos tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
cinco tratamentos e trés repeticoes.

As plantas foram inoculadas com Xcc cinco dias apds o
tratamento com IMI de acordo com a metodologia descrita no item 3.3.2.1.1. A
curva de crescimento da bactéria in planta foi determinada pelo plaqueamento
aos 0, 1, 4, 8, 16 e 24 dias apds a inoculacdo de Xcc, de extratos foliares das
plantas tratadas, de acordo com a metodologia descrita no item 3.3.2.1.3. A
avaliacdo de incidéncia de lesbes de cancro citrico foi realizada de acordo com a
metodologia descrita no item 3.3.2.1.2.

Apds as avaliacdes, folhas das plantas do experimento realizado
no verao foram coletadas e encaminhadas ao Laboratério de Analise de Solo do
IAPAR. As amostras foram submetidas a analise dos teores de N, P, K, Ca, Mg,

Cu, Zn, B e Mn, segundo a metodologia descrita por Miyazawa et al. (1984).
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Experimento llI:

Efeito curativo e preventivo de IMI em plantas inoculadas com Xcc

As plantas (item 3.3.2) foram tratadas por rega no solo, préximo
ao colo da planta, com 100 ml de IMI na concentragao de 3 g de p.a. por planta
trés dias antes, no mesmo dia e trés dias apds a inoculagdo da bactéria (item
3.3.2.1.1). As plantas controle foram tratadas com agua destilada. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco
repeticées.

A curva de crescimento da bactéria in planta foi determinada pelo
plagueamento de extratos foliares das plantas tratadas aos 0, 1, 4, 8, 16 e 24 dias
apos a inoculagao, de acordo com a metodologia descrita no item 3.3.2.1.3. A
avaliacao de incidéncia de lesbes de cancro citrico foi realizada de acordo com a

metodologia descrita no item 3.3.2.1.4.

Analise estatistica

Os resultados da contagem de lesbes de cancro citrico foram

tranformados para Jx+1. As UFClcm? recuperadas do tecido foliar foram
transformadas para Log na base 10. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey a 5% de significancia. A comparacédo entre os dois
intervalos de tempo entre tratamento da planta e inoculacdo de Xcc foi realizada

por teste t a 5% de significancia.
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Experimentos in planta a campo

Area experimental

Os experimentos foram conduzidos no periodo de dezembro de
2007 a setembro de 2008 em duas areas experimentais, de ocorréncia endémica
de cancro citrico, nos municipios de Paranavai (Latitude: 23° 04’ 23” S; Longitude:
52° 27' 55" W; Altitude: 470 m) e Sao Jodo do Caiua (Latitude: 22° 51' 07" S;
Longitude: 52° 20' 13" W; Altitude: 410 m) no Noroeste do Estado do Parana.

Segundo a classificagdo de Koppen, trata-se de uma regido de
clima subtropical Cfa, caracterizado por apresentar temperatura média no més
mais frio inferior a 18 °C, temperatura média no més mais quente acima de 22 °C,
com verdes quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentragao das
chuvas nos meses de verao, contudo sem estacdo seca definida. A pluviosidade
acumulada para os trés meses mais chuvosos (dezembro, janeiro, fevereiro) e
mais secos (junho, julho, agosto) do ano varia de 600 a 700 mm e 225 a 250 mm,
respectivamente (CAVIGLIONE et al., 2000).

Plantas

No municipio de Paranavai, o experimento foi conduzido na
fazenda experimental Ypiranga da Cooperativa Agroindustrial COCAMAR. Foram
utiizadas plantas de laranja doce do cultivar Natal (C. sinensis L. Osbeck)
enxertadas sobre limao Cravo (Citrus limonia L. Osbeck) com aproximadamente
quatro meses de idade, em espacamento 3,0 m x 6,5 m.

No municipio de S&do Jo&o do Caiua, o experimento foi conduzido
em propriedade particular. Foram utilizadas plantas de laranja doce do cultivar
Valéncia (C. sinensis L. Osbeck) enxertadas sobre limdao Cravo (C. limonia L.
Osbeck) com aproximadamente oito meses de idade, em espagamento 3,0 m x
7,0 m.
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Tratamentos

Os tratamentos utilizados nos experimentos conduzidos a campo

estao descritos na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Tratamentos utilizados para controle de cancro citrico nos
experimentos conduzidos nos municipios de Paranavai e Sao
Jodo do Caiua, PR.

Principio ativo Produto Dose
Imidaclopride " Confidor 700 WG® 0,7gp.a. - 1X
Imidaclopride " Confidor 700 WG® 0,7gp.a. - 2X°3
Imidaclopride " Confidor 700 WG® 14gp.a. - 1X
Imidaclopride ' Confidor 700 WG® 28gp.a. - 1X
Imidaclopride " Winner 200 CS® 1,0gp.a.*- 2X
Tiametoxam ? Actara 250 WG® 0,75gp.a. - 2X
Clotianidina ' Poncho 600 SC® 0,60gp.a. - 1X
Agua Controle 0 gdep.a.

! Bayer Crop Science, 2 Syngenta. 3 Segunda aplicagao ap6s 35 dias. * Aplicagao no tronco.

O tratamento das plantas (item 3.3.3.2) com os neonicotindides foi
realizado nos dias 12 de dezembro de 2007 e 17 de janeiro de 2008 no municipio
de Paranavai e nos dias 13 de dezembro de 2007 e 18 de janeiro de 2008 no
municipio de Sao Joao do Caiua.

As plantas foram tratadas por rega no solo, préximo ao colo da
planta, com 200 ml por planta dos produtos nas diferentes concentragdes de p.a.
Apenas no tratamento IMI 1,0 g 1X, o produto sem diluicdo foi aplicado com
borrifador manual diretamente no tronco da planta. O delineamento experimental
foi em blocos casualizados com oito tratamentos e cinco repetigdes, sendo cada
parcela composta por oito plantas avaliadas, totalizando 40 plantas por
tratamento.

Foram avaliadas as incidéncias de cancro citrico, de LMC (P.
citrella) e de desfolha, bem como o vigor vegetativo das plantas tratadas com os
neonicotindides. As avaliagbes foram realizadas bimestralmente de fevereiro a
setembro de 2008.
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Avaliacao de incidéncia de cancro citrico, de larva minadora dos citros (LMC) e

desfolha

Para determinar a incidéncia de cancro citrico, de LMC e de
desfolha, foram avaliados oito ramos jovens por planta, com idade aproximada de
trés a seis semanas, amostrados em todos os quadrantes das plantas (LEITE
JUNIOR et al., 1987). Em cada ramo, foram contabilizados o numero total de
folhas, o numero de folhas caidas, numero de folhas com les&o de cancro citrico e
o numero de folhas com galerias formadas pela LMC. A incidéncia de cancro
citrico foi obtida pelo calculo da proporgao de folhas sintomaticas em relacao ao
total de folhas presentes no ramo avaliado. Do mesmo modo, a incidéncia de
folhas atacadas por LMC foi obtida pelo calculo da proporcdo de folhas com
presenca de galerias do inseto em relagdo ao total de folhas presentes no ramo
avaliado, independentemente da presenca de lesGes de cancro citrico na mesma.
A desfolha foi igualmente calculada pela proporgédo de folhas caidas em relagao

ao numero total de folhas presentes no ramo.

Avaliagéo do vigor vegetativo das plantas

O desenvolvimento vegetativo das plantas foi avaliado medindo,
com auxilio de uma régua graduada em centimetros, a altura tomada desde o
solo até o topo da planta e a média do didmetro da copa medido no sentido
paralelo e perpendicular a linha de plantio. O diametro do tronco foi medido cinco

centimetros acima da linha de enxertia, com auxilio de paquimetro. O volume da

copa foi determinado segundo Mendel (1956): V= 2/3 &t R2 H, onde V é o volume
(m®), R o raio da copa (m) e H, a altura de planta (m).
Andlise estatistica

Os dados de desfolha e incidéncias de cancro citrico e de LMC

foram tranformados para arcoseno de +/x/100 e expressos em porcentagem. Entre
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os dados de vigor vegetativo, somente os dados de volume de copa foram

transformados para Jx+1. Os resultados foram submetidos & andlise de
variancia e ao teste de Tukey a 5% de significancia. Dados de incidéncia e de
vigor vegetativo foram também utilizados na projecao de curvas de progresso.
Devido a variagao de intervalos entre as avaliagdes, foram calculadas as areas
abaixo da curva de progresso padronizadas (AACP*) para comparagéo entre os
tratamentos e foram interpretadas como a incidéncia média da variavel analisada
durante o periodo de avaliacdo dos experimentos (VALE; JESUS JUNIOR;
ZAMBOLIM, 2004).
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RESULTADOS

Atividade antimicrobiana de neonicotindides in vitro

Os neonicotindides ACM, IMI e TMX testados em concentragcdes
que variaram de 0 a 200 pg/ml de p.a. ndo apresentaram efeito antimicrobiano in
vitro sobre nenhum dos seis isolados de Xcc. O crescimento dos isolados foi
confluente, mesmo quando inoculados em placas de AN contendo as

concentragdes de até 3000 pg/ml de p.a. de IMI (Figura 3.1).

Figura 3.1 — Crescimento dos isolados de Xanthomonas citri subsp. citri (108 UFC/ml) em
meio de cultura Agar Nutriente (AN) acrescido de 3000 ug/ml de p.a. de
imidaclopride (A) e em meio de cultura AN sem imidaclopride (B).
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Experimentos in planta em Ambiente Protegido

Controle de cancro citrico em plantas tratadas com diferentes doses de IMI

Nas condigbes de casa-de-vegetacgao, o tratamento das plantas
com IMI por rega no solo diminuiu a incidéncia de lesbes de cancro citrico nas
folhas inoculadas com Xcc. Foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos, no numero de lesbes de cancro citrico. As plantas controle
apresentaram lesdes eruptivas suberizadas, caracteristicas de cancro citrico
(Figura 3.2). As plantas tratadas com diferentes doses de IMI apresentaram
lesbes menores, em relacao as lesdes encontradas nas plantas controle, e com
menor necrose do tecido (Figura 3.2). Entretanto, apesar do controle em relagao a
doencga, as plantas tratadas com as maiores doses de IMI apresentaram clorose
internerval nas folhas (Figura 3.2).

Controle 0,75g p.a. IMI/ 15gp.a. IMI/ 3,0gp.a. IMI/
agua planta planta planta

Figura 3.2 — Efeito da aplicacao de diferentes doses de Imidaclopride (IMI), por rega no
solo, em plantas de laranja Valéncia sete dias antes da inoculagdo, por
infiltracdo, de Xanthomonas citri subsp. citri (10* UFC/ ml) em casa-de-
vegetagao.
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Reducéo significativa no numero médio de lesbes de cancro
citrico por cm? de tecido foliar foi observada nas plantas tratadas com as maiores
doses de IMI nos dois intervalos testados entre tratamento das plantas e desafio
com Xcc (Tabela 3.3). Diminuigdo em torno de 60% e 80% no numero médio de
lesdes foram observadas para o intervalo de sete dias entre o tratamento e a
inoculacdo das plantas. Para o intervalo de 10 dias, a diminuicdo no numero de
lesbes foi de cerca de 60% (Tabela 3.3).

Porém, reducéo significativa, em torno de 37% na populagéo
bacteriana em relacédo a testemunha foi observada somente em plantas tratadas
com a maior dose de IMI, sete dias antes da inoculagéao (Tabela 3.3). Apesar do
menor numero de lesdes de cancro apresentado pelas plantas tratadas com M
dez dias antes da inoculagéo, nao foi possivel verificar diferengas significativas na
populacdo bacteriana entre os tratamentos (Tabela 3.3). Quando comparados os
dois intervalos de tempo entre o tratamento e a inoculacdo de Xcc nao foi
detectada diferencga estatistica, pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade, nem
em relagdo ao numero de lesdes de cancro citrico, nem no desenvolvimento da

bactéria na planta.
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Tabela 3.3 — Média de lesbes de cancro citrico e populagdo de Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc) em plantas de laranja Valéncia tratadas por rega
com diferentes doses de Imidaclopride (IMI), em dois intervalos de
tempo entre o tratamento da planta e a inoculacéo da bactéria (10*
UFC/ml) por infiltragdo, em casa-de-vegetacao.

Intervalo entre Dose de IMI Média de lesdes de Populacéo de Xcc
tratamento e (p.a./planta) cancro citrico @ por Log 10 UFC/ 0,6
inoculacéo de cm? de tecido foliar @ cm? de tecido
Xcc na planta foliar *?
7 dias Controle 76,1£225° a*® 71+04 a°’
0,759 52,5+1,0 ab 4,8+1,6 ab
1,50 g 31,9+10,3 bc 4,7 +17 ab
30g 13,1+7,0 c 46+1,3 b
CV (%) 16,7 254
10 dias Controle 629+145 a 64+15 a
0,759 47.0+9,9 a 6,5+0,3 a
1,50 g 26,5+5,2 b 57+0,6 a
30g 245+7,1 b 52+1,0 a
CV (%) 11,6 15,9

Mvalores originais. @25 dias apo6s a inoculagao por infiltragdo de Xcc. % Desvio padrao da média.

* Para andlise estatistica os valores foram transformados em vX+1. ° Médias seguidas de

mesma letra nas colunas e dentro do mesmo intervalo de tempo nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia.
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Dinamica populacional de Xcc em plantas tratadas com IMI

A populagao de Xcc recuperada de areas foliares infiltradas com a
bactéria foi menor em plantas tratadas com IMI, quando comparado as plantas
controle. No experimento realizado no inverno, foram observadas diferencas
significativas de até 3 unidades logaritmicas no crescimento exponencial da
bactéria entre as plantas controle e as tratadas com as duas maiores doses de
neonicotindide  (Figura 3.3). Entretanto, diferencas significativas no
desenvolvimento da bactéria nas plantas foram observadas a partir do 24° dia
apods a inoculagao de Xcc para as plantas tratadas com as mesmas doses de IMI
(Figura 3.3).

10,0 -
90 | —— Controle
—e—0.75gp.a.
8,0 -
——15gp.a.

7.0 1 ——30gpa

a**

6,0 -
5,0
4,0 -
3,0 1
2,0 -

Log 10 UFC/mI/0,6cm? de area foliar

1,0 -

0,0
0 1 4 8 16 24
Dias ap0s ainoculacéo de Xcc

Figura 3.3 — Dindmica populacional de Xanthomonas citri subsp. citri no inverno, em
plantas de laranja Valéncia tratadas com diferentes doses de imidaclopride
cinco dias antes da inoculagdo da bactéria (10* UFC/ml) em casa-de-
vegetacdo. *Auséncia de diferenga significativa entre os tratamentos no
mesmo dia pelo teste de Tukey a 5% de significancia. **Diferenga pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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No experimento realizado no verdo foram observadas algumas
diferencas em relacdo ao realizado no inverno. No verdo, a diferenga no
crescimento exponencial da bactéria foi maior que quatro unidades logaritmicas
entre as plantas controle e as tratadas com a maior dose de neonicotindide
(Figura 3.4). Neste experimento, diferengas significativas no desenvolvimento da
bactéria nas plantas foram observadas ja a partir do 8° dia apds a inoculagao
(Figura 3.4).

10,0 ~
—x— Controle

= 9,0 - —e—0.75gp.a. a
o 80 - —o0—1.0gp.a. a
8 ——1.5gp.a.
§ 7,0 - —a-30gpa
o
NE 6,0
[3)
©
o 5,0
£
O 4,0
L
D
S 3,0
o
S 20

1,0 -

0,0

0 1 4 8 16 24
Dias ap6s ainoculacéo de Xcc

Figura 3.4 — Dindmica populacional de Xanthomonas citri subsp. citri no verdo em
plantas de laranja Valéncia ftratadas com diferentes doses de
imidaclopride seis dias antes da inoculagdo por infiltragdo da bactéria (10*
UFC/ml) em casa-de-vegetacdo. *Auséncia de diferenca significativa
entre os tratamentos no mesmo dia pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. **Diferenca pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relacdo ao numero de lesdes de cancro citrico, reducao
significativa, em média de 36%, foi observada no inverno para as duas maiores
doses de IMI (Tabela 3.4). No veréo, foi observada redugao significativa em torno

de 60% somente para a dose mais alta de IMI (Tabela 3.4).
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No experimento realizado no inverno, a area abaixo da curva de
crescimento bacteriano (AACCB) foi em média 25,5% menor para as doses mais
altas de IMI. (Tabela 3.4). J& no experimento realizado no verao, foi verificada
diferenca na AACCB tanto em relacdo as plantas controle quanto entre os demais
tratamentos, prevalecendo valores menores de desenvolvimento de Xcc também
para as doses mais altas de IMI (Tabela 3.4). Os resultados obtidos com o
tratamento acrescentado neste experimento nao diferiram estatisticamente dos

obtidos com a menor dose de IMI (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Média de lesbes de cancro citrico e area abaixo da curva de
crescimento bacteriano (AACCB) em plantas de laranja Valéncia
tratadas por rega com diferentes doses de imidaclopride (IMI) e
inoculadas por infiltragdo com Xanthomonas citri subsp. citri (10*
UFC/ ml) seis dias apds o tratamento da planta em casa-de-
vegetacéo.

Estacdo do ano Tratamento Média de lesBes de AAccB @
(p.a. IMI / planta) cancro citrico ™ por cm?
de tecido foliar @

Inverno Controle 89,3+17,7°% a* 1482+6,6°a*
0,759 108,9+6,4 a 131,9+ 11,6 ab
1,50 g 54,7+10,2 b 118,0+8,8 bc
3,009 58,5+16,8 b 102,7+19,4 ¢

CV (%) 9,1 5,5

Verao Controle 19,9+ 8,5 a 199,2+ 94 a
0,759 12,7+ 10 ab 178,9+ 12,3 ab
1,00 g 14,0+ 1,5 ab 176,1+ 11,1 ab
1,50 g 9,5+3,0 ab 1458 £ 13,1 b
3,009 53+2,0 b 110,5+ 14,7 ¢

CV (%) 15,2 4,2

D valores originais. @ 25 dias apos a inoculagao de Xcc. 3 Desvio padrao da média. * Para analise

estatistica os valores foram transformados em +/X+1. Médias seguidas de mesma letra nas
colunas dentro da mesma estagdo do ano ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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A analise do tecido foliar das plantas utilizadas nesse experimento
revelou que, apesar da adubacao constante, ndo estavam em condic¢ao ideal de
nutricdo. Contudo, mesmo nessa condigao, foi observado aumento significativo de
cerca de 50% no teor de N, 20% no teor de K e redugao em torno de 36% no teor

de Zn nas plantas tratadas com a maior dose de IMI (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Teores de nutrientes no tecido vegetal de plantas de laranja
Valéncia tratadas por rega com diferentes doses de Imidaclopride
(IMI) e inoculadas, por infiltragcdo, com Xanthomonas citri subsp.
citri (10* UFC/ml), seis dias apds o tratamento da planta em casa-
de-vegetacao.

Teores de macronutrientes (g/kg)

IMI
(p.a./
planta) N P K Ca Mg
(24-26)" (0,9-1,1) (12-17) (30-55) (26-60)
0,759 14,2°+27° b* 21202 b 290 +27 ab 11,9 +30 a 2,7 +0,5 ab
1,09 128+13 b 22+01 b 296+25 ab 112+23 a 22+04 b
1,59 135+12 b 25+03 ab 276+72 b 10,7+1,1 a 24+0,1 ab
309 237+57 a 33+06 b 358+36 a 134+14 a 3004 a
Controle 11,7+0,9 b 24+08 ab 262+13 b 11,8%25 a 25+05 ab
CV (%) 8,5 6,9 7.1 8,7 58
Teores de micronutrientes (mg/kg)
Cu Zn B Mn
(5-16) (25-100) (36-100) (25-200)
0,759 36 +14 a 1248+27,8 a 20,1+6,2 a 21,4+36 a
1,09 2,1+0,8 a 108,8+289 ab 222+63 a 17,3+46 a
1,59 2,1+0,8 a 87,1+ 18,1 ab 175+28 a 224+28 a
309 44+15 a 80,4+17,9 b 194+24 a 26,151 a
Controle 49+372 a 1258+216 a 219+87 a 240114 a
CV (%) 18,2 10,9 13,6 13,0

! Teores recomendados de nutrientes em ramos de plantas citricas sem frutos. Fonte: Magalhaes,
2006. ? Valores originais. * Desvio padrao da média. * Para analise estatistica os valores foram

transformados em v X+1. Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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Efeito curativo e preventivo de IMI em plantas inoculadas com Xcc.

O tratamento de plantas citricas com 3 g de p.a. de IMI, tanto trés
dias antes da inoculagéo de Xcc como no mesmo dia, tornou as plantas de laranja
Valéncia capazes de reduzir o desenvolvimento de cancro citrico. As plantas
tratadas preventivamente com IMI apresentaram até menos da metade do numero
de lesdes de cancro citrico presente por cm? de tecido foliar do que as plantas
controle (Figura 3.5).

O mesmo resultado foi observado na dinamica populacional de
Xcc entre os tratamentos. Diferencgas significativas entre os tratamentos foram
observadas a partir do 16° dia, mas diferengcas maiores que duas unidades
logaritmicas foram evidenciadas no 24° dia apds a inoculagao da bactéria (Figura
3.6). O tratamento curativo com neonicotindide foi eficiente apenas para as
plantas inoculadas com a bactéria no mesmo dia do tratamento (Figura 3.5 e
Figura 3.6).
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Figura 3.5 — Média de lesbes de cancro citrico em plantas de laranja Valéncia tratadas
com 3 g de p.a. de imidaclopride trés dias antes da inoculagao (3 d.a.i), no
mesmo dia da inoculacdo (m.d.i) e trés dias depois da inoculacdo (3 d.d.i)
por infiltragdo de Xanthomonas citri subsp. citri (10* UFC/ml) em casa-de-

vegetacdo. ' Valores originais das médias, transformados para VX +1 para
analise de estatistica. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de significAncia (CV= 9,8). Barra de desvio
padrao.
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Figura 3.6— Dindmica populacional de Xanthomonas citri subsp. citri em plantas de
laranja Valéncia tratadas com 3 g de p.a. de imidaclopride (IMI) trés dias
antes da inoculagéo (3 d.a.i), no mesmo dia (m.d.i) e trés dias depois da
inoculacdo (3 d.d.i) da bactéria (10* UFC/ml) por infiltracdo em casa-de-
vegetacao. *Auséncia de diferenca entre os tratamentos no mesmo dia
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. **Diferenga pelo teste de Tukey
a 5% de significancia.

Experimentos in planta a Campo

Experimento em Paranavai

Os produtos neonicotindides testados foram capazes de diminuir
as incidéncias de cancro citrico, de LMC e a desfolha, nos experimentos
realizados a campo. Alteragbes significativas nos parametros adotados para a
avaliacao do vigor vegetativo das plantas também foram observadas em todos os
tratamentos. Contudo, diferentemente do que ocorreu nos experimentos em

condigdes controladas, ndo foi observada clorose internerval nas folhas das
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plantas submetidas aos tratamentos com os neonicotindides. Também nao foi
possivel observar diferengas visuais entre as lesbes de cancro citrico presentes
em plantas tratadas com os neonicotindides e as lesdes presentes nas plantas
controle.

No experimento realizado em Paranavai, a incidéncia de cancro
citrico variou de 0,0% a 3,95 % (Tabela 3.6). Maiores incidéncias da doenga
foram observadas na avaliagao realizada em junho de 2008, periodo normalmente
menos favoravel ao desenvolvimento da doenga (Figura 3.7), e somente nesta
avaliacao foi possivel verificar diferenca significativa entre os tratamentos e o
controle (Tabela 3.6). Plantas tratadas com CLO e IMI aplicados no tronco das
plantas apresentaram diminuicdo de cerca de 100% na incidéncia da doencga
(Tabela 3.6).

Tabela 3.6 — Incidéncia (%) de cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) em
plantas de laranja Natal tratadas por rega com neonicotindides (IMl,
imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO, clotianidina) no experimento
realizado a campo em Paranavai, PR.

Tratamento Incidéncia de Cancro citrico (%)
(g de principio

ativo/planta) 15/02/2008 16/04/2008 18/06/2008 02/09/2008
IMI0,7 g (1X) 0,047 a 0,002 a 0,302 ab 0,032 a
IMI 0,7 g (2X) 0,08 a 0,03 a 0,68 ab 0,00 a
IMI 1,4 g (1X) 0,06 a 0,36 a 1,52 ab 0,00 a
IMI 2,8 g (1X) 0,06 a 0,10 a 0,61 ab 0,00 a
IMI 1,0 g (2X) 0,00 a 0,03 a 0,06 b 0,00 a
TMX 0,75 g (2X) 0,03 a 0,53 a 0,68 ab 0,00 a
CLO1,8 g (1X) 0,03 a 0,00 a 0,12 b 0,22 a
Controle (agua) 0,05 a 0,33 a 3,95 a 0,00 a
CV (%) 192,3 168,4 113,5 4942

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. 2 Valores transformados

para arcoseno de +/X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 3.7 — Dados médios mensais de precipitacdo pluviométrica (mm), umidade

relativa do ar (%) (A), temperatura (°C) e velocidade do vento (m/s) (B) no
municipio de Paranavai no periodo de dezembro de 2007 a novembro de
2008. Fonte: Estagdao Meteoroldgica do lapar em Paranavai, PR.
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A incidéncia de LMC variou de 0,0% a 10,95% e maiores
incidéncias foram observadas para as avaliacdes realizadas em fevereiro e junho
de 2008 (Tabela 3.7). Os produtos testados diferiram significativamente do
tratamento controle, mas n&o entre si, em todas as avaliagdes (Tabela 3.7). A
eficiéncia no controle da LMC para todos os neonicotindides testados foi de

aproximadamente 92% ao longo do periodo de avaliagao (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 — Incidéncia (%) de larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella) em
plantas de laranja Natal tratadas com neonicotindides (IMI,
imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO, clotianidina) no experimento
realizado a campo em Paranavai, PR.

Tratamento Incidéncia de Larva minadora dos citros (%)
(g de principio

ativo/planta 15/02/2008 16/04/2008 18/06/2008 02/09/2008
IM10,7 g (1X) 0,382 b 0,03% b 0192 b 0,04% b
IMI 0,7 g (2X) 0,79 ab 0,00 b 0,02 b 0,00 b
IMI 1,4 g (1X) 1,02 ab 0,00 b 0,06 b 0,04 b
IMI 2,8 g (1X) 0,12 b 0,00 b 0,00 b 0,03 b
IMI 1,0 g (2X) 0,19 b 0,06 b 0,03 b 0,00 b
TMX 0,75 g (2X) 029 b 029 b 0,00 b 0,03 b
CLO1,8 g (1X) 0,05 b 0,00 b 0,07 b 0,03 b
Controle (agua) 4,29 a 3,37 a 10,95 a 1,12 a
CV (%) 104,8 103,9 141,0 135,3

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagéo do produto. 2 Valores transformados

para arco seno de +/ X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relacao a incidéncia de desfolha, a variagao observada foi de
0,13% a 3,62%, sendo que maiores valores foram observados para o més de
setembro de 2008 (Tabela 3.8). Entretanto, ndo foi possivel verificar diferenca

estatistica entre os tratamentos em nenhuma das avaliagbes (Tabela 3.8).
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Tabela 3.8 — Incidéncia de desfolha (%) em plantas de laranja Natal tratadas por
rega com neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam;
CLO, clotianidina) no experimento realizado a campo em Paranavai,

PR.
Tratamento Incidéncia de Desfolha (%)
(g de principio

ativo/planta) 15/02/2008 16/04/2008 18/06/2008 02/09/2008
IMI0,7 g (1X) 1,142 a 0,352 a 0,13? a 3,622 a
IMI 0,7 g (2X) 248 a 0,19 a 022 a 226 a
IMI 1,4 g (1X) 0,72 a 0,53 a 025 a 3,10 a
IMI 2,8 g (1X) 1,09 a 0,54 a 022 a 326 a
IMI 1,0 g (2X) 048 a 0,38 a 024 a 2,81 a
TMX 0,75 g (2X) 098 a 024 a 0,33 a 290 a
CLO1,8 g (1X) 095 a 046 a 0,18 a 2,75 a
Controle (agua) 1,07 a 0,43 a 0,31 a 2,56 a
CV (%) 47,2 71,4 34,8 21,8

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. % Valores transformados

para arco seno de 4/ X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Foram observadas diferencas entre os tratamentos nos parametros
adotados para avaliagéo do vigor vegetativo das plantas. O volume de copa avaliado em
fevereiro de 2008, foi em média 40% maior nas plantas tratadas com as duas maiores
doses de IMI aplicado no solo (1,4 g e 2,8 g de p.a. 1X). Na avaliagdo realizada em abril
de 2008, os mesmos tratamentos, incluindo a dose de IMI aplicada no tronco da planta,
continuaram apresentando maior volume de copa, cerca de 17%, em relacdo ao
tratamento controle. Nas demais avaliagdes, ndo foi possivel verificar diferenca

estatistica entre os tratamentos (Tabela 3.9).
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Tabela 3.9 — Desenvolvimento de copa em plantas de laranja Natal tratadas com
neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO,
clotianidina) no experimento realizado a campo em Paranavai, PR.

Tratamento Volume de copa (m?®)
(g de principio
ativo/planta) 12/12/2008 2 15/02/2008 16/04/2008 18/06/2008 02/09/2008

IMI10,7 g (1X) 006° ¢ 013°c 0,32° d 056°>a 1,01° a
IMI 0,7 g (2X) 0,08 ab 0,14 ¢ 0,44 abc 045 a 1,04 a
IMI 1,4 g (1X) 007 bc 020 b 048 a 050 a 1,11 a
IMI 2,8 g (1X) 007 bc 028 a 049 a 050 a 1,10 a
IMI 1,0 g (2X) 008 ab 017 bc 047 ab 057 a 120 a

TMX 0,75 g (2X) 0,09 ab 0,16 bc 044 abc 045 a 1,00 a
CLO 1,8 g (1X) 0,08 ab 0,14 ¢ 0,42 bc 0,42 a 1,08 a
Controle (agua) 0,06 o} 0,14 ¢ 0,40 ¢ 0,47 a 1,08 a

CV (%) 0,3 1,1 0,9 5,4 6,9

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. 2 Avaliaggo realizada no dia

do tratamento da planta. ® Para andlise estatistica os valores foram transformados em VX +1. Médias
seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Alteracdes significativas no didmetro de caule foram observadas
somente nas avaliagdes realizadas em fevereiro e abril de 2008. Na avaliagao realizada
em fevereiro de 2008, o tratamento das plantas com as trés maiores doses de IMI no
solo (0,7 g, 2X; 1,4 g; e 2,8 g, 1X), bem como o tratamento com CLO propiciaram
aumento médio de 6,1% no didmetro de caule. Em abril de 2008, aumento significativo
de cerca de 5,1% foi verificado para o tratamento com as duas maiores doses de IMI,
CLO e TMX. Nas demais avaliagdes nao foi possivel verificar diferenca estatistica entre

os tratamentos (Tabela 3.10).
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Tabela 3.10 — Desenvolvimento de caule em plantas de laranja Natal tratadas
com neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO,
clotianidina) no experimento realizado a campo em Paranavai,

PR.

Tratamento
(g de principio
ativo/planta)

Diametro de caule (cm)

12/12/2008 > 15/02/2008 16/04/2008

18/06/2008 02/09/2008

IMI0,7 g (1X) 115% a  1,76% cde 222° d 257° a 287°% a
IMI0,7g(2X)" 111 a 181 bc 225 cd 242 a 274 a
IMI 1,4 g (1X) 112 a 185 ab 230 abc 245 a 283 a
IMI 2,8 g (1X) 112 a 18 a 233 ab 245 a 283 a
IMI 1,0 g (2X) 115 a 176 cde 2,26 bcd 252 a 295 a
TMX0,75g(2X) 1,11 a 1,75 de 234 a 2,38 a 275 a
CLO18g(1X) 112 a 179 cd 235 a 245 a 288 a
Controle (agua) 1,12 a 1,71 e 2,20 d 246 a 286 a
CV (%) 4,1 1,3 1,6 5,0 6,5

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicac&do do produto. 2Avaliac}é\o realizada no dia
do tratamento da planta. *Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Para a variavel altura de planta, foi observado nas plantas tratadas com

as duas maiores doses de IMI, em fevereiro de 2008, aumento médio de 8,6% em

relacéo as plantas controle. Os mesmos tratamentos propiciaram aumento em torno de

10% na altura das plantas na avaliagdo realizada em abril de 2008. Na mesma

avaliagdo, também foi observado aumento de cerca de 7% na altura das plantas

tratadas com TMX em relagdo ao tratamento controle (Tabela 3.11). Nas demais

avaliagbes, nao foi possivel verificar diferenga estatistica entre os tratamentos (Tabela

3.11).
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Tabela 3.11 — Altura de plantas de laranja Natal tratadas com neonicotindides
(IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO, clotianidina) no
experimento realizado a campo em Paranavai, PR.

Tratamento Altura de planta (m)
(g de principio
ativo/planta) 12/12/2007 2 15/02/2008 16/04/2008 18/06/2008 02/09/2008

IMI10,7 g (1X) 0,76° a 0,89° abc 1,08°® bc 1,18°a 1,39° a
IMI 0,7 g (2X) ° 078 a 091 abc 1,04 cd 113 a 135 a
IMI 1,4 g (1X) 077 a 094 ab 112 ab 121 a 141 a
IMI 2,8 g (1X) 079 a 09 a 115 a 117 a 141 a
IMI 1,0 g (2X) 076 a 089 bc 105 cd 121 a 144 a

TMX 0,75 g (2X) 0,77 a 0,91 abc 1,06 bc 1,12 a 1,35 a
CLO 1,8 g (1X) 0,77 a 0,86 c 1,01 cd 1,16 a 1,41 a
Controle (agua) 0,78 a 0,86 c 0,99 d 1,13 a 1,37 a

CV (%) 6,2 3,0 3,0 8,7 7,4

" Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagédo do produto. 2Avaliac}é\o realizada no dia
do tratamento da planta. *Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Quando foram analisadas as areas abaixo da curva de progresso da
doenga padronizada (AACPD*), no experimento em Paranavai, foram observados
valores significativamente diferentes. Em relagdo ao tratamento controle, valores
menores de incidéncia de cancro citrico foram verificados para a dose de IMI aplicada no
tronco e a menor dose aplicada no solo apenas uma vez, assim como para o tratamento
com CLO (Tabela 3.12). A incidéncia de LMC, conforme ja era esperado, foi menor em
relacdo as plantas controle, para todos os neonicotindides testados (Tabela 3.12).
Entretanto, para a desfolha em Paranavai, as plantas tratadas com [MI,
independentemente da dose aplicada, apresentaram valores da AACPD* menores em

relacdo as plantas testemunha (Tabela 3.12).
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Tabela 3.12 — Area abaixo da curva de progresso da incidéncia de cancro citrico,

de larva minadora dos citros (LMC) e de desfolha (padronizada) em
tratadas com neonicotindides no
experimento realizado a campo em Paranavai, PR.

plantas de

laranja Natal

Tratamento Incidéncia de Incidéncia Incidéncia
(g de p.a./ planta) Cancro citrico de LMC de Desfolha
IMI" 0,7 g (1X) 0,12° b® 0,16° b 1,01° b°
IMI 0,7 g (2X)* 0,26 ab 0,18 b 1,30 b
IMI 1,4 g (1X) 0,65 ab 043 b 128 b
IMI 2,8 g (1X) 0,25 ab 041 b 1,21 b
IMI 1,0 g (2X) 0,03 b 0,05 b 1,12 b
TMX 2 0,75 g (2X) 0,41 ab 024 b 1,92 ab
CLO®* 1,89 (1X) 0,09 b 042 b 1,81 ab
Controle (agua) 1,48 a 4,46 a 2,38 a
C.V. (%) 17,8 26,0 10,3

Tim, imidaclopride; 2 TMX, tiametoxam; 3 CLO, clotianidina; * Intervalo de 35 dias entre a primeira
e a segunda aplicagdo do produto. ® Valores originais. ® Para analise estatistica os valores foram

transformados em v X+1. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia

Quando foram analisadas as areas abaixo da curva de

desenvolvimento das plantas tratadas com os neonicotindides, nao foi possivel verificar

diferenca estatistica entre os tratamentos para nenhum dos parametros biométricos

analisados (Tabela. 3. 13)
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Tabela 3.13 — Area abaixo da curva de desenvolvimento de copa, de caule e de
altura de plantas de laranja Natal tratadas com neonicotindides no
experimento realizado a campo em Paranavai, PR.

Tratamento Volume Diametro Altura
(g de p.a./ planta) de copa de caule de planta
IMI" 0,7 g (1X) 0,43° a® 1,92 1,15
IMI 0,7 g (2X)* 044 a 1,76 1,11
IMI 1,4 g (1X) 0,46 a 1,80 1,18
IMI 2,8 g (1X) 046 a 1,81 1,18
IMI 1,0 g (2X) 0,47 a 1,77 1,16
TMX 2 0,75 g (2X) 0,44 a 1,81 1,11
CLO® 1,8 g (1X) 0,44 a 1,81 1,12
Controle (agua) 0,45 a 1,77 1,09
C.V. (%) 1,09 1,95 1,17

' IMI, imidaclopride; > TMX, tiametoxam; ® CLO, clotianidina; * Intervalo de 35 dias entre a primeira
e a segunda aplicagédo do produto. ® Valores originais. ® Para analise estatistica os valores foram

transformados em v X +1. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de significancia

Experimento em S&o Jodo do Caiua

No experimento realizado em S&o Joao do Caiua, a incidéncia de

cancro citrico foi maior do que em Paranavai e variou de 4,4% a 39,4% entre os

tratamentos ao longo do periodo de avaliagdo (Tabela 3.14). Nesse experimento,

as maiores incidéncias da doenca foram observadas nas avaliacbes realizadas

entre fevereiro e maio de 2008. Entretanto, foi possivel verificar diferencas

significativas entre os tratamentos somente para a avaliagao realizada em maio

de 2008 (Tabela 3.14). Nessa avaliagdo, a menor dose de IMI aplicada ao solo

(2X) e a dose aplicada no tronco da planta proporcionaram redugéo de cerca de

50% na incidéncia da doenca quando comparado as plantas controle (Tabela

3.14).



73

Tabela 3.14 — Incidéncia (%) de cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) em
plantas de laranja Valéncia tratadas com neonicotindides (IMI,
imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO, clotianidina) no experimento
realizado a campo em Sao Joao do Caiua, PR.

Tratamento Incidéncia de Cancro citrico(%)
(g de principio

ativo/planta) 13/02/2008 06/05/2008 19/06/2008 03/09/2008
IMI0,7 g (1X) 206% a 1892 a 1522 a 47% b
IMI 0,7 g (2X) 21,1 a 19,2 b 11,1 a 5,9 b
IMI 1,4 g (1X) 19,7 a 21,4 ab 179 a 4.4 b
IMI 2,8 g (1X) 16,8 a 14,1 ab 14,7 a 6,0 b
IMI 1,0 g (2X) 13,9 a 19,3 b 14,0 a 5,0 b
TMX 0,75 g (2X) 8,0 a 16,6 ab 18,9 a 5,6 b
CLO1,8 g (1X) 15,3 a 20,5 ab 12,2 a 6,5 ab
Controle (agua) 33,8 a 39,4 a 27,2 a 13,0 a
CV (%) 48,3 28,1 29,6 21,5

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. % Valores transformados

para arco seno de +/X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

A incidéncia de LMC em Sao Jodo do Caiua também foi maior
que a do experimento de Paranavai, variando de 0,0% a 46,8% entre os
tratamentos (Tabela 3.15). As maiores incidéncias foram observadas para as
avaliagbes realizadas em fevereiro e maio de 2008 (Tabela 3.15). Todos os
neonicotindides diferiram significativamente do tratamento controle, ao longo das
avaliagdes. Porém, somente na avaliagao realizada em junho de 2008 foi possivel
verificar diferenga entre alguns tratamentos (Tabela 3.15). Nessa avaliagao, o
tratamento com CLO apresentou eficiéncia média de 86% em relagdo ao
tratamento controle, enquanto os demais neonicotindides controlaram em torno de
98% a incidéncia de LMC (Tabela 3.15).
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Tabela 3.15 — Incidéncia (%) de larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella)
em plantas de laranja Valéncia tratadas com neonicotindides (IMl,
imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO, clotianidina) no experimento
realizado a campo em Sao Joao do Caiua, PR.

Tratamento Incidéncia de Larva minadora dos citros (%)
(g de principio

ativo/planta) 13/02/2008 06/05/2008 19/06/2008 03/09/2008
IMI0,7 g (1X) 2952 b 0,722 b 0,202 ¢ 0212 b
IMI 0,7 g (2X) 1,89 b 025 b 0,00 c 0,00 b
IMI 1,4 g (1X) 0,49 b 0,09 b 0,00 ¢ 0,00 b
IMI 2,8 g (1X) 0,64 b 0,09 b 0,00 ¢ 0,00 b
IMI 1,0 g (2X) 0,37 b 0,00 b 0,16 ¢ 0,04 b
TMX 0,75 g (2X) 1,74 b 029 b 0,20 bc 0,04 b
CLO1,8 g (1X) 2,64 b 148 b 1,94 b 149 b
Controle (agua) 46,8 a 29,13 a 13,66 a 3,93 a
CV (%) 39,6 54,2 68,7 112,4

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicacdo do produto. 2 Valores transformados

para arco seno de +/ X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relacéo a incidéncia de desfolha, a variagdo observada foi de
0,15% a 24,88% e os maiores valores foram observados para os meses de maio
e junho de 2008 (Tabela 3.16). Na avaliagéo realizada em maio de 2008, todos os
neonicotindides testados diminuiram significativamente a porcentagem de
desfolha nas plantas tratadas (Tabela 3.16). Entretanto, em junho, a maior
desfolha foi observada nas plantas tratadas com as menores doses de IMI no solo
(0,7 g, 1X e 2X; e 1,4g 1X) (Tabela 3.16), assim como para o tratamento controle.
Para os meses de fevereiro e setembro de 2008, ndo foi possivel verificar

diferencga estatistica entre os tratamentos (Tabela 3.16).
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Tabela 3.16 — Incidéncia de desfolha (%) em plantas de laranja Valéncia tratadas
com neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX; tiametoxam; CLO,
clotianidina) no experimento realizado a campo em Sao Joado do

Caiua, PR.
Tratamento Incidéncia de Desfolha (%)
(g de principio

ativo/planta) 13/02/2008 06/05/2008 19/06/2008 03/09/2008
IMI0,7 g (1X) 1212 a 6,282 b 5,502 ab 3402 a
IMI 0,7 g (2X) 0,26 a 872 b 580 ab 3,04 a
IMI 1,4 g (1X) 0,16 a 568 b 562 ab 418 a
IMI 2,8 g (1X) 0,15 a 526 b 33 b 448 a
IMI 1,0 g (2X) 0,61 a 544 b 429 b 3,76 a
TMX 0,75 g (2X) 0,38 a 564 b 330 b 431 a
CLO1,8 g (1X) 0,54 a 789 b 415 b 408 a
Controle (agua) 4,64 a 2488 a 21,23 a 6,10 a
CV (%) 141,5 29,5 51,2 25,3

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. % Valores transformados

para arco seno de 4/ X/100 . Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Em relacdo ao volume de copa, somente para a avaliacido
realizada em junho de 2008 foi possivel observar diferenga entre os tratamentos
com neonicotindides e o controle (Tabela 3.17) As plantas tratadas com CLO
apresentaram volume de copa 9,6% maior que as plantas controle (Tabela 3.17).
Contudo, foi observada redugao de cerca de 40% no volume de copa em plantas
tratadas com as maiores doses de IMI (IMI 0,7g, 2X; IMI 1,4 g e IMI 2,8 g)

aplicadas ao solo, com a dose aplicada no tronco e com o TMX (Tabela 3.17).
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Tabela 3.17 — Desenvolvimento de copa em plantas de laranja Valéncia tratadas
com neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO,
clotianidina) no experimento realizado a campo em Sao Joao do
Cauia, PR.

Tratamento Volume de copa (m?®)

(g de principio
ativo/planta) 13/12/2007 * 13/02/2008 06/05/2008 19/06/2008 03/09/2008

IMI0,7 g (1X) 016° a 039°a 041°%a 051° bc 0,72° a
IMI 0,7 g (2X) ° 017 a 042 a 040 a 0,36 d 0,77 a
IMI 1,4 g (1X) 013 a 039 a 039 a 040 cd 071 a
IMI 2,8 g (1X) 014 a 034 a 038 a 0,33 d 0,73 a
IMI 1,0 g (2X) 013 a 030 a 039 a 0,40 d 075 a

TMX 0,75 g (2X) 0,10 a 0,33 a 0,37 a 056 b 0,71 a
CLO 1,8 g (1X) 0,13 a 0,34 a 0,36 a 0,77 a 0,60 a
Controle (agua) 0,11 a 0,25 a 0,21 a 0,62 b 0,39 a

CV (%) 1,8 3,4 4,3 1,9 7,3

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagao do produto. 2 Avaliaggo realizada no dia

do tratamento da planta. % Valores transformados para v X+1. Médias seguidas de mesma letra na
coluna n3o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Alteracgbes significativas no didmetro de caule foram observadas
nas avaliagdes, exceto em fevereiro de 2008. Na avaliagao realizada em abril, as
plantas tratadas com IMI na menor dose aplicada ao solo 2X mostraram aumento
de cerca de 15% no diametro de caule (Tabela 3.18). Entretanto, em junho de
2008 foi verificado, para o tratamento com CLO, aumento significativo de cerca de
10% no didmetro de caule (Tabela 3.18). Em setembro de 2008, foi observado,
tanto para a maior dose de IMI aplicada ao solo como para a dose aplicada no
tronco da planta, aumento significativo de 20,5% no didmetro de caule (Tabela
3.18).
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Tabela 3.18- Desenvolvimento de caule em plantas de laranja Valéncia tratadas
com neonicotindides (IMI, imidaclopride; TMX, tiametoxam; CLO,
clotianidina) no experimento realizado a campo em Sao Joado do

Cauia, PR.

Tratamento
(g de principio

Diametro de caule (cm)

ativo/planta)  13/12/2007 ? 13/02/2008 06/05/2008  19/06/2008  03/09/2008
IMI0,7 g (1X) 1,70° a 223%a 259%ab 280° bc 3,07° ab
IMI0,7g(2X)" 180 a 231 a 274 a 243 d 3,08 ab
IMI 1,4 g (1X) 174 a 222 a 260 ab 263 bed 3,11 ab
IMI 2,8 g (1X) 1,70 a 213 a 258 ab 264 bed 322 a
IMI 1,0 g (2X) 160 a 211 a 247 ab 258 cd 323 a
TMX0,75g(2X) 165 a 211 a 254 ab 282 b 298 ab
CLO1,8g(1X) 201 a 217 a 260 ab 320 a 299 ab
Controle (agua) 1,61 a 2,03 a 230 b 2,85 b 257 b
CV (%) 15,4 8,3 7.5 4,2 8,9

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagao do produto. 2 Avaliaggo realizada no dia
do tratamento da planta. *Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Para a variavel altura de planta, nao foi possivel verificar diferenca

estatistica entre os tratamentos ao longo do periodo de avaliagdes (Tabela 3.19)
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Tabela 3.19 — Altura de plantas de laranja Valéncia tratadas com neonicotinéides

(IMI,

imidaclopride; TMX,

tiametoxam; CLO, clotianidina)

experimento realizado a campo em Sao Jodo do Cauia, PR.

no

Tratamento

Altura de planta (m)

(g de principio

ativo/planta)  13/12/2007 2 13/02/2008 06/05/2008  19/06/2008 03/09/2008
IMI10,7 g (1X) 0,88° b 1,02° a 1,11° a 1,15% a 1,273
IMI 0,7 g (2X) * 094 a 1,06 a 1,12 a 097 a 1,33
IMI 1,4 g (1X) 090 ab 1,02 a 1,07 a 115 a 1,26
IMI 2,8 g (1X) 0,86 ab 0,98 a 1,08 a 1,20 a 1,28
IMI 1,0 g (2X) 085 ab 0,9 a 1,06 a 1,16 a 1,27
TMX0,75g(2X) 085 ab 097 a 1,09 a 119 a 1,24
CLO 1,8 g (1X) 087 ab 1,01 a 1,08 a 126 a 1,24
Controle (agua) 0,82 b 0,92 a 0,96 a 1,24 a 1,09
CV (%) 6,9 7.4 10,3 4,7 11,3

! Intervalo de 35 dias entre a primeira e a segunda aplicagdo do produto. ? Avaliagdo realizada no dia
do tratamento da planta. >Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.

Na AACPD* para plantas tratadas com IMI aplicado no tronco, a

maior dose de IMI aplicada ao solo e o tratamento com TMX (Tabela 3.20) foi

significativamente menor, quando comparadas as plantas controle. A AACPD*

para incidéncia de LMC, conforme ja era esperado, assim como a desfolha foram

menores em relagao as plantas controle, para todos os neonicotindides testados

(Tabela 3.20).
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Tabela 3.20 — Area abaixo da curva de progresso da incidéncia de cancro citrico,
de larva minadora dos citros (LMC) e de desfolha (padronizada) em
plantas de laranja Valéncia tratadas com neonicotindides no
experimento realizado a campo em Sao Jodo do Caiua, PR.

Tratamento Incidéncia de Incidéncia Incidéncia
(g de p.a./ planta) Cancro citrico de LMC de Desfolha
IMI 10,7 g (1X) 15,56 ° ab® 0,90° bc® 4,35° b ®
IMI 0,7 g (2X) * 14,54 ab 0,69 bc 4,86 b
IMI 1,4 g (1X) 17,20 ab 0,40 bc 4,19 b
IMI 2,8 g (1X) 13,09 b 0,25 bc 3,53 b
IMI 1,0 g (2X) 13,83 b 0,12 c 3,73 b
TMX 2 0,75 g (2X) 1341 b 0,58 bc 3,49 b
CLO* 1,8 g (1X) 14,89 ab 1,66 b 4,86 b
Controle (agua) 29,31 a 23,03 a 16,44 a
C.V. (%) 21,6 15,6 20,3

' IMI, imidaclopride; > TMX, tiametoxam; > CLO, clotianidina; * Intervalo de 35 dias entre a primeira

e a segunda aplicacdo do produto. ® Valores originais. ® Valores transformados para vX+1.
Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Quando foram analisadas as areas abaixo da curva de
desenvolvimento das plantas tratadas com os neonicotindides, nao foi possivel verificar
diferenca estatistica entre os tratamentos para nenhum dos parametros biométricos

analisados (Tabela 3.21).
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Tabela 3.21 — Area abaixo da curva de desenvolvimento de copa, de caule e de
altura de plantas de laranja Valéncia tratadas com neonicotindides

no experimento realizado a campo em S&o Joao do Caiua, PR.

Tratamento Volume Diametro Altura
(g de p.a./ planta) de copa de caule de planta
IMI" 0,7 g (1X) 1,20° a® 1,78 1,46
IMI 0,7 g (2X)* 1,20 a 1,72 1,45
IMI 1,4 g (1X) 1,20 a 1,73 1,46
IMI 2,8 g (1X) 1,19 a 1,73 1,46
IMI 1,0 g (2X) 1,19 a 1,72 1,45
TMX 2 0,75 g (2X) 1,20 a 1,73 1,46
CLO® 1,8 g (1X) 1,20 a 1,77 1,47
Controle (agua) 1,18 a 1,70 1,44
C.V. (%) 1,18 2,75 1,63

' IMI, imidaclopride; > TMX, tiametoxam; ® CLO, clotianidina; * Intervalo de 35 dias entre a primeira
e a segunda aplicagédo do produto. ® Valores originais. ® Para analise estatistica os valores foram

transformados em v X +1. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de significancia
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DiscussAo

Os inseticidas sdo comumente utilizados pela sua acédo no
controle de pragas, porém alguns deles podem também provocar alteragbes no
metabolismo e na morfologia de plantas. Produtos a base de aldicarb (WHEATON
et al., 1985), carbofuran (FREITAS; BEZERRA; TEIXEIRA, 2001) e tiametoxam
(CALAFIORI; BARBIERI, 2001) tém sido relatados como indutores de alteragbes
fisiologicas e morfolégicas em plantas.

No presente estudo, o tratamento de plantas citricas com
neonicotindides tornou-as mais competentes para controlar o desenvolvimento de
Xcc, e reduzir a incidéncia de cancro citrico sob condigdes controladas e de
campo.

O tratamento de plantas citricas com IMI, além de reduzir as
lesbes de cancro citrico, também alterou as caracteristicas dessas lesoes,
independentemente de época do ano e do intervalo entre o tratamento da planta e
a inoculacado da bactéria. As lesdes observadas em plantas tratadas com IMI se
mostraram menos eruptivas e menores em tamanho quando comparadas aquelas
de plantas controle, tratadas somente com agua. Conseqlentemente, ocorreu
diminuicdo maior que duas unidades logaritmicas da populagdo de Xcc em
plantas tratadas com IMIl. Resultados semelhantes em relagdo a redugdo no
numero e nas caracteristicas das lesées de cancro citrico, assim como diminuicao
na populagao bacteriana em plantas de citros tratadas com IMI, também foram
relatados por Francis et al. (2009).

A redugao do numero e a modificacao no aspecto das lesdes de
cancro citrico observadas nos experimentos nao ocorrem por agao antimicrobiana
direta de IMI sobre a bactéria. O crescimento de Xcc in vitro nao foi inibido mesmo
quando a bactéria foi submetida a concentracdes elevadas de neonicotindides. Os
neonicotinéides também ndo afetam a germinacgéo, o crescimento vegetativo e a
patogenicidade de fungos (CAVALCANTI et al. 2002; NEVES et al., 2001). Por
outro lado, determinadas espécies de bactérias sdo capazes de metabolizar os
neonicotindides, sem prejuizo para o seu desenvolvimento (PANDEY et al., 2009).

O intervalo entre a aplicacdo do indutor e a infeccdo pelo
patdbgeno é um fator determinante para o sucesso da inducédo de RSA (VAN
LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). Neste estudo, apenas trés dias de intervalo
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entre o tratamento da planta com IMI e a inoculagcao de Xcc foram suficientes para
induzir respostas fisiologicas na planta que propiciaram a contengdo na
multiplicacdo da bactéria. Porém, o intervalo para que ocorra a resposta da planta
ao indutor pode ser ainda menor, ja que o controle do cancro citrico também foi
observado em plantas tratadas e inoculadas no mesmo dia.

O IMI, depois de absorvido pela planta, é convertido em diferentes
metabdlitos, dos quais o principal deles é o 6-CNA (acido 6-cloro-nicotinico)
(SUR; STORK, 2003). O 6-CNA apresenta uma boa translocacéo pelo xilema,
mas tende a ser acumulado nos elementos crivados do floema, onde fica
aprisionado e ndo é mais transportado na planta. Assim, a clorose internerval
observada nas folhas de plantas submetidas as maiores doses de IMI é causada
possivelmente por esse acumulo do metabdlito nas partes mais velhas da folha
(SUR; STORK, 2003). A ativacao da indugao de resisténcia nas plantas também
esta associada ao 6-CNA, embora seu exato mecanismo de agao ainda nao tenha
sido esclarecido (NAGEL; THIELERT, 2006).

O IMI parece atuar na planta como um classico agente indutor de
RSA, pois altera a susceptibilidade da planta a bactéria apds um intervalo de
tempo entre o tratamento da planta e o desafio com a bactéria (RYALS, 1996).
Embora no presente trabalho n&do tenha sido realizada analise de expresséo de
PR-proteinas, Francis et al. (2009) ja relataram que a aplicagdo de IMI induziu o
aumento da expressdo de [-1,3-glucanase e reduziu o numero de lesdes de
cancro citrico em plantas citricas.

Ao contrario do esperado, nos experimentos a campo, a
incidéncia de cancro citrico foi menor nos meses normalmente mais quentes e
chuvosos. Diferengcas na incidéncia da doengca entre os dois experimentos
possivelmente foram devidas as caracteristicas proprias de cada area
experimental. A ocorréncia de uma chuva de granizo em Sao Jodo do Caiua, PR,
dias antes da instalacdo do experimento, pode ter facilitado uma maior
penetracdo de Xcc nas plantas e consequentemente, maior incidéncia da doenca
(LEITE JUNIOR, 1990). De maneira geral, foi constatada diminuic&o na incidéncia
de cancro citrico nas plantas tratadas com os neonicotindides testados. Porém, o
aumento no controle da doenca relacionado com o aumento da dose, verificado
sob condi¢des controladas, nao foi observado a campo. Além disso, € importante

ressaltar que IMI aplicado no tronco da planta, apesar de representar uma das



83

menores doses do produto, destacou-se em ambos os experimentos no controle
de cancro citrico, equiparando-se a maior dose de IMI aplicada ao solo. Essa
corresponde a dose que apresentou melhor resultado sob condi¢gdes controladas.
Esse resultado pode estar relacionado ao fato de a planta ser capaz de absorver
somente 5% da dose de IMI quando aplicada por rega ao solo (SUR; STORK,
2003).

O grau de absorgédo de produtos quimicos pelo caule das plantas
varia, dependendo das caracteristicas de crescimento e do estadio de
desenvolvimento da planta. No caule de plantas lenhosas, a periderme exibe
baixa permeabilidade a agua e as substancias quimicas polares. Contudo, as
lenticelas e as fissuras que se desenvolvem na casca apds o crescimento
secundario podem servir como portas de entrada para a absor¢cao de produtos
quimicos pelo caule de plantas adultas (OLIVEIRA JUNIOR; BACARIN, 2001).
Assim, pode ter ocorrido absor¢gdo mais eficiente pelo caule em fungédo da pouca
idade das plantas.

A RSA em culturas perenes foi relatada apenas para indutores ja
conhecidos. Em cafeeiro, aumento de protegcado contra ferrugem mediada pelo
tratamento com BTH foi relatado por Guzzo et al. (2001) e Marchi, Borges e
Resende (2002). ASM aplicado em macieiras propiciou maior protegdo contra o
fogo selvagem (BRISSET et. al., 2000) e, quando aplicado em cacaueiro, também
conferiu resisténcia a murcha-de-verticilium (CAVALCANTI; RESENDE, 2005) e a
vassoura-de-bruxa (SILVA et al., 2008).

Em citros, Graham e Leite Junior (2004) relataram que a
aplicacdo de ASM e da proteina Harpin, apesar de diminuir o numero de lesdes
de mancha bacteriana e de cancro citrico sob condi¢bes controladas, nao
propiciou aumento no controle dessa doenga, quando utilizados em associagao
com produtos a base de cobre, em condicbes de campo. Estudo realizado em
condicdes controladas demonstrou que a aplicagao de ASM no solo é mais eficaz
na diminuigdo de lesdes de cancro citrico do que a aplicagao foliar (FRANCIS et
al., 2009).

Assim, os dados obtidos no presente estudo, somados aos
poucos relatos presentes na literatura, demonstram que a RSA induzida por
neonicotinéides pode ser obtida em plantas perenes do mesmo modo ja obtido
para uma grande diversidade de culturas anuais (VALLAD; GOODMAN, 2004).
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Alteracbes fisioldgicas, relacionadas com nutrigdo, vigor
vegetativo e resisténcia ao estresse, resultantes do tratamento das plantas com
inseticidas foram relatadas em diferentes culturas perenes (CALAFIORI et
al.,1989; WHEATON et al.,1985 ) e sazonais (JUNQUEIRA et al., 1988;. CASTRO
et al, 1995; CASTRO; PEREIRA, 2008). No presente estudo, aumentos
significativos em relagdo ao vigor vegetativo foram verificados para todos os
neonicotindides testados e nos trés parametros avaliados. Aumento no
comprimento dos ramos e nas massas fresca e seca do caule e nos ramos foi
observado em plantas de laranja tratadas com o neonicotindide tiametoxam
(PEREIRA; CASTRO; ARAMAKI, 2008). Esse produto tem sido relatado como
bioativador capaz de aumentar o teor de nutrientes foliares, o sistema radicular, a
atividade enzimatica e a produtividade em algumas culturas (DINARDO-
MIRANDA; FERREIRA, 2004; PEREIRA et al., 2007). Barbosa et al. (2002), ao
estudar o efeito da aplicagdo dos inseticidas imidaclopride e o tiametoxam no
tratamento de sementes de feijdo, constataram que os principios ativos
proporcionaram melhoria nas caracteristicas agronémicas da cultura, resultando
em aumento de produtividade. O nitrogénio e o potassio influenciam diretamente
no crescimento da planta, atuando na divisao celular e favorecendo o crescimento
da area foliar. Também atuam na abertura estomatica, na fotossintese e na
respiracdo da planta (MAGALHAES, 2006). Desse modo, os aumentos
significativos nos teores de nitrogénio e potassio observados nas plantas tratadas
com IMI sob condigdes controladas possivelmente ocorreram nas plantas a
campo, o que explicaria o aumento do vigor conferido nas plantas, desencadeado
pela aplicacédo dos inseticidas.

Os inseticidas neonicotindides sao indicados para o controle da
LMC e também para outras pragas do citros em diferentes concentracbes e
modos de aplicagdo. O IMlI em formulagdo granulada é recomendado para
pulverizagdo na concentragdo de 2,5 a 7,0 g de p.a. em 100 L de agua. Na
formulagao concentrado soluvel, a aplicacao é realizada diretamente no tronco da
planta, na concentracado de 0,5 a 1,0 g de p.a. por planta. O TMX granulado é
indicado para pulverizagédo da planta na concentracédo de 0,75 e 2,5 g de p.a. em
100 L de agua. A CLO na formulagéo solu¢do concentrada € recomendada para
tratamento de sementes na concentragdo de 60 a 250 g de p.a. por 100 kg de

semente, nao sendo indicada especificamente para pragas do citros.
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Neste estudo preliminar, além do controle da LMC, todos os
produtos testados propiciaram protegcédo contra o cancro citrico e aumento no vigor
vegetativo das plantas. Assim, mais estudos s&o necessarios, visando
estabelecer as melhores doses, os intervalos de aplicacdo, o tipo e a associagao
dos neonicotindides com outros produtos, visando melhor aproveitamento do

potencial dessa classe de produtos para controle do cancro citrico.
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4 CONCLUSOES GERAIS

1. Os neonicotindides ndo apresentam atividade antimicrobiana sobre

isolados de Xcc in vitro, mesmo em altas concentragdes do produto;

2. O tratamento preventivo com neonicotindide torna as plantas citricas
competentes para conter a multiplicacido de Xcc em seus tecidos e, assim,

diminuir a incidéncia e a severidade do cancro citrico;

3. Plantas citricas tratadas com neonicotindide e inoculadas com Xcc no
mesmo dia também tém reducdo na incidéncia da doenca, sem
necessidade de intervalo entre o tratamento com o indutor e o desafio da

planta com o patégeno, preconizado na indugao de resisténcia;

4. Os teores foliares de N e K aumentam significativamente nas plantas
tratadas com imidaclopride, indicando que ha efeito bioativador do

neonicotindide, refletido no aumento do vigor das plantas.
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