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CONDICOES PARA MAIOR PORCENTAGEM DE BROTAMENTO DE Citrus limonia
EM VASO E DE DISPONIBILIDADE DE Diaphorina citri PARA CRIACAO
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RESUMO - O Brasil € o maior produtor mundial de citros. Entretanto, a evolu¢do da quantidade
nacional produzida de laranja e limdo vem decrescendo nos ultimos cinco anos, retornando a
valores de 2009. Problemas fitossanitarios podem estar contribuindo para esse declinio, tais como
a doenca Huanglongbing. Diaphorina citri € vetor da doenca e vem contribuindo na dispersao de
HLB e em danos nas plantas. Por essa razéo, a¢gfes de controle biol6gico utilizando parasitdides
exoticos para auxiliar no controle vém sendo prospectadas como alternativas. Entre eles, citam-se
pesquisas com Diaphorencyrtus aligarhensis, que requerem ninfas de D. citri e hospeiros-planta.
Trabalhos técnicos apontaram a maior disponibilidade de ninfas de D. citri em limdo-cravo. Esse
trabalho investigou condi¢des controladas de sala de criagéo e de BOD, como também de casas de
vegetagdo, para disponibilizar maiores quantidades de brotos novos em mudas de limdo-cravo
plantadas em vaso em menor tempo. Igualmente avaliou aspectos do desenvolvimento de adultos
nesse hospedeiro-planta. Foi constatada maior taxa de aparecimento de brotos em BOD a 25 + 2
°C UR 60 + 10 % e fotofase 12 h, com notada acentuacdo na ocorréncia promovida pela
localizagdo do vaso no interior. O tempo de desenvolvimento das fases imaturas de D. citri em

liméo-cravo foram inferiores aos relatados nesse hospedeiro e deveréo ser mais bem investigados.
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ABSTRACT - Brazil is the world’s greatest producer of citrus. However, the evolution of the
national quantities of orange and lemon produced has decreased in the last five years, returning to
2009 figures. Phytosanitary problems, such as the Huanglongbing disease, may be contributing to
this decline. Diaphorina citri is the disease vector, and it has contributed both to the dispersion of
HLB and to plant damages. Therefore, biological control actions, such as Diaphorencyrtus
aligarhensis researches which make use of exotic parasitoids and require both nymphs of D. citri
and host-plant, have been prospected as alternatives. Technical literature pointed out that a greater
availability of nymphs of D. citri was found considering Citrus limonia as host-plant. The present
work investigated control conditions in laboratorial rearing room, climatized chamber (BOD), as well
as in greenhouse in order to provide greater quantities of new shoots on Citrus limonia planted in
pots in a shorter time. Aspects of the adult D. citri development on this host-plant were assessed.
Greater rates of shoot appearance were observed on BOD at 25 + 2 °C, RH 60 + 10 % and
photophase 12 h., with increasing occurrence of new young shoots promoted by the pot placed
inside. The immature developmental phases of D. citri in Citrus limonia were lower than those
already reported considering the same host-plant and should be further investigated.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de citros, seguido pela China, Estados Unidos, México,
india, Espanha Iran, Italia, Nigéria e Turquia (KHAN, 2015). Entretanto, a evolucdo da quantidade
nacional produzida de laranja e liméo, que registrou aumento de 2009 (18.518.271 t) para 2010
(19.523.880 t), sofre queda gradativa desde este ultimo ano, tendo atingido, em 2014, uma
guantidade menor que aquela registrada em 2009, a saber, 18.029.399 t (IBGE.SIDRA, 2016).
Problemas fitossanitarios podem ter sido um dos fatores que induziram a essa queda de producéo,
prevalecendo, entre eles, Cancro Citrico, Huanglongbing, Pinta Preta, Leprose e Clorose Variegada
(GIRARDI et al., 2011; NEVES et al., 2010).

Huanglongbing (HLB), também conhecida por ex-Greening dos citros, € uma doencga

causada por bactérias gram-negativas Candidatus Liberibacter sp., que séo classificadas em trés
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espécies: Ca. L. africanus, Ca.L. asiaticus e Ca.L. americanos, sendo que apenas as duas Ultimas
tém registro no Brasil (BOVE, 2006). A doenca foi detectada no Brasil em 2004 e possui danos
severos em todas as variedades de citros (GIRARDI et al., 2011). Percebe-se a presenca da
doenca pela interrupcdo da coloracdo verde nas folhas, que se tornam parcialmente amarelas e
verdes, o que ocorre também por deficiéncia de alguns nutrientes como zinco, ferro e manganés,
ou pela presenca da concentracdo de ramos amarelos em parte da copa da arvore (GIRARDI et al.,
2011; ATIHE JR. et al., 2006). Existem outros sintomas da doenca, entre 0s quais 0s possiveis de
serem encontrados em frutos, como deformagfes, menor tamanho, amolecimento, entre outros
(GIRARDI et al. 2011). HLB vem sendo transmitida nos pomares pelo vetor conhecido como
psilideo-dos-citros Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (PARRA et al., 2010;
COLETFTA-FILHO et al., 2004). Pela gravidade do problema, vem sendo necessério a erradicacao
das plantas infectadas.

Diaphorina citri € um inseto sugador, por isso, durante a alimentacdo pode transmitir
substéancias téxicas aos tecidos vegetais, 0 que resulta em alteracdes no crescimento das plantas,
alteracbes nas folhas (engruvinhamentos) e nos brotos (retorcimentos) (YAMAMOTO; ALVEZ,
BELOTI, 2014). O psilideo é encontrado parasitando, preferencialmente, plantas da familia
Rutaceae, ocorrendo em 23 géneros da mesma. Entre estes, as espécies do género Citrus (limbdes,
limas e laranjas) e Murray paniculata (L.) Jack, planta ornamental popularmente conhecida como
Murta-de-cheiro (YAMAMOTO; ALVEZ; BELOTI, 2014).

O inseto passa por trés estagios de desenvolvimento: ovo, ninfa e adulto. Nava et al. (2007)
indicaram que o tempo de duragdo das fases de desenvolvimento do inseto, assim como as suas
respectivas viabilidades, sdo diferenciados de acordo com o hospedeiro-planta; o que também
registrado por Nava et al. (2007) para o ritmo de postura de ovos pela fémea da espécie. A partir
desse registro, Neves et al. (2015) identificaram que, para os primeiros 10 dias de vida, as fémeas
ativas de D. citri apresentam potencial para maior postura em limao-cravo (Citrus limonia), quando
comparadas ao desempenho observado por Nava et al. (2007) em murta e em tangerina para o
mesmo periodo. As ninfas possuem cinco instares (ou estadios) de desenvolvimento, podendo ser
encontradas aderidas as folhas e aos peciolos das plantas (NAVA et al., 2007). Os individuos
adultos podem medir aproximadamente 2,8 a 3,2 mm de comprimento e, normalmente, sdo
observados na posicéo de 45° em relacdo ao substrato em que estdo (NAVA et al., 2007; NEVES
et al., 2015). O ciclo de desenvolvimento das fases imaturas de D. citri em lim&o-cravo foi descrito
por NAVA et al. (2007).
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O uso de agentes de controle biolégico para o controle de D. citri vem se mostrando como
opcdo de controle do inseto (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Tratando-se de parasitoides,
Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae), ectoparasitdide de ninfas de D. citri,
vem sendo utilizada no Brasil, demandando estratégias para aumentar as criacbes massais do
inseto para as liberacdes inundativas em pomares (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Outra espécie
exotica, Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Akam & Agarwal) (Hymenoptera: Encyrtidae), é um
endoparasitoide de ninfas de D. citri (preferencialmente de segundo a quarto instares), cuja espécie
apresenta partenogénese telitoca, que vem sendo prospectado como opgao de controle alternativo
em regides de baixa eficiéncia nas taxas de parasitismo por T. radiata (HALBERT; MANJUNATH,
2004). Entretanto, a eficacia desses estudos prospectivos demandam a disponibilidade de ninfas
em criacdes de D.citri concomitantemente a disponibilidade de brotos novos em hospedeiros-
planta. Estudos de simulagdo, fundamentados nos estudos biol6gicos de ritmo de postura de
fémeas de D. citri em limdo cravo e em murta (NAVA et al, 2007), estimaram o potencial de
oviposicao de 30,7 ovos/fémeal/dia para fémeas com até 10 dias de idade ap6s a maturacao,
implicando em 14% a mais na quantidade de ovos quando comparada a quantidade obtida em
murta, nas mesmas condi¢cdes (NEVES et al., 2015). Desse modo, criagdes laboratoriais de D. citri
em lim&o-cravo apresentariam um grande potencial para o fornecimento de maior quantidade de

ninfas para criag6es de agentes de controle biol6gico do inseto vetor de HLB.

Este trabalho teve por objetivo principal mostrar os principais resultados obtidos de
agosto/2015 a maio/2016 para disponibilizar condigBes para obtencdo de maior porcentagem de
brotamento de limao-cravo (Citrus limonia) em vaso e de disponibilidade de Diaphorina citri para

subsidiar a criagdo de Diaphorencyrtus aligarhensis em condi¢do controlada de laboratorio.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de acompanhamento de desenvolvimento de D. citri e de
acompanhamento da emissdo de brotos novos em vasos contendo mudas de lim&o cravo (Citrus
limonia) aqui apresentados foram realizados no periodo de agosto/2015 a maio/2016. Fizeram uso
de gaiolas entomoldgicas dispostas em condicdo controlada de Salas de Criac6es do Laboratorio
de Entomologia e Fitopalogia (LEF) ou de cadmara climatizada (BOD) em sala do Quarentena
“Costa Lima” (QCL), ambos na Embrapa Meio Ambiente. Uma a trés mudas (ramos) de lim&o-

cravo, com 20-30 cm e contendo brotos novos, foram colocadas, conforme experimento, em um
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vaso plastico contendo terra (substrato organico vegetal). O vaso foi numerado e posteriormente
disposto em bandeja plastica, que na sequéncia foi inserida em uma gaiola entomoldgica,
igualmente numerada. A descricdo das particularidades de cada experimento é apresentada a

seqguir.

2.1 Experimento de acompanhamento de brotos novos acumulados em vasos, contendo
trés ramos de limdo-cravo podados, por vaso, dispostos em gaiolas entomoldgica na
sala de criagéo 1

As gaiolas foram dispostas na prateleira inferior de estante metalica da sala de criagdo 1 do LEF,
mantida a T= 26 = 1 °C, UR= 60 + 10 % e fotoperiodo de 12h. Foram plantadas 3 mudas novas
(aqui chamadas de ramos) de limao-cravo, por vaso. Os ramos foram podados no inicio do
experimento e a contagem de brotos novos foi realizada por vaso. Os vasos e gaiolas foram

numerados, a saber, Gaiola 2 com Vaso 2 (V2) e Gaiola 3 com Vaso 3 (V3).

2.2 Experimentos para avaliar brotos novos acumulados em ramos de limao-cravo em

vasos dispostos em estante superior da BOD

O 1° experimento contou com dois vasos, sendo o Vaso 1 (V1) com dois ramos de limdo-cravo e
o Vaso 2 (V2) com um unico ramo. Os vasos foram dispostos em bandejas plasticas e mantidos na
estante superior da BOD do Quarentena Costa Lima (QCL), sendo V1 localizado a esquerda e o V2
a direita. A BOD foi programada com T=27 + 1°C, UR= 60 + 10% e periodo de 14 horas. Os vasos
foram monitorados por 17 dias, observando-se as quantidades acumuladas de brotos novos em
cada ramo, por vaso, e a qualidade dos ramos. O 2° experimento foi realizado, posteriormente,
utilizando a BOD do QCL), programada com T= 25 * 2°C, UR= 60 * 10% e fotoperiodo de 12 h.
Nele foram avaliados quatro vasos, sendo que trés vasos com 2 ramos de limdo-cravo, cada um,
(V1, V3 e V4) e um vaso com um Unico ramo (V2). O posicionamento dos vasos dentro da BOD foi
registrado, no intuito de observar possivel influéncia da localizacdo dos vasos na quantidade
acumulada de brotos novos resultantes. Assim, os V1 e V2 foram posicionados a frente dos V3 e
V4, respectivamente; os V1 e V3, portanto, a esquerda do observador, considerando este

posicionado em frente a BOD e observando seu interior. O experimento foi monitorado por 18 dias.
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2.3 Experimento de acompanhamento de brotos novos acumulados em vasos, contendo

trés ramos de liméo-cravo, dispostos em casa de vegetacao

Os vasos foram dispostos em mesa localizada ao fundo da casa de vegetacdo do LEF-
QCA/Embrapa Meio Ambiente. Os vasos plasticos, contendo trés ramos de limdo cravo foram
podados, numerados e registrados seus respectivos posicionamentos sobre a mesa. As contagens
de brotos novos acumulados por ramo em cada vaso foi registrada no intervalo de 24 dias. Os
dados climéticos foram obtidos da estacdo climatica disponibilizada no interior da casa de

vegetacdo e analisados.

2.4 Experimento para avaliagcdo de infestagdo de 100 adultos de D. citri em vaso contendo

dois ramos de limdo-cravo, em gaiola disposta em sala de criagao

Dois ramos (mudas novas de 20 a 30 cm) de limdo-cravo contendo pelo menos 3 brotos novos
foram transplantadas para um vaso plastico (V14) contendo terra (substrato organico vegetal). A
terra foi molhada e o vaso foi colocado em uma bandeja plastica no interior de uma gaiola
entomoldgica. Foi colocado um voil sobre a terra do vaso para auxiliar na recuperacao de insetos
mortos. A gaiola foi colocada posteriormente em uma prateleira de estante de sala de criacdo 2 do
LEF, mantendo-a a T= 25+ 1 °C, UR= 60 = 10% e fotoperiodo 14 h. Fez-se a infestacdo com 100
adultos de D. citri recém emergidos, coletados aleatoriamente da criagcdo do inseto em murta (M.
paniculata) do LEF/QCL. Os insetos adultos foram monitorados no periodo de 25 dias, tendo sido
anotadas T e UR. Os insetos mortos encontrados foram sexados, fazendo uso de lupa e padrao

internacional.

2.5 Experimento para avaliagcdo de infestagdo de 18 ninfas de D. citri em vaso contendo

trés ramos de liméo-cravo, em gaiola disposta em sala de criagdo

Um vaso com trés ramos de lim&o-cravo, de aproximadamente 20 cm e com brotos novos, foi
inserido em uma gaiola entomoldgica, posteriormente colocada na prateleira inferior de estante da
sala de criacdo 2 do LEF, em condi¢des laboratoriais de T= 26 + 1 C, UR= 60 + 10 % e fotoperiodo
12h. Foram inseridas 18 ninfas de D. citri em folha de murta, proveniente da criagdo de murta do
QCL. As ninfas foram escolhidas, ao acaso, em quarto ou quinto instares. O desenvolvimento dos

adultos e fases imaturas provenientes das ninfas foi acompanhado pelo periodo de 39 dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento de acompanhamento de brotos novos acumulados em vasos, contendo
trés ramos de liméo-cravo podados por vaso, dispostos em gaiolas entomolégicas na
sala de criacéo 1

Observou-se dinAmica semelhante na disponibilidade acumulada de brotos novos por vaso, apesar
do V3 ter mantido quantidades maiores de brotos a partir de 11 DDE (DDE= Dias do inicio do
experimento). V2 e V3 acumularam, respectivamente, 33 e 38 brotos novos aos 25 DDE, onde as
curvas de disponibilidade de brotos acumulados por vaso apresentaram padrées semelhantes, em
formato polinomial de grau 3, indicando maior aceleracdo na disponibilidade de brotos novos
acumulados dos 10 DDE aos 18 DDE; com picos de brotos novos ocorrendo entre 16 DDE e 18
DDE. Analisando-se a disponibilidade de brotos por ramos (Ri, com i =1 a 3 ramos) em cada vaso
(Vj, com j =2 a 3), observa-se que, com excecdo do ramo 3 do vaso 2 (R3V2) que disponibilizou
guantidades menores de brotos, os demais ramos disponibilizaram quantidades totais
semelhantes. As T e UR médias observadas durante a realizagdo do experimento foram de 25,3 +
0,64 °C e 55,1 + 11,7%, registrando-se grande variagdo na UR; esta, acima da faixa esperada para

0 experimento.
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por vaso
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3.2 Experimentos para avaliar brotos novos acumulados em ramo de limdo-cravo em

vasos plasticos dispostos em estante superior da BOD

No 1° experimento, brotos novos foram observados a partir dos 11 DDE, em ambos 0s vasos, em
guantidades préximas contudo sempre predominante no V2; mesmo tendo este menor n° de
ramos. Este vaso esteve posicionado a direita do observador. O pico de brotos novos foi observado
aos 17 DDE, em ambos vasos. A frequéncia de aparecimento de brotos novos diarios foram
semelhantes em ambos vasos; foram estimadas pelas diferengas observadas dos valores de
brotos acumulados em dias consecutivos. Observou-se Tmédia= 27,2 + 1,2 °C e UR=69,0 + 4,5
%. No 2° experimento, a contagem dos brotos novos acumulados foi realizada durante o periodo
de 18 dias (proximo ao do periodo do experimento anterior). Os resultados sdo apresentados na
Figura 2. Registraram-se T= 26,7 + 0,4°C e UR= 57,8 + 9%; médias para o periodo avaliado. Houve
maior disponibilidade de brotos novos acumulados em V1(54), com maior pico de emissdo de
brotos observado aos 7 DDE. O padrdo de emissdo acumulada de brotos de V1 foi linear,
registrando maiores valores diario de emissdes de brotos novos, quando comparados aos demais;
exceto em periodo posterior aos 9 DDE e inferior aos 16 DDE.
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Figura 2. Dinamica de ocorréncia de brotos novos no 2° experimento em vasos dispostos em BOD:

a) quantidade de brotos novos obtidos por dia nos vasos; b) quantidade de brotos novos

acumulados por vaso.

Nesse periodo, registrou-se a maior frequéncia de brotos nos V3 e V2, implicando em
padrdoes proximos nas quantidades acumuladas nesses dois vasos; com predominancia no V2
(com apenas um ramo) apos os 11 DDE. O resultado sugere que exista algum fator contribuindo
para a maior emissdo de brotos novos dentro da BOD na posi¢cdo em que se localizaram os vasos
com menor disponibilidade de ramos (como os utilizados em V2 de ambos 0s experimentos). Esse
fator serd mais bem investigado, pois possibilita a mesma quantidade de brotos novos sendo
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emitidos em apenas um ramo. Observaram-se no 2° experimento que 0s vasos posicionados mais
a frente obtiveram as maiores quantidades acumuladas de brotos novos.

3.3 Experimento de acompanhamento de brotos novos acumulados em vasos, contendo
trés ramos de liméo-cravo, dispostos em casa de vegetacao
As médias dos dados climaticos registrados no interior da casa de vegetacédo foram as seguintes:

Tmédia= 23,6 + 0,76 °C e UR= 89,9 + 4,1 %, Radiacdo Solar = 830,6 + 247,1 W/m® e
pluviosidade(considerando irrigagdo automatica)= 1,3 +* 0,3 mm. Observou-se dindmica
diferenciada entre os vasos, quanto ao acumulado de brotos novos, no periodo de 24 dias
observados, onde o V3 apresentou quantidade muito maior (70) que os demais (V1=48, V2= 42 e
V4=15) (Figura 3a). As quantidades de brotos novos emitidos por ramo de cada vaso durante o
periodo de 24 dias é apresentada na Figura 3b. O sombreamento de parte da casa de vegetacao,
causado por agente fisico externo, bem como a ocorréncia de pragas em folhas de V4, pode ser a
provavel causa da menor disponibilidade de brotos novos acumulados nesse vaso. Nao foram

observados padrées na emissdo de novos brotos por ramos.
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Figura 3. Dindmica de aparecimento de brotos novos em vaso com limdo-cravo em condi¢cdo de casa de
vegetacdo: a) quantidades acumuladas por vaso; b) quantidades observadas por ramo de cada

vaso.

3.3 Experimento para avaliacdo de infestagdo de 100 adultos de D. citri em vaso contendo

dois ramos de limao-cravo

Aos 2 DDE identificaram-se cerca de 30 adultos nas folhas novas superiores. A partir de 3 DDE
foram identificados ovos em pequenas quantidades; estes porem postados em fileira (agrupados e
continuamente) e ndo em um ou dois, como citado em literatura internacional. Nesse mesmo dia,
foram igualmente observados vérios adultos presentes na parte abaxial das folhas novas

superiores. Aos 6 DDE foram observados poucos ovos e poucas hinfas em instares iniciais;
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compativel com o esperado para o ciclo de vida do inseto em limdo-cravo (Nava et al., 2007).
Nesse mesmo dia foram observados muitos ovos (massas de ovos) em uma Unica folha nova
localizada no apice do ramo direito, embora vérias outras folhas novas do apice também
apresentassem quantidade menores de oviposi¢cdes. A quantidade de insetos presentes no apice
dos ramos (nas folhas novas) também variou conforme o ramo e periodo do dia, tendo sido
observadas quantidades maiores de adultos no periodo da tarde na parte superior; 15 adultos as
7:50h e 23 adultos as 14h no ramo mais a direita. No mesmo dia pela manhd, os 2 ramos
apresentavam 34 adultos, no total, nas folhas superiores mais novas. Desse modo, a interferéncia
desse padrdo no comportamento do inseto devera ser mais bem investigada futuramente. Até o
aparecimento da grande quantidade de ovos (7 DDE) registraram-se T média= 26,0 + 0,5 °C e UR
média= 74,9 + 3,8%. No 10 DDE foram retirados os adultos, da infestacdo inicial, 49% de
sobreviventes (49 adultos), com mortalidade identificada por sexagem de 16% fémeas e 8%
machos e as demais sem possibilidade de identificagdo. Os sobreviventes adultos foram retirados
para permitir a observacdo de emergéncia de adultos da 22 geracdo. Estes foram observados a
partir de 12 DDE, com muitas ninfas ainda observadas aos 13 DDE. Em 15 DDE registrou-se a
ocorréncia de fungos em parte das folhas, no voil, no solo e em insetos adultos (mortos). Em
funcdo da contaminagcdo dos vasos, 0 experimento foi encerrado. Considerando todo o
experimento, foram observadas as seguintes médias: T= 26,7 + 1,3 °C e UR= 67,2 + 10,5 %. O Dr.
Dartanhad Soares (Embrapa Algodao, no LEF/QCA) identificou o fungo como Aspergillus.

3.4 Experimento para avaliagcdo de infestagdo de 18 ninfas de D. citri em vaso contendo

trés ramos de liméo-cravo, em gaiola disposta em sala de criagdo

Durante o periodo de 39 dias, registraram-se médias de T = 26,5+ 1,0 °C e UR=63,4 + 6,1 %. Os
adultos da primeira geragdo comecaram a ser notados aos 7 DDE, ainda em quantidades
pequenas. Até os 9 DDE foram observados 14 adultos. Aos 14 DDE foram observados 23 adultos,
indicando a presencga de adultos da 2° geragdo. Estes tiveram um tempo de desenvolvimento de no
méximo 13 dias, bem inferior aquele previsto por Nava et al (2007) para a fase imatura (ovo +
ninfa) em limdo-cravo. A predominéncia dos adultos deu-se no ramo 2 (intermediario). Adultos da
terceira geragdo comecaram a ser visualizados a partir dos 29 DDE, com 15 dias de
desenvolvimento para fase imatura (ovo + ninfas); ainda menor que o descrito por NAVA et al.
(2007).
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Figura 4. Dinamica de aparecimento de adultos de D. citri em vaso com trés ramos de lim&o-cravo.
4 CONCLUSAO

As melhores taxas de obtencdo de brotos novos em ramos de liméo cravo foram obtidas em
camara climatizada (BOD), programada com T= 25 + 2 °C, UR= 60 + 10 % e fotoperiodo de 12 h,
porém com destacada interferéncia do posicionamento do vaso no interior da caAmara, uma vez que
vasos em menor quantidade de ramos atingiram taxas semelhantes aos maiores com mais ramos,
e em casa de vegetacdo. Foram observados tempos de desenvolvimentos da fase imatura de D.
citri menores que os esperados em lim&o-cravo, a saber entre 13 a 15 dias. A manutencdo da
criacdo de D. citri em gaiolas iniciada a partir de infestacdo por ninfas apresentou maior constancia
posterior na emergéncia de adultos, com preferéncia para permanéncia destes em ramo

intermediario do vaso.
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