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RESUMO - A citricultura nacional esta sendo ameacada por mais uma praga exoética, o psilideo-dos—
citros, Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae), vetor da doenga Huanglongbing (HLB). O objetivo do
trabalho foi desenvolver metodologia modificada de criagdo em condigdes de laboratério de Diaphorina
citri utilizando-se de mudas de murta (Murraya paniculata) no interior de gaiolas de criagdo de insetos,
para posterior criagdo e manutengdo do parasitoide exoético importado dos Estados Unidos,
Diaphorencyrtus aligarhensis (Hymenoptera: Encyrtidae) para o controle biolégico classico dessa
praga-exotica. A metodologia de criagdo modificada dessa praga-alvo e de D. aligharensis,
endoparasitoide especifico de 2° e 3° instares foi realizada em gaiolas de criagao com filete de mel em
suas laterais e parte frontal com mudas de murta em seu interior, contendo algodao umedecido em
agua destilada. As gaiolas de criagao foram mantidas em salas de criagdo com condi¢des controladas.
Os adultos do parasitoide emergidos foram mantidos em BOD a 18°C até se obter brotagbes novas de
murta infestadas com ninfas de 2° e 3° instares de D. citri para serem oferecidas ao D. aligarhensis. O
resultado da producgéo de D. citri entre os meses de Agosto/2018 a Junho/2019 foi de 22.880 adultos.
A produgéo do D. aligarhensis em gaiola de criagdo contendo mudas de murta infestadas por D. citri
foi a partir de agosto/2018 a junho de 2019 de 1.549 individuos. Este parasitoide exodtico foi criado e

estabelecido em condicbes de quarentena somente apos trés processos de importacoes.
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ABSTRACT — National citriculture is being threatened by one more exotic pest, the citrus psyllid,
Diaphorina citri (Hemiptera: Psyllidae), vector of Huanglongbing disease (HLB). The objective of the
work was to develop a modified methodology to maintain D. citri in laboratory conditions using
seedlings of orange jessamine (Murraya paniculata) in insect rearing cages, for a later production and
maintenance of the exotic parasitoid Diaphorencytrus aligarhensis (Hymenoptera: Encyrtidae)
imported from United States of America for the classic biological control of this exotic pest. The
modified rearing methodology of this target pest and of D. aligharensis, a specific endoparasitoid of
the 2". and 3". instars, was performed in rearing cages with threads of honey on the borders and on
the fronts, with seedlings of orange jessamine on the inside along with cotton damped in distilled
water. Cages were kept inside rearing rooms with controlled conditions. The emerged adult
parasitoids were kept in B.O.D. at 18°C until young buds of the plant, infested with 2". and 3". instars
of D. citri, are offered to D. aligarhensis. The resulting production of D. citri between the months of
August/2018 and June/2019 was 22.880 adults. The production of D. aligharensis in cages containing
infested plantlets of orange jessamine with D. citri was 1.549 insects between August/2018 and
June/2019. This exotic parasitoid was reared and established in quarantine conditions only after three

importation processes.

Keywords: exotic pest, quarantine, exotic parasitoid, vector insect

1. INTRODUGAO

A cultura dos citros € de origem asiatica, e suas plantas foram provavelmente introduzidas no
estado da Bahia, devido as condigdes oétimas aqui encontradas, onde as plantas citricas se

desenvolveram, sendo atualmente o estado de S&o Paulo o maior produtor (LOPES, et al., 2011).

A cultura dos citros é afetada por inumeras pragas, algumas causam danos diretos enquanto
outras sao vetores de patdégenos (PARRA et al. 2010). O psilideo-dos-citros Diaphorina citri
(Hemiptera: Psyllidae) é uma importante praga (Figura 1) que afeta a cultura de citros (BOVE, 2006)
porém apresenta também preferéncia por plantas da familia Rutaceae como a espécie ornamental
muito utilizada no Brasil, Murraya paniculata (L.) Jack, popularmente conhecida como murta-de-cheiro
(PARRA et al., 2010). Esse psilideo se tornou a mais importante praga da cultura (HALBERT;
MANJUNATH, 2004), sendo capaz de inviabilizar uma produgao inteira ao atingir os pomares (DINIZ,
2013).
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USDA-ARS

Disponivel em: http://www.fundecitrus.com.br/doencas/diaphorina-critri - 2019

Figura 1. A) Ovos da praga Diaphorina citri; B) Adulto do psilideo; C) instares do desenvolvimento de
Diaphorina citri. Fotos: David Hall, United States Department of Agriculture, USA (HALL, 2008). Disponivel em:
www.ars.usda.gov

O psilideo-dos—citros, D. citri € vetor da doenga Huanglongbing (HLB) causada por bactérias
de floema. Segundo Gottwald (2010) o HLB esta associado a trés espécies de bactérias: Candidatus
Liberibacter asiaticus, Candidatus Liberibacter africanus e Candidatus Liberibacter americanus. Sao
bactérias gram-negativas de colonizacdo restrita ao floema e n&o cultivaveis em meio de cultura
(BELASQUE JUNIOR et al., 2009). Os sintomas mais caracteristicos da doenga sao folhas com
manchas amareladas, frutos com pequena dimenséo, inversdo das cores tipicas da maturagéo e

colonizagdo do sistema vascular pela bactéria (BOVE, 2006).

A metodologia de criagdo em condigdes de laboratério de Diaphorina citri vem sendo
realizada utilizando-se de mudas de plantas murta no interior de gaiolas de criacédo de insetos citada
por Diniz (2013). Esta criacdo e manutencao de uma populagédo da praga exética-alvo principal de
D. citriem condi¢des controladas em laboratério, foi modificada para a produgao especifica das fases
imaturas de 2° e 3° instares realizada em gaiolas de criacao sobre murta (Murraya paniculata)
infestadas pelo inseto-praga, e mantidas em salas de criagao (com médias de temperatura de 25,1°C,
umidade relativa (UR) 72% e fotofase 12:12h).

A problematica destas cria¢gdes conjuntas da praga-alvo, D. citri e de seu endoparasitoide D.
aligarhensis nas mesmas condigdes de laboratério foi que os adultos do parasitoide emergidos foram
anteriormente mantidos em BOD a 18°C até se obter brotagdes novas em plantas de murta infestadas

com ninfas de 2° e 3° instares de D. citri, para serem posteriormente oferecidas ao D. aligarhensis
3
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para o controle bioldgico classico dessa praga (Figura 2). Estas condi¢des de temperatura, umidade
relativa e fotofase utilizadas foram boas para a manutengao dessas duas criagdes praga e parasitoide
na mesma sala, sem a ocorréncia da perda dos adultos de D. aligarhensis recebidos das trés

remessas deste material importado dos Estados Unidos.

Nao havia sido possivel o estabelecimento permanente de uma populacao de D. aligarhensis
importado sobre populagéo de D. citri disponivel em laboratério. Pelas dificuldades encontradas apés
as importagdes deste bioagente referentes a manutencao das duas criagbes desses insetos em
laboratério ndo foram realizados ensaios de comparagdes de diferentes tratamentos, incluindo o
tratamento controle, e testes estatisticos devido ao baixo numero de D. aligharensis para montagem
de testes de avaliagao de sobrevivéncia em fungao da temperatura (°C), umidade relativa (UR%); e
na avaliagdo da capacidade de parasitismo do parasitoide. Neste trabalho de 2018/2019 foi de
acertar ainda alguns parémetros nas criagbes dos insetos para poder realizar os biotestes
necessarios com numero suficiente de individuos/repeticbes de D. aligarhensis para posteriores
liberagdes nos pomares citricos, e verificar seu efetivo controle sobre a praga. Este parasitoide
importado encontra-se em quarentena, aguardando sua liberagao definitiva de quarentena pelos

Orgaos Reguladores do pais.

Também outros paradmetros que influenciaram o sucesso das criagdes dos insetos foram os
perfilhos jovens e sadios das plantas de murta oferecidos, e também as adubagbes foliares
realizadas, e o controle frequente dos contaminantes infestantes, e danosos no interior das gaiolas
de criagbes. Houve também a necessidade de se oferecer nas gaiolas de criagao filetes de mel em
suas laterais e parte frontal com mudas de murta em seu interior, e contendo algodao umedecido em

agua destilada para a alimentacéo dos insetos.

A hipotese testada no trabalho é que a metodologia modificada de criagcao da praga-alvo para
obtencao das formas imaturas de 2° e 3° instares foi eficiente para a criacdao, e manutencao da

populacéo do parasitoide exético introduzido.

O primeiro processo de importagao de D. aligarhensis foi em Setembro de 2015, seguido de
um segundo em Dezembro de 2016 e um terceiro em Outubro de 2017, da Califérnia-EUA para
posterior criagdo e manutengdo de populagdo estabelecida desse parasitéide importado em

quarentena.

Também a producgéao de D. citri em laboratério tem que ser de média a alta para se obter os
estadios preferencias necessarios para o parasitismo deste bioagente exético introduzido no pais, e

nao mais encontrado em outros paises no mundo. Outra preocupacao refere-se a manutencao
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permanente desta populacdo estabelecida de D. aligarhensis em laboratério, devido aos
cruzamentos entre parentes; o que tem acarretado consanguinidade, e baixa heterose na populagao
estabelecida. Também podera ocorrer a diminui¢do do vigor dos insetos e a baixa capacidade de
parasitismo poés liberacdes nos pomares citricos. Entre outros principais fatores citados responsaveis
pelo crescimento populacional de D. citri estdo a temperatura (NAVA et al., 2007), a umidade relativa
do ar (NAVA et al., 2007), e também a presenga de brota¢des de citros nos pomares (YAMAMOTO
et al, 2014) e os agentes de mortalidade bidtica, como os parasitoides, predadores e

entomopatégenos.

Foto: Mike Lewis, CISR, UC Riverside

Figura 2. Adulto do parasitdide exdético importado Diaphorencyrtus aligarhensis. Disponivel:
www.ucrtoday.ucr.edu

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver metodologia modificada de criagdo em
condi¢des de laboratério de Diaphorina citri utilizando-se de mudas de plantas de murta no interior
de gaiolas de criagdo de insetos, para a produgéo posterior e manutencdo do parasitoide exético
importado dos Estados Unidos, Diaphorencyrtus aligarhensis para o controle bioldgico classico dessa

praga-exética.

2. MATERIAL E METODOS

Para a criacdo de Diaphorina citri foram utilizadas mudas de murta-de-cheiro Murraya
paniculata (L.) Jack (Rutaceae) com 25 a 30 cm de altura, em touceira com média de cinco
perfilhos/planta, plantadas em sacos plasticos de cor preta de aproximadamente dois litros de
capacidade, cultivadas em substrato de composto vegetal; no interior de gaiolas de criagcao de insetos
(45cm de comprimento, 45cm de largura e 55cm de altura), feitas com tela anti-afideos da marca Lab
Creation® (Figura 3). Foi estabelecida nessas gaiolas de criagao de insetos, a praga-psilideo-dos-
citros D. citri, conforme metodologia modificada de (DINIZ, 2013) e de (PARRA et. al. 2010). Essas
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gaiolas foram mantidas em salas de criagdo em condicbes médias de temperatura de 25,1°C,
umidade relativa (UR) 72% e fotofase 12:12h. Para a manutencao dessa criacéo foram desenvolvidas
as seguintes atividades de laboratoério: semanalmente foram realizadas podas de aproximadamente
30 mudas de M. paniculata (Figura 4), cujas brotagdes surgem em aproximadamente 15 dias apos
poda. Também foi oferecido nas gaiolas de criagao filetes de mel em suas laterais e parte frontal com
mudas de murta em seu interior, e contendo algoddo umedecido em &agua destilada para a

alimentacgao dos insetos adultos.

Foi realizada também a adubagao a cada quinze dias com uma solugao de fertilizante mineral
misto para aplicagédo via foliar e fertilizacdo a 1% de NPK 20-20-20 soluvel em agua da marca
Everris®. Para a manutencdo da sanidade das mudas de murta, em touceiras com cinco
perfilhos/planta, plantados em sacos plasticos; o controle das contaminantes/infestantes
cochonilhas, afideos e outros insetos foram realizadas pulverizagdes de solugdo de detergente
neutro a 10% na parte aérea das mudas. A coleta dos adultos dos psilideos foram realizadas
conforme o calendario de oviposicao dos adultos fémeas de D. citri (de acordo com seu ciclo de

vida), e com o surgimento de novos adultos.

Estes adultos foram coletados no interior das gaiolas de criagdes através da sucgao por
aspirador bucal de insetos, sendo os mesmos liberados em novas gaiolas de criagdo contendo
mudas sadias de murta (montagem de quatro gaiolas de criagdo por semana). Também as coletas
de adultos do psilideo ocorreram em campo em cercas vivas de murta plantadas nos arredores de
pomares citricos na regiao de Mogi-Guagu-SP. Essas coletas foram realizadas por duas pessoas
com o uso de aspirador bucal de insetos, e posterior armazenamento dos adultos coletados em
frascos plasticos com tampa acondicionados no interior de caixa de isopor com gel resfriado para

manutencao de temperatura ao redor de 15 a 18°C até a chegada desse material ao laboratério.

Na sala de criacdo esses adultos coletados em campo foram liberados em numero de 400
individuos no interior de cada gaiola de criacdo de insetos para infestacdo das mudas de murta,
abrindo-se a tampa do frasco para a liberagcdo dos adultos no interior da gaiola. Estas coletas de
campo foram necessarias para realizagées de cruzamentos com material selvagem da praga para
aumentar posteriormente a heterose do material bioldgico em manutengao da criagcido em condicbes
controladas de laboratério; como também aumentando assim, o vigor dos insetos das populagdes
estabelecidas por geracdes em laboratério. Apds sete dias da infestagdo pelos adultos do psilideo
nas quatro gaiolas, os insetos foram coletados e contados, e entéo transferidos para novas gaiolas

de criacdo com novas plantas de murta com brotagdes novas nos ponteiros, para a continuagao do
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ciclo de oviposicao da praga. Depois da retirada desses adultos de D. citri esperou-se 15 dias para

o desenvolvimento das ninfas (1° a 5° estadios) até a fase adulta.

A criagdo modificada visou uma producdo de média a alta de individuos de D. citri referente
a uma maior obtencao das fases imaturas de 2° e 3° instares. Posteriormente estas ninfas foram
oferecidas para o parasitismo pelo bioagente exético importado, Diaphorencyrtus aligarhensis
(Hymenoptera: Encyrtidae). Foram realizadas trés importagdes do bioagente da Califérnia-EUA
(Setembro/2015, Dezembro de 2016 e Outubro de 2017), sendo estabelecida uma populag¢ao de D.
aligarhensis em condi¢des de quarentena.

Foi utilizada uma gaiola de criagdo da praga infestada pelas ninfas de D. citri por semana,
para posterior parasitismo por cerca de 50 a 60 adultos do parasitdide D. aligarhensis, num total de
quatro gaiolas por més. Os adultos do parasitéide emergidos foram mantidos em BOD a 18°C até se
obterem brotagdes novas de murta infestadas com ninfas de 2° e 3° instares de D. citri, para serem
oferecidas novamente ao D. aligarhensis. A manutengao deste parasitéide introduzido tem sido
mantida permanente em condi¢des de gaiolas de criagdo anti-afideos da marca Lab Creation®
(Figura 3). Os dados médios de temperatura (°C) e umidade relativa (UR %) para o periodo de

agosto de 2018 a junho de 2019 sdo mostrados na Figura 5.

Figura 3. Gaiolas de criagdo de Diaphorina citri com mudas de Murraya paniculata. Foto: M. S. O. Prando,
Laboratorio de Quarentena “Costa Lima”, Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritina- SP
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Figura 4. Mudas de murta de cheiro Murraya paniculata em casa-de-vegetagao quarentenada. Foto: A. C.
G. de Franga, Laboratério de Quarentena “Costa Lima”, Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna- SP
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Figura 5. Dados meteorolégicos médios mensais (Temperatura °C e Umidade relativa %) no periodo de
agosto de 2018 a junho de 2019

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram mantidos total de 4.000 adultos referentes a dez gaiolas de criagdo de D. citri
infestando as plantas de murta, para a obtengao posterior de ninfas de 2° e 3° instares necessarias
para o parasitismo por D. aligarhensis. Foi realizada a metodologia de criagdo da praga nas
condigbes de temperatura de 25,1°C, umidade relativa (UR) 72% e fotofase 12:12h. Na literatura sao
citadas condigbes semelhantes de temperatura 24 + 2°C, umidade relativa (UR) 70% + 10 e
fotoperiodo 14:10 horas (DINIZ, 2013; PARRA et. al. 2010). Foram utilizadas um total de quatro

gaiolas de criagao do inseto-praga infestadas por ninfas de 2° e 3° instares de D. citri mensalmente.
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Os resultados obtidos da producao de D. citri nesta metodologia modificada durante os meses
de agosto de 2018 a junho de 2019 foi de 22.880 adultos (sendo 10.340 individuos em 2018 e de
10.340 em 2019) (Figura 6). Esta quantidade produzida em laboratério proveniente de dez gaiolas
de criagdo com plantas de murta no seu interior permitiu uma quantidade de ninfas de 2° e 3° instares

suficientes para o parasitismo, e posterior multiplicagdo dos adultos de D. aligarhensis em laboratério.
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Figura 6. Numero de individuos adultos do psilideo-praga de citros Diaphorina citri emergidos em gaiolas de
criagdo. Periodo Agosto/2018 a Junho/2019

Para o parasitismo foram liberados cerca de 50 a 60 adultos de D. aligarhensis no interior de
uma gaiola semanalmente. Esse resultado da produgdo inicial desse parasitdide por gaiolas
infestada por D. citri foi no inicio em 2018 de 581 adultos, e para 2019 de cerca de 968 individuos,

ou seja, a populagcado aumentou em 60% se comparada a populacao inicial desse parasitdide exético.

Além desses parametros de temperatura, umidade relativa e fotofase mencionados, outro
fator importante para o sucesso da criagao de D. citri, foi a sanidade das plantas de murta referente
a eliminacado de contaminantes (como insetos-pragas, acaros fitéfagos e doencas de plantas), que

as infestam na parte aérea das plantas.

Das gaiolas de criagao para multiplicagao dos com adultos do parasitéide D. aligarhensis foi
obtida uma producdo total de 1.549 adultos do parasitdéide, sendo que a partir de agosto a
dezembro/2018 foi de 581 adultos; e de janeiro a junho/2019 de 968 individuos desse bioagente

exotico importado (Figura 7).
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Figura 7. Numero de individuos adultos do parasitdide exético Diaphorencyrtus aligarhensis emergidos em
gaiolas de criagao em laboratério. Periodo Agosto/2018 a Junho/2019

4. CONCLUSAO

A metodologia modificada de criagdo em condi¢des de laboratério de Diaphorina citri e do
parasitoide exético importado, Diaphorencyrtus aligarhensis, apresentou resultado favoravel ao

estabelecimento permanente das duas populagdes dos insetos;

A producéo de D. citri nesta metodologia modificada durante os meses de agosto de 2018 ao
junho de 2019 foi de 22.880 adultos (sendo de 10.340 individuos em 2018 e de 10.340 do inseto-
praga em 2019), foi suficiente para posterior multiplicacdo dos adultos de D. aligarhensis em

condi¢des de laboratdrio;

A produgéo inicial de D. aligarhensis por gaiolas de criagao sobre mudas de murta e infestada
por D. citri foi inicialmente em 2018 de 581 adultos, e para 2019 de 968 individuos, ou seja, a
populagdo aumentou em 60% se comparada a populagao inicial desse parasitéide exético.
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