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Metodologia simplificada
para obtencao de adultos do
psilideo-asiatico-dos-citros,
Diaphorina citri

Mikaelison da Silva Lima
Samara Souza Gomes?
Marilene Fancelli®

Resumo

A doenca Huanglongbing (HLB) é atualmente a principal limitacao

a citricultura mundial. Como nao é conhecida cura para a mesma,
justificam-se os estudos sobre o manejo de Diaphorina citri, inseto
vetor da bactéria Candidatus Liberibacter spp., causadora da

doenca. Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer
uma metodologia para obtenc¢do de adultos de D. citri com idade e
sexo conhecidos para uso em bioensaios. Ramos com ninfas foram
coletados em plantas de murta (Murraya paniculata) e levados para o
laboratério (temperatura: 25 = 2°C; umidade relativa: 70 + 10%; e
fotofase: 12 horas). Os insetos foram monitorados diariamente para
avaliar a sobrevivéncia ninfal, a emergéncia e a mortalidade de adultos.
Adultos recém-emergidos foram coletados, sexados e mantidos em
tubos de vidro (8,5 cm de altura x 2,5 cm de didametro), contendo
um ramo de M. paniculata. A emergéncia dos adultos foi observada
no periodo de 1 a 8 dias apds a coleta das ninfas. A porcentagem de
insetos emergidos foi de 90,53%, correspondendo a um total de 688
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adultos. Desse total, a porcentagem de machos e fémeas foi de 49,27 %
e 50,73 %, respectivamente. A metodologia utilizada é eficiente para
obtencao de insetos adultos de D. citri com idade e sexo conhecidos.

Termos para indexacdo: citricultura, psilideo-dos-citros, bioensaios.



A simple methodology for
obtaining adults of Asian citrus
psyllid, Diaphorina citri

Abstract

Currently, Huanglongbing (HLB = ex-greening) is the main threat to
citrus crop worldwide. As there is no cure for the disease, studies on
Diaphorina citri management, vector of the bacteria Candidatus Li-
beribacter spp., causal agent of HLB, must be conducted. This work
aimed to stablish a methodology for obtaining D. citri adults with age
and sex determined for use in bioassays. Small branches with nymphs
were collected in plants of orange jessamine (Murraya paniculata) and
taken to the laboratory (temperature: 25 + 2°C, relative humidity: 70
+ 10% and photophase: 12 hours). The insects were monitored daily
for evaluating nymphal survivorship, adult emergence and mortality.
Freshly emerged adults were collected, sorted according sex and kept
inside glass tubes (8,5 cm high x 2,5 cm diameter) containing a branch
of M. paniculata. The emergence of adults was observed in a period of
1 to 8 days after nymph collection. The percentage of emerged insects
was 90.53%, corresponding to a total of 688 adults. From this total,
the percentage of males and females was 49.27% and 50.73%, re-
spectively. This methodology stablished is efficient for obtaining D. citri
adults with age and sex determined.

Index terms: citricultura, psilideo-dos-citros, bioensaios.
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Introducao

Atualmente, o Huanglongbing (HLB) é considerado como a doenca
mais severa para os citros e a principal limitacao a citricultura mundial
(BOVE, 2006; PARRA et al., 2010; GRAFTON-CARDWELL et al.,
2013). O agente causal do HLB é a bactéria Candidatus Liberibacter
spp., que coloniza o floema das plantas infectadas e é transmitida pelo
psilideo-asiatico-dos-citros Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera,
Liviidae) (Figura 1).

Esse inseto tem ocorréncia nos pomares citricos do Brasil desde a
década de 1940, porém sua importancia sempre foi secundéria, apenas
alcangando status de praga ap6s a deteccao do HLB em Sao Paulo, no
ano de 2004 (AUBERT, 1987; PARRA et al., 2010).

A o 3 . %
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Figura 1. Inseto adulto (A); Ovos (B); Ninfas (C); Sintomas do HLB em folhas e frutos (D);
Fruto mal formado devido ao HLB (E) e Manchas amarelas caracteristicas de HLB (F).

(B e C) e Eduardo Augusto Girardi (D, E e F)

Fotos: Mikaelison da Silva Lima (A), Nilton Fritzons Sanches



10

Metodologia simplificada para obtencdo de adultos do psilideo-asiatico-dos-citros...

Nos locais onde ocorre o HLB, o controle quimico do vetor é um dos
pilares para manejo da doenca (BOVE, 2006; PARRA et al., 2010;
GRAFTON-CARDWELL et al., 2013). Entretanto, o elevado nimero

de pulverizacdes acarreta sérios problemas ambientais e econémicos.
Dessa forma, outros métodos de controle devem ser pesquisados, o
que gera necessidade da realizacdo de bioensaios para avaliacdo da sua
eficiéncia e, consequentemente, de insetos em quantidade e qualidade
adequados aos testes.

Pesquisas na area de semioquimicos e comunicacao vibracional tém
como um dos propdsitos o estudo do comportamento e a manipulacao
do comportamento do inseto- praga (PATT; SETAMOU, 2010; SULE et
al., 2012; PATT et al., 2011; PATT et al., 2014; SILVA et al., 2016;
WENNINGER et al., 2009; MANKIN et al., 2010; MANKIN et al., 2013;
RHODE et al., 2013).

Nesses estudos, é comum a realizacao de bioensaios comportamentais
utilizando-se insetos com idade e sexo conhecidos. Em sistema de
criacao intensiva ou semi-intensiva de D. citri, adultos sdo obtidos
mediante coleta didria de insetos recém-emergidos nas gaiolas

de desenvolvimento (SKELLEY; HOY, 2004; PARIS et al., 2013).

Por meio dessa metodologia, também é possivel a sincronizacao

do desenvolvimento do inseto com a de seus inimigos naturais,
favorecendo estudos béasicos ou aplicados na area de controle
biolégico de pragas ou de comportamento (acasalamento, orientacao
e dispersao).

Entretanto, nem sempre é possivel dispor de um grande nimero

de gaiolas de criacdo de insetos, recursos e tempo necessario ao
desenvolvimento daqueles. Para contornar esses problemas, diversos
autores propuseram a criacao do inseto a partir do confinamento de
ninfas de quinto instar em seedlings de plantas hospedeiras mantidos
em camaras de confinamento usualmente feitas de tubo plastico
transparente, através do qual pode ser feita a visualizacdo dos insetos
a olho nu ou sob microscépio estereoscédpio para acompanhamento
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da biologia, do comportamento ou da avaliacdo de consumo alimentar
(WENNINGER & HALL, 2007; WENNINGER & HALL, 2008; PARIS

et al., 2013). Essas camaras de confinamento normalmente sao
empregadas para isolar ninfas até a emergéncia dos adultos ou também
para manutencao de casais de idade conhecida ou de pequenos grupos
de adultos.

Apesar de possibilitar a emergéncia ou a manutencao de adultos em
condicdes satisfatérias para utilizacdo em bioensaios (adultos virgens
ou casais, de acordo com o propédsito do trabalho) ou para estudos de
biologia/manejo, essa metodologia fica condicionada a disponibilidade
de seedlings das referidas plantas e, portanto, prescinde de recursos e
tempo para a producao do material vegetal.

Para testes de curta duracdo, como avaliacao de produtos quimicos no
controle da pragas, pode ser utilizada a remocao de brotos, conforme
realizaram Hall et al. (2007). Esses autores, visando avaliar o efeito

de filme a base de caolim sobre ovos de D. citri, cortaram brotacdes
de citros contendo ovos e inseriram-nas em tubos de vidro (8,75 mm
de didmetro x 50 mm de comprimento) contendo agar para fixacdo do
caule e fornecimento de umidade ao vegetal.

Também, com base no corte de brotacées de plantas hospedeiras,
Ammar; Hall (2011), desenvolveram uma metodologia para criacao de
ninfas de D. citri. Nesse sistema, as ninfas sao introduzidas em tubos
plasticos que contém as brotacoes das plantas (previamente cortadas).
A base do caule das brotacdes é imersa em agua no interior de um
microtubo ou envolvida com algodao umedecido. Apesar de viavel,

a atividade de transferéncia de ninfas para o interior do tubo requer
habilidade do operador.

Esse trabalho teve como objetivo propor uma metodologia simplificada
para obtencao de adultos do psilideo-asiatico-dos-citros para utilizacdo
em experimentos que requerem a determinacao da idade e do sexo
dos insetos.
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Material e Métodos

Ramos de murta, Murraya paniculata L. (Jack), contendo ninfas de
quarto e quinto instares de D. citri, foram coletados em campo na sede
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA, no periodo
de 10 de julho a 11 de agosto de 2015. O corte foi feito a cerca de
20 cm abaixo do apice dos ramos onde se localizavam as ninfas,
visando propiciar melhor condicao ao desenvolvimento dos insetos. Em
seguida, foram levados ao laboratério de Entomologia dessa instituicao.
Novo corte do ramo foi efetuado, deixando-o com cerca de 15 cm

de comprimento. Utilizou-se espuma fendlica previamente umedecida
com agua para fixacao dos ramos na posicao vertical, e também para
manutencao da turgescéncia vegetal do broto.

Os ramos cortados foram mantidos no interior de vasos plasticos em
ambiente climatizado (25 = 2 °C, umidade relativa de 70 + 10%

e fotofase de 12) horas (Figura 2. A - D). A reposicao de 4gua na
espuma fendlica foi feita de acordo com a necessidade, durante o
periodo de tempo em que os ramos continham ninfas até o final do
desenvolvimento ninfal.

A observacao dos insetos foi feita diariamente, mediante contagem das
ninfas e dos adultos emergidos em laboratério. Adultos recém-emergidos,
identificados pela coloracado esbranquicada (Figura 3), foram coletados
com auxilio de aspirador entomolégico (Figura 2. E — F) ou pincel levemen-
te umedecido, e transferidos, individualmente, para tubos de ensaio.

Posteriormente, os insetos foram sexados sob microscoépio
estereoscoépico (Figura 4) e separados em tubos de ensaio (PARIS et
al., 2013) (8,5 cm de altura x 2,5 cm de diametro) contendo um ramo
de murta (cerca de 5 cm de comprimento) como substrato alimentar
para os insetos (Figura 2 G). O tubo foi vedado com parafilme. De
forma similar & adotada para as ninfas, para manter a turgescéncia
vegetal, a base do ramo foi fixada em espuma fendlica umedecida com
agua, a qual foi envolvida por papel aluminio. Dessa forma, os adultos
foram mantidos até serem utilizados em bioensaios ou experimentos,
sob condicdes controladas.
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Fotos: Mfgnfgnfgcnfgnxfgbnxdfbn dfn df df

Figura 2. Observacdo de ninfas no campo (A); Corte dos ramos de murta com ninfas (B);
Preparo dos ramos (C); Insercdo dos ramos em espuma fendlica (D); Aspirador manual
(E); Coleta de adultos recém-emergidos (F); Tubo de ensaio contendo adultos apds a
sexagem (G).
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Fotos: Mikaelison da Silva Lima e
Thalita de Freitas Albuquerque (detalhe)
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. A

Figura 3. Adulto de D. citri recém-emergido a partir da coleta de ninfas mantidas em
ramos de murta sob condi¢des de laboratério. Cruz das Almas, BA.
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Figura 4. Diferenciacdo sexual em D. citri.
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Resultados e Discussao

Foram coletadas 760 ninfas, verificando-se a emergéncia de 688
adultos, correspondendo a uma viabilidade de 90,53% (Figura 5.

A). O numero de ninfas inviaveis foi de 72, equivalente a 9,47 %.
Houve diferenca significativa entre os valores observados para adultos
emergidos e ninfas invidveis (t = 4,71, gl = 12, p < 0,01). Desse
total, 349 foram fémeas e 339 foram machos, representando 50,73%
e 49,27 %, respectivamente, dos insetos emergidos (Figura 5. B).
Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre esses valores (t =
0,15, gl = 21, p = 0,43). A razao sexual foi de 0,5, corroborando
resultados obtidos por Nava et al. (2007). O nimero de ninfas
invidveis reflete a presenca de ninfas em instares inferiores ao quarto
e ao quinto. Apesar do esforco de coleta ter sido direcionado para
ninfas de quarto e quinto instares, nem sempre foi possivel eliminar
ninfas mais jovens, visto que podiam estar muito préximas das

ninfas selecionadas. A remocao dessas ninfas poderia prejudicar, de
alguma forma, as ninfas mais desenvolvidas. Ninfas mais jovens nao
conseguiram completar o desenvolvimento devido a limitagdo oferecida
pelo substrato alimentar, contribuindo, dessa forma, para a estatistica
do nimero de ninfas inviaveis.

Verificou-se que a emergéncia dos insetos ocorreu de 1 a 8 dias apds
a coleta em campo (Figura 6). Em média, o periodo de emergéncia
dos adultos foi de 5,37 + 0,46 dias. As fémeas emergiram mais
precocemente (5,23 dias) do que os machos (5,52 dias). Os adultos
emergidos e que permaneceram no interior de tubos de vidro (Figura 2.
G) foram observados alimentando-se normalmente do material vegetal
introduzido (Figura 7), o que configurou um importante parametro

de afericdo da qualidade dos insetos obtidos. Por sua vez, o ramo de
murta apresentou viabilidade adequada, possibilitando a sobrevivéncia
dos insetos durante o tempo no qual os mesmos foram mantidos no
interior do tubo (Figura 8).

Todas as fémeas emergidas foram utilizadas em bioensaios de
olfatometria realizados no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal da
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Embrapa Mandioca e Fruticultura no periodo de quatro a sete dias
apds a emergéncia, ocasiao em que apresentam alta sensibilidade
olfativa (WENNINGER; HALL, 2007). Apds esse tempo, as mesmas
foram descartadas. Em virtude de nao terem sido utilizados machos
nesses bioensaios, os mesmos foram descartados logo apés o periodo
de observacgao.

A B
— HF —._ ns
9% p
/ A
/ \ \
\'| 49% |
.‘.\ ‘jl 51% f\l
) ’/f /
91%
[ Adultos [ Ninfas invidveis O %Machos B %Fémeas

Figura 5. Porcentagem de adultos de D. citri emergidos e de ninfas invidveis apds coleta
em campo e observacdo em laboratério em ramos de murta (A). Porcentagem de fémeas
e de machos de D. citri emergidos apds confinamento em laboratério (B). Cruz das

Almas, BA.
**, Significativo ao nivel de 1% pelo teste t; ns, nédo significativo.
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Figura 6. Adultos emergidos de D. citri (total e de acordo com o sexo) em dias apés a
coleta das ninfas. Cruz das Almas, BA.
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Figura 8. Mortalidade de adultos de D. citri (total e de acordo com o sexo) apds a
emergéncia.
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O numero de adultos mortos, no periodo de oito dias, foi de 21
(3,05%) e correspondeu aos valores de trés machos (0,44%) e 18
fémeas (2,62%). Ainda que se tomando cuidado com a manipulacdo
dos insetos e considerando-se baixo o nimero total de adultos mortos,
é possivel que a mortalidade inicial, constatada no primeiro dia apds

a emergéncia, possa ser decorrente da transferéncia, por meio do
aspirador, dos adultos recém-emergidos para os tubos de sexagem

e, posteriormente, para os tubos contendo o ramo de murta. Por

essa razao, recomenda-se que a manipulacdo dos adultos recém-
emergidos, devido a sua fragilidade, seja feita pelo uso de um pincel
macio ligeiramente umedecido com agua. Deve-se mencionar que
esses adultos, logo apds a emergéncia, pouco se movem, facilitando o
processo de captura e transferéncia.

A criacao de insetos é fundamental para uma ampla gama de estudos
comportamentais, incluindo estudos de acasalamento e orientacao,
assim como para avaliar estratégias de controle (SETAMOU et al.,
2012). A idade e o status de acasalamento também podem afetar

a dispersao do psilideo. O adulto de D. citri alcanca sua maturidade
sexual a partir do terceiro dia apés a emergéncia (WENNINGER;
HALL, 2007). Para estudos sobre o comportamento de insetos em
bioensaios de olfatometria, esses autores recomendam a utilizagao
de fémeas com idade de quatro a sete dias pds-emergéncia. Nesse
caso, a manutencao de adultos, conforme preconizado nesse trabalho,
propicia a obtencado de adultos com os requerimentos necessarios
para esses estudos.

Esse procedimento para obtencao de adultos de D. citri com idade
conhecida pode ser considerado simples, pratico e eficaz. Em adicao a
essas vantagens, o numero de adultos requeridos no trabalho é que vai
condicionar o nimero de ninfas a serem coletadas em campo (Figura 9),
considerando a alta viabilidade desse processo.



Metodologia simplificada para obtencdo de adultos do psilideo-asiatico-dos-citros...

[e)]
o
o

y =0,9984x - 10,109
R2=0,9999

9]
o
o

IS
o
o

N
o
o

Numero de adultos emergidos
= (V%)
o o
o (=]

0 100 200 300 400 500 600
Numero de ninfas

Figura 9. Relacdo entre nimero de ninfas de D. citri coletadas em campo e a emergéncia
de adultos em laboratério.

Os resultados do presente trabalho corroboraram Ammar& Hall (2011),
pois verificou-se uma reducado do tempo, espaco e outros recursos
para obtencao de adultos de D. citri com idade e sexo determinados.

E possivel que essa metodologia também possa ser aplicada a outros
psilideos e, até mesmo, a outros insetos.

As possibilidades de aplicacdo dessa metodologia podem ser nao
somente para estudos sobre o comportamento do inseto, mas também
para o conhecimento das interacdes entre vetor e patégeno causador
do HLB e/ou para bioensaios sobre efeito de agentes biolégicos ou
quimicos no controle do inseto (HALL et al., 2007; MANKIN et al.,
2010; 2013; PATT et al., 2011; RHODE et al., 2013).

19
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E relevante informar, contudo, que, como metodologia simplificada,
apresenta algumas limitacbes como o carater de sazonalidade da
populacao do inseto, o que gera dependéncia da ocorréncia de insetos
em campo ou em laboratério. Para isso, é fundamental a presenca de
plantas de murta bem conduzidas. Além disso, inimigos naturais do
psilideo como parasitoides ou entomopatégenos podem estar presentes
nas amostras podendo alterar a viabilidade do processo.

Conclusao

A metodologia utilizada é eficiente e pratica para obtencao de insetos
adultos de D. citri com idade e sexo conhecidos.
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