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RESUMO

Estudos bioecologicos de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
para o controle de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)

Desde 2004 foram detectadas, nas areas citricolas paulistas, as bactérias responsaveis pela
principal doenca de citros no mundo, o “huanglongbing” ou “greening”. A ampla distribuicao no
Brasil do psilideo vetor, Diaphorina citri e a presenca do patdogeno nas areas citricolas ¢ um fator
limitante a producgdo. Tamarixia radiata ¢ o principal agente de controle bioldgico de D. citri.
Assim, os objetivos do presente estudo foram: a) realizar o levantamento populacional de
T. radiata nas regides citricolas do estado Sao Paulo; b) caracterizar o policromismo em
populacdes do parasitdide provenientes das principais regides citricolas do estado; c¢) estudar a
biologia de 7. radiata em condi¢des de laboratorio; d) avaliar a capacidade de parasitismo em
diferentes temperaturas; e) determinar, mediante liberagdes em pomares citricos comerciais, a
eficiéncia de 7. radiata para o controle de D. citri; f) determinar a ocorréncia e efeitos no
parasitismo da associacdo 7. radiata - Wolbachia; g) realizar o zoneamento agroecologico de
D. citri e T. radiata com base nas exigéncias térmicas e higrométricas para o estado de Sao
Paulo. As populagdes de 7. radiata coletadas em Itirapina, Pederneiras, Piracicaba e Sdo Carlos
apresentaram variagdes cromaticas em relagdo a espécie tipica, sendo que as regioes ITS1 e ITS2
do rDNA das populacdes analisadas apresentaram de 98 a 99% de identidade. Assim, estas
variagcdes cromaticas estdo relacionadas a plasticidade fenotipica intra-especifica, propria de
populacdes que se encontram em processo de adaptagdo ecoldgica. Em 24 horas, o maior
parasitismo foi obtido nas temperaturas de 25 e 30°C. Este parasitdide desenvolveu-se na faixa
térmica de 15 a 35°C, sendo que 25°C foi a temperatura mais adequada por proporcionar maior
viabilidade do periodo ovo-adulto e os maiores valores da taxa liquida de reproducao (Ro) e da
razdo finita de aumento (A). No municipio de Araras, oito dias apds a liberagdo, a porcentagem de
parasitismo de 7. radiata se manteve entre 51,57 e 72,75%. Nos municipios de Cordeiropolis e
Limeira, apos trés liberacdes, a porcentagem de parasitismo variou entre 30 e 60%. As
populacdes coletadas em Cafelandia, Ribeirdo Bonito e Piracicaba apresentaram infec¢ao
multipla por Wolbachia. O limite térmico inferior de desenvolvimento (Tb) foi de 7,13°C ¢ a
constante térmica de 188,7GD. Mediante um Sistema de Informa¢do Geografica, foram obtidos
mapas de distribuicdo do desenvolvimento de 7. radiata e D. citri. Assim, ao longo do ano
podem ocorrer, na regido norte, de 10 a 13 ciclos de D. citri e de 31 a 35 ciclos de 7. radiata; na
regido nordeste, o numero de ciclos pode variar de 6 a 10 e de 24 a 31 para a praga e para o
parasitoide, respectivamente; nas regides sudoeste e sudeste, o nimero de geragdes pode variar de
3al0ede 19 a3l para D. citri e T. radiata. Verificando estes aspectos da interagdo 7. radiata e
D. citri, os dados obtidos no presente trabalho poderdo auxiliar para a implementacdo de um
programa de controle bioldgico, como parte do manejo de D. citri, em regides ecologicamente
distintas do estado de Sao Paulo.

Palavras-chave: Plasticidade genotipica; Variacdo cromadtica; Tabela de vida, Wolbachia; Sistema
de Informacao Geografica; Greening
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ABSTRACT

Bioecological studies on Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) in
the control of Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)

Since 2004, have been detected in citrus-growing areas of Sdo Paulo, the bacterias that are
responsible for the main disease of citrus worldwide, known as greening or “huanglongbing”.
The widespread distribution in Brazil of the vector psyllid, Diaphorina citri and the presence of
the pathogen in citrus-growing areas is a limiting factor for production. Tamarixia radiata is the
most important biological control agent against D. citri. Therefore, the objectives of this study
were to: a) conduct a population survey of 7. radiata in the citrus-growing regions of the State of
Sdo Paulo; b) characterize polychromism in populations of the parasitoid from the main growing
regions in the State of S3o Paulo; c) study the biology of 7. radiata under laboratory conditions;
d) evaluate the parasitism capacity at different temperatures; e) determine, by means of releases
in commercial citrus orchards, the effectiveness of 7. radiata for the control of D. citri;
f) determine the occurrence and effects on parasitism of the 7. radiata - Wolbachia association;
g) prepare an agroecological zoning of D. citri and T. radiata for the State of Sao Paulo based on
their temperature and humidity requirements. 7. radiata populations collected in Itirapina,
Pederneiras, Piracicaba, and Sao Carlos showed chromatic variations in relation to the typical
species; the ITS1 and ITS2 rDNA regions of the populations analyzed had between 98 and 99%
identity. Consequently, these chromatic variations are related to the intraspecific phenotypic
plasticity characteristic of populations that are undergoing a process of ecological adaptation. In a
24-hour period, the highest parasitism of 7. radiata was obtained at 25 and 30°C. This parasitoid
developed in the temperature range from 15 to 35°C; the most suitable temperature was 25°C,
since it gave the highest viability for the egg-adult period, and the highest net reproductive rate
(Ro) and finite rate of increase values (A). In the municipality of Araras, 7. radiata parasitism
percentage values eight days after release remained between 51.57 and 72.75%. In the areas
selected in the municipalities of Cordeiropolis and Limeira, the parasitism percentage of
T. radiata after three releases ranged between 30 and 60%. The populations collected in
Cafelandia, Ribeirdao Bonito, and Piracicaba showed multiple infections by Wolbachia. The
parasitoid’s lower temperature development threshold (Tb) was 7.13°C, with a thermal constant
of 188.7 GDD. Distribution maps for 7. radiata and D. citri development in the State of Sao
Paulo were obtained by means of a Geographic Information System (GIS). According to those,
from 10 to 13 D. citri cycles and from 31 to 35 7. radiata cycles may occur in the northern region
over the course of one year; in the northeastern region, the numbers of cycles may vary from 6 to
10 and from 24 to 31 for the pest and the parasitoid, respectively; in the southwest and southeast
regions the numbers of generations may vary from 3 to 10 and from 19 to 31 for D. citri and
T. radiata. Based on these aspects of the 7. radiata % D. citri interaction, the data obtained in this
work can be useful for the implement a biological control program as part of D. cifri management
in ecologically distinct regions of the State of Sao Paulo.

Keywords: Genotypic plasticity; Chromatic variation; Life table; Wolbachia; Geographic
Information System; Greening
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RESUMEN

Estudios bioecologicos de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
para el control de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)

Desde 2004 fueron detectadas, en las areas citricolas paulistas, las bacterias responsables
por la principal enfermedad de citricos en el mundo, el “huanglongbing” o “greening”. La amplia
distribucion en Brasil del psilido vector, Diaphorina citri y la presencia del patdgeno en las areas
citricolas es un factor limitante para la produccion. Tamarixia radiata es el principal agente de
control biolégico de D. citri. De esta manera, los objetivos del presente estudio fueron: a) realizar
el levantamiento poblacional de 7. radiata en las regiones citricolas del Estado Sao Paulo;
b) caracterizar el policromismo en poblaciones del parasitoide provenientes de las principales
regiones citricolas del Estado Sao Paulo; ¢) estudiar la biologia de 7. radiata en condiciones de
laboratorio; d) evaluar la capacidad de parasitismo en diferentes temperaturas; e) determinar,
mediante liberaciones en areas citricolas comerciales, la eficiencia de 7. radiata para el control
de D. citri; f) determinar la ocurrencia y efectos en el parasitismo de la asociacion 7. radiata -
Wolbachia; g) realizar el zoneamiento agroecoldgico de D. citri y T. radiata con base en las
exigencias térmicas e higrométricas para el Estado de Sao Paulo. Las poblaciones de 7. radiata
colectadas en Itirapina, Pederneiras, Piracicaba y Sao Carlos presentaron variaciones cromaticas
en relacidn a la especie tipica, siendo que las regiones ITS1 e ITS2 del rDNA de las poblaciones
analizadas presentaron de 98 a 99% de identidad. Asi, estas variaciones cromadticas estdn
relacionadas a la plasticidad fenotipica intra-especifica, propia de poblaciones que se encuentran
en proceso de adaptacion ecologica. En 24 horas, el mayor parasitismo de 7. radiata fue obtenido
en las temperaturas de 25 e 30°C. Este parasitoide se desarrollo en la franja térmica de 15 a 35°C,
siendo 25°C la temperatura mas adecuada por proporcionar mayor viabilidad del periodo huevo-
adulto y los mayores valores de la tasa liquida de reproduccion (Ro) y de la razon finita de
aumento (A). En el municipio de Araras, ocho dias después de la liberacion, el porcentaje de
parasitismo de 7. radiata se mantuvo entre 51,57 y 72,75%. En los municipios de Cordeirdpolis y
Limeira, luego de tres liberaciones, el porcentaje de parasitismo de 7. radiata varid entre 30 a
60%. Las poblaciones colectadas en Cafelandia, Ribeirdo Bonito y Piracicaba presentaron
infeccion multiple por Wolbachia. El limite térmico inferior de desenvolvimiento (Tb) del
parasitoide fue de 7,13°C y la constante térmica de 188,7GD. Mediante un Sistema de
Informacioén Geografica, se obtuvieron mapas de distribucion del desarrollo de 7. radiata y
D. citri, en el estado de Sao Paulo. Asi, a lo largo del afio pueden ocurrir, en la region norte, de
10 a 13 ciclos de D. citri y de 31 a 35 ciclos de T. radiata; en la region nordeste, el nimero de
ciclos puede variar de 6 a 10 y de 24 a 31 para la plaga y para el parasitoide, respectivamente; en
las regiones sudoeste y sudeste, el nimero de generaciones puede variar de 3 a 10 y de 19 a 31
para D. citri y T. radiata. Verificando estos aspectos de la interaccion 7. radiata y D. citri, los
datos obtenidos en el presente trabajo pueden auxiliar en la implementacion de un programa de
control biologico, como parte del manejo de D. citri, en regiones ecoldégicamente distintas del
Estado de Sao Paulo.

Palabras clave: Plasticidad genotipica; Variacion cromatica; Tabla de vida; Wolbachia; Sistema
de Informacion Geografica; Greening
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1 INTRODUCAO

Dentre as regides produtoras de citros, o Brasil, os EUA, o México, a China e a Africa do
Sul destacam-se devido a pratica da citricultura estruturada. No Brasil, Sao Paulo ¢ responsavel
por 80% da produgdo nacional e se destaca como uma das principais regides produtoras do
mundo (FNP, 2007). A produgdo citricola de aproximadamente 320 municipios paulistas ¢
constantemente ameacada pelo ataque de pragas e doengas, elevando os gastos com o manejo
dessa cultura (deteccdo e monitoramento, assim como uso de grandes quantidades de

agroquimicos) e onerando os custos de producao.

Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) encontra-se entre os insetos
associados a cultura citrica que ocasionam severos danos indiretos (HALBERT; MANJUNATH,
2004). As maiores perdas nos pomares ocorrem quando D. citri estd relacionado com a
transmissdo da bactéria Candidatus Liberibacter, agente causal do “huanglongbing” (HLB) ou
“greening”. O controle quimico, cultural e biologico sdo as taticas mais utilizadas para diminuir a
populacdo do inseto vetor, reduzindo, assim, a incidéncia e disseminacdo da bactéria no campo
(McFARLAND; HOY, 2001). Esta doenga dizimou a citricultura, especialmente em paises
africanos e do sudoeste asiatico (MARTINEZ; WALLACE, 1967).

Apesar de D. citri ser registrado no Brasil desde a década de 40 (COSTA LIMA, 1942),
esse inseto adquiriu status de praga-chave dos citros apenas em 2004, quando foram detectadas,
nas areas citricolas do estado de Sado Paulo, as bactérias Candidatus Liberibacter americanus,
Candidatus Liberibacter asiaticum, ¢ um fitoplasma, responsaveis pelos primeiros focos do
“huanglongbing” no pais (FUNDECITRUS, 2004; TEIXEIRA et al., 2005; FUNDECITRUS,
2007). Entretanto, com o surgimento do agente causal do HLB, e o seu potencial como agente
transmissor, teme-se que a citricultura paulista seja dizimada por essa doenca, a semelhanga do
registrado em outros paises, caso medidas de controle e manejo do vetor e da doenca ndo sejam

rapidamente desenvolvidas.

O parasitoéide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) constitui-
se no principal agente de controle biologico de D. citri. Este parasitoide tem alta eficiéncia de
parasitismo, bem como uma grande capacidade de dispersao, estabelecimento e adaptagdo em
campo. Assim, o sucesso das liberacdes de 7. radiata, para o controle de D. citri, tem sido

relatado nas Ilhas Reunion, Mauricius ¢ Guadalupe (ETIENNE et al., 2001), Taiwan (CHIEN;
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CHU, 1996) e nos EUA (HOY; NGUYEN, 2000) e nos paises onde ocorre naturalmente,
T. radiata ¢ responsavel pela manutengdo da praga em equilibrio (PLUKE et al., 2003;
HALBERT; NUNEZ, 2004; LIZONDO et al., 2007).

Com os estudos iniciais no Brasil, constatou-se a ocorréncia natural do parasitdide
T. radiata, ndo havendo, portanto, a necessidade de sua importacdo para controle de D. citri
(GOMEZ TORRES et al., 2006). Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo estudar a
bioecologia de 7. radiata e sua interagdo com a praga, D. citri, mediante o levantamento de
populagdes deste parasitoide, estudos de biologia, técnica de criagdo e liberagdo, avaliacao do
parasitismo, determinacdo da associacdo 7. radiata - Wolbachia e efeitos no parasitismo, assim
como o zoneamento agroecologico de D. citri e T. radiata com base nas exigéncias térmicas e
higrométricas para o Estado de Sao Paulo. Neste trabalho, a associacdo de técnicas moleculares,
convencionais ¢ de geoprocessamento permitirdo a diferenciagdo das populagdes de 7. radiata
coletadas no estado de Sdo Paulo, bem como a compreensdo dos parametros fisiologicos e/ou
ecoldgicos para viabilizar a utilizacdo de 7. radiata como mais uma estratégia no manejo da
praga e como uma tatica dentre as medidas que serdo aplicadas para o controle da doenga na

cultura de citros nas diferentes regides do estado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos bioecoldgicos de Diaphorina citri

A postura de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) ¢ realizada nas
brotagdes novas das plantas hospedeiras € os ovos possuem coloragdo amarelada, tornando-se
mais escuros proximo da eclosdo. A duragdo do periodo embrionario varia de 9,7 dias a 15°C a
3,5 dias a 28°C, sendo a viabilidade superior a 80% (LIU; TSAI, 2000). As formas jovens siao
achatadas, pouco convexas, com pernas curtas. A fase ninfal apresenta 5 instares, sendo que,
ninfas de ultimos instares apresentam tecas alares, geralmente largas no lado do torax,
aumentando assim a largura do corpo (GALLO et al., 2002). As ninfas secretam uma substancia
caracteristica, semelhante a “honeydew” (ETIENNE et al., 2001). Segundo Liu e Tsai (2000), a
duracao desta fase varia de 10,6 a 39,6 dias, na faixa térmica de 28 a 15°C ¢ a viabilidade também
¢ superior a 80%, sendo que, nos trés ultimos instares supera o valor de 90%. A duracao do ciclo
bioldgico (ovo - adulto) varia de 14,1 a 49,3 dias, nas temperaturas de 28 a 15°C,
respectivamente, sendo as temperaturas de 25 e 28°C as mais adequadas para o seu
desenvolvimento (LIU; TSAI 2000); estes autores também observaram que nas temperaturas de

33 e 10°C o psilideo nao se desenvolveu.

Os adultos medem de 2,8 a 3,2 mm de comprimento, possuem coloragdo marrom-clara
quando jovens e apresentam manchas escuras com o passar do tempo. Essas formas sdo muito
ativas, saltando de ramo em ramo ou de planta em planta, em contraste com as formas jovens,
que sdo muito restritas em seus movimentos. Sdo oviparos, vivendo principalmente nos brotos

novos, encontrando-se também nas folhas e ramos de plantas citricas (GALLO et al., 2002).

Em estudos desenvolvidos com D. citri sobre os hospedeiros Murraya paniculata (murta),
Citrus limonia e Citrus sinensis (variedades Péra e Natal), Nava et al. (2007) observaram para a
fase de ovo, que a duragdo nestes hospedeiros variou de 8,2 dias a 18°C para 2,6 dias a 32°C e a
viabilidade foi drasticamente reduzida a 32°C, embora a duracao e a viabilidade tenham sido
semelhantes nos quatro hospedeiros. A temperatura base (Tb) do periodo embriondrio dos insetos
criados em M. paniculata, C. limonia e C. sinensis (variedades Péra e Natal), foi semelhante,
sendo de 10,98; 11,10; 11,53 e 11,90°C, respectivamente. Para a fase de ninfa, a duragdo variou
de 39,3 dias a 18°C para 10,7 dias a 30°C, sendo a viabilidade reduzida na temperatura de 30°C.

A duracdo e a viabilidade foram semelhantes nos quatro hospedeiros testados. A Tb das ninfas
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criadas em C. limonia diferiu das ninfas criadas nos demais hospedeiros. A longevidade das
fémeas ¢ influenciada pela temperatura, sendo de 40 dias a 25°C e superior a 88 dias a 15°C. A
fecundidade média a 25°C ¢ de 626 ovos (LIU; TSAIL 2000). A longevidade média também ¢é
afetada pela umidade relativa do ar (UR); segundo McFarland e Hoy (2001) a 25°C e com 33%
de umidade relativa apenas 20% dos adultos de D. citri sobreviveram em 30 horas de exposi¢do a
estas condigdes. Por outro lado, 30 horas ap6s uma exposi¢ao a 25°C e umidade relativa de 97%,
a sobrevivéncia foi superior a 60%. Estes autores também comprovaram que a longevidade de
D. citri foi drasticamente reduzida quando os adultos foram submetidos as condi¢des de 30°C e

33 ¢ 97% de UR.

Aubert (1987) observou, em condi¢des de campo, que umidades relativas entre 87 a 90%
causaram entre 60 e 70% de mortalidade em ninfas do psilideo e quando as umidades relativas
foram proximas a saturagdao causaram epizootias por fungos no segundo a quinto instares ninfais

de D. citri.

2.2 Distribuicao geografica e plantas hospedeiras de D. citri

O psilideo D. citri ¢ relatado nas regioes Paleartica, Afrotropical, Oriental e na regido
Neotropical (AUBERT, 1987). A espécie ¢ provavelmente originaria do continente Asiatico
(CRAWFORD, 1917), mas esta distribuido por todo o sudeste da Asia, India, Arabia Saudita,
IThas Mauricius e Reunion, EUA (Flérida), Venezuela, Brasil, Uruguai e em algumas regides do
Caribe ¢ América Central (CERMELI; MORALES; GODOY, 2000; HALBERT; NUNEZ,
2004). Este inseto foi registrado no Brasil em meados do século passado (COSTA LIMA, 1942),
e segundo Aubert (1987), D. citri é de ocorréncia endémica neste pais, sendo registrado nos
estados de Sao Paulo, Bahia, Sergipe, Ceard, Pernambuco, Amazonas, Pard e Rio de Janeiro

(SILVA et al., 1968).

Os Ttnicos hospedeiros registrados para D. citri sao plantas da familia Rutaceae,
especialmente 21 espécies do género Murraya, sendo que em muitas delas ocorre somente a
postura, sem o desenvolvimento ninfal (SILVA et al., 1968; AUBERT, 1987). Segundo Nava et
al. (2007) os hospedeiros Citrus limonia, Citrus sunki e Murraya. paniculata nao afetaram a
duracdo e a viabilidade da fase de ovo de D. citri, cujos valores de duragdo e viabilidade ficaram

proximas de 3,6 dias e 88%, respectivamente. Também a duracdo da fase ninfal foi semelhante
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nos trés hospedeiros, com valor proximo de 14 dias, sendo a viabilidade significativamente
inferior para insetos criados em C. sunki, indicando que os melhores hospedeiros para criagao do
psilideo sdo C. limona e M. paniculata. Para Aubert (1987), embora o psilideo tenha um nimero
relativamente grande de hospedeiros da familia Rutaceae, nem todos possibilitam seu
desenvolvimento completo, sendo M. paniculata e C. aurantifolia as preferidas para alimentagao,

postura e desenvolvimento ninfal.

2.3 Danos e importancia econémica

Ninfas e adultos de D. citri causam danos pela succdo de seiva, injecdo de toxinas e
picadas sucessivas, que induzem o enrolamento de folhas e retorcimento dos brotos, causando a
morte da gema apical e impedindo assim, o crescimento normal da planta (CHIEN; CHU, 1996;
HALBERT; MANJUNATH, 2004). Se a infestacao for intensa, os ramos secam, levando a
reducdo na producdo. Ainda favorecem o desenvolvimento da fumagina devido ao liquido
acucarado que expelem e atraem formigas que podem conferir protecdo contra a a¢do de inimigos
naturais. Os danos causados pela alimentacao desse inseto sao sempre maiores durante o periodo

de brotacao e na presenga de condi¢cdes ambientais favoraveis (GALLO et al., 2002).

As maiores perdas ocorrem quando D. citri esta relacionada com a transmissdo da bactéria
causadora do “huanglongbing” ou “greening”, sendo que as ninfas de 4° - 5° instares e adultos do
psilideo podem adquirir o patéogeno quando se alimentam por um periodo minimo de 30 minutos
em uma planta infectada. Segundo Xu et al. (1990), o patogeno Candidatus Liberibacter spp.
pode ser detectado nas glandulas salivares do vetor, permanecendo no psilideo por um periodo de
laténcia de 3 a 20 dias. Estes mesmos autores afirmam que D. citri pode adquirir e transmitir o

patdgeno durante todo seu ciclo de vida.

Os sintomas que apresentam as plantas com “huanglongbing” podem ser divididos em
duas fases, sendo a primeira o amarelecimento inicial das folhas, seguido pelo encarquilhamento
e aparecimento de manchas clordticas de varias tonalidades de amarelo, semelhantes as causadas
pela deficiéncia de zinco (SCHNEIDER, 1968; KOEN; LANGENEGGER, 1970; AUBERT,
1975). Os frutos infestados sdo pequenos, acidos e com uma pequena concentracao de agucar
(KAPUR et al., 1978). Muitos deles caem prematuramente € 0os que permanecem nas arvores sao

improprios para a industria (McCLEN; SCHWARZ, 1970). Segundo Aubert et al. (1985) e Sue
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Huang (1990) o “greening” ¢ a principal doenca dos citros no mundo. Na India, a doenga causou
uma catastrofe na producao de citros (FRASER, 1978); nas Filipinas foram eliminadas cerca de
7 milhdes de arvores em 1962 (MARTINEZ; WALLACE, 1967) e a area plantada foi reduzida
em aproximadamente 60% entre os anos de 1962 a 1970. Na Tailandia, 95% das arvores foram
afetadas pela doenca (BHAVAKUL et al., 1981) e na Arabia Saudita todas as variedades de

laranja doce e mandarinas foram eliminadas (BOVE, 1986).

2.4 Controle de D. citri em pomares citricos

O ectoparasitoide idiobionte Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae) e o endoparasitéide Diaphorencyrtus aligarhensis (Shaffee, Alam e Agarwal, 1975)
(Hymenoptera: Encyrtidae) tém sido utilizados em programas de controle bioldgico classico,
reduzindo de forma significativa a populagdo de D. citri em diferentes regidoes do mundo, e
devido a sua eficiéncia, se destacam como estratégia alternativa a ser adicionada as medidas de
manejo complementares dessa praga (AUBERT; QUILICI 1984; CHIEN; CHU, 1996; HOY;
NGUYEN; JEYAPRAKASH; 1999; HOY; NGUYEN, 2000; SKELLEY; HOY, 2004).

Alguns predadores também sao considerados importantes agentes de controle de D. citri.
As joaninhas Harmonia axyridis (Pallas, 1773), Olla v-nigrum (Mulsant, 1866), Cycloneda
sanguinea (Linnaeus, 1763) e Exochomus childreni Mulsant, 1850 (Coleoptera: Coccinellidae)
foram consideradas os principais predadores na Florida (MICHAUD, 2004), enquanto Chrysopa
boninensis Okamoto, 1914 (Neuroptera: Chrysopidae) e Menochilus sexmaculatus (Fabricius,

1781) (Coleoptera: Coccinellidae) sao importantes em Taiwan (CHIEN; CHU, 1996).

No Brasil, a implementagdo de um programa de manejo integrado de D. citri ¢
impossibilitado pelo uso constante e de forma indiscriminada de agroquimicos nas regides
citricolas. Segundo Nakano, Leite e Florim (1999), o controle quimico empregado para D. citri
baseia-se na utilizacdo de organofosforados, piretroides, carbamatos e neonicotinoides.
Atualmente existe uma grande preocupacgdo com relacdo a evolucdo da resisténcia de D. citri a
inseticidas, principalmente aos produtos do grupo dos neonicotindides e piretrdides amplamente
utilizados para o controle de diversas pragas na citricultura brasileira. Carvalho (2008) registrou
diferencas significativas nas suscetibilidades das populagdes de D. citri entre os inseticidas

neonicotinodides, sendo que a maior toxicidade para o psilideo foi observado com thiamethoxam,
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seguido por thiacloprid e imidacloprid. Estudos de resisténcia do psilideo Cacopsylla pyri
(Linnaeus, 1758) a inseticidas, identificou populagdes resistentes a organofosforados, piretroides,
ciclodienos ¢ formamidinas (BUES; BOUDINHON; TOUBON, 2003); baseando-se neste fato,
deveriam ser tomadas medidas adequadas para evitar o desenvolvimento da resisténcia a estes
inseticidas atuando diferencialmente sob os processos evolutivos de mutacdo, sele¢do, fluxo
génico e deriva genética de D. citri, mediante a busca de estratégias de conservacdo e aumento de

inimigos naturais para o controle desta praga chave dos citros.

2.5 Biologia de Tamarixia radiata

T. radiata ¢ um endoparasitdide idiobionte especifico de D. citri (AUBERT; QUILICI,
1984; CHIEN, 1995). As fémeas alimentam-se de ninfas jovens e parasitam, preferencialmente,
as ninfas de quinto instar, podendo reproduzir-se por partenogénese arrendtoca. Devido as acdes
combinadas de alimentagdo e parasitismo, uma unica fémea de 7. radiata pode destruir até 500

ninfas do psilideo durante todo seu ciclo de vida (CHIEN; CHU, 1996).

O desenvolvimento imaturo e a sobrevivéncia dos adultos de 7. radiata sao dependentes
da faixa térmica e da presenga de alimentacdo, pois em temperaturas constantes entre 20°C e
30°C o tempo de desenvolvimento diminui com o incremento térmico sendo de 17 dias a 20°C e
de 8 dias a 30°C. Dentro da mesma faixa de temperatura, a duracdo de ovo até pupa também
diminui com o incremento da temperatura (FAUVERGUE; QUILICI, 1991). O adulto emerge
perfurando o térax da mimia (FAUVERGUE; QUILICI 1991, HOY; NGUYEN 2000). Na faixa
de 20 a 35°C, a longevidade do adulto diminuiu também com o aumento térmico

(FAUVERGUE; QUILICI; 1991).

Segundo Quilici, Joulain e Manikom (1992), a longevidade do macho ¢ ligeiramente
menor que a da fémea. Estes autores comprovaram que a fecundidade e a longevidade dos
adultos alimentados com mel aumentou notavelmente quando comparada aquela de insetos aos
quais foi oferecida somente dgua ou que ndo receberam alimento, neste caso, com uma

baixissima taxa de sobrevivéncia.

O acasalamento de 7. radiata ocorre 2 a 3 dias apds a emergéncia dos adultos. Para a
oviposi¢do, as temperaturas mais favoraveis sao de 25 a 30°C, onde as fémeas colocam cerca 300

ovos (HOY; NGUYEN; JEYAPRAKASH, 1999; HOY; NGUYEN, 2000) ¢ em condigoes de
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laboratério o nimero médio de mumias resultante do parasitismo varia de 115 a 230 e segundo

Quilici, Joulain e Manikom (1992) predominam fémeas (66-68%) em relagdo a machos.

As fémeas colocam os ovos na parte ventral de ninfas do terceiro a quinto instares de
D. citri e as larvas do parasitéide sugam a hemolinfa do hospedeiro no final do desenvolvimento.
Elas fixam os restos da ninfa do psilideo morto (mumia) a superficie da planta como um

mecanismo de protec¢do para a pupa (FAUVERGUE; QUILICI, 1991; HOY; NGUYEN, 2000).

2.6 T. radiata como agente de controle bioldgico

A transmissdo de patdgenos por artropodes constitui-se em um grande problema a
agricultura. Por este motivo, o controle bioldgico como tatica de controle visa a reducdo da praga,

mantendo a qualidade do agroecossistema (NORRIS; KOGAN; CASWELL-CHEN, 2003).

A potencialidade de liberagdes e o sucesso de tais liberagdes de 7. radiata para o controle
biologico de D. citri e conseqlientemente do “huanglongbing”, foi referido nas Ilhas Reunion,
Mauricius ¢ Guadalupe (ETIENNE et al., 2001), Taiwan (CHIEN; CHU, 1996) e nos EUA
(HOY; NGUYEN, 2000). Em paises onde ocorre naturalmente, 7. radiata ¢ responséavel pela
manutengio da praga em equilibrio (HALBERT; NUNEZ, 2004).

O “huanglongbing” foi referido pela primeira vez em 1967, nas Ilhas Reunion, tornando-
se o principal problema fitossanitario para a citricultura daquela regido. Para solucionar os
problemas ocasionados por D. citri nessas ilhas, foi feita a importagdo de 7. radiata da India para
a utilizacdo em programas de controle bioldgico cldssico desse vetor entre 1975 e 1980,

resultando no renascimento da citricultura nestas ilhas francesas (ETIENNE et al., 2001).

De uma populacao originaria das Ilhas Reunion, entre 1983 e 1986, em Taiwan, foram
realizadas 41 liberagdes sucessivas do parasitdide em Citrus sp. € 32 em M. paniculata, com
3.029 e 7.000 espécimens de 7. radiata, respectivamente. Apos as primeiras liberagdes, em 1984,
além de comprovar a potencialidade de 7. radiata como agente de controle biologico, também foi
possivel demonstrar-se a capacidade de dispersdo e o estabelecimento em areas distantes (CHIU;

CHIEN, 1989).

Em Guadalupe (territorio francés), em 1998, foi referida a presenga de D. citri e se

comprovou que nao existia parasitismo natural em campo. Em 1999 foi liberado 7. radiata e
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atualmente, o parasitdide encontra-se estabelecido, diminuindo notavelmente a populacdo do

psilideo nesta area (ETIENNE et al., 2001).

Na Florida (EUA), Diaphorencyrtus aligarhensis e T. radiata foram introduzidos para o
controle bioldgico classico do psilideo dos citros. D. aligarhensis nao conseguiu estabelecer-se
apos as liberacdes realizadas, mas 7. radiata encontra-se distribuido em todos os ecossistemas

citricolas, diminuindo notavelmente a populagao de D. citri (HOY; NGUYEN, 2000).

No Brasil, coletas de ninfas de D. citri em M. paniculata ¢ Citrus, durante 2004,
indicaram a ocorréncia natural de 7. radiata, sendo registrado em praticamente todas as areas
citricolas do estado de Sao Paulo. As variagdes populacionais (da praga e do parasitéide) ocorrem
em diferentes épocas do ano, e parece estar relacionado a regido e manejo adotado para pragas e
doengas (GOMEZ TORRES et al., 2006). Segundo Parra, Gomez Torres e Paiva (2007) oito dias
apos liberacdes inoculativas o parasitismo de 7. radiata variou entre 51,5 a 72,7%, e embora, na
observagao seguinte, 15 dias apos a liberagdo, estas taxas tenham caido para 10 a 4,7%, ficou
demonstrado que estes parasitdides tém potencial para estabelecer-se em condi¢des de campo no

estado de Sao Paulo.

Segundo Chien e Chu (1996) outra caracteristica importante em 7. radiata ¢ sua alta
capacidade de dispersdo o que permite o estabelecimento natural, mesmo em areas onde ndo
foram realizadas liberagdes, como o ocorrido nos EUA (Texas), Porto Rico, Cuba e Argentina

(PLUKE et al., 2003; MICHAUD, 2004; GONZALEZ et al., 2007; LIZONDO et al., 2007).
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3 POLICROMISMO EM POPULACOES DE Tamarixia radiata (Waterston, 1922)
(Hymenoptera: Eulophidae)

Resumo

O ectoparasitoide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
constitui-se no principal agente de controle bioldgico de Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) e tem sido registrado em praticamente todas as areas citricolas paulistas.
Nas populacdes amostradas foram detectados espécimes que apresentaram variagdes cromaticas
com pernas ¢ extremidade do gaster escurecidos, diferentes daqueles espécimes tipicos de
T. radiata. Populagdes deste parasitoide coletadas no estado de Sdo Paulo, e que apresentavam
variagdes cromaticas, foram comparadas com outras provenientes da Argentina e Florida (EUA)
para verificar se a possivel origem destas variagdes era de carater genotipico ou fenotipico. As
analises morfométricas dos caracteres selecionados nao indicaram diferencgas nas dimensdes ¢ nas
proporcdes dos caracteres selecionados (cabega, escapo, pedicelo, segmentos funiculares, clava,
mesossoma, escutelo, dorselo, propddeo, fémur e tibia posteriores, asa anterior, célula costal,
nervuras marginal e estigmal, ovipositor, franjas da asa anterior) das populagdes selecionadas
com relagdo aos espécimes com caracteristicas tipicas de 7. radiata. A alta similaridade
encontrada para os diferentes marcadores moleculares utilizados (ITS1 e ITS2), indicam que as
variacoes cromaticas presentes nas populagdes deste parasitoide ¢ um carater plastico,
normalmente decorrente da resposta ao ambiente diante da variacdo intra-especifica natural dessa
espécie.

Palavras-chave: Plasticidade genotipica; Variagdo cromdtica; DNA genomico; ITS

Abstract

The ectoparasitoid Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) is
the main biological control agent of Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)
and has been recorded in practically all citrus-growing areas of the State of Sao Paulo. Specimens
with chromatic variations were detected in the sampled populations, with the legs and tip of the
gaster darkened, differing from typical 7. radiata specimens. Populations of this parasitoid
collected in the State of Sdo Paulo showing chromatic variations were compared with others from
Argentina and Florida (USA) to verify whether the possible source of those variations was of a
genotypic or a phenotypic nature. The morphometric analyses of the selected characters did not
indicate differences in their dimensions and proportions (head, scape, pedicel, funicle segments,
club, mesosoma, scutellum, dorsellum, propodeum, hind femur and tibia, forewing, costal cell,
marginal and stigmal veins, ovipositor, forewing fringes) from selected populations with regard
to specimens that have typical 7. radiata traits. The high similarity found for the various
molecular markers used (ITS1 and ITS2) indicated that the chromatic variations present in
populations of this parasitoid constitute a plastic character, normally resulting from a response to
the environment in face of natural intraspecific variation in this species.

Keywords: Genotypic plasticity; Chromatic variation; Genome DNA; ITS
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3.1 Introducao

Variacdes cromaticas em resposta a influéncia da temperatura tém sido freqlientemente
relatadas para diferentes grupos de insetos (CAPY; DAVID; ROBERTSON, 1988; LAUDONIA;
VIGGIANI, 1993; PETAVY et al., 2002), pois temperaturas mais baixas produzem maior
pigmentacao em locais especificos do corpo nos insetos, desde que cores mais escuras absorvem
mais radiagado solar, visivel ou infravermelho, sob estas condi¢des (DAVID et al., 1985; DAVID;
CAPY, 1990; KINGSOLVER; WIERNASZ, 1991; SOLENSKY; LARKIN, 2003; GIBERT et
al., 2004). A taxonomia de Hymenoptera ¢ exclusivamente baseada na comparagao de caracteres
morfologicos; assim, podem ser cometidos erros quando as espécies sdo diferenciadas baseando-

se em caracteres morfoldgicos de origens desconhecidas (ASKEW, 1971).

Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um dos principais
parasitdides de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) e o potencial de
liberagdes deste ectoparasitdoide como tatica para racionalizar o controle destes psilideo ja foi
relatado em varios paises (ETIENNE et al., 2001, CHIEN; CHU, 1996; HOY; NGUYEN, 2000).
Estes parasitoides apresentam altas taxas de parasitismo e alta capacidade de dispersdao (CHIEN;
CHU 1996), estabelecendo-se naturalmente mesmo em dareas onde ndo foram realizadas
liberagdes, como o ocorrido nos EUA (Texas), Porto Rico Brasil e Argentina (PLUKE et al.,
2003; MICHAUD, 2004; GOMEZ TORRES et al., 2006; LIZONDO et al., 2007).

A coloracdo das pernas ¢ um cardter taxondmico importante para o género Tamarixia
(GRAHAM, 1991). T. radiata foi descrita como tendo todas as pernas de coloragdo branca ou
amarelo clara e a parte ventral do gaster inteiramente amarelo clara (WATERSTON, 1922). Este
parasitdide ¢ a unica espécie do género registrada no Brasil. Na regido Neotropical ocorrem ainda
T. leucenae Boutek (BOUCEK, 1988; McCLAY, 1990) ¢ T. triozae (Burks) (LOMELI-
FLORES; BUENO PARTIDA, 2002). Na regido Neartica, sdo relatadas 7. dyra (Burks)
(BURKS, 1944; LaSALLE, 1994), T. triozae (BURKS, 1944), T. leucenae (LaSALLE, 1994) ¢
T. radiata (HOY, 2000; MICHAUD, 2004), sendo esta ultima somente registrada sobre D. citri
(NOYES, 2003).

Apesar da presenca de D. citri ja ser relatada no Brasil desde 1942 (COSTA LIMA,
1942), foi apenas durante 2004 e em decorréncia da intensificacdo dos estudos devido a

constatagdo do “huanglongbing” ou “greening” no pais (FUNDECITRUS, 2004; TEIXEIRA et
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al., 2005; FUNDECITRUS, 2007), que a ocorréncia natural de 7. radiata foi relatada (GOMEZ
TORRES et al., 2006); estes ultimos autores também verificaram que as variagcdes populacionais
da praga e do parasitdide ocorrem em diferentes épocas do ano e parecem estar relacionadas a

regido e ao manejo adotado para pragas e doengas.

Muitos organismos vivem em ambientes onde as condi¢des mudam periodicamente, o que
favorece a hipotese de que tais variagdes ambientais exercem pressao de sele¢do que favorecem a
evolugdo constante dos ciclos de vida destes organismos até aperfeigoar diversos caracteres
morfologicos e/ou fisioldgicos que conferem resisténcia as condigdes adversas. Desta maneira,
em muitas espécies ectodérmicas, tem sido relatada uma alta variabilidade relacionada a
pigmentacdo do corpo devido a plasticidade fenotipica ou polimorfismo genético
(KINGSOLVER; WIERNASZ, 1991; HOLLOWAY; MARRIOTT; CROCKER, 1997). Assim, o
objetivo do presente estudo foi realizar o levantamento populacional de 7. radiata em pomares

citricos do estado de Sdo Paulo e caracterizar os diferentes tipos cromaticos observados.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Levantamento populacional de Tamarixia radiata em regioes citricolas de Sao Paulo

Para identificar os parasitdides associados a Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) em pomares citricos comerciais, foram realizadas amostragens nos
municipios de Barretos (20°3326"S - 48°34'04"W), Botucatu (22°53'09"S - 48°26'42"W),
Cafelandia (21°48'09"S - 49°36'36" W), Casa Branca (21°4626"S - 47°05'11"W), Guaranta
(21°53'47"S - 49°3525"W), Itaju (21°58'50"S - 48°48'15"W), Itirapina (22°15'10"S
47°49'22"W), Pederneiras (22°21'06"S - 48°46'30"W), Piracicaba (22°43'31"S - 47°38'57"W),
Pongai (21°44'10"S - 49°21'22"W), Ribeirdo Bonito (22°03'59"S - 48°10'42"W) e Sao Carlos
(22°01'04"S - 47°5327"W) (Figura 1).

Em cada levantamento, foi feita a coleta de cinco ramos de brotagdes novas em dez
plantas contendo ninfas de D. citri. A coleta foi feita de forma cuidadosa, com tesoura de poda,
de modo a ndo perturbar os insetos presentes até o acondicionamento para transporte. Os ramos
coletados foram colocados em sacos de papel devidamente etiquetados (Figura 2) e

acondicionados em caixas de isopor para serem transportados até o laboratério,



1. Barretos 7. Ribeirdo Bonito
2. Cafélandia 8. Sao Carlos

3. Guaranta 9. ltirapina

4. Pongai 10. Casa Branca
5. ltaju 11. Piracicaba

6. Pederneiras 12. Botucatu

Figura 1 - Locais do levantamento populacional de Tamarixia radiata parasitando ninfas de Diaphorina citri em éareas citricolas do estado de Sdo Paulo.
Amostragens realizadas entre setembro de 2004 e margo de 2007, sendo os locais de coleta marcados com a coloragfo laranja

Ie
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onde foram mantidos a 25 + 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 14 horas sobre uma

folha de papel de filtro umedecida em gaiolas de 35x45x35 cm.

Para se determinar a porcentagem de parasitismo e de emergéncia, as gaiolas contendo as
ninfas foram vistoriadas diariamente para a retirada dos parasitéides emergidos, sendo uma parte
destes parasitoides fixada em alcool 70% e enviada para o Dr. Valmir A. Costa, do Laboratorio
de Controle Bioldgico, do Centro Experimental do Instituto Bioldégico em Campinas, SP, para
identificagdo. A outra parte dos parasitdides coletados foi transferida ao Laboratorio de Biologia
de Insetos do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ -
USP para dar continuidade a criagdo de manutencao de Tamarixia radiata (Waterston, 1922)

(Hymenoptera: Eulophidae) em condigdes de laboratorio.

Figura 2 - Material coletado em campo contendo ninfas de Diaphorina citri. A- Amostras acondicionadas em sacos
de papel, etiquetados para serem levados até o laboratorio e mantidas a temperatura 25 £ 1°C, 70 £ 10%
UR e fotofase de 14 horas; B- Ninfa de quinto instar de Diaphorina citri, instar preferencial do
parasitoide

3.2.2 Policromia em populagoes de 7. radiata

Do material coletado nos diferentes municipios citricolas do estado de Sao Paulo (item
3.2.1), de alguns espécimes provenientes da provincia de Tucuman, norte da Argentina (amostras
cedidas pelos pesquisadores Lucrecia Augier ¢ Gerardo Gastaminza da Estacion Experimental

“Obispo Colombes”), e daqueles de Gainesville, Florida, EUA (amostras enviadas pela
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Dra. Marjorie A. Hoy da Universidade da Florida), foram observadas variagdes cromaticas em

populacdes de T. radiata.

Os espécimes que apresentaram variagdes cromaticas foram analisados pelo Dr. Valmir A.
Costa, que avaliou as proporcdes dos seguintes caracteres: cabeca, escapo, pedicelo, segmentos
funiculares, clava, mesossoma, escutelo, dorselo, propddeo (medido na regido mediana), fémur e
tibia posteriores, asa anterior, célula costal, nervuras marginal e estigmal, ovipositor e franjas da
asa anterior. Também foram comparados a textura do tegumento, a posicao dos soquetes

antenais, o nimero de setas na nervura marginal e as cores das pernas e gaster.

As dimensdes foram obtidas com o uso de microscopio estereoscopico Leica MZ16
equipado com camara digital Leica DCF420, apds captura de imagens com auxilio do programa
Leica Application Suite (Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiga) e analise no programa Auto-

Montage Pro (Synoptics Ltd., Cambridge, Reino Unido).

3.2.3 Caracteriza¢ao dos marcadores moleculares I'TS1 e ITS2 de populacdes policromicas

de T. radiata
3.2.3.1 Extracido do DNA genomico

Para comprovar as analises morfométricas preliminares desenvolvidas, as amostras foram
submetidas a andlise molecular das regides ITS1 e ITS2 do rDNA. Os insetos coletados foram
mantidos a -80°C em etanol absoluto at¢ o momento de extragdo do DNA. Foi utilizado um
individuo de cada populagdo selecionada para extragdo do DNA, utilizando-se o sistema
PureLink™ Genomic DNA Purification Kit (Invirogen'", catalogo no. K1810-01), seguindo as
instrugdes do fabricante. A qualidade do material extraido foi verificada em gel de agarose 0,8%,
visualizado em fonte de luz ultravioleta. O DNA extraido foi utilizado em reagdes de

amplificacdo das regides ITS1 e ITS2 do rDNA de cada populacao analisada.

As regioes ITS1 e ITS2 do rDNA foram detectadas em reagdes de amplificacao utilizando
os conjuntos de iniciadores universais CAS18sF1 (5’- TACACACCGCCCGTCGCTACTA-3") e
CAS28sB1d (5’- TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA-3’) para o ITSI e
CAS5p8sFc (5’-TGAACATCGACATTTYGAACGCACAT-3) e CAS28sB1d
(5’-TTCTTTTCCTCCSCTTAYTRATATGCTTAA-3") para ITS2 (YA-JIE; DE-XING; LI-JUN,
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2003). As amplificagdes foram realizadas em termociclador programado a 94°C por 4 min
(1 ciclo); 30 ciclos a 95°C por 20s, 60°C por 40s e 72°C por 1 minuto. As reagdes de PCR foram
realizadas em volume final de 25 pL, contendo 5 puL de 5x Green GoTaq Flex Buffer, 1,5 mM de
MgCl, , 200 uM de cada ANTP, 400 pMol de cada iniciador e 0,5 unidades de GoTaq Flexi
DNA e 1pl do DNA genomico. Os fragmentos de DNA assim amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo, em tampao TAE,
para a coloragdo dos fragmentos de DNA, sendo os amplicons visualizados e fotografados sob luz

ultravioleta.

3.2.3.2 Clonagem, seqiienciamento e analise

Todos os produtos de amplificagdo obtidos foram visualizados em gel de agarose 1,5%
para a verificacdo da amplificacio de amplicon de tamanho esperado. Para confirmar a
especificidade dos conjuntos de iniciadores utilizados e a identificagao das regides estudadas, os
amplicons produzidos em todas as reagdes foram inseridos em sistema vetor PGENT-Easy
(Promega) e clonados em células competentes de Escherichia coli 5o (Invitrogen), seguindo
recomendacdes do fabricante. Resumidamente, as células competentes foram colocadas em gelo,
foram adicionados 2ul. da reagdo de ligacdo do inserto-plasmideo, e as mesmas foram,
submetidas a tratamento térmico (30 seg a 42°C e novamente colocadas no gelo). A seguir,
foram adicionados 125uL de meio SOC e as amostras incubadas sob agita¢do (125rpm a 37°C).
Os transformantes foram selecionados em placas LB agar-ampicilina, acrescidas de 50 pg/ml de
X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo). Para cada transformante analisado
foram isolados trés clones positivos, cultivados em meio LB liquido acrescido de ampicilina (100
ug/ml) (37°C por 16 h) e submetidos a extracdo do DNA plasmidial. O DNA plasmidial foi
extraido ap6s sedimentacdo das células (12000g x 1 min.). O pellet de células foi ressuspenso em
110 pl de tampao de ressuspensdo (50mM Tris-HCI, pH 7,5; 10mM EDTA), acrescido de 10 pl
de RNAse A (100 pg/ml). Apds a ressuspensao das células, adicionou-se 100 ul de tampao de lise
(400 mM NaOH, SDS 2%), e o tubo foi gentilmente agitado por inversdo (x3). A reacdo de lise
foi interrompida com a adi¢do de 120 pl de tampao neutralizador (SM acetato de potassio, pH
5,5) e a amostra foi novamente agitada por inversdo do tubo, sendo incubada a temperatura

ambiente por 3 min com centrifugacdo final a 12000g (2 min) para sedimentagdo dos restos
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celulares. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 200 pl de isopropanol gelado, e incubado por 1 min a temperatura ambiente. O DNA
foi entdo sedimentado apds centrifugacao a 14000g por 1 min, o sobrenadante descartado e o
pellet de DNA lavado em banhos sucessivos de 70% etanol, antes de ser seco a temperatura
ambiente e ressuspenso em dgua Milli-Q autoclavada. O DNA plasmidial coletado foi

armazenado a -20°C até sua utilizacao.

Os insertos dos diferentes transformantes foram seqiienciados pela reagdo do ABI PRISM
Big Dye Terminator Cycle Sequening, no Centro de Estudos do Genoma Humano - USP. As
seqiiéncias obtidas foram alinhadas utilizando-se o sofware Blastn, disponivel no “National
Center for Biotechnology Information (NCBi)” (www.ncbi.nlm.nih.gov). Apds o alinhamento
inicial de todas as seqiliéncias, as discrepancias foram corrigidas manualmente e os intervalos das
seqliéncias removidos utilizando-se como referéncia os tragos impressos dos seqiienciamentos. O
método de distancia foi utilizado na avaliagdo das seqii€ncias para as diferentes populacdes de
T. radiata estudadas, sendo as distancias analisadas utilizando o programa MEGA 4.0

(TAMURA et al., 2007).

3.3 Resultados e Discussao
3.3.1 Levantamento populacional de Tamarixia radiata em regioes citricolas de Sao Paulo

Os parasitoides coletados em ninfas de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera:
Psyllidae) foram identificados como Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae). Entre os insetos coletados e que ndo sao parasitdides de D. citri, foram encontrados
os géneros Aphelinus, Aphidius e Lysiphlebus, que sdo parasitoides de Toxoptera citricida,
presente em abundancia nos ramos com D. citri. Ceraphron foi outro género coletado e que
parasita uma grande gama de hospedeiros, atuando inclusive como parasitdide secundario. E
possivel que também estivesse parasitando outro inseto e ndo D. citri. O diptero pertencente a

familia Cecidomyiidae, também coletado, pode ser um predador de ninfas de D. citri.

Com estes estudos iniciais no Brasil, constatou-se a ocorréncia natural do parasitdide
T. radiata em diversas regides, apresentando, em condi¢des de campo, taxas de parasitismo e
emergéncia variaveis de 20 a 80% (Tabela 1). Deve-se considerar que estas taxas de parasitismo

ocorreram em pomares com adequado manejo de pragas e doencas. Desta forma, variagdes
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populacionais da praga e do parasitdide podem ocorrer ao longo das diferentes épocas do ano,

dependendo da regido e do manejo adotado para pragas e doengas da cultura.

E importante salientar que em estudos realizados entre 1993 e 1994 por Gravena et al.
(1996), em pomares de citros de todo o Estado de Sao Paulo ndo se constatou a presenga de
parasitdides de D. citri nas plantacdes brasileiras. Posteriormente ele apareceu em observagdes
mais recentes, constatou-se a eliminagdo de grande parte da populacdo deste parasitoide que,
aparentemente, mantinha a populacao da praga em equilibrio até julho de 2004, provavelmente
devido a aplicacdo indiscriminada de produtos quimicos em citros utilizados para o controle de

insetos e acaros, assim como do psilideo vetor e, conseqiientemente, do “huanglongbing”.

Tabela 1 - Parasitismo e emergéncia, por localidade, de Tamarixia radiata coletada sobre ninfas de Diaphorina citri
em 4areas citricolas do estado de Sao Paulo, no periodo de abril de 2005 a margo de 2007

T. radiata
Municipios
Parasitismo (%) Emergéncia (%)
Barretos 56,79 £ 3,00 65,76 £ 3,26
Botucatu 37,50 £ 4,05 62,50 £ 9,12
Cafélandia 21,41 £ 1,34 41,52 +£5,11
Casa Branca 27,53 £0,84 78,47 £ 1,74
Guranta 39,33 £4,47 79,66 £ 2,71
Itaju 24,10 £ 2,15 55,21 £2,54
Itirapina 48,84 £ 2,85 79,17 £5,52
Piracicaba 74,80 £ 2,65 77,25 £2,27
Pederneiras 57,94 £1,97 64,52 + 2,36
Pongai 36,49 + 3,37 43,18 £7,36
Riberao Bonito 80,00 = 7,86 50,00 + 4,82
Sao Carlos 76,86 = 1,68 77,06 £ 1,62
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3.3.2 Variacao cromatica em populacoes de 7. radiata

Do material coletado nos diferentes municipios citricolas do estado de Sao Paulo,

Tucuman (Argentina) e de Gainesville (Flérida, EUA), foram identificados os seguintes grupos

cromaticos:

1. T radiata tipica, com a extremidade ventral do gaster e pernas amarelas, com o
fémur posterior, as vezes, levemente escurecido (Figura 3A);

2. T. radiata com a extremidade ventral do gaster e pernas escurecidas (Figura 3B).
Entre estes dois grupos principais, duas variagdes foram observadas:

3. T. radiata de pernas amarelas e extremidade ventral do gaster escurecida (Figura
30);

4. T. radiata de pernas escuras e extremidade ventral do gaster clara (Figura 3D).

Figura 3 - Variacdo cromadtica em populagdes de Tamarixia radiata. A- Tamarixia radiata tipica; B- Tamarixia
radiata com pernas e extremidade ventral do gaster escurecida; C- Tamarixia radiata com pernas claras

e extremidade ventral do gaster escurecida; D- Tamarixia radiata com pernas escurecidas e extremidade
ventral do géster clara
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As populagdes de 7. radiata que apresentaram variagdes cromaticas foram aquelas
coletadas em Itirapina, Pederneiras, Piracicaba e Sdo Carlos, estado de Sao Paulo, Brasil, e
Tucuman, regido norte da Argentina. Trés variacdes cromaticas foram detectadas em populagdes
amostradas no Brasil e na Argentina, ¢ em individuos de uma das populagdes, todas as pernas sao
levemente escurecidas, com apenas as extremidades mais claras; numa outra, além das pernas
escurecidas, o quarto distal do gaster ¢ levemente escurecido ventralmente. Em uma terceira
combinacdo onde os espécimes apresentaram o quarto distal do gaster levemente escurecido, as

pernas eram amareladas como em 7. radiata tipica.

Os espécimes que apresentaram pernas e extremidade do géster escurecidos sdo tdo
diferentes dos espécimes tipicos de 7. radiata (em termos de coloracdo) que fica até dificil
assumir que todos pertengam a mesma espécie. Apesar das diferengas cromaticas, analises
morfométricas dos caracteres selecionados (cabega, escapo, pedicelo, segmentos funiculares,
clava, mesossoma, escutelo, dorselo, propddeo, fémur e tibia posteriores, asa anterior, célula
costal, nervuras marginal e estigmal, ovipositor, franjas da asa anterior) ndo indicaram diferengas
nas dimensdes e suas propor¢des de ambas as populagdes com relagao a 7. radiata. A tUnica
diferenca encontrada refere-se aos sulcos submedianos do escutelo, que eram ligeiramente
convergentes nos exemplares de pernas e extremidade do gaster escuras e paralelos na maioria

dos espécimes tipicos.

Amostras das populagdes de Itirapina e Piracicaba (Brasil), Tucuman (Argentina) e
Gainesville (EUA) foram submetidas a analise molecular das regides ITS1 e ITS2 do rDNA
(Figura 4). Segundo Avise (2000), estes marcadores podem ser utilizados para delinear grupos de
haldtipos, proporcionando importantes informacdes para os estudos filogenéticos e de
identificacdo de bidtipos e espécies morfologicamente cripticas, permitindo também estimar a
variabilidade genética entre populagdes. Estudos de freqiiéncia de alelos ou de marcadores em
populagdes de parasitdides de ocorréncia natural em uma determinada area, sdo importantes por
permitirem a identificacdo da variagdo genética destes e a deteccdo de marcadores indicadores
das caracteristicas bioldgicas especificas ou de origem geografica, sendo o reconhecimento destas
variagoes intraespecificas importantes para o sucesso de um programa de controle biologico

aplicado (MacDONALD; LOXDALE, 2004; DE LEON; JONES; MORGAN, 2004).
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Figura 8 - Reagdes de amplificagdo para a detec¢dao das regides ITS1 e ITS2 do rDNA de cada populagdo do
parasitoide Tamarixia radiata. M- Marcador molecular; 1- Itirapina (fémea escura); 2- Tucuman (fémea
marrom clara); 3- Tucuman (fémea escura); 4- Tucuman (macho marrom claro); 5- Piracicaba (fémea
de perna amarelo claro); 6- Gainesville, EUA (fémea de pernas amarelo claro)

As regides ITS1 e ITS2 de T. radiata das populagdes de Itirapina, Piracicaba, Tucuman e
Gainesville, apresentaram varia¢do na regido ITS1 de 719 a 725 pb (Anexo A) e de 548 a 551
para ITS2 (Anexo B). Das populagdes de 7. radiata estudadas, ITS2 sempre foi menor do que
ITSI.

Pelos resultados obtidos da analise molecular das regides ITS1 e ITS2 do rDNA, pode-se
concluir que a variagdo cromatica presente nas populacdes de 7. radiata do Brasil e de Argentina
¢ apenas uma caracteristica fenotipica intra-especifica propria de populagdes que se encontram
em um processo de adaptagao, pois a similaridade entre as regides ITS das populagdes analisadas
¢ bastante alta (Tabela 2). As variagdes cromaticas encontradas nas populagdes de 7. radiata
analisadas podem estar diretamente relacionadas com a aptiddo destes parasitdides e, como
conseqiiéncia, estas diferengas morfoldgicas foram moldadas por adaptagdes ecoldgicas. Segundo
Gibert et al. (2004), durante o desenvolvimento, uma série de fatores climaticos e ambientais

influenciam a expressao de numerosas caracteristicas morfologicas.
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Tabela 2 - Descrigdo das seqiiéncias (pb) e de valores de similaridade entre as regides ITS1 (por¢do superior) e ITS2
(porgdo inferior) das populagdes: A- Fémea escura (Itirapina); B- Fémea escura (Tucuman); C- Fémea
tipica (ESALQ); D- Fémea marrom claro (Tucuméan); E- Macho marrom claro (Tucuman); F- Fémea
tipica (Gainesville)

Seq. A B C D E F
A * 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
B 0,99 x 0,99 0,99 1 0,99
C 0,99 0,99 * 0,99 0,99 0,99
D 0,98 0,99 0,99 * 0,99 0,99
E 0,99 0,99 0,99 0,98 x 0,99
F 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99 *

A taxonomia em himenopteros da superfamilia Chalcidoidea ¢ exclusivamente baseada na
comparacdo de caracteres morfoldgicos; assim, podem ser cometidos erros quando as espécies
sdo diferenciadas baseando-se em caracteres morfologicos de origens desconhecidas (ASKEW,
1971). Em estudo desenvolvido por Bernardo, Pedata e Viggiani (2007), confirmou-se a
influéncia da temperatura sobre a variagdo de caracteres que geralmente eram utilizados em
chaves taxondmicas para Pnigalio soemius (Walker, 1839) (Hymenoptera: Eulophidae). Estes
autores, criaram P. soemius em temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30°C, sobre larvas de um de seus
hospedeiros  naturais, = Cosmopterix  pulchrimella ~ Chambers, 1875  (Lepidoptera:
Cosmopterigidae), para investigar a influéncia da temperatura sobre o tamanho, cor e outros
tragos morfologicas. Mediante observagdes dos intervalos de variagdo presentes nos adultos, os
resultados obtidos confirmaram que o tamanho do escutelo e do propodeo, assim como a
coloragdo do géster, foram afetados pela temperatura de criacdo durante as fases de crescimento e

desenvolvimento.

Variagdes cromaticas em resposta a temperatura tém sido freqiientemente relatadas para
outros insetos (CAPY; DAVID; ROBERTSON, 1988; LAUDONIA; VIGGIANI, 1993;
PETAVY et al., 2002). Temperaturas mais baixas produzem maior pigmentacdo em locais

especificos do corpo, pois cores mais escuras absorvem mais radiagdo solar, tanto na faixa do
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visivel como na do infravermelho, em baixas temperaturas (DAVID et al., 1985; DAVID; CAPY,
1990; KINGSOLVER; WIERNASZ, 1991; SOLENSKY; LARKIN, 2003; GIBERT et al., 2004).
Considerando-se um padrdao de pigmentacdo dorsal em espécies que sao polimorficas, os
individuos que pertencem aos morfos mais escuros, geralmente conseguem aquecer-se mais
rapidamente e atingir altas temperaturas corporais quando comparados aqueles individuos menos

pigmentados (DE JONG; GUSSEKLOO; BRAKEFIELD, 1996; FORSMAN, 2000).

3.4 Conclusoes

1. Populagdes de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) coletadas em
Itirapina, Pederneiras, Piracicaba e Sao Carlos, estado de Sao Paulo, Brasil, e em Tucuman,

regido norte da Argentina apresentam variagdes cromaticas em relacao a espécie tipica;

2. As analises morfométricas dos caracteres selecionados nao indicam diferencas nas dimensoes ¢

proporg¢des das populagdes de Brasil e Argentina com relacao a 7. radiata tipica,

3. As regides ITS1 e ITS2 do rDNA das populagdes analisadas apresentam de 98 a 99% de
identidade;

4. As variacdes cromaticas presentes nas populacdes de 7. radiata estdo relacionadas a
plasticidade fenotipica intra-especifica propria de populagdes que respondem as variagdes do

ambiente e que se encontram em processo de adaptagdo ecologica.
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Anexo A - Alinhamento de seqiiéncias da regido ITS1 de Tamarixia radiata. A- Fémea escura (Itirapina); B- Fémea escura (Tucuman); C- Fémea tipica

QP wosHE QP worH QP wosME QP wo=H QP worH QP wosHE

QP wosHE

(ESALQ); D- Fémea marrom claro (Tucuman); E- Macho marrom claro (Tucuman); F- Fémea tipica (Gainesville)

TACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGTGCGCGGCAATGTATCTTTACGTTGCCGATTGTGCCGGGAAGATGACC-AAACTTGATCATTTA
TACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGTGCGCGGCAATGTATCTTTACGTTGCCGATTGTGCCGGGAAGATGACC-AAACTTGATCATTTA
TACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGTGCGCGGCAATGTATCTTTACGTTGCCGATTGTGCCGGGAAGATGACC-AAACTTGATCATTTA
TACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGTGCGCGGCAATGTATCTTTACGTTGCCGATTGTGCCGGGAAGATGACC-AAACTTGATCATTTA
TACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGATTTAGTGAGGTCTTCGGACTGGTGCGCGGCAATGTATCTTTACGTTGCCGATTGTGCCGGGAAGATGACC-AAACTTGATCATTTA
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Anexo B - Alinhamento de seqiiéncias da regido ITS2 de Tamarixia radiata. A- Fémea escura (Itirapina); B- Fémea escura (Tucuman); C- Fémea tipica

(ESALQ); D- Fémea marrom claro (Tucuman); E- Macho marrom claro (Tucuman); F- Fémea tipica (Gainesville)
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4 BIOLOGIA E TABELA DE VIDA DE FERTILIDADE DE Tamarixia radiata
(Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) SOBRE Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Resumo

Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um endoparasitoide
idiobionte especifico de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae). Neste estudo,
alguns aspectos sobre a biologia, tabela de vida de fertilidade e as condi¢des ideais para o
desenvolvimento e reproducdo foram determinados em condigdes de laboratorio. Nas
temperaturas de 25 e 30°C, o parasitismo em 24 horas foi maior, valores que diferiram
significativamente com as porcentagens obtidas nas temperaturas de 15, 20 e 35°C. As maiores
porcentagens de emergéncia do parasitéide ocorreram nas de temperaturas de 25, 30 e 35°C.
Fémeas e machos do parasitoide tiveram igual comportamento com relacdo a temperatura na
faixa de 15 a 35°C. T. radiata se desenvolveu na faixa térmica de 15 a 35°C, sendo que 25°C foi
a temperatura mais adequada por proporcionar maior viabilidade do periodo ovo-adulto. A 25°C
foram observados os maiores valores da taxa liquida de reproducdo (Ro) e de razdo finita de
aumento (A), sendo que a Ro foi maior nesta temperatura, pois, a cada geracdo a populagdao de
T. radiata aumentou 126,79 vezes, nimero superior aquele obtido nas demais temperaturas.

Palavras-chave: Parasitismo; Desenvolvimento; Taxa liquida de reprodugdo; Razao infinitesimal
de aumento

Abstract

Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) is an idiobiont
endoparasitoid specific to Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae). In this
study, some aspects of its biology, fertility life table, and ideal conditions for development and
reproduction were determined under laboratory conditions. Parasitism in a 24-hour period was
highest at 25 and 30°C; values obtained significantly differed from the percentages obtained at
15, 20, and 35°C. The highest parasitoid emergence percentages occurred at 25, 30, and 35°C.
Parasitoid females and males behaved similarly in the temperature range from 15 to 35°C.
T. radiata developed in the temperature range from 15 to 35°C; the most suitable temperature
was 25°C, since it gave the highest viability for the egg-adult period. The highest net
reproductive rate (Ro) and finite rate of increase values (A) were observed at 25°C. Ro was
highest at that temperature since the 7. radiata population increased 126.79 times in each
generation; this number was higher than the numbers obtained at other temperatures.

Keywords: Parasitism; Development; Net reproductive rate; Intrinsic rate of increase
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4.1 Introducao

O ectoparasitoide idiobionte Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae) tem sido utilizado em programas de controle bioldgico cléassico, reduzindo de forma
significativa a populacdo de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) em
diferentes regides do mundo, e devido a sua eficiéncia, se destaca como estratégia alternativa a
ser adicionada as medidas de manejo complementares dessa praga (AUBERT; QUILICI, 1984;
ETIENNE et al., 2001; CHIEN; CHU, 1996; HOY; NGUYEN, 2000; SKELLEY; HOY, 2004).
O desenvolvimento imaturo e a sobrevivéncia dos adultos de 7. radiata sao dependentes da faixa

térmica e da presenga de alimentagdo (FAUVERGUE; QUILICI, 1991).

D. citri encontra-se associado a cultura de citros com ampla distribui¢do no Brasil. Além
da transmissao do ‘“huanglongbing” ou “greening” desde 2004 (FUNDECITRUS, 2004), este
psilideo causa o enrolamento das folhas e a deformagdo ou engruvinhamento dos brotos,

impedindo o crescimento normal devido a inje¢do de toxinas durante a suc¢ao de seiva.

O sucesso de um programa de controle biologico depende de fatores que afetem a
eficiéncia em campo dos organismos criados massalmente em condigcdes de laboratorio, por
varias geragoes (BIGLER, 1986). O clima ¢, provavelmente, o mais importante destes fatores, ja
que ha um complexo de varidveis meteoroldgicas afetando o desenvolvimento, emergéncia,
sobrevivéncia, atividade e fecundidade dos parasitoides liberados; dentre os fatores com maior

influéncia situam-se a temperatura e a umidade relativa (KING et al., 1985).

Neste contexto, o estudo da tabela de vida de fertilidade ¢ de grande valia para a
compreensdo da dindmica populacional da espécie visada, uma vez que permite uma visao
integrada das caracteristicas biologicas de uma populagdo, sob condi¢cdes ambientais
determinadas (COPPEL; MERTINS, 1977). Segundo Silveira Neto, Nakano e Barbin (1976)
cada individuo na tabela de vida apresenta sua propria velocidade de desenvolvimento,
longevidade e fecundidade, sendo tais fatores expressos em termos médios da populagdo. A taxa
de natalidade e de mortalidade em uma populacdo de insetos ¢ determinada por varias condigdes:

qualidade do alimento, temperatura, umidade relativa e fotoperiodo.

O presente trabalho teve por objetivo estudar aspectos da biologia, taxa de reprodugao ¢ as
condigdes ideais para desenvolvimento e reprodugdo de 7. radiata em condi¢des de laboratério

sobre D. citri, em diferentes temperaturas. A tabela de vida de fertilidade confeccionada com
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estes dados daré as informagdes sobre a interacdo do parasitdéide com D. citri, informagdes estas
que serdo fundamentais para a implementagdo de um programa de controle bioldgico aplicado

dentro do manejo de D. citri no Brasil.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Criacao de manutencio de Diaphorina citri

A criagdo foi iniciada utilizando-se adultos de Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) provenientes da criagdo do Laboratério de Biologia dos Insetos, do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, da ESALQ - USP, mantidos a
25 £ 1°C, umidade relativa (UR): 70 + 10% e fotofase de 14 horas ou com psilideos coletados em

pomares de citros do Estado de Sdo Paulo e mantidos nas mesmas condigdes.

A técnica de criacdo de D. citri foi adaptada das metodologias de Chagas et al. (2002) e
Skelley e Hoy (2004). Assim, para a manutengdo das populagdes de D. citri foram utilizadas
plantas de Murraya paniculata (L.) Jack, com 25 a 30 cm de altura, cultivadas em substrato de

vermiculita e composto vegetal (1:1) (Figura 1A).

As plantas foram mantidas no interior de bandejas plésticas (34x23x7cm) contendo dgua e
levadas para camaras climatizadas (30 + 1°C, 60 + 10% UR e fotofase de 14 h). Apos 8 a 15 dias,
as plantas que apresentavam brotagdes novas foram transferidas para gaiolas acrilicas (60x60x50
cm) contendo adultos de D. citri para a obtengdo de ovos por, no maximo, cinco dias (Figura 1B
e C). Apds este periodo, as plantas, contendo as posturas, foram colocadas em gaiolas mantidas

em sala de criagdo climatizada para o desenvolvimento ninfal (Figura 2).

4.2.2 Criacdo de manutencao de Tamarixia radiata

Para a criagdo de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae), sao
utilizadas ninfas de quarto e quinto instares de D. citri (CHU; CHIEN, 1991; SKELLEY; HOY,
2004), provenientes da criacdo do Laboratorio de Biologia dos Insetos, mantida a 25 + 1°C,

umidade relativa (UR): 70 + 10% e fotofase de 14 horas. As populacdes de 7. radiata foram
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Figura 1 - Técnica de criagdo de Diaphorina citri. A- Plantas de Murraya paniculata mantidas em casa-de-
vegetacdo; B- Brotacdes de Murraya paniculata para serem utilizadas como substrato de postura de
Diaphorina citri; C- Gaiolas para postura de Diaphorina citri

Figura 2 - Ovos e ninfas de Diaphorina citri. A- Ovos de Diaphorina citri em brotagdes de Murraya paniculata,
B- Ninfas de segundo instar de Diaphorina citri. Temperatura 25 £ 1°C, 60 + 10% UR e fotofase de 14
horas



53

mantidas em sala de criacdo climatizada (25 + 1°C, 70 £ 10% UR e fotofase de 14 horas) em
unidades de criacdao semelhantes aquelas descritas para D. citri (item 4.2.1). As ninfas de quarto e
quinto instares de D. citri (CHU; CHIEN, 1991; SKELLEY; HOY, 2004), que ficam fixadas as
plantas, foram expostas ao parasitismo por 7. radiata por um periodo de 24 horas. Apods este
periodo, as ninfas foram levadas, juntamente com a planta, para novas gaiolas para que o

parasitdide completasse o seu desenvolvimento (Figura 3).

Figura 3 - Cria¢do de Tamarixia radiata em condigdes de laboratorio (temperatura 25 = 1°C, 60 £ 10% UR ¢
fotofase de 14 horas). A- Sala de criagcdo de Tamarixia radiata; B- Ninfa de quinto instar de Diaphorina
citri parasitada por Tamarixia radiata; C- Fémea de Tamarixia radiata; D- mimia de Diaphorina citri
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Cerca de 95% das ninfas obtidas s@o utilizadas para os experimentos com o parasitoide
T. radiata, e os 5% restantes sdo destinados a continuidade da criag¢do para as diferentes fases do

projeto (Figura 4).

4.2.3 Biologia de T. radiata sobre D. citri em diferentes temperaturas

Para os estudos dos parametros biologicos, fémeas de 7. radiata recém emergidas foram
alimentadas com uma mistura de mel puro e pdlen (CHIEN; CHU; KU, 1994) (Figura 5A) e
individualizadas em gaiolas cilindricas de plastico (15,5 x 5,5 cm) com aberturas recobertas por
tecido tipo “voile” (para ventilagdo). Foram oferecidas 30 ninfas de D. citri de quinto instar para
cada fémea do parasitéide. O parasitismo foi permitido por 24 horas em camaras climatizadas
(Figura 5B e C), reguladas a 15, 20, 25, 30 e 35 £ 1°C, 70 £ 10% UR e fotofase de 14 horas.
Ap0s este periodo, os parasitdides foram retirados das gaiolas mediante a utilizagdo de um tubo
de vidro de 12 x 75 mm e as ninfas de D. citri que foram submetidas ao parasitismo, foram
levadas para as camaras climatizadas reguladas com as temperaturas selecionadas. Para cada uma
das cinco temperaturas (tratamentos) foram estudadas quatro repetigdes, sendo que cada repeti¢ao
foi constituida por uma parcela com cinco tubos; foram avaliados os seguintes pardmetros:
duracdo do desenvolvimento (ovo - adulto), porcentagem de emergéncia e razdo sexual
(rs = Q/9+3). Os parametros biologicos avaliados foram submetidos a analise de variancia ¢ as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical

Analyses System (2000).

4.2.4 Tabela de vida de fertilidade de 7. radiata em diferentes temperaturas

Avaliou-se a fecundidade e longevidade de T. radiata nas temperaturas de 15, 20, 25,30 ¢
35 £ 1°C. Em gaiolas semelhantes aquelas descritas para os estudos da biologia (item 4.2.3),
foram individualizadas, em cada temperatura, fémeas de 7. radiata alimentadas com uma mistura
de mel puro e pdlen (CHIEN; CHU; KU, 1994). Para o parasitismo, foram oferecidas,
diariamente, 30 ninfas de quinto instar de D. citri e ap6s 24 horas, as plantas contendo as ninfas
submetidas ao parasitismo, foram levadas para as camaras climatizadas reguladas com as

temperaturas selecionadas.
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Cada tratamento (temperaturas) foi representado por dez repeti¢des, sendo os adultos
observados diariamente até sua morte. Posteriormente, calculou-se o nimero médio de ovos por
fémea (mx) em cada data de oviposicao (x) considerando o total de fémeas, o indice de

sobrevivéncia acumulado de fémeas (Ix) durante o periodo de oviposi¢do € o numero de

Figura 5 - A- Fémea de Tamarixia radiata alimentada com mistura de mel e pélem; B- A seta indica uma fémea de
Tamarixia radiata parasitando ninfas de quinto instar de Diaphorina citri; C- Gaiolas cilindricas de
plastico (15,5 x 5,5 cm) com perfuragdes recobertas por tecido tipo “voile”’em camaras climatizadas
reguladas a 15, 20, 25, 30 e 35+ 1°C, 70 = 10% UR e fotofase de 14 horas



57

(Y3

descendentes que atingiram a idade “x” na seguinte (Ix.mx). Estes dados de sobrevivéncia e
fecundidade foram sintetizados em uma tabela de vida e fertilidade seguindo o modelo proposto
por Maia, Luiz ¢ Campanhola (2000). Assim, estimou-se o intervalo entre geracdes (T) que
representa o tempo médio entre a postura de uma geragdo e a postura da geragao seguinte, taxa
liquida de reproducdo (Ro) que € a estimativa do nimero médio de fémeas gerado por fémea ao
longo do periodo de oviposi¢do e que chegardo na geracdo seguinte, taxa intrinseca de
crescimento (1) que € o fator relacionado com a velocidade de crescimento da populagdo e a taxa
finita de aumento (A) que ¢ o fator de multiplicacdo de crescimento didrio da populagdo. Para
estimar os parametros da tabela de vida foram utilizados os seguintes algoritmos: taxa liquida de
reprodugao (Ro), form. (1); estimativa da taxa intrinseca de crescimento (rn,’), form. (2); taxa
intrinseca de crescimento(ry,), form. (3); intervalo entre geragdes (T), form. (4); e taxa finita de

aumento (A),form. (5).

Ro =% Ix.mx (1)
I’ = (Ln (Ro)) (2)
T
m=e¢ m* lxmx=1 (3)
T =(Ln (Ro)) 4)
I'm
A=¢ 'm (5)

Os parametros da tabela de vida de fertilidade e seus respectivos erros padrdo foram
estimados segundo Meyer, Igersoll e MacDonald (1986) e as médias comparadas pelo teste “t”
bilateral (P<0,06), utilizando o software “Lifetable.sas” (MAIA; LUIZ; CAMPANHOLA, 2000)
no programa estatistico SAS, Statistical Analyses System (2000).
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4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Biologia de Tamarixia radiata sobre Diaphorina citri em diferentes temperaturas

Houve efeito significativo da temperatura sobre a porcentagem de parasitismo de
Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae). O parasitismo foi maior nas
temperaturas de 25 e 30°C, sendo de 84,17 e 72,50%, respectivamente, valores que diferiram
significativamente das porcentagens de 22,92; 44,79 e 40,3 obtidas nas temperaturas de 15, 20 e
35°C (Figura 6). As maiores porcentagens de emergéncia ocorreram nas temperaturas de 25, 30 e
35°C, variando de 88,41 a 78,81%, observando-se diferencas significativas, com reducao, apenas
nas temperaturas de 15 e 20°C (Figura 7). Com relagdo a razdo sexual, ndo houve efeito
significativo da temperatura sobre este pardmetro bioldgico (Figura 8). Os valores de parasitismo,
emergéncia e razao sexual observados neste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por Chu e
Chien (1991) em condicdes de laboratério a 25°C, umidade relativa de 100% e fotofase de 14

horas, na China.

100
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X
< 60 72,50
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s 40 T
=
S c 44,79 40,63
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0
15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura 6 - Porcentagem de parasitismo de Tamarixia radiata sobre Diaphorina citri, durante 24 horas nas

temperaturas de 15, 20, 25,30 e 35 + 1°C; UR: 70 £ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas de
mesma letra, nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 7 - Porcentagem de emergéncia de Tamarixia radiata criado sobre Diaphorina citri, durante 24 horas nas
temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 + 1°C; UR: 70 =+ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas de
mesma letra, nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 8 - Razdo sexual de Tamarixia radiata criado sobre Diaphorina citri, durante 24 horas nas temperaturas de
15, 20, 25,30 e 35 + 1°C; UR: 70 £ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas de mesma letra, nas
barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Devido ao fato de existirem poucos estudos com 7. radiata, os dados bioldgicos obtidos
no presente trabalho, serdo também comparados com outras espécies de eulofideos. Segundo
Wang et al. (1999) as temperaturas favoraveis para o desenvolvimento, sobrevivéncia e
reproducao de eulofideos encontra-se entre 20 ¢ 30°C; embora o parasitismo ocorra em altas
temperaturas, a porcentagem de emergéncia diminui drasticamente acima dos 32,5°C; por outro
lado, e estes parasitdides ndo conseguiram emergir a 15°C. Estes autores também concluiram que
as fémeas a 25°C parasitaram um maior nimero de hospedeiros e tiveram os maiores indices de
fecundidade em relagdo aos valores obtidos em outras temperaturas, dados similares aos

observados para 7. radiata na presente pesquisa.

Hondo, Koike e Sugimoto (2006) avaliaram, com base na tolerancia térmica, o
desenvolvimento, eficiéncia e reproducao de sete espécies de eulofideos e, concluiram que todas
as espécies analisadas encontravam-se adaptadas as altas temperaturas, diminuindo a capacidade
reprodutiva entre 15 ¢ 20°C. Dentro deste contexto, e pelos dados obtidos no presente trabalho
com 7. radiata é importante salientar, a importancia de se avaliar a tolerancia térmica, antes de se
escolher um agente de controle bioldgico para uma determinada praga, particularmente com

relagdo ao desenvolvimento e reprodugao.

A duracido média do desenvolvimento biologico (ovo-adulto) de 7. radiata sobre ninfas de
quinto instar de D. citri (Figura 9), foi afetada pela temperatura, ocorrendo um aumento da
velocidade de desenvolvimento com a elevagdo térmica, nas condigdes estudadas (F= 11,97;
gl= 148; P= 0,00106; ANOVA) (Tabela 1). Varios autores constataram a influéncia da
temperatura sobre a velocidade de desenvolvimento em eulofideos (MINKENBERG, 1989;
BAZZOCCHI et al., 2003; DUALE, 2005). O parasitdide completou o desenvolvimento sobre
D. citri nas temperaturas de 18, 20, 22, 25, 28, 30 ¢ 32°C. O tempo do desenvolvimento para o
periodo ovo - adulto de machos e fémeas de 7. radiata foi inversamente relacionado com as

temperaturas estudadas.

4.3.2 Tabela de vida de fertilidade de 7. radiata em diferentes temperaturas

A tabela de vida de fertilidade de 7. radiata foi calculada mediante o padrao de

oviposi¢do das fémeas durante o periodo de avaliagdo nas diferentes temperaturas. A duragdo
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Detector = SE1
Date :5 Jun 2008

Figura 9 - Desenvolvimento biologico (ovo-adulto) de Tamarixia radiata. A- A seta indica um ovo de Tamarixia
radiata; B- Pré-pupa; C- Pupa; D- Pupa em estagio avangado de desenvolvimento; E- Adulto proximo a
emergéncia; F- Fémea (143x); G- Macho (101x)

Tabela 1 - Duragéo (dias) do periodo de desenvolvimento (ovo - adulto) de Tamarixia radiata sobre Diaphorina citri
em diferentes temperaturas

Temperatura
©C) 15 20 25 30 35

Fémea 17,33 £0,13a* 14,27 £0,20 ab™ 11,00+ 0,17 bc* 8,43 +0,17 ¢* 7,60+0,09 c*

Macho 15,33+ 0,482% 12,53 +045a® 833+049b° 6,00+£0,76b° 6,63 +0,69 b®

Médias seguidas da mesma letra minascula nas linhas e maitiscula nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

média de uma geragao (T) variou em funcao das temperaturas utilizadas para o desenvolvimento

do parasitoide. A variacdo foi de 10,43 dias a 35°C a 20,32 a 15°C (Tabela 2). A taxa liquida de
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reproducdo (Ro), apresentou diferencas estatisticas em fun¢do da temperatura, evidenciando-se
que a 25°C foi observada a maior fecundidade, sendo 12,83 vezes maior do que aquela obtida a

15°C onde se registrou a menor Ro (Tabela 2).

Todos os valores da razao infinitesimal de aumento (r,,) foram positivos, evidenciando o
aumento populacional nas temperaturas avaliadas; assim este parametro, variou de 0,1828 a
0,3742, sendo maior a 25°C. Na razao finita de aumento (A) foi possivel observar dois grupos
muitos semelhantes, o primeiro, incluindo os valores obtidos nas temperaturas de 15, 20 e 35°C e
o segundo grupo constituido pelos valores obtidos a 25 e 30°C (Tabela 2). A taxa maxima de
aumento variou, como conseqiiéncia dos resultados anteriores, conforme a temperatura, tendo
ocorrido os primeiros picos nas temperaturas de 25, 30 e 35°C, sendo mais atrasados em 15 e
20°C (Figura 10). Estes valores estdo diretamente correlacionados a duragdo do ciclo do inseto,

pois o ciclo foi menor em 35°C e se alongou a 15°C (Tabela 2).

Tabela 2 - Duragdo média (T), taxa liquida de reproducdo (Ro), razao infinitesimal de aumento (r,,) € razao finita de
aumento (A) para Tamarixia radiata, criada a 15, 20, 25, 30 ¢ 35 £ 2°C; UR: 70 + 10% e fotofase: 14

horas
Tem?o"é;‘t“ra T (dias) Ro Im A
15 2032+024a  9.88+1,05 d 0,1826+0,008 d 1,2003+0,010 d
20 18,84+0,12ab  23,62+2,48 ¢ 0253140013 ¢ 1,288+0,016 ¢
25 15534021 bc  126,79+625a 03742+0,002a 14538 +0,004a
30 11,7840,13 ¢ 5863+323b  03378+0,002b 1,4019+0,012 b
35 10434035 ¢ 21274201 ¢ 02528 +0,009 c 1,2889+0,014 c

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste “t” bilateral de Student (P<0,06).
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Os dados obtidos no presente trabalho sdo proximos aqueles obtidos por Chu e Chen
(1991) na China, autores que obtiveram dados de duracdo média (T) de 17,8 dias, taxa liquida de
reproducdo (Ro) de 285, razdo infinitesimal de aumento (r,,) de 0,31 e razdo finita de aumento ()

1,37 para T. radiata mantido em condigdes de 25°C, 100% de UR e fotofase de 14 horas.

Em outros trabalhos com eulofideos, ja foi ressaltada a importancia da temperatura no
desenvolvimento e reprodug¢ao (ACOSTA; O'NELL,1999; CASTILLO et al., 2006). Castillo et
al. (2006) obtiveram observacdes similares as apresentadas no presente trabalho, demonstrando
que a duragdo do desenvolvimento de ovo a adulto diminuiu quando a temperatura aumentou de
20 para 33°C e nao observaram desenvolvimento destes parasitdides em temperaturas inferiores a
15°C, com maiores fecundidades sendo observadas a 25 e 30°C, com acentuada redugdo a partir

de 33°C.

Acosta e O'Nell (1999) nas temperaturas de 15, 24 e 30°C estudaram a tabela de vida de
fertilidade de populagdes de eulofideos provenientes de Honduras, Colombia e México e
concluiram, que a descoberta de bidtipos adaptados as baixas temperaturas, ¢ importante para a
compreensdo da biogeografia dos parasitoides, seus hospedeiros e plantas hospedeiras, e a
dinamica das populagdes em regides geograficamente diferentes; assim, esta variabilidade
poderia servir de base para a selecao das populacdes adaptadas as condi¢des climaticas comuns
as regioes onde seriam utilizadas para o controle do inseto alvo. Dentro deste mesmo contexto,
Viggiani, Bernardo e Sasso (2000) concluiram a importancia da compreensdo dos parametros
bioldgicos de eulofideos sob diferentes regimes de temperatura, pois estes autores comprovaram
em condi¢des de campo a ineficiéncia deste parasitdide quando as condigdes climaticas ndo

foram as mais apropriadas para a fitofagia da praga.

A tabela de vida de fertilidade ¢ uma, dentre as varias formas, de se conhecer o potencial
de crescimento das populagdes e de avaliar os possiveis impactos dos fatores bidticos e abidticos
sobre os insetos. No caso de 7. radiata, a razao infinitesimal de aumento (1), obtida na presente
pesquisa, ¢ um bom indicador da temperatura na qual o crescimento da populacdo foi mais
favoravel, pois este parametro refletiu, de forma global, os efeitos da temperatura sobre o
desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia deste parasitdide. A taxa liquida de reprodugao
(Ro) foi maior a 25°C, pois, a cada geragao a populacdo de 7. radiata ird aumentar 126,79 vezes,

numero superior aquele obtido nas demais temperaturas (Tabela 2).
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4.4 Conclusoes

1. As maiores taxas de parasitismo de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae) sobre Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) ocorrem nas

temperaturas de 25 e 30°C;

2. As maiores porcentagens de emergéncia do parasitdide ocorrem nas de temperaturas de 25, 30

e 35°C;

3. Ambos os sexos de 7. radiata comportam-se igualmente com relagdo a temperatura na faixa de

15 a35°C;

4. T. radiata se desenvolve na faixa térmica de 15 a 35°C, sendo 25°C a temperatura mais

adequada por proporcionar maior viabilidade do periodo ovo-adulto;

5. Os maiores valores da taxa liquida de reproducdo (Ro) e de razao finita de aumento (A) de

T. radiata sdo obtidos a 25°C.
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5 CAPACIDADE DE PARASITISMO, EM DIFERENTES TEMPERATURAS, DE
Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) SOBRE Diaphorina citri
Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) E LIBERACAO EM DUAS AREAS
CITRICOLAS

Resumo

Por apresentarem altas taxas de parasitismo e alta capacidade de dispersdo, a
potencialidade de liberagdes Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
como tatica de controle de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) ja foi
relatada em varios paises. Este trabalho teve por objetivo pesquisar a preferéncia hospedeira, o
parasitismo didrio e acumulado e a capacidade de parasitismo de 7. radiata, assim como a
liberacdo deste parasitdide em pomares citricos comercias dos municipios de Araras,
Cordeiropolis e Limeira, no estado de Sdo Paulo. O parasitismo de 7. radiata foi de 61,25 e
88,75% sobre ninfas de quarto e quinto instares de D. citri, respectivamente, valores que
diferiram das porcentagens obtidas para as ninfas de primeiro a terceiro instares. A capacidade de
parasitismo foi menor a 15, 20 e 35°C, sendo possivel constatar que a temperatura interferiu na
fecundidade do parasitoide. A temperatura mais adequada para o parasitismo de 7. radiata foi de
a de 25°C. Oito dias ap6s a liberacao, a porcentagem de parasitismo de 7. radiata se manteve
entre 51,57 e 72,75%, valores que decresceram para 4,17 e 10% quinze dias depois da liberagdo.
Nas areas escolhidas nos municipios de Cordeirépolis e Limeira, apds trés liberagdes, a
porcentagem de parasitismo de 7. radiata variou entre 30 a 60%, constatando-se que o nimero de
ninfas de quarto e quinto instares decresceram nas areas onde foram realizadas tais liberacdes.

Palavras-chave: Capacidade de parasitismo; Psilideo; Liberagdes; Controle bioldgico classico;
Greening

Abstract

Because of its high parasitism rates and high dispersal capacity, the potential for using
Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) releases as a control tactic
against Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) has been reported in several
countries. This study aimed to investigate the host preference, daily and accumulated parasitism,
and parasitism capacity of 7. radiata, as well as releases of this parasitoid in commercial citrus
orchards in the municipalities of Araras, Cordeirdpolis, and Limeira, State of Sao Paulo, Brazil.
T. radiata parasitism was 61.25 and 88.75% on fourth- and fifth-instar nymphs of D. citri,
respectively; these values differed from the percentages obtained for first- to third-instar nymphs.
Parasitism capacity was smaller at 15, 20, and 35°C; temperature interfered with the parasitoid’s
fecundity. The most suitable temperature for 7. radiata parasitism was 25°C. T. radiata
parasitism percentage values eight days after release remained between 51.57 and 72.75%,
decreasing to 4.17 and 10% fifteen days after release. In the areas selected in the municipalities
of Cordeiropolis and Limeira, parasitism percentage values of 7. radiata after three releases
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ranged between 30 and 60%; the number of fourth and fifth-instar D. cifri nymphs decreased in
those areas.

Keywords: Parasitism capacity; Psyllid; Releases; Classical biological control; Greening

5.1 Introducao

Com os estudos iniciais no Brasil, durante os meses de outubro a dezembro de 2004, nos
municipios de Piracicaba e Jaboticabal, SP, constatou-se a ocorréncia natural de Tamarixia
radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae), com porcentagem de emergéncia de 14,3
a 33,3% e, no periodo de marco a julho de 2005, este parasitoide foi praticamente registrado em
todas as areas citricolas do estado de Sao Paulo, apresentando elevadas taxas de parasitismo,
variaveis de 27,5 a 80% (GOMEZ TORRES et al., 2006). Para evitar uma redugdo drastica na
produgdo brasileira de citros como conseqiiéncia da dissemina¢dao do “huanglongbing” ou
“greening”, planeja-se adotar, como uma das taticas de manejo do psilideo vetor, Diaphorina
citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae), um programa de controle bioldgico classico
mediante liberagdes do ectoparasitoide 7. radiata, a semelhanga do que vem ocorrendo em outras
regides do mundo (CHIEN; CHU, 1996; HOY; NGUYEN, 2000; ETIENNE et al., 2001;
SKELLEY; HOY, 2004).

O clima, tipo de cultura, hospedeiros, predacdo, uso de agroquimicos e qualidade do
inseto influem na eficiéncia das liberagdes e dispersdo de parasitéides (ANDOW; PROKRYM,
1991). E dificil definir com precisdo os fatores intrinsecos e/ou extrinsecos determinantes dos
casos de insucesso, mas a selecdo inadequada de linhagens, avaliacdes da “qualidade” do
parasitoide criado em laboratério, caracteristicas do transporte e manipulagdo, técnicas e intervalo
de liberacdes, densidade liberada (parasitoides: ovos da praga), além das condigdes climaticas no
momento da liberacdo, dispersdo do parasitdide e uso de agroquimicos dentro da cultura, sdao
todos fatores que podem levar ao insucesso de um programa de controle biologico (HASSAN,

1994).

O objetivo deste trabalho foi realizar pesquisas sobre a preferéncia hospedeira, o
parasitismo didrio e acumulado e a capacidade de parasitismo de 7. raidata, assim como a

liberacdo deste parasitdide em pomares citricos e assim viabilizar a utilizagdo de 7. radiata como
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mais uma estratégia de controle do vetor e da doenca nas diferentes regides citricolas do estado

de Sao Paulo.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Preferéncia da idade hospedeira no parasitismo de Tamarixia radiata

Neste experimento, trinta ninfas do primeiro ao quinto instares de Diaphorina citri
Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) foram oferecidas com as idades definidas, para 30
fémeas individualizadas e acasaladas de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae), com 24 horas de idade e alimentadas com uma mistura de mel puro e pdlen
(CHIEN; CHU; KU, 1994), colocadas em gaiolas (35x35x45cm). Apos 24 horas, as fémeas
foram retiradas das gaiolas e as ninfas foram vistoriadas durante um periodo de 7 dias para se
verificar a porcentagem de parasitismo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado e cada tratamento constou de seis repeticdes. Foi avaliado o nimero de ninfas
parasitadas por fémea. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias de
parasitismo comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical

Analyses System (2000).

5.2.2 Capacidade de parasitismo de 7. radiata em diferentes temperaturas

Avaliou-se a capacidade de parasitismo de 7. radiata sobre ninfas de D. citri em camaras
climatizadas reguladas a 15, 20, 25, 30 e 35 + 1°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de
14 horas.

Para cada temperatura, foram individualizadas vinte fémeas do parasitdide, em tubos de
vidro (12 x 75 mm) tampados com filme plastico Magipack® e alimentadas com uma mistura de
mel puro e polen (CHIEN; CHU; KU, 1994). Em gaiolas cilindricas de pléstico (15,5 x 5,5 cm)
com perfuragdes recobertas por tecido tipo “voile”, foram oferecidas diariamente 30 ninfas de
D. citri de quinto instar (resultado obtido em 5.2.1) para cada fémea de 7. radiata (Figura 1A e
B). O parasitismo foi permitido por 24 horas nas diferentes temperaturas; apos este periodo, os

parasitdides foram retirados das gaiolas e as ninfas de D. citri, que foram submetidas ao
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parasitismo, foram levadas para as camaras climatizadas reguladas com as temperaturas

selecionadas.

Em delineamento experimental inteiramente casualizado, para cada uma das cinco
temperaturas (tratamentos) foram estudadas quatro repeticdes, sendo que cada repeticdo foi
constituida por uma parcela com cinco tubos. Foram avaliados (Figura 1C) o numero de ninfas
parasitadas diariamente, a porcentagem acumulada de parasitismo e o numero total de ninfas
parasitadas por fémea. Os parametros observados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical

Analyses System (2000).

Figura 1 - A- Gaiolas cilindricas de plastico (15,5 x 5,5 cm) utilizadas para a determinacdo da capacidade de
parasitismo de Tamarixia radiata em cimaras climatizadas reguladas a 15, 20, 25, 30 € 35 = 1°C,
umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas; B- A seta indica uma fémea de Tamarixia radiata a
procura da ninfa hospedeira para o parasitismo; C- Forma de avaliagdo do parasitismo, desenvolvimento
e emergéncia de Tamarixia radiata nas diferentes temperaturas, em microscopio estereoscopico
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5.2.3 Liberacao de T. radiata para o controle de Diaphorina citri em condi¢des de campo

As liberagdes do parasitdoide foram realizadas em areas comerciais de citros nos
municipios de Araras (22°2120"S - 47°23'12"W), Cordeirdpolis (22°28'50"S - 47°2727"W) e
Limeira (22°33'37"S - 47°24'12"W), no estado de Sao Paulo. Antes de cada liberagao de
T. radiata, para se determinar o nivel de infestagdo da praga, foram coletados, ao acaso, de 30 a
60 ramos com brotagdes novas contendo ninfas de D. citri. A coleta foi feita de forma cuidadosa,
com tesoura de poda, e os ramos coletados foram colocados em sacos de papel devidamente

etiquetados e acondicionados em caixas de isopor para serem transportados até o laboratorio.

Para liberagdo, os adultos do parasitéide eram recém emergidos e acondicionados em
tubos de vidro (12x75mm). Estes adultos foram levados ao campo 24 horas apds a emergéncia,

liberando-se 5 a 10 individuos por ponto de liberacao (Figura 2).

Figura 2 - Metodologia de liberagdo de Tamarixia radiata em pomares citricos. A- Coleta de Tamarixia radiata para
liberagdo; B- Tubo de vidro de 12x75mm utilizado para o transporte dos parasitéides para liberagdo;
C- Fémea de Tamarixia radiata, 24 horas apds a emergéncia; D- Liberagdo do parasitéide em campo;
E- Mumia de Diaphorina citri apds a emergéncia de Tamarixia radiata
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Nas areas comerciais, para os experimentos de liberagcdo, foram selecionadas parcelas de
70,2 x 32 m (distantes entre si, de pelo menos, 100 m), correspondendo a 0,23 ha, contendo
aproximadamente 86 arvores e como pontos de liberagdo dentro das parcelas, foram escolhidas

15 arvores (Figura 3).

No municipio de Araras, foram escolhidas trés parcelas; em duas delas, foram realizadas
liberagdes do parasitdide e na outra ndo houve liberacdo. Nas areas selecionadas, oito e quinze

dias apos a liberagao, foi avaliada a porcentagem de parasitismo.

Figura 3 - Vista aérea de um pomar de citros para esquematizar as parcelas de 0,23 ha com as 15 arvores marcadas
onde foram feitas as libera¢des de Tamarixia radiata e avaliagSes de parasitismo

Nas areas citricolas dos municipios de Cordeirdpolis e Limeira, para as avaliagdes, em
cada uma delas, foram escolhidas duas parcelas; em uma delas, foram realizadas as libera¢des do
parasitdide e na outra ndo houve liberagdo (controle). A freqiiéncia de liberagdo nestas areas
dependeu da presenca e estagio de desenvolvimento da praga, determinados nas avaliagdes
prévias onde se avaliou o nivel de infestagdo. As avaliagdes do parasitismo e emergéncia foram

semanais.
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5.3 Resultados e Discussao
5.3.1 Preferéncia hospedeira no parasitismo de Tamarixia radiata

Os aspectos etoldgicos e ecologicos da relagdo parasitoide-hospedeiro sao altamente
influenciados pelo estagio de desenvolvimento do hospedeiro. A idade hospedeira constitui-se em
fator crucial no sucesso e adequagdo dos parasitdides (HARVEY, 2000); hospedeiros de idade
inadequada reduzem notavelmente a aceitacdo hospedeira e o parasitismo, além de afetarem o
tamanho, taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia e fecundidade das geracgoes filiais (PAK, 1986;

FUESTER; TAYLOR, 1991; FIDGEN et al., 2000).

No presente trabalho, foi possivel verficar a estreita relagdo existente entre o niimero de
ninfas parasitadas com as caracteristicas bioldgicas de desenvolvimento do hospedeiro, pois o
parasitismo de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) foi de 61,25 e
88,75% sobre ninfas de quarto e quinto instares de Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae), respectivamente, diferindo significativamente das taxas porcentuais,
variaveis de 0,00 a 13,15%, obtidas para as ninfas de primeiro a terceiro instares (F= 20,60;

gl=4; P<0,001; ANOVA) (Figura 4).
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Figura 4 - Influéncia da idade hospedeiro no parasitismo de Tamarixia radiata em ninfas de Diaphorina citri durante

24 horas. Temperatura: 25 + 1°C, UR: 70 £ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas de mesma letra,
nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Segundo Chu e Chien (1991) e Skelley e Hoy (2004) T. radiata parasita, de preferéncia,
ninfas de quinto instar e se alimenta de ninfas mais jovens (Figura 5), e pela combinagdo destas
duas agoes, cada fémea de 7. radiata pode destruir at¢ 500 ninfas de D. citri. Assim, quando
foram oferecidas a este parasitdoide ninfas do primeiro a terceiro instares, observou-se uma
diminui¢do na porcentagem de parasitismo e emergéncia de 7. radiata. Associagdes como esta
também foram observadas por Chu e Chien (1989), que determinaram uma maior sobrevivéncia,
variavel entre 71,1 e 85,2%, para a progénie de 7. radiata criada sobre ninfas de quarto e quinto

instares.

Em condig¢des de campo e laboratério, Duncan e Pena (2002) demonstraram que o estagio
de desenvolvimento do hospedeiro afeta significativamente a oviposi¢ao sobre outros eulofideos.
Estes autores comprovaram, em condi¢des de campo, porcentagens de parasitismo de 72,7 e
27,3% respectivamente, sobre o terceiro instar larval do hospedeiro. Por outro lado, em
laboratorio as fémeas ovipositaram, embora ocasionalmente, também em ninfas do segundo instar
larval e sobre o estdgio pré-pupal do hospedeiro; dentro deste contexto, os autores concluiram
que os hospedeiros com idade apropriada ofereceram a nutri¢do e a qualidade necessarias para o

subseqiiente desenvolvimento do parasitdide em condi¢des de campo e laboratorio.

Figura 5 - Seqiiéncia do desenvolvimento ninfal de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae). Desenho de
Patricia Milano
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5.3.2 Capacidade de parasitismo e longevidade de fémeas de 7. radiata em diferentes

temperaturas

A capacidade de parasitismo total de 7. radiata (F= 146,43; gl= 19; P<0,001; ANOVA)
foi de 20,00; 39,50; 167,42; 76,50 e 35,25 ninfas parasitadas por fémea nas temperaturas de 15,
20, 25, 30 e 35°C, respectivamente. O parasitismo foi menor a 15, 20 e 35°C, sendo possivel
assim, observar que a temperatura interferiu na fecundidade do parasitdide (Figura 6). Segundo
Chu e Chien (1991), o nimero de ninfas de D. citri parasitadas por 7. radiata é variavel em
funcdo do fornecimento de alimento (mel e pélen) e o estagio de desenvolvimento do hospedeiro;
assim, quando foram oferecidas, apos as fémeas serem alimentadas, 20 ninfas de quinto instar de
D. citri a 25°C, a fecundidade destes parasitdides variou entre 98 a 156 ovos/fémeas, valor

proximo ao obtido na presente pesquisa, na mesma condi¢do térmica.
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Figura 6 - Capacidade de parasitismo (total) de Tamarixia radiata sobre ninfas de quinto instar de Diaphorina citri
em temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 + 1°C, UR: 70 £ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas de
mesma letra, nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Com relagdo a porcentagem acumulada de parasitismo, verificou-se que as fémeas

colocaram maior nimero de ovos na temperatura de 25, vindo a seguir a de 30°C (Figura 7);
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nestes casos, no sétimo dia ja tinham parasitado mais do 80% do total de ninfas de D. citri. Para
as fémeas que foram expostas as temperaturas de 15, 20 e 35°C o ritmo e a capacidade de
parasitismo (Figuras 7 e 8) foram diferentes quando comparados com os resultados obtidos a 25 ¢
30°C. Em torno do 50% das fémeas de 7. radiata morreram no sexto dia quando submetidas as
temperaturas extremas de 15 e 35°C, enquanto que aquelas que foram mantidas a 25°C chegaram

a viver mais do que 13 dias (Figuras 7 e 8).

Em eulofideos tem sido observado também, uma relacdo quadratica entre a fecundidade
do parasitdide e a temperatura, devido a notavel interagdo existente deste fator abidtico com o
desenvolvimento embriondrio e com a longevidade do adulto (PATEL; SCHUSTER, 1991).
Estes autores também relataram que em temperaturas baixas, as fémeas ovipositaram um menor
numero de ovos quando comparadas com aquelas submetidas a temperaturas na faixa entre 20 e

30°C, onde a oviposicao foi maior.
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5.3.3 Liberacao de 7. radiata em pomares citricos

No municipio de Araras, a porcentagem média de ninfas de quarto e quinto instares de
D. citri presentes nas areas selecionadas e liberadas foi de 86,96% (Figura 9), podendo-se afirmar
que ndo houve parasitismo natural no local. Nas duas areas escolhidas, oito dias ap0s a liberacao,
a porcentagem de parasitismo de 7. radiata foi de 51,57 e 72,75% para cada uma das areas
identificadas, neste trabalho, como A e B respectivamente, valores estes que decresceram quinze

dias depois da liberacao (Figura 10).
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Figura 9 - Porcentagem de ninfas de 4° ¢ 5° instares de Diaphorina citri em relagdo a populagdo total antes e depois
da liberagdo de Tamarixia radiata nas éareas selecionadas em de Araras, Sdo Paulo

Segundo Chiu e Chien (1991), ap6s as liberagdes de 7. radiata nas regides central e sul de
Taiwan, ndo foi possivel observar correlagdo entre a porcentagem de parasitismo e a populagdo
de ninfas ou adultos de D. citri. Entretanto, na presente pesquisa, pdde-se observar que apos as
liberagdes, a populacdo de ninfas de quarto e quinto instares diminuiu em 10% aproximadamente
(Figura 10). Na area controle (Area C) do presente trabalho ndo ocorreu parasitismo ao longo das

avaliacdes, mostrando que ndo existia parasitismo natural na area do experimento.

Nos municipios de Cordeirdpolis e Limeira, antes de cada liberacdo, mediante o
levantamento populacional de D. citri, determinou-se a porcentagem de ninfas de quarto e quinto

instares presentes nas areas escolhidas (com e sem liberagdo), obtendo-se porcentagens variaveis
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entre 20 e 60% (Figura 11). Com estas avaliagdes, também foi possivel constatar que ndo existiu
parasitismo natural anterior as liberacdes nos locais escolhidos da Fazenda do Bosque e da

Fazenda Panorama dos referidos municipios.
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Figura 10 - Porcentagem de parasitismo de Tamarixia radiata sobre ninfas de Diaphorina citri em de Araras, Sao
Paulo, 8 ¢ 15 dias apos a liberagdo

Na é4rea escolhida na fazenda do Bosque apods trés liberagdes, a porcentagem de
parasitismo de 7. radiata foi de 54,57, 64,23 e 62,45% e observou-se que o numero de ninfas de
quarto e quinto instares decresceu na area onde foram feitas tais libera¢des (Figura 11A) quando

comparado com a area controle ou sem liberagdo (Figura 11B).

Na fazenda Panorama, no municipio de Limeira, as porcentagens de parasitismo apos trés
liberagdes variaram entre 30 a 44% (Figura 11C). Como ja observado na area comercial do
municipio de Cordeiropolis constatou-se que a porcentagem de ninfas de quarto e quinto instares

presentes na area controle (sem liberacdo) foi superior quando comparada com a 4rea onde foram

feitas as liberagdes (Figura 11D).

Estes resultados sdo semelhantes aos relatados em Taiwan por Chiu e Chien (1989), pois

entre os anos de 1983 e 1986, foram realizadas 41 liberagdes sucessivas do parasitdoide em
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Citrus sp. e 32 em Murraya paniculata, e apés as primeiras liberagdes, em 1984, as taxas de
parasitismo encontradas variaram entre 30 a 87%, o que segundo estes autores, além de
comprovar a potencialidade de 7. radiata como agente de controle bioldgico, também
demonstrou a capacidade de dispersdo e o estabelecimento em areas distantes. Aparentemente, o

mesmo ocorreu nas duas regides estudadas do estado de Sao Paulo.

Na Florida (EUA), T. radiata, foi introduzido como parte do programa de controle
biologico cléassico do psilideo-dos-citros, e, segundo Michaud (2004), este parasitdide atualmente
encontra-se amplamente distribuido em todos os ecossistemas citricolas da Florida diminuindo
notavelmente a populagdo de D. citri e no Texas, segundo este mesmo autor, 7. radiata se
estabeleceu naturalmente em dareas onde nao foram realizadas liberagdes do parasitdide,

provavelmente devido a sua grande capacidade de dispersao.

Os dados obtidos apos as liberagdes de 7. radiata em pomares citricos no estado de Sao
Paulo, além de comprovar a potencialidade de 7. radiata como agente de controle bioldgico,

também demonstram a capacidade de estabelecimento deste parasitoide.

5.4 Conclusoes

1. Ninfas de quarto e quinto instares de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)
sdo as mais adequadas para o desenvolvimento de Tamarixia radiata (Waterston, 1922)

(Hymenoptera: Eulophidae);

2. A temperatura mais adequada para o parasitismo de 7. radiata ¢ a de 25°C, vindo a seguir a de
30°C;

3. Oito dias ap6s a liberagdo, a porcentagem de parasitismo de 7. radiata se manteve entre 51,57

e 72,75%, valores que decresceram para 4,17 e 10% quinze dias depois da liberacao.

4. Nas areas escolhidas nos municipios de Cordeirdpolis e Limeira, apos trés liberagdes, a
porcentagem de parasitismo de 7. radiata variou entre 30 a 60%, constatando-se que o numero

de ninfas de quarto e quinto instares decresceram nas areas onde foram feitas tais liberagdes.
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6 A ASSOCIACAO Tamarixia radiata - Wolbachia: OCORRENCIA E EFEITOS NO
PARASITISMO

Resumo

A associacdo de insetos a bactérias simbiontes ¢ generalizada nesse grupo de artrépodes,
sendo que essas bactérias podem estabelecer diferentes relagdes com seus hospedeiros, que
variam da patogenicidade ao mutualismo. A o-proteobactéria Wolbachia ¢é certamente o
simbionte secundario mais distribuido entre os insetos. Wolbachia interfere na determinacao do
sexo da progénie, podendo, ainda, influenciar a aptidao biologica de seus hospedeiros.
O ectoparasitoide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um agente
de controle eficiente do psilideo Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae), tendo
sido relatado no Brasil em 2005. O possivel efeito de Wolbachia na aptidao biologica de seus
hospedeiros e a sua associagdo com o inseto, aliada a importancia de 7. radiata no combate ao
vetor do “huanglongbing” no Brasil, torna necesséaria a avaliacdo da associacdo e o efeito de
Wolbachia na aptidao reprodutiva desse parasitdéide. Das nove populagdes coletadas no Estado de
Sdo Paulo, aquelas de Cafelandia, Ribeirdo Bonito e Piracicaba apresentaram infeccdo multipla
por Wolbachia dos supergrupos A e B. O método utilizado para a alimentacdo de 7. radiata com
antibiotico foi adequado para a obten¢do de uma linhagem destes parasitdoides com uma reducao
na densidade do simbionte. Observou-se que houve diferenga significativa no parasitismo e
emergéncia da linhagem que apresentou uma reducdo de Wolbachia.

Palavras-chave: Parasitdide; Psilideo; Greening; Simbionte; Tetraciclina

Abstract

The association between insects and symbiotic bacteria is generalized in this group of
arthropods; the bacteria may establish different relationships with their hosts, from pathogenicity
to mutualism. Wolbachia, an a-proteobacterium, is without a question the most widely
distributed secondary symbiont among insects. Wolbachia interferes with the sex determination
of the progeny, and may also influence the biological aptitude of their hosts. The ectoparasitoid
Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) is an effective control agent
against the psyllid Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae), and was reported in
Brazil in 2005. The potential effect of Wolbachia on the biological aptitude of their hosts and
their association with the insect, together with the importance of 7. radiata in fighting the vector
of the “huanglongbing” disease in Brazil, make it necessary to evaluate the association and effect
of Wolbachia on the reproductive aptitude of this parasitoid. Among nine populations collected in
the State of Sdo Paulo, those collected in Cafelandia, Ribeirdo Bonito, and Piracicaba showed
multiple infections by Wolbachia from the A and B supergroups. The method employed to feed
T. radiata with antibiotic was adequate to obtain a parasitoid line with reduced symbiont density.
A significant difference in parasitism and emergence was observed in the line with reduced
Wolbachia numbers.

Keywords: Parasitoid; Psyllid; Greening; Symbiont; Tetracycline
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6.1 Introducao

A simbiose ¢ um importante veiculo para a evolugdo e a diversidade ecologica,
aumentando o numero de habitats aceitaveis para a vida (WERNEGREEN, 2004). Entre os
organismos multicelulares, os insetos formam um grupo com grande diversidade de habitos
alimentares que pode ser em parte atribuida aos simbiontes a eles associados (BOURTZIS;
MILLER, 2003). Os chamados simbiontes primarios estabelecem associagdes obrigatorias, sendo
indispensaveis ao crescimento e desenvolvimento de seus hospedeiros (WERNEGREEN, 2004);
além destes, também podem estar associados a simbiontes facultativos ou secundarios. Apesar
desta associacdo com simbiontes secundarios ndo ser obrigatéria, ¢ conhecido que os mesmos
influenciam diversos processos fisiologicos do organismo hospedeiro, afetando aspectos
bioecoldgicos, padroes comportamentais, de reproducdo e desenvolvimento (WERREN, 1997;

LEONARDO; MUIRU, 2003; RUSSELL; MORAN, 2006).

Wolbachia ¢ uma a-proteobactéria Gram negativa que esta presente principalmente nos
tecidos reprodutivos de seus hospedeiros (WERREN, 1997). Nos insetos, os principais efeitos da
infestacdo por Wolbachia sao a incompatibilidade citoplasmatica (BREEUWER; WERREN,
1990) e a inducao de partenogénese telitoca (STOUTHAMER, 1993).

A ampla distribui¢do deste simbionte despertou o interesse, principalmente nos aspectos
envolvidos na interagdo Wolbachia - hospedeiros (BREEUWER; WERREN, 1990;
STOUTHAMER; KAZMER, 1994; WERREN, 1997; STOUTHAMER; BREEUWER, HURST,
1999; ROKAS 2000). Também preconiza-se a utilizagao pratica de Wolbachia no controle
biologico de pragas, visto que a reprodugdo telitoca poderia aumentar o rendimento de criacdes
massais e permitir a liberagdo em campo somente de individuos eficientes no controle da praga
alvo (STOUTHAMER, 1993) ou a sua utilizagdo como vetores para modificagdo genética em

populagdes de insetos (SINKINS; O'NEILL, 2000).

A potencialidade de liberagdoes de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera:
Eulophidae) como tatica para racionalizar o controle do “huanglongbing” ou “greening” ja foi
relatada, pois estes parasitdides constituem-se no principal agente de controle bioldgico do vetor
Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) (CHIEN; CHU, 1996; HOY;
NGUYEN, 2000; ETIENNE et al., 2001; SKELLEY; HOY, 2004). O presente trabalho envolve

estudos que objetivam determinar a presenca de Wolbachia em populacdes de 7. radiata
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coletadas em regides citricolas do estado de Sdo Paulo, assim como determinar o efeito deste
simbionte na aptiddo reprodutiva desse parasitdide, permitindo a selegdo de linhagens mais
adequadas de 7. radiata para liberagdo em areas onde existam problemas com o D. citri ¢ a

doenga por ele transmitida (“huanglongbing” ou “greening”).

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Associacdo Wolbachia — Tamarixia radiata das populagdes coletadas no Estado de Sao

Paulo
6.2.1.1 Extracdo de DNA genémico

O DNA gendémico das populacdes de Tamarixia radiata (Waterston, 1922)
(Hymenoptera: Eulophidae) coletadas nos municipios de Cafelandia (21°48'09"S - 49°36'36" W),
Guaranta (21°53'47"S - 49°35'25"W), Itaju (21°58'50"S - 48°48'15"W), Itirapina (22°15'10"S -
47°49'22"W), Piracicaba (22°43'31"S - 47°38'57"W), Pederneiras (22°21'06"S - 48°46'30"W),
Pongai (21°44'10"S - 49°21'22"W), Ribeirdo Bonito (22°03'59"S - 48°10'42"W) e Sao Carlos
(22°01'04"S - 47°53"27"W), assim como a populacdo de Gainesville (Florida, EUA) que foi
utilizada como padrio neste estudo, foi extraido de individuos preservados em etanol absoluto,
utilizando o método de extracdo salina (ALJANABI; MARTINEZ, 1997). Resumidamente,
amostras provenientes de diferentes localidades do Estado de Sao Paulo foram homogeneizadas
em tampao TEN (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,2 mM EDTA, 0,4 M NaCl), 40 ul 20% SDS e 8 pul
proteinase-K. As amostras foram incubadas a 55°C por 1 h e 300 pul 5-6 M NaCl foram
adicionados. As amostras foram entdo submetidas a agitagdo intensa por 30s, seguida de
centrifugacao (14,000 g x 30 min). O sobrenadante foi coletado e o DNA precipitado apos adigao
de 100% etanol gelado a -20°C por 60 min. Seguindo a precipitagio do DNA, as amostras foram
centrifugadas (14,000 g x 20 min a 4°C), e o pellet de DNA foi lavado duas vezes em 70% etanol
gelado. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente para completar a evaporagdo do

etanol, 0 DNA ressuspenso em agua MilliQ autoclavada e armazenadas a -20°C para uso futuro.
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6.2.1.2 Ocorréncia e caracterizacao de Wolbachia

A ocorréncia do simbionte Wolbachia foi verificada em reacdes de amplificagcdes com os
iniciadores wsp81F (5’-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAA CTAGCTA-3’) e wsp691R
(5’-AAAAATTAAACGCTACTCCAGCTTCTG CAC-3"), em reacdo programada a 94°C por 5
min (1 ciclo); 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min (35 ciclos); seguida de extensio
final a 72°C por 5 min (ZHOU; ROUSSET; O’NEILL, 1998). Para as populagdes em que a
presenca da bactéria Wolbachia foi confirmada, uma segunda reacdo de amplificagdo foi
realizada para a detecg¢ao do supergrupo Wolbachia associado as mesmas. Assim, os conjuntos de
iniciadores  16SWolbF1  (5'-AGTCCTGGCTAACTCCGTGCCA-3") e 16SWolbRA1
(5"-GGGATTRGCTTAGCCTCGCGAC-3") e 16SWolbF1 e 16SWolbRB1
(5'-TAGCTTAGGCTTGCGCACCT TG-3") foram empregados em reagdes a 95°C por 3 min; 35
ciclos a 95°C por 30s, 58°C a 1 min, 72°C a 2 min; e extensdo final a 72°C por 10 min; para a
identificacdo da ocorréncia dos supergrupos A e B de Wolbachia, respectivamente (Van BORM

etal., 2001).

6.2.2 Avaliacio da associacao Wolbachia - Tamarixia radiata
6.2.2.1 Obtencio de uma linhagem de 7. radiata livre do simbionte Wolbachia

Para produzir uma linhagem apossimbionte (sem Wolbachia, W") foram selecionadas 10
fémeas recém emergidas de 7. radiata provenientes da criagdo do Laboratorio de Biologia dos
Insetos, do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, da ESALQ - USP.
As fémeas foram individualizadas em gaiolas cilindricas de plastico (15,5 x 5,5 cm) com
aberturas recobertas por tecido tipo “voile” (para ventilagdo) e alimentadas durante 72 horas apos
a emergéncia com uma mistura de mel puro e pélen (CHIEN; CHU; KU, 1994) e antibiotico (50
ug/mL de tetraciclina). Para cada fémea, foram oferecidas 30 ninfas de quinto instar de
Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) e o parasitismo foi permitido por 24

horas em camara climatizada regulada a 25 + 1°C, 70 = 10% UR e fotofase de 14 horas.

Paralelamente ao grupo apossimbionte (sem Wolbachia, W"), foi também selecionado um
segundo grupo, linhagem com Wolbachia (W), constituido por 10 fémeas alimentadas por 72

horas ap6s a emergéncia com uma mistura de mel puro e polen (CHIEN; CHU; KU, 1994) e
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similar ao primeiro grupo e para o parasitismo, durante 24 horas, foram oferecidas trinta ninfas de

quinto instar de D. citri.

6.2.2.2 Influéncia do simbionte secundario Wolbachia no parasitismo de 7. radiata

O efeito do simbionte Wolbachia no parasitismo por 7. radiata foi avaliado sobre ninfas
de quinto instar de D. citri (Figura 1). Assim, apds a emergéncia da geracao filial (F;) das fémeas
tratadas com antibidticos (sem Wolbachia, W) e com Wolbachia (W") obtidas no item 6.2.2.1,
foram individualizas, em cada grupo, 30 fémeas recém emergidas do parasitdide e durante trés
dias, trinta ninfas de D. citri foram oferecidas, diariamente, para o parasitismo em sala

climatizada regulada a 25 + 1°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas.

Figura 1 - Esquema do parasitismo, desenvolvimento e emergéncia de Tamarixia radiata sobre ninfas de quinto
instar de Diaphorina citri em condigdes de laboratorio, mantido a 25 + 2°C de temperatura, 70 + 10%
UR e fotofase de 14 horas. Desenho de Patricia Milano

Cada grupo contendo 30 f€meas constituiu um tratamento representado por cinco
repeticoes. Foi avaliado o nimero de ninfas parasitadas e a porcentagem de emergéncia Os
parametros observados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical Analyses System (2000). As

fémeas emergidas (geracdo filial) das linhagens apossimbionte (W) e com Wolbachia (W), apos
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os trés dias de parasitismo, foram submetidos a extracdo do DNA, o qual foi submetido a reagao
de PCR em tempo real para quantificar a densidade de Wolbachia nos adultos de 7. radiata

(item 6.2.2.3).

6.2.2.3 Quantificacdo do simbionte Wolbachia associado a geracio filial de 7. radiata

Para quantificar a densidade de Wolbachia nos parasitdides, foi utilizado o conjunto de
iniciadores FTsZ Fl: 5-ATYATGGARCATATAAARGATAG-3* e FTsZ R1: 5’-
TCRAGYAATGGATTRGATAT-3’, que apresentam o gene fis como alvo, o qual codifica uma
proteina envolvida na divisdo celular deste simbionte. Para as reag¢des foram utilizados 10uL do
kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 1uL de gDNA proveniente de
ninfas (20ng/uL), 0,4uL de cada iniciador (20uM) e 8,2ul. de HO Milli-Q, totalizando volume
final de 20uL/reagdo. As reagdes foram conduzidas em trés etapas: 50°C por 2 min, 95°C por 2
min e 40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 15s, 72°C por 20s e 76°C por 5s. A determinacao da
curva de “melting” foi conduzida por um estagio de denaturagdo final a 76-95°C, 45s no primeiro

ciclo, e 5s para os ciclos subseqiientes.

Para a geracdo da curva padrao de dilui¢do, o fragmento amplificado conjunto de
iniciadores FTsZ F1 e FTsZ R1 foi purificado e inserido em plasmideo vetor disponivel no
sistema pGEM®-T Easy Vector System (Promega) e utilizado na transformagdo de células
competentes de alta eficiéncia NEB 5-alpha (New England BioLabs) para a multiplicagdo dos
plasmideos, seguindo as recomendacgdes do fabricante. Os transformantes foram selecionados em
meio de cultura LB acrescido de 100 pg/ml de ampicilina, tendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo (XGAL) como substrato para a acdo da enzima 3-galactosidase, indicadora de
transformagdo. ColOnias positivas foram isoladas, cultivadas em meio LB liquido acrescido de
ampicilina (100 pg/ml) e utilizadas para a extracdo de plasmideos. Os plasmideos extraidos
foram amplificados com os iniciadores T7 ¢ M13R, os quais identificam areas do vetor que
flanqueiam o inserto. As reagdes de amplificagdo foram conduzidas a 94°C por 2 min (1 ciclo);
94°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por 2 min (35 ciclos); seguidos de extensdo final a 72°C
por 5 min. Os produtos de amplificagdo foram purificados e utilizados para a geragdo das curvas

padrao de diluigao.
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Para a geracdo da curva, foram conduzidas reagdes com uma série de dez diluigdes
contendo de 2.10° a 2.10° copias/uL em triplicata, em condi¢des de reagdo otimizada para cada

simbionte. O nimero de copias/uL foi determinado a partir da equagao (1):

N =C/(K x 330 x 1.6601 x 10™'%) (1)

Onde; N = numero de copias/pL; C = concentragdo da amostra em pg/pL; K = tamanho
do fragmento em pares de base (FENG; ZENG; CHEN, 2008). Para a quantificacdo do niimero
de copias de cada fragmento a ser amplificado para cada simbionte em todos os tratamentos,

foram conduzidas rea¢des em duplicata, tirando-se a média entre elas.

6.3 Resultados e Discussao
6.3.1 A associacio Wolbachia - Tamarixia radiata no Estado de Sao Paulo

Das nove populagdes coletadas no Estado de Sao Paulo, trés apresentaram-se infectadas
pelo simbionte secundario Wolbachia, assim como a populagdo americana, utilizada como padrao

nesse estudo (Figura 2).

-
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Figura 2 - PCR diagnostico para a deteccdo da associacdo de Wolbachia em diferentes populacdes do parasitoéide
Tamarixia radiata no Estado de Sdo Paulo e populagdo padrio dos EUA. M- marcadores de peso
molecular; 1- Sdo Carlos; 2- Pederneiras; 3- Itaju; 4- Pongai; 5- Itirapina; 6- Guarantd; 7- Cafelandia;
8- Ribeirdo Bonito; 9- Gainesville (Florida, EUA); 10- Piracicaba
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Todas as populacdes de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
apresentaram infeccdo multipla por Wolbachia, ou seja, as trés populacdes de Sao Paulo,
Cafelandia, Ribeirdo Bonito e Piracicaba, e a populagao oriunda da Florida (EUA), mostraram-se
infectadas pelos supergrupos A e B de Wolbachia. A distribuigdo desuniforme desse simbionte
nas diferentes populagdes do parasitdéide 7. radiata e a ocorréncia comum da linhagem “A”
associada ao psilideo (SALVADOR; CONSOLI, informagdo pessoal), apontam para a
possibilidade de que as populagdes do parasitdide tenham origem distinta, pois se a introducao de
T. radiata fosse pontual, deveria ser esperado que todas as populagdes amostradas, e
especialmente aquelas de areas bem proximas, estivessem associadas ao simbionte em questdo.
No entanto, verificou-se que populagcdes de areas proximas, como Pongai e Guarantd, nao
apresentaram associagdo com Wolbachia, ao contrario daquela de Cafelandia (Figura 2). Estes
resultados também deixam entrever a possibilidade que 7. radiata tenha adquirido a linhagem
“B” do simbionte de algum outro hospedeiro, embora este parasitdide tenha sido somente
registrada sobre Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae) (NOYES, 2003),

tornam-se necessarios novos estudos que permitam comprovar ou descartar esta hipotese.

A primeira identificacdo de Wolbachia em psilideos foi relatada em uma populagdo de
D. citri, com uma elevada taxa de infec¢ao do simbionte de 76,2% (SUBANDIYAH et al., 2000).
Baseando-se neste fato poderia ser aventada a hipotese de que as populagdes de 7. radiata
coletadas no estado de Sao Paulo possam ter adquirido o simbionte horizontalmente, através de
seu hospedeiro. Vavre et al. (1999) inferiram que os parasitdoides podem ser mais susceptiveis a
transmissao horizontal de Wolbachia, visto que podem contrair os simbiontes de seus hospedeiros
quando consomem o hospedeiro. A transferéncia de Wolbachia de parasitdides para seus

hospedeiros ¢ menos provavel, pois hospedeiros parasitados nao sobrevivem.

De qualquer forma, a possibilidade de que esses simbiontes possam interferir na aptidao
biologica de seu hospedeiro torna essencial o desenvolvimento de futuros trabalhos que permitam
identificar o tipo de relagcdo estabelecida entre 7. radiata - Wolbachia - D. citri. Isso se faz
necessario para que linhagens adequadas do parasitdide possam ser selecionadas para a sua

multiplicagdo em laboratério e posterior liberagdo a campo.
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6.3.2 Influéncia do simbionte secundario Wolbachia no parasitismo de 7. radiata

A porcentagem de parasitismo (F= 5,24; gl= 29; P= 0,0281; ANOVA) diferiu
significativamente em cada um dos tratamentos ao longo dos trés dias de observagao (Figura 3),
estes resultados permitem concluir que a aparente eliminagdo e/ou redugdo substancial na
densidade do simbionte indica que as fémeas podem ter encontrado limitagdes ao longo de seu
desenvolvimento imaturo tendo sua capacidade de reprodugdo afetada, ja que ndo puderam contar
com a contribui¢do adequada de seu simbionte. Com relacdo a porcentagem de emergéncia
(F= 5,222; gl= 29; P= 0,0284; ANOVA), também houve diferenca entre os tratamentos
(Figura 3).
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Figura 3 - Porcentagem de parasitismo e emergéncia de populagdes de Tamarixia radiata, alimentadas com mel +
pélen (linhagem com Wolbachia, W') e alimentadas com mel + polen + antibiético (linhagem sem

Wolbachia, W"). Temperatura: 25 £ 1°C, UR: 70 £ 10% e fotofase: 14 horas. Médias seguidas da mesma
letra mintiscula, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05)

Como observado no presente trabalho, Girin e Boulétreau (1995) determinaram que
fémeas infectadas por Wolbachia produziam quase duas vezes mais descendentes em relacao a
fémeas livres do simbionte; assim, também outros autores t€m relatado que quando os insetos
estdo associados a simbiontes, como no caso da Wolbachia, estes simbiontes facultativos ou

secundarios, podem influenciar a reproducao, bem como outros aspectos bioecoldgicos de seus
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hospedeiros (WERREN, 1997; JOHANOWICZ; HOY, 1998; LEONARDO; MUIRU, 2003;
RUSSELL; MORAN, 2006). Segundo Tsuchida, Koga e Fukatsu (2004), apesar desta associagao
ndo ser obrigatéria, os simbiontes secundarios influenciam diversos processos fisiologicos do
organismo hospedeiro, afetando padrdoes comportamentais e de desenvolvimento, assim como sua
relagdo com patdgenos, o primeiro e o terceiro niveis troficos. Entretanto, os efeitos induzidos
podem variar de acordo com caracteristicas genotipicas do proprio hospedeiro, assim como da
linhagem de Wolbachia associada ao inseto (MIN; BENZER, 1997; OLSEN; REYNOLDS;
HOFFMANN, 2001; McGRAW et al., 2001).

6.3.3 Quantificacdo do simbionte Wolbachia associado a geracio filial de 7. radiata

A reagdo para o simbionte Wolbachia com o conjunto de iniciadores FTsz F1 e FTsz R1
nas condi¢des otimizadas resultou em curva de “melting” especifica. Portanto, através desta
metodologia e com os conjuntos de iniciadores FTsz F1 e FTsz R1 a quantificagdo do nlimero
copias genotipicas do simbionte foi possivel, das linhagens apossimbionte (W") e com Wolbachia

(W) de T. radiata.

A quantificacdo do simbionte Wolbachia (Figura 4) indicou que houve reducdo na
densidade desta bactéria nas fémeas da primeira geracdo, que emergiram das ninfas parasitadas,
apds o tratamento inicial com a tetraciclina (item 6.2.2.1), demonstrando que o método
empregado de alimentagdo de 7. radiata com antibidtico (W") foi adequado para a reducdo na
densidade do simbionte, mas ¢ importante salientar que a influéncia do antibidtico no inseto €
dependente da densidade de Wolbachia que pode variar entre individuos o que torna dificil se
prever com exatiddo a quantidade do simbionte presente em uma determinada populagdo
(BALLARD; MELVIN, 2007).

O presente trabalho também evidencia a necessidade de estudos mais abrangentes para se
determinar a quantidade de alimento ingerido por estes parasitoides e buscar assim formas mais
eficientes de administracdo de doses seguras do antibidtico que permitam avaliar de forma
precisa os efeitos indiretos no metabolismo de 7. radiata, assim como a complexidade das
interacdes hospedeiro-simbionte-parasitdide. Embora seja possivel a obtengdao de uma linhagem
do parasitéide com una redugdo e/ou eliminacao da Wolbachia, ¢ importante mencionar que

T. radiata ¢é susceptivel a transmissdo horizontal deste simbionte secundério através de seu
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hospedeiro D. citri, pois populagdes do psilideo, coletadas no Brasil, apresentam-se associadas ao

simbionte secundério Wolbachia (SALVADOR; CONSOLI, informagio pessoal).

120

100

80

60

copias/pL

40

20

Mel + Polen (W+) Mel + Polen + Antibidtico (W-)

Figura 4 - Quantificagdo do niimero de copias/uL do simbionte Wolbachia proveniente das populagdes de Tamarixia
radiata, alimentadas com mel + pélen (linhagem com Wolbachia, W") e alimentadas com mel + polen +

antibiotico (linhagem sem Wolbachia, W’). Médias seguidas da mesma letra minuscula, ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (P<0,05)

6.4 Conclusoes

1. As populagdes de Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) de

Cafelandia, Ribeirdo Bonito e Piracicaba e a populacao oriunda da Florida (EUA), mostraram-

se infectadas pelas linhagens A e B de Wolbachia;

2. Observou-se que houve diferenca significativa entre o parasitismo da linhagem com Wolbachia

e daquela que apresentou uma diminui¢do deste simbionte;

J4

3. A densidade de Wolbachia em insetos alimentados com antibidtico € reduzida

substancialmente;
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4. Existe a necessidade de estudos que avaliem os efeitos indiretos do antibidtico no metabolismo
de T. radiata, assim como a possivel transmissdo horizontal de Wolbachia através de

Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae).

Referéncias

ALJANABI, S.M.; MARTINEZ, I. Universal and rapid salt-extraction of high quality genomic
DNA for PCR-based techniques. Nucleic Acids Research, Oxford, v. 25, p. 4692-4693, 1997

BALLARD, J.W.O; MELVIN, R.G. Tetracycline treatment influences mitochondrial metabolism
and mtDNA density two generations after treatment in Drosophila. Insect Molecular Biology,
Oxford, v. 16, p. 799-802, 2007.

BREEUWER, J.A.J.; WERREN, J.H. Microorganisms associated with chromosome destruction
and reproductive isolation between two insect species. Nature, Washington, v. 346, p. 558-560,
1990.

BOURTZIS, K.; MILLER, T.A. Insect symbiosis. Cambridge: Cambridge University Press,
2003. 368 p.

CHIEN, C.C.; CHU, Y. L. Biological control of citrus psyllid, Diaphorina citri in Taiwan.
Biological pest control in systems of integrated pest management. Reprinted from Food and
Fertilizer Technology Center Book Series, Taipei, n. 47, p. 93—104, 1996.

CHIEN, C.C.; CHU, Y.L; KU, H.C. Influence of food on longevity, egg production and
population increase of the eulophid wasp, Tamarixia radiata. FAO Plant Protection Bulletin,
Taichung, v. 36, p. 97-105, 1994.

ETIENNE, J.; QUILICL S.; MARINAL, D.; FRANCK, A. Biological control of Diaphorina citri
(Hemiptera : Psyllidae) in Guadeloupe by imported Tamarixia radiata (Hymenoptera:
Eulophidae). Fruits, Paris, v. 56, p. 307-315, 2001.

FENG, J.; ZENG, R.; CHEN, J. Accurate and efficient data processing for quantitative real-time
PCR using a tripartite plant virus as a model. BioTechniques, Natick, v. 44, p. 901-912, 2008.

GIRIN, C.; BOULETREAU, M. Microorganism associated variation in host infestation
efficiency in a parasitoid wasp, Trichogramma bourarachae (Hymenoptera: Trichogrammatidae).
Experientia, Basel, v. 51, p. 398-401, 1995.

HOY, M.A.; NGUYEN, R. Classical biological control of Asian citrus psylla. Citrus Industry,
Tampa, v. 81, p. 48-50, 2000.

JOHANOWICZ, D.L.; HOY, M.A. The manipulation of arthropod reproduction by Wolbachia
endosymbionts. Florida Entomologist, Gainesville, v. 81, p. 310-317, 1998.



97

LEONARDO, T.E.; MUIRU, G.T. Facultative symbionts are associated with host plant
specialization in pea aphid populations. Proceedings of the Royal Society of London, London,
v. 270B, p. 209-212, 2003.

McGRAW, E.A.; MERRITT, D.J.; DROLLER, J.N.; ONEILL, S.L. Wolbachia-mediated sperm
modification is dependent on the host genotype in Drosophila. Proceedings of the Royal Society
of London, London, v. 268B, p. 1471-2954, 2001.

MIN, K.T.; BENZER, S. Wolbachia, normally a symbiont of Drosophila, can be virulent,
causing degeneration and early death. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, Washington, v. 94, p. 10786-10791, 1997.

NOYES, J.S. Universal Chalcidoidea database. 2003. Disponivel em:
<http://www.nhm.ac.uk/research-curation/projects/chalcidoids>. Acesso em: 28 jun. 2007.

OLSEN, K.; REYNOLDS, K.T.; HOFFMANN, A.A. A field cage test of the effects of the
endosymbiont Wolbachia on Drosophila melanogaster. Heredity, London, v. 86, p. 731-737,
2001.

ROKAS, A. Wolbachia as a speciation agent. Trends in Ecology and Evolution, Amsterdam,
v. 15, p. 44-45, 2000.

RUSSELL, J.A.; MORAN, N.A. Costs and benefits of symbiont infection in aphids: variation
among symbionts and across temperatures. Proceedings of the Royal Society of London,
London, v. 273B, p. 603-610, 2006.

SAS INSTITUTE. Statistical Analysis System: getting started with the SAS learning. Cary,
2002. 81 p.

SINKINS, S.P.; O'NEILL, S.L. Wolbachia as a vehicle to modify insect populations. In:
HANDLER, A.M.; JAMES, A.A (Ed.) Insect transgenesis: methods and applications. Boca
Raton: CRC Press, 2000. p. 271-287.

SKELLEY, L.H.; HOY, M.A. A synchronous rearing method for the Asian citrus psyllid and its
parasitoids in quarantine. Biological Control, Orlando, v. 29, p. 14-23, 2004.

STOUTHAMER, R. The use of sexual versus assexual wasps in biological control.
Entomophaga, Paris, v. 38, p. 1-6, 1993.

STOUTHAMER, R.; KAZMER, D.J. Cytogenetics of microbe-associated parthenogenesis and
its consequences for gene flow in Trichogramma wasps. Heredity, London, v. 73, p. 317-323,
1994.

STOUTHAMER, R.; BREEUWER, J.A.J.; HURST, G.D.D. Wolbachia pipients: microbial
manipulator of arthropod reprodution. Annual Review of Microbiology, Palo Alto, v. 53, p. 71-
102, 1999.



98

SUBANDIYAH, S.; NIKOH, N.; TSUYUMU, S.; SOMOWIYARIJO, S.; FUKATSU, T.
Complex endosymbiotic microbiota of the citrus psyllid Diaphorina citri (Homoptera:
Psylloidea). Zoological Science, Tokyo, v. 7, p. 983-989, 2000.

TSUCHIDA, T.; KOGA, R.; FUKATSU, T. Host plant specialization governed by facultative
symbiont. Science, Washington, v. 303, p. 1989, 2004.

VAN BORM, S.; WENSELEERS, T.; BILLEN, J.; BOOMSMA, J.J. Wolbachia in leaf cutter
ants: a widespread symbiont that may induce male killing or incompatible matings. Journal of
Evolutionary Biology, Basel, v. 14, p. 805-814, 2001.

VAVRE, F.; FLEURY, F.; LEPETIT, D.; FOUILLET, P.; BOULETRAU, M. Phylogenetic
evidence for horizontal transmission of Wolbachia in host-parasitoid associations. Molecular
Biology and Evolution, Chicago, v. 16, p. 1711-1723, 1999.

WERNEGREEN, J.J. Endosymbiosis: lessons in conflict resolution. Public Library of Science
Biology, London, v, 2, p.307-311, 2004.

WERREN, J.H. Biology of Wolbachia. Annual Review of Entomology, Stanford, v. 42, p. 587-
609, 1997.

ZHOU, W.; ROUSSET, F. O’NEILL, S.L. Phylogeny and PCR-based classification of
Wolbachia strains using WSP gene sequences. Proceedings of the Royal Society of London,
London, v. 265B, p. 509-515, 1998.



99

7 EXIGENCIAS TERMICAS E HIGROMETRICAS DE Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) E Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
PARA SEU ZONEAMENTO NO ESTADO DE SAO PAULO

Resumo

Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) constitui-se no
principal agente de controle bioldgico de Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera:
Psyllidae). A duragdo média do desenvolvimento bioldgico de 7. radiata sobre ninfas de quinto
instar de D. citri foi afetada pela temperatura, ocorrendo um aumento da velocidade de
desenvolvimento com a elevacdo térmica. Assim, o tempo do desenvolvimento (ovo - adulto) foi
inversamente relacionado com temperaturas, na faixa de 18 a 32°C. O limite térmico inferior de
desenvolvimento (Tb) do parasitdéide foi de 7,13°C e a constante térmica (K) de 188,7GD.
A porcentagem de parasitismo e a emergéncia de 7. radiata foram maiores a 70% de umidade
relativa. Com a determinacdo, em condi¢cdes de laboratério, das exigé€ncias térmicas e
higrométricas de 7. radiata e mediante a utilizagdo de um Sistema de Informagao Geografica
(SIG), foi possivel obter mapas de distribui¢do do desenvolvimento de 7. radiata e D. citri, no
estado de Sao Paulo. Assim, na regido norte, podem ocorrer de 0,52 a 1,28 ciclos/més para
D. citri e de 1,95 a 3,26 ciclos/més para T. radiata; na regido nordeste o nimero médio de
ciclos/més pode variar de 0,33 a 1,28 para D. citri e de 1,62 a 3,26 para de T. radiata; nas regides
sudoeste e sudeste, o nimero médio de ciclos/més pode variar de <0,33 a 2,60 para D. citri e de
<1,62 a 2,93 para de T. radiata. Ao longo do ano podem ocorrer na regido norte de 10 a 13 ciclos
de D. citri e de 31 a 35 ciclos de 7. radiata; na regido nordeste, o nimero de ciclos pode variar de
6 a 10 e de 24 a 31 para a praga e para o parasitoide, respectivamente. Nas regides sudoeste e
sudeste, o nimero de geragdes pode variar de 3 a 10 e de 19 a 31 para D. citri e T. radiata. Nestas
mesmas regides, ¢ levando-se em consideracao as exigéncias térmicas e higrométricas da praga e
do parasitoide, a maior incidéncia populacional de ambos ocorreu naquelas regides e €pocas do
ano com temperaturas mais elevadas e os aumentos populacionais devem coincidir com o
aumento das chuvas e com as brotagdes das plantas citricas. Verificando estes aspectos da
interagdo 7. radiata e D. citri, os dados obtidos no presente trabalho poderdo auxiliar na
producao em grande quantidade do parasitoide e na estimativa do nimero de geracdes por o ano
do parasitoide e da praga para a implementagao de um programa de controle biolégico dentro do
manejo de D. citri em regides ecologicamente distintas do estado de Sao Paulo.

Palavras-chave: GIS (Geographic Information System); Huanglongbing; Psilideo; Parasitoide;
Controle biolégico

Abstract

Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) is the most important
biological control agent against Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae). The
mean duration of the biological development of 7. radiata on fifth-instar D. citri nymphs was
affected by temperature, with increased development velocity as temperature increased.
Development time (egg - adult) was inversely correlated with temperature in the range from 18 to
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32°C. The parasitoid’s lower temperature development threshold (Tb) was 7.13°C, with a thermal
constant of 188.7 GDD. T. radiata parasitism percentage and emergence were higher at 70%
relative humidity. By determining the temperature and humidity requirements of 7. radiata under
laboratory conditions and using a Geographic Information System (GIS), distribution maps for
T. radiata and D. citri development in the State of S3o Paulo could be obtained. In the north
region, between 0.52 and 1.28 cycles/month may occur for D. citri and between 1.95 and 3.26
cycles/month may occur for 7. radiata; in the northeast region the mean number of cycles/month
may vary from 0.33 to 1.28 for D. citri and from 1.62 to 3.26 for 7. radiata; in the southwest and
southeast regions the mean number of cycles/month may vary from <0.33 to 2.60 for D. citri and
from <1.62 to 2.93 for T. radiata. From 10 to 13 D. citri cycles and from 31 to 35 T. radiata
cycles may occur in the north region over the year; in the northeast region, the numbers of cycles
may vary from 6 to 10 and from 24 to 31 for the pest and the parasitoid, respectively. In the
southwest and southeast regions, the number of generations may vary from 3 to 10 and from 19
to 31 for D. citri and T. radiata. For the same regions, considering the temperature and humidity
requirements of the pest and the parasitoid, the highest population incidence of both occurred in
those regions and seasons of the year with the highest temperatures; population increases should
occur as rainfall amounts and citrus plant shoots increase. Based on these aspects of the
T. radiata % D. citri interaction, the data obtained in this work can be useful for mass parasitoid
production, as well as to estimate the parasitoid’s and the pest’s numbers of generations per year
in order to implement a biological control program within D. citri management in ecologically
distinct regions of the State of Sao Paulo.

Keywords: GIS (Geographic Information System); Huanglongbing; Psyllid; Parasitoid;
Biological control

7.1 Introducao

A cultura dos citros representa uma das atividades agricolas mais importantes do Brasil e
do estado de Sao Paulo, com uma receita superior a US$ 1 bilhdo/ano (FNP, 2007). Além de ser
uma importante atividade agricola, envolve segmentos da area industrial, de transportes e
comércio em geral, apresentando grande relevancia social pelo nimero de empregos que gera. O
Brasil destaca-se no mercado internacional como o maior produtor de citros, com
aproximadamente 18 milhdes de toneladas anuais, sendo o estado de Sdo Paulo responsavel por
80% da producao nacional (FNP, 2007). No entanto, apesar do Brasil ser um grande produtor
mundial de citros e possuir um conhecimento tecnolégico bem estabelecido para o seu cultivo,
varios fatores de ordem comercial e fitossanitaria contribuem para a instabilidade da produgao,
como também podem afetar a competitividade do setor em nivel internacional. Desde 2004,
foram detectadas, nas areas citricolas do estado de Sdo Paulo, as bactérias Candidatus

Liberibacter americanus, Candidatus Liberibacter asiaticum, ¢ um fitoplasma (FUNDECITRUS,
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2004; 2007; TEIXEIRA et al., 2005), responsaveis pela principal doenga de citros no mundo, o
“greening” ou “huanglongbing” (MARTINEZ; WALLACE, 1967).

A transmissao das bactérias associadas ao “huanglongbing” ou “greening” em citros esta
ligada a duas espécies de psilideos, sendo uma delas, Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae), a Uinica que ocorre com ampla distribuicdo geografica no Brasil. As
exigéncias térmicas e os estudos biologicos da praga mostram que D. citri no Brasil suporta
temperaturas mais elevadas do que a espécie nos EUA. Entretanto, ha uma indica¢ao de que
acima de 30°C, o inseto tem o seu desenvolvimento prejudicado. Verificou-se também que baixas

UR afetam a fase ninfal de D. citri (NAVA et al., 2007).

O parasitdéide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) constitui-
se no principal agente de controle biologico de D. citri. O sucesso das liberagdes de 7. radiata
tem sido relatado em varios paises, pois este parasitdide apresenta altas taxas de parasitismo, bem
como uma alta capacidade de dispersdo, estabelecimento e adaptagdo em campo (CHIEN; CHU,

1996; HOY; NGUYEN, 2000; ETIENNE et al., 2001; GOMEZ TORRES et al., 2006).

Existe um complexo de varidveis meteorologicas que podem afetar o desenvolvimento,
emergeéncia, sobrevivéncia, atividade e fecundidade dos parasitdides liberados; dentre tais fatores
a temperatura e a umidade relativa ocupam posi¢ao de destaque (KING et al., 1985). Os modelos
para prever a ocorréncia de insetos sdo desenvolvidos a partir das exigéncias térmicas que o
inseto requer para completar o desenvolvimento. Na maioria dos estudos de zoneamento, a
temperatura € o principal fator envolvido (PARRA, 1985; HAMADA et al., 2007). Sistemas de
modelagem tém sido aplicados em programas de manejo de pragas para fornecer orientacao sobre
a época mais adequada para realizar amostragens e implementar medidas de controle, fornecendo
informagdes basicas para uma melhor compreensao da dinamica populacional de insetos-pragas e
seus inimigos naturais em sistemas agricolas (PARRA, 1985; DAVIS; BRENES; ALLEE, 1996;
HAMADA et al., 2007).

Os Sistemas de Informacdo Geografica (SIG) sdo um conjunto de tecnologias que
coletam, tratam, processam dados e disponibilizam informagdes com referéncia geografica, sendo
assim uma importante ferramenta para tomada de decisdes. A temperatura exerce um efeito
significativo na taxa de desenvolvimento, sobrevivéncia, reproducao e longevidade de D. citri e

de seu parasitoide 7. radiata (GOMEZ TORRES et al., 2006; PARRA; GOMEZ TORRES:;
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PAIVA,2007; NAVA et al., 2007). Dentro deste contexto, o objetivo desta pesquisa foi
determinar o niimero de geragdes de D. citri e de T. radiata ao longo do ano, baseando-se em
suas exigéncias térmicas e em graus-dia acumulado, assim como estabelecer a influéncia da
umidade relativa associada a temperatura na adaptacao da praga e seu parasitdide nas diferentes

regides citricolas do estado de Sdo Paulo.

7.2 Material e Métodos
7.2.1 Determinacio das exigéncias térmicas de Tamarixia radiata

Para a determinacdo das exigéncias térmicas das fases do ciclo total (ovo-adulto) de
Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) nas diferentes temperaturas,
foram colocadas ninfas de quarto e quinto instares de Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Psyllidae) para o parasitismo (CHU; CHIEN, 1991), durante 24 horas, em gaiolas
plasticas de 15,5 x 5,5 cm que continham aberturas recobertas por tecido tipo “voile” para
permitir ventilagdo adequada. Apds este periodo, as ninfas foram levadas juntamente com a
planta para cAmaras climatizadas reguladas a 18, 20, 22, 25, 28, 30 e 32°C, umidade relativa de
70 £ 10% e fotofase de 14 horas. Em cada temperatura (7 tratamentos) foram observadas 300
ninfas, divididas em 10 repeti¢gdes de 30 ninfas por planta. A partir dos dados de duragdao do
periodo ovo-adulto foi calculado o limiar térmico inferior de desenvolvimento (Tb) e a constante
térmica (K) em graus-dia, utilizando-se o método da hipérbole (HADDAD; PARRA; MORAES,
1999). Os parametros bioldgicos avaliados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical Analyses
System (2000).

7.2.2 Efeito da umidade relativa sobre o parasitismo e desenvolvimento de Tamarixia

radiata

Para determinar o efeito da umidade relativa do ar (UR) sobre o parasitismo e o
desenvolvimento (ovo-adulto) de 7. radiata, foram utilizadas camaras climatizadas reguladas

com UR de 30, 50, 70 e 90 £ 10%, temperatura de 25 £ 1°C e fotofase de 14 horas.
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Neste experimento, ninfas de quinto instar de D. citri foram oferecidas para fémeas
individualizadas e acasaladas de 7. radiata, com 24 horas de idade ¢ alimentadas com uma
goticula de mel puro, colocadas em gaiolas de acrilico (35 x 35 x 45 cm). Um termo-higrometro
digital (Incoterm®, Ref..: 9860.17.1.00) foi utilizado para medir, ao longo do experimento, a
umidade relativa no interior das gaiolas, e para a medicdo em forma simultinea de duas
temperaturas (interna/externa). Apos 24 horas, as fémeas foram retiradas das gaiolas e as ninfas
foram vistoriadas durante um periodo de 7 a 12 dias para se verificar a porcentagem de
parasitismo, desenvolvimento e emergéncia. A duracdo media do desenvolvimento bioldgico
(ovo — adulto) foi submetido a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey

(P<0,05), no programa estatistico SAS, Statistical Analyses System (2000).

7.2.3 Utilizacdo de um Sistema de Informacido Geografica (SIG) para determinacdo do

numero de geracoes de Diaphorina citri e T. radiata no estado de Sao Paulo

Como ja referido, o SIG ¢ um sistema de gerenciamento de banco de dados computacional
para recuperar, armazenar, analisar e visualizar dados espaciais. O numero de geragdes (ciclos)
de D. citri e de T. radiata com base em suas exigéncias térmicas e dos graus-dia acumulados foi
determinado para o estado de S3o Paulo ao longo do ano. O calculo dos graus-dia acumulados
foi determinado fundamentando-se no método de Arnold (1959) com base nos seguintes
parametros, form. (1):

(tm — tb)d 1)
k

NC =

Onde; NC = numero de ciclos; tm = temperatura média mensal; tb = limite térmico
inferior; k = graus-dias acumulado necessario para completar um ciclo (ovo-adulto, incluindo

pré-oviposicao); d = nimero de dias do més.

Para o célculo da temperatura média das diferentes regides do estado foi utilizado o
modelo proposto por Rodriguez-Lado, Sparovek e Vidal-Torrado (2007), baseado na analise da
temperatura média mensal de 256 estagdes meteoroldgicas por meio de uma regressdo linear
multipla. O processamento dos dados e geracdo dos mapas com o numero de ciclos mensais

(periodo ovo-adulto, incluindo pré-oviposicao) para a praga e para parasitdide foi realizado com
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o Sistema de Informagdes Geograficas (SIG) TNT Mips 7.2 e com o Modelo de Elevagado Digital
(DEM-SRTM) desenvolvido pela Embrapa (Miranda, 2005). A base do DEM-SRTM contém os
dados numéricos de relevo e da topografia do Brasil, originarios da missdo de mapeamento do
relevo terrestre SRTM (Shuttle Radar Topography Mission), desenvolvido pela NASA (National
Aeronautics and Space Administration) e NGA (National Geospatial-Intelligence Agency) dos
EUA no ano 2000. Este modelo dispde de uma medida altimétrica precisa, obtida mediante uma
resolucao espacial de 90 metros por 90 metros de territorio; porém, para reduzir o tempo de
processamento dos dados, no presente trabalho, optou-se por gerar os mapas numa resolucao
espacial de 1000 metros. Para facilitar a compreensdo dos mapas gerados, o estado de Sdo Paulo
foi dividido em intervalos de isotermas, de < 17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C;
23°C a 25°C; 25°Ca27°Ce>27°C.

7.2.4 Anilise da influéncia da umidade relativa e temperatura na adaptacio de D. citri e

T. radiata nas regioes citricolas do estado de Sao Paulo

Por meio de climogramas analisou-se a influéncia conjunta da temperatura ¢ da umidade
relativa do ar (termohigrogramas), numa tentativa de avaliar o desenvolvimento e adaptagao de
D. citri e T. radiata nos municipios das regides citricolas Norte, Nordeste, Sudeste ¢ Sudoeste do

estado de Sao Paulo (Tabela 1).

Para a elaboracdo dos climogramas foram utilizados os dados de temperatura média
mensal obtidos por Rodriguez-Lado, Sparovek e Vidal-Torrado (2007) (item 7.2.3) e para o
calculo da umidade relativa média do ar das diferentes regides do estado, seguindo a metodologia
destes mesmos autores, foi analisada a umidade relativa média mensal de 256 estagdes
meteoroldgicas por meio de uma regressdo linear multipla. Para a constru¢do do climograma
foram colocados nas abcissas os dados mensais de temperatura e nas ordenadas os dados mensais
de umidade relativa do ar e a seguir, foram unidos os 12 pontos formando um poligono fechado
para cada regido. O termohigrograma da regido de Araraquara foi utilizado como padrdo de
comparagdo por ser esta regido a que apresenta maior problema como o “huanglongbing” ou

“greening” no estado de Sao Paulo.

Para comparacao dos diferentes municipios em relagdo a Araraquara, foi considerada

como faixa de temperatura e umidade relativa do ar (UR) favoraveis a praga (D. citri) e ao
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inimigo natural (7. radiata), respectivamente, 18 a 30°C e 70 a 85% (NAVA et al., 2007) e 25 a
30°C e 70 + 10% (GOMEZ TORRES; PARRA, 2007; 2008). Assim, dentro dos poligonos
(climogramas) a coincidéncia destes valores com os da regido de Araraquara foi considerada zona

favoravel aos insetos em estudo.

Tabela 1 - Regides citricolas do estado de Sdo Paulo com os municipios selecionados para o zoneamento de
Diaphorina citri e Tamarixia radiata

Norte Nordeste Sudoeste Sudeste
Barretos Araraquara Avaré Braganga Paulista
Catanduva Franca Bauru Campinas
Fernandopolis Jaboticabal Botucatu Itapetininga
General Salgado Ribeirdo Preto Itapeva Limeira
Jales Sao Joao da Boa Vista Jau Mogi Mirim
Sdo José do Rio Preto Lins Piracicaba
Votuporanga Ourinhos Sorocaba

7.3 Resultados e Discussao

7.3.1 Determinacao das exigéncias térmicas de Tamarixia radiata

O parasitoide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae)
completou o desenvolvimento sobre Diaphorina citri Kuwayama, 1907 (Hemiptera: Psyllidae)
em todas as temperaturas estudadas (18, 20, 22, 25, 28, 30 e 32°C). O tempo do desenvolvimento
para o periodo ovo - adulto do parasitdide foi inversamente relacionado com as temperaturas
estudadas, obtendo-se duragdes de 17.31+0,13, 14.20+0,12, 12.46%0,13, 10.3340,13, 10.09£0,11,
7.5540,19, 7.59+0,21 dias, respectivamente para cada uma das temperaturas avaliadas (Figura 1),
resultados que se assemelham aqueles obtidos por Bazzocchi et al. (2003) e Minkenberg (1989)
para outro eulofideo, Diglyphus isaea (Walker, 1838) parasitando Liriomyza trifolii (Burgess,
1880) e Liriomyza huidobrensis (Kaltenbach, 1858) (Diptera: Agromyzidae).
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Figura 1 - Média = EP da duragdo (dias) do ciclo (ovo - adulto) de Tamarixia radiata sobre ninfas de Diaphorina
citri, em diferentes temperaturas. UR: 70 + 10% e fotofase de 14 horas. Médias seguidas da mesma letra,
nas barras, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Com os dados de duracdo e de desenvolvimento (1/dia) nas temperaturas de 18, 20, 22,
25, 28, 30 e 32°C, para o periodo ovo - adulto de 7. radiata, determinou-se o limite térmico
inferior de desenvolvimento (Tb) (Figura 2) e a constante térmica (K), sendo obtidos valores de
7,13°C e 188,7GD respectivamente, com um coeficiente de determinagao (Rz) de 94,7%, dado
que proporciona um alto indice de confiabilidade aos resultados alcangados. Os dados, obtidos
neste trabalho, diferem do valor de limite térmico inferior de desenvolvimento (11°C) e de
constante térmica (165GD) apresentados por Chien e Chu (1996) para populagdes deste mesmo
parasitdide provenientes de areas de Citrus sinensis € de Murraya paniculata, mas sao proximos
ao limite térmico inferior de 9,2 a 9,5°C apresentadas por Bazzocchi et al. (2003) para fémeas e

machos para outra espécie de eulofideo (D. Isaea).



107

20 0,16

18 1+ 0,14

16 -
- +0,12
S 144
2 0,10
o 12 4 1>
=
@ =
§ 10 + 0,08 S
>
o 8
g + 0,06
T
@ + 0,04
/R 4

5 | + 0,02

0 0,00

0 5 10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura 2 - Curva de velocidade de desenvolvimento de Tamarixia radiata sobre ninfas de Diaphorina citri, em
diferentes temperaturas. UR: 70 £ 10% e fotofase de 14 horas

7.3.2 Efeito da umidade relativa sobre o desenvolvimento e parasitismo de 7. radiata

A relacdo existente entre um parasitdide e seu hospedeiro ¢ bastante complexa, tornando
assim fundamental a compreensao das respostas dos agentes de controle bioldgico frente aos
diversos fatores bidticos e abidticos que podem interferir no seu desenvolvimento, sobrevivéncia
e aptiddo (BLUMBERG, 1997; GEDEN, 1997; FERREIRA DE ALMEIDA; PIRES DO PRADO;
GEDEN, 2002). A porcentagem de parasitismo de 7. radiata sobre D. citri (F=5,37; gl=3; P>
0,001; ANOVA) foi maior em 70% de UR, variando significativamente quando comparado com
os outros tratamentos, embora sem diferir da umidade relativa de 90%, observando-se assim que
o parametro avaliado diminuiu nas umidades de 30 e 50% (Figura 3). Duale (2005) obteve
resultados similares para outra espécie de Eulofidae, Pediobius furvus (Gahan, 1928), com

parasitismos elevados na faixa entre 60 a 80% UR.
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Figura 3 - Porcentagem de parasitismo e emergéncia de Tamarixia radiata sobre Diaphorina citri em quatro
umidades relativas (30, 50, 70 e 90 = 10%) em laboratorio. Temperatura: 25 + 1°C e fotofase: 14 horas.
Médias seguidas da mesma letra, nas barras, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Pelos resultados observados, a umidade relativa do ar nao influenciou a duracdo do
desenvolvimento (periodo ovo - adulto) de 7. radiata, que permaneceu entre 10 a 14 dias, valores
similares aos obtidos no experimento de temperaturas deste trabalho (item 4.3.3), embora, a
porcentagem de emergéncia (F= 8,20; gl= 3; P> 0,001; ANOVA) tenha sido mais afetada pelas
umidades relativas extremas de 30 e 90% com 35% de emergéncia, sendo que a maior taxa de
emergéncia ocorreu a 70% de UR vindo a seguir a UR de 50% (Figura 3). Desta forma, os
critérios que devem ser selecionados para se obter uma produgdo em grande quantidade de
T. radiata devem estar associados as exigéncias térmicas e higrométricas determinadas na

presente pesquisa, ou seja, temperaturas de 25 a 30°C e umidade relativa (UR) de 70 + 10%.



109

7.3.3 Utilizacdo de um Sistema de Informacido Geografica (SIG) para determinacio do

numero de geracoes de Diaphorina citri e de T. radiata no estado de Sao Paulo

Com o mapa de isotermas obtido e com os parametros biologicos obtidos nas diferentes
temperaturas e umidades relativas para D. citri e T. radiata, foi possivel determinar, para os
diferentes municipios das regides citricolas do estado de Sao Paulo, o numero estimado de

geragdes que ocorrem mensal e anualmente para a praga e para o inimigo natural.

A media mensal de geracdes na regido norte (Barretos, Catanduva, Fernandopolis,
General Salgado, Jales, Sao José¢ do Rio Preto e Votuporanga), no verdo (dezembro, janeiro,
fevereiro e margo) deve variar entre 0,90 a 1,28 ciclos/més para D. citri e de 2,60 a 3,26
ciclos/més para T. radiata (Figuras 15, 4, 5 e 6; Tabela 2). No outono (margo, abril, maio e
junho) o nimero médio de ciclos/més pode variar entre 0,52 a 1,28 e de 1,95 a 3,26 para a praga
e o parasitdide, respectivamente (Figuras 6, 7, 8 ¢ 9; Tabela 2). No inverno (junho, julho, agosto e
setembro) este nimero deve ser variavel entre 0,52 a 1,09 ciclos/més para D. citri e de 1,95 a
2,93 ciclos/més para T. radiata (Figuras 9, 10, 11 e 12; Tabela 2). Na primavera (setembro,
outubro, novembro e dezembro) o nimero médio de ciclos/més podera oscilar entre 0,90 a 1,28 ¢
de 2,60 a 3,26 para a praga e para o parasitoide, respectivamente (Figuras 12, 13, 14 e 15; Tabela
2).

Por outro lado, na regido nordeste do estado (Araraquara, Franca, Jaboticabal, Ribeirdo
Preto e Sao Jodo da Boa Vista), no verdo o nimero médio de ciclos/més pode variar entre 0,71 a
1,28 para D. citri e de 2,60 a 3,26 para 7. radiata (Figuras 15, 4, 5 e 6; Tabela 2). No outono, este
numero devera ser variavel entre 0,33 a 1,09 e de 1,62 a 2,60 ciclos/més para a praga e para o
parasitdide, respectivamente (Figuras 6, 7, 8 e 9; Tabela 2). No inverno, os célculos indicam uma
variagdo entre 0,33 a 0,90 ciclos/més para D. citri e de 1,62 a 2,60 ciclos/més para T. radiata
(Figuras 9, 10, 11 e 12; Tabela 2) e na primavera, o numero médio de ciclos/més pode variar
entre 0,71 a 1,09 e de 2,28 a 2,93 para D. citri e T. radiata, respectivamente (Figuras 12, 13, 14 e
15; Tabela 2).
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Figura 4 - Niimero de geragdes (periodo ovo — adulto, incluindo pré-oviposi¢ao) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de janeiro nos intervalos de
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Figura 5 - Niimero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢ao) de Tamarixia radiata ¢ Diaphorina citri no més de fevereiro nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo
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Figura 6 - Numero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposicdo) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de marco nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sao Paulo
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Figura 7 - Namero de geracdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de abril nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sio Paulo
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Figura 8 - Numero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposicdo) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de maio nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sio Paulo
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Figura 9 - Numero de geracdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de junho nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sao Paulo
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Figura 10 - Numero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de julho nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo
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Figura 11 - Namero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢ao) de Tamarixia radiata ¢ Diaphorina citri no més de agosto nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo
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Figura 12 - Numero de geracdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de setembro nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo
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Figura 13 - Numero de geragdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de outubro nos intervalos de —
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo o
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Figura 14 - Numero de geracdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata ¢ Diaphorina citri no més de novembro nos intervalos de
isotermas, de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C no Estado de Sdo Paulo
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Figura 15 - Numero de geracdes (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposi¢do) de Tamarixia radiata e Diaphorina citri no més de dezembro nos intervalos de
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Na regido sudoeste (Avaré, Bauru, Botucatu, Itapeva, Jal, Lins e Ourinhos), no verdo o
nimero médio de ciclos/més pode oscilar entre 0,71 a 1,90 para D. citri e entre 2,28 a 2,93 para
T. radiata (Figuras 15, 4, 5 e 6; Tabela 2). No outono, este nimero ¢ variavel entre <0,33 a 1,09 ¢
de <1,62 a 2,93 ciclos/més para a praga e o parasitoide, respectivamente (Figuras 6, 7, 8 ¢ 9;
Tabela 2). No inverno, tal variacao ¢ de <0,33 a 0,90 ciclos/més para D. citri e de <1,62 a 2,60
ciclos/més para T. radiata (Figuras 9, 10, 11 e 12; Tabela 2), sendo que na primavera, o numero
médio de ciclos/més pode variar entre 0,33 a 1,90 e de 1,62 a 2,60 para D. citri ¢ T. radiata,

respectivamente (Figuras 12, 13, 14 e 15; Tabela 2).

Na regido sudeste (Braganca Paulista, Campinas, Itapetininga, Limeira, Mogi Mirim,
Piracicaba e Sorocaba) a media mensal de geragdes, no verdo pode oscilar entre 0,71 a 1,28
ciclos/més para D. citri e de 2,28 a 3,26 ciclos/més para T. radiata (Figuras 15, 4, 5 e 6; Tabela
2). No outono, o nimero médio de ciclos/més pode ser variavel entre <0,33 a 1,09 e de <1,62 a
2,60 para a praga e o parasitoide, respectivamente (Figuras 6, 7, 8 ¢ 9; Tabela 2). No inverno, este
nimero deve variar de <0,33 a 0,71 ciclos/més de D. citri e de <1,62 a 2,28 ciclos/més para
T. radiata (Figuras 9, 10, 11 e 12; Tabela 2). Na primavera, o nimero médio de ciclos/més deve
variar entre 0,52 a 1,09 e de 1,95 a 2, 93 para a praga e o parasitoide, respectivamente (Figuras

12, 13, 14 ¢ 15; Tabela 2).

Pelos resultados obtidos mediante o processamento dos dados e a geragdo dos mapas do
nimero de geragdes (periodo ovo — adulto, incluindo pré-oviposi¢do) com o Sistema de
Informagdes Geograficas (SIG) e com o Modelo de Elevacao Digital (DEM-SRTM), nas areas
citricolas do estado de Sao Paulo ao longo do ano (Figura 16; Tabela 2), pode ocorrer na regido
norte de 10 a 13 ciclos de D. citri e de 31 a 35 ciclos de T. radiata; na regido nordeste, o0 nimero
de ciclos pode variar de 6 a 10 e de 24 a 31 para a praga e para o parasitoide, respectivamente.
Por outro lado, nas regides sudoeste e sudeste, o nimero de geracdes pode variar de 3 a 10 e de
19 a 31 para D. citri e T. radiata. Estes resultados apresentados referem-se a estimativas que
deverdo ser validadas em campo. Durante os meses de menor densidade populacional (no outono
e inverno), além da menor temperatura, outros fatores como a pluviosidade devem contribuir
diretamente (umidade relativa) e indiretamente (menor quantidade de brotagdes) para a

diminui¢do populacional, especialmente de D. citri.
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A presenca de inimigos naturais, em qualquer agroecosistema, ¢ fundamental para a
regulacdo populacional da espécie hospedeira; no presente trabalho, pdde-se observar que o
numero de geracdes de 7. radiata ¢ superior ao numero de geragdes do hospedeiro D. citri.
Portanto, a populacao deste parasitdide depende da densidade populacional de seu hospedeiro,
como todos os organismos estrategistas K. As estratégias r e K referem-se a alocacdo de recursos
para a reproducdo de organismos em geral (PIANKA, 1970), sendo que os organismos com
estratégia r alocam mais e os com estratégia K alocam menos recursos. Este tipo de classificagao
leva a discussdo sobre a existéncia ou auséncia das diferencas entre as espécies em relagao as
suas estratégias reprodutivas, como conseqiiéncia dos processos de selecdo induzidos pelo
ambiente, Dobzanski (1950) foi o primeiro em sugerir que a selecdo natural opera de forma
diferente dependendo das condigdes que prevalecem no ambiente. Para Price (1973) e Force
(1972), a teoria das estratégias r ¢ K ¢ muito importante nos parasitoides, pelo fato de que com o
passar do tempo ocorrem incrementos na populagdo das espécies de parasitdides dependentes da

capacidade de reproducao e da duracdo do ciclo de seus respectivos hospedeiros.

A abordagem metodologica utilizada neste trabalho e a base de dados desenvolvida
poderdo ser utilizadas para direcionar estudos de flutuagcdo populacional da praga nas diferentes
regides citricolas do estado, assim como poderdo ser empregadas nos estudos para avaliar o
potencial de utilizagdo de 7. radiata para o controle bioldgico de D. citri. Desta forma, com a
possibilidade de integrar numa unica base de dados, as informagdes espaciais provenientes de
dados cartograficos e os dados bioldgicos da D. citri e de T. radiata, sera possivel, utilizar tal
base como uma nova ferramenta para dar suporte para deteccdo, monitoramento e controle de
D. citri. Um resumo dos resultados obtidos ¢ apresentado na Tabela 2, sendo que tais resultados
deverdo ser validados em condi¢des de campo para ajustes anteriores a sua utilizagdo pelo

agricultor.



Tabela 2 - Numero provavel de geragdes de Diaphorina citri e de Tamarixia radiata em quatro regides citricolas do estado de Sdo Paulo, com base na
temperatura e umidade relativa e no Sistema de Informagao Geografica (SIG) durante as quatro estagdes do ano

Regides Norte Nordeste Sudoeste Sudeste
Estacdes/meses Intervalos de variacao (IV)
D. citri T. radiata D. citri T. radiata D. citri T. radiata D. citri T. radiata
Dezembro 1,09 - 1,28 2,93 -3,26 0,90 - 1,09 2,60 -2,93 0,71 -1,90 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93
_ Janeiro 1,09 - 1,28 2,93 -3,26 0,90 - 1,09 2,60 - 2,93 0,90 - 1,90 2,60 -2,93 0,90 - 1,09 2,60 -2,93
Verao Fevereiro 1,09 - 1,28 2,93 -3,26 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26 0,90 - 1,90 2,60 -2,93 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26
Margo 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28 -2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93
Margo 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93
Abril 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,52 - 0,90 1,95 - 2,60 0,33 -0,90 1,62 - 2,60 0,52 - 0,90 1,95 -2,60
Outono Maio 0,52 -0,90 1,95 -2,60 0,33 -0,71 1,62-2,28 <0,33-0,52 <1,62-1,95 0,33-0,71 1,62 - 2,28
Junio 0,52 -0,71 1,95 -2,28 0,33 -0,71 1,62-2,28 <0,33-0,52 <1,62-1,95 <0,33-0,52 <1,62-1,95
Junio 0,52 -0,71 1,95 -2,28 0,33 -0,71 1,62-2,28 <0,33-0,52 <1,62-1,95 <0,33-0,52 <1,62-1,95
Julho 0,52 -0,71 1,95 -2,28 0,33 -0,71 1,62-2,28 <0,33-0,52 <1,62-1,95 <0,33-0,52 <1,62-1,95
fnverno Agosto 0,71 -0,90 2,28 -2,60 0,52 -0,71 1,95-2,28 <0,33-0,71 <1,62-228 0,33-0,71 1,62 - 2,28
Setembro 0,90 - 1,09 2,60 -2,93 0,71 - 0,90 2,28 -2,60 0,33 -0,90 1,62 - 2,60 0,52 -0,71 1,95 -2,28
Setembro 0,90 - 1,09 2,60 -2,93 0,71 - 0,90 2,28 -2,60 0,33-0,90 1,62 - 2,60 0,52 -0,71 1,95 -2,28
Primaveira Outubro 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,52 - 0,90 1,95-2,60 0,52 - 0,90 1,95 - 2,60
Novembro 0,90 - 1,28 2,60 - 3,26 0,71 - 1,09 2,28-2,93 0,71 -1,90 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93
Dezembro 1,09 - 1,28 2,93 -3,26 0,90 - 1,09 2,60 -2,93 0,71 -1,90 2,28-2,93 0,71 - 1,09 2,28-2,93
Anual 10,78 - 13,05 31,28-35,23 6,22-10,78 23,40-31,28 3,95-10,78 19,45-31,28 3,95-10,78 19,45 -31,28
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Figura 16 - Mapa de isotermas anual para o estado de Sdo Paulo, mostrando o niimero de gera¢des anuais (periodo ovo - adulto, incluindo pré-oviposigdo) de
Tamarixia radiata e Diaphorina citri, nos intervalos de <17°C; 17°C a 19°C; 19°C a 21°C; 21°C a 23°C; 23°C a 25°C; 25°C a 27°C e >27°C
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7.3.4 Influéncia da umidade e temperatura na adaptacio de D. citri e T. radiata nas regioes

citricolas do estado de Sao Paulo

Conforme relato de Nava et al. (2007), D. citri desenvolve-se melhor nas temperaturas
entre 18 e 30°C e nas umidades relativas (UR) entre 70 e 85%. Por outro lado, para 7. radiata
conforme obtido na presente pesquisa, temperaturas entre 25 e 30°C e umidade relativa de 70%

sdo as condi¢des mais favoraveis para o parasitismo da espécie.

Nas areas citricolas de Barretos, Catanduva, Fernandopolis, General Salgado, Jales, Sao
Jos¢ do Rio Preto e Votuporanga, correspondentes a regido norte do estado, durante o verdo
(dezembro a margo) apresentam-se as melhores condi¢des para o desenvolvimento e adaptacao
de T radiata e para D. citri as condi¢des mais favoraveis devem ocorrer entre dezembro e junho,
meses que correspondem ao verao e outono no estado de Sao Paulo (Figuras 17 e 18), quando

comparadas a Araraquara.

Em Araraquara, Franca, Jaboticabal, Ribeirdo Preto e Sao Jodao de Boa Vista, areas
correspondentes a regido nordeste do estado (Figura 19), durante os meses de novembro a margo
(primavera - verao) ocorrem as condi¢des de temperatura ¢ umidade relativas mais favoraveis
para o desenvolvimento, reproducao e sobrevivéncia de 7. radiata; por outro lado, no caso de

D. citri estas condigdes sdo registradas entre novembro a junho (verdo - outono).

Na regido sudoeste (Figuras 20 e 21), para D. citri, em Avaré ao longo do ano
apresentam-se as condigdes favoraveis para seu desenvolvimento e adaptagdo, enquanto nas areas
de Bauru, Botucatu, Itapeva, Jal, Lins e Ourinhos estes parametros favoraveis ocorrem entre
novembro a junho (primavera - outono). Para 7. radiata, nestas mesmas areas, as épocas do ano

mais adequadas ocorrerdo no verdo (dezembro - margo).

Para o parasitoide 7. radiata, as médias mensais de temperatura e umidade relativa mais
favoraveis na regido sudeste ocorrem durante o verao (dezembro - margo), e para D. citri nas
areas de Braganca Paulista, Itapetininga e Sorocaba, estas condi¢des serdo favoraveis ao longo
do ano. Nas areas de Campinas, Limeira, Mogi Mirim, e Piracicaba os maiores indices
populacionais desta praga deverdo ocorrer entre novembro a junho (primavera - verao - outono)

(Figuras 22 e 23).
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Nestas comparagdes, com relagdo as condigdes termohigrométricas mais favoraveis para o
desenvolvimento de D. citri, observa-se que tem municipios bastante coincidentes com
Araraquara como ¢ o caso de Franca, Jaboticabal, Ribeirao Preto, Bauru, Jati, Campinas, Limeira,
Mogi Mirim e Piracicaba (Figuras 19, 20, 21, 22, 23). Em outros casos, como nos municipios de
Sao Jodo de Boa Vista, Itapeva, Braganca Paulista e Sorocaba (Figuras 19, 20, 22, 23), embora as
médias mensais de temperatura possam ser menos favoraveis para 7. radiata, as condi¢des de
umidade relativa destes municipios poderdo ser muito favordveis para o desenvolvimento,

adaptagao e estabelecimento deste parasitoide.

Baseando-se nos termohigrogramas das diferentes regides citricolas do estado de Sao
Paulo, e levando-se em consideracdo as exigéncias térmicas e higrométricas tanto de D. citri
como de seu parasitdide 7. radiata, pdde-se observar que nas diferentes areas, os niveis
populacionais poderdo ser bastantes variaveis, sendo que a maior incidéncia do psilideo e
conseqiientemente do seu parasitdide, ocorrerdo naquelas regides e épocas do ano com
temperaturas mais elevadas e os aumentos populacionais coincidiriam com o inicio das chuvas e,
conseqiientemente, com as brotagdes das plantas citricas. Por outro lado, presenga de plantas
hospedeiras de D. citri, como a murta, poderdo interferir nos niveis populacionais da praga e do

parasitoide.

7.4 Conclusoes

1. O tempo do desenvolvimento para o periodo ovo - adulto de Tamarixia radiata (Waterston,
1922) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ inversamente relacionado com temperaturas na faixa de

18 a32°C;

2. O limite térmico inferior de desenvolvimento (Tb) de 7. radiata é de 7,13°C e a constante
térmica (K) ¢ de 188,7GD;

3. O parasitismo e a porcentagem de emergéncia de 7. radiata sobre Diaphorina citri Kuwayama,

1907 (Hemiptera: Psyllidae) sdo maiores a 70% de umidade relativa;

4. Com base no sistema de informagdes geograficas (SIG), para o estado de Sao Paulo, a média
mensal de geracdes, na regido norte, pode variar de 0,52 a 1,28 ciclos/més para D. citri e de

1,95 a 3,26 ciclos/més para T. radiata; na regido nordeste o nimero médio de ciclos/més pode
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variar de 0,33 a 1,28 para D. citri e de 1,62 a 3,26 para de T. radiata; nas regides sudoeste e
sudeste, o nimero médio de ciclos/més pode variar de <0,33 a 2,60 para D. citri e de <1,62 a

2,93 para de T. radiata.

5. Ao longo do ano, podem ocorrer na regido norte de 10 a 13 ciclos de D. citri e de 31 a 35
ciclos de T. radiata; na regido nordeste, o numero de ciclos pode variar de 6 a 10 e de 24 a 31
para a praga e para o parasitdide, respectivamente. Para as regides sudoeste e sudeste, o
numero de geracdes pode variar de 3 a 10 e de 19 a 31 para D. citri e T. radiata,

respectivamente;

6. Nas diferentes regides citricolas do estado de Sao Paulo, e levando-se em consideracdo as
exigéncias térmicas e higrométricas tanto de D. citri como de seu parasitdide 7. radiata, a
maior incidéncia da praga e, conseqiientemente do parasitdide, ocorrem naquelas regides e
épocas do ano com temperaturas mais elevadas e os aumentos populacionais devem coincidir

com o aumento das chuvas e com as brotagdes das plantas citricas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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