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RESUMO

O huanglongbing (HLB), ou greening, € a mais importante e destrutiva doenca da
citricultura mundial, cujo vetor, no Brasil, é o psilideo Diaphorina citri Kuwayama, 1908
(Hemiptera: Liviidae), responsavel por transmitir as bactérias causadoras da doenca.
O controle biolégico estd entre os métodos de manejo da praga (MIP), no qual o
parasitoide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) é
utilizado. O trabalho teve por objetivo avaliar a sobrevivéncia de adultos de T. radiata
guando armazenados em baixas temperaturas. Adultos de T. radiata com até 24 horas
apos a emergéncia, foram acondicionados, individualmente, em tubos de ensaio de
vidro (12x75 mm, diametro, comprimento) com uma gota de solu¢do de mel e pdlen
(2:1) como fonte de alimento. Os tubos foram colocados em camaras climatizadas
reguladas em trés diferentes temperaturas (a partir do limiar térmico de
desenvolvimento) 7, 9 e 11°C e oito periodos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias. Para cada
combinacéo de temperatura/periodo, foram colocados 10 insetos, com 3 repeticdes.
Apébs cada periodo, foi avaliada a mortalidade dos insetos; os sobreviventes foram
transferidos para camaras climatizadas reguladas a temperatura de 25°C e fotofase
de 14 h, e avaliada a sua longevidade. Os dados de sobrevivéncia no armazenamento
foram submetidos a analise de variancia, e aqueles dos sobreviventes a 25°C, usados
para elaborar a curva de sobrevivéncia. Nao foram verificadas diferencas na
sobrevivéncia entre os tempos para as temperaturas de 9°C e 11°C; para temperatura
de 7°C foram observadas diferencas significativas com reducdo néo linear da
sobrevivéncia ao longo do tempo de armazenamento. A média de sobrevivéncia
independente do tempo foi menor para 7°C (37,10%) em relacédo a 9°C e 11°C que
nao diferiram entre si (72,93 e 73,74%, respectivamente). Para sobrevivéncia pos
armazenamento ndo foram verificadas diferencas nas temperaturas de 9°C e 11°C
entre o0s tempos testados, diferencas foram observadas apenas no pos
armazenamento a 7°C. De acordo com os resultados pode-se sugerir uma
temperatura de armazenamento entre 7°C e 9°C e um tempo ideal de armazenamento
de até 4 dias. Os resultados fornecem informagbes que podem permitir uma
otimizacdo do uso deste parasitoides para liberacbes em programas de controle
biologico do psilideo dos citros.

Palavras-chave: Armazenamento, Tamarixia radiata, baixas temperaturas.
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INTRODUCAO

O huanglongbing (HLB), ou greening, é a mais importante e destrutiva doenca
da citricultura mundial (BOVE, 2006), causado por um grupo de bactérias Candidatus
Liberibacter transmitidas, no Brasil, pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama, 1907
(Hemiptera: Liviidae) (GOTTWALD et al., 2007). Presente ja ha varias décadas nos
continentes asiatico e africano, essa doenca foi detectada nos dois maiores
produtores mundiais de suco de laranja, Sdo Paulo - SP (Brasil) e Florida (EUA), nos
anos 2004 e 2005, respectivamente (COLLETA-FILHO et al., 2004).

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja doce e de suco de laranja, e seu
sistema agroindustrial citricola, esta fortemente concentrado no estado de S&o Paulo,
possuindo aproximadamente 200 milhdes de plantas (laranjeiras doce) presentes em
cerca de 650.000 ha. S&o Paulo e Florida dominavam a oferta mundial dessa
commodity agricola (NEVES et al., 2007), pois hoje a Florida perdeu essa hegemonia,
principalmente devido as consequéncias da doenca.

Segundo Belasque Jr. et al. (2010), o agronegocio citricola exporta,
aproximadamente US$ 1,5 bilhdo anualmente, na forma de suco de laranja e gera
mais de 400 mil empregos diretos e indiretos. O HLB é o desafio vivido atualmente,
por colocar em risco a citricultura como exportadora desta commodity, tanto no Brasil
quanto na Flérida, devido aos danos que causa e pela dificuldade do seu manejo.

A doenca avanca de maneira muito rapida, reduzindo a produtividade e
elevando os custos de producdo. Desde seu primeiro registro até 2015, cerca de 44,2
milhdes de plantas foram eliminadas no estado de Sao Paulo (CDA, 2016).

N&o ha métodos de controle curativos para o HLB que possam ser usados em
pomares comerciais. Desta forma, prevenir a infec¢do das plantas é fundamental no
controle da doenca. A poda de ramos sintométicos e assintomaticos foi testada como
uma medida de controle, mostrando-se ineficaz (LOPES et al., 2007). As tentativas de
controle com a injecdo de antibidticos (tetraciclinas) também se mostraram
insatisfatérios (BOVE, 2006), e uma vez interrompido o tratamento com antibiético os
sintomas reapareceram, ou seja, as plantas continuavam doentes (BELASQUE JR et
al., 2010).

Atualmente, o controle preconizado envolve o plantio de mudas sadias, a
eliminacao de plantas doentes e o controle de D. citri. Assim, 0 manejo do HLB tem

como fundamento a prevencdo de novas infecgoes em plantas ainda sadias, ou seja,



baseia-se na reducédo do indculo, presente em plantas e insetos vetores (BELASQUE
JR et al., 2010). A inspecéo para o0 manejo de HLB é de suma importancia, visando a
identificagdo das plantas doentes e erradicacdo da fonte de inodculo. No Estado de
S&o Paulo, as inspecdes comumente sdo realizadas nas propriedades por inspetores
caminhando a pé ao lado das plantas e em plataformas de inspecdo acopladas em
tratores (DADAZIO et al., 2018). A Fundecitrus traz 10 procedimentos, chamados “10
mandamentos” que envolvem agdes internas e externas do pomar para o controle do
HLB (FUNDECITRUS, 2018).

O controle biolégico esta entre os métodos de controle de D. citri, no qual o
parasitoide Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Hymenoptera: Eulophidae) é
utilizado. Este parasitoide é considerado o principal inimigo natural do psilideo por sua
alta eficiéncia no parasitismo, capacidade de dispersao, estabelecimento e adaptacao
em campo (HODDLE; PANDEY, 2014). Parra et al. (2010), concluiram que T. radiata
pode ser utilizado como agente de controle biolégico de D. citri, como um componente
adicional ao manejo integrado de pragas (MIP) em citros.

Devido a crescente importancia da T. radiata no controle da D. citri, € de
primordial importancia conhecer e proporcionar as melhores condicbes para sua
sobrevivéncia e parasitismo. Informacbes que permitam o transporte desse
parasitoide das biofabricas até o campo para a liberacdo, com a minima taxa de

mortalidade, tornam-se demandas para um controle mais efetivo e rentavel.



1. OBJETIVO

Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do armazenamento de
adultos de Tamarixia radiata em baixas temperaturas sobre sua sobrevivéncia, para
determinacao das condicfes de armazenamento que proporcionam a melhor taxa de

sobrevivéncia para os insetos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ADOENCA: HLB OU GREENING

O huanglongbing (HLB), também conhecida como greening, € uma doenca
relacionada a patégenos colonizadores de floema. Atualmente sdo associadas a
doenca trés bactérias e um fitoplasma (TEIXEIRA et al. 2010). As bactérias sao:
“Candidatus Liberibacter africanus”, “Candidatus Liberibacter asiaticus”, “Candidatus
Liberibacter americanus” e o fitoplasma pertence ao grupo 16 SrDNA-IX (TEIXEIRA
et al. 2008), sendo a primeira presente apenas no continente africano e as duas
Gltimas presentes no Brasil.

Dentre os vetores existem as espécies Trioza erytreae (Del Guercio 1918)
(Hemiptera: Triozidae), Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae) e
Cacopsylla citrisuga (Yang e Li 1984) (Hemiptera: Psyllidae), esse ultimo, confirmado
como vetor de “Ca. L. asiaticus” apenas na China (CEN et al., 2012).

O HLB faz com que as plantas figuem debilitadas e improdutivas, com o passar
dos anos, ndo causando a morte direta das mesmas. Pomares inteiros podem tornar-
se inviaveis economicamente entre sete e dez anos ap0s o aparecimento da primeira
planta sintomatica, caso medidas de controle ndo sejam adotadas, ja em pomares
jovens, de até quatro anos, a inviabilidade econémica surge em até cinco anos.
(GOTTWALD et al., 2007).

Os primeiros relatos da doencga, ainda sem identifica-la, foram no comeco do
século passado na China, tendo sido relatada na Africa nos anos 40. No Brasil,
embora o vetor tivesse sido identificado ha mais de 70 anos (COSTA LIMA, 1943) a

doenca so foi detectada em 2004 (TEIXEIRA et al, 2005) e nos EUA no ano seguinte.



Segundo Belasque JR et al (2009), em ramos sintomaticos as folhas podem
apresentar-se curvadas com nervuras escurecidas, mais grossas e com aspecto
corticoso e de tamanho reduzido. A desfolha e morte de ponteiros da planta podem
ocorrer em estadios mais avancados da doenca.

Os frutos apresentam maturacdo irregular, permanecendo verdes,
desenvolvimento assimétrico, aborto de sementes e ainda ocorre reducao do grau Brix
que compromete o rendimento na industria (FUNDECITRUS, 2009, BELASQUE
JUNIOR et al., 2009).

O manejo do HLB se baseia na utilizacdo de mudas de citros sadias, produzidas
em viveiros protegidos, erradicacdo de plantas que manifestarem os sintomas da
doenca e, principalmente, no controle do inseto vetor, que vem sendo realizado
principalmente com utilizacdo de agroquimicos (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018).

Outra medida recomendada é a eliminacdo das plantas que servem como
hospedeiras da bactéria e do vetor, como as plantas de murta, murta-de-cheiro ou
falsa-murta (Murraya paniculata), independentemente de estarem infectadas ou de
sua localizacdo (BELASQUE JUNIOR et al. 2010).

2.3. DIAPHORINA CITRI

Também conhecido como psilideo-asiatico-dos-citros, D. citri € um inseto
pequeno, que adulto mede aproximadamente de 2,8 a 3,2 mm de comprimento, e
guando jovens apresentam coloracdo marrom claro, tornando-se escuros com 0
passar do tempo (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018).

Os ovos sdo depositados nas gemas recém brotadas, medem
aproximadamente 0,3mm de comprimento, sdo alongados em forma de gota e de
coloracdo amarela. O numero de ovos depende da planta hospedeira e do estagio da
brotagcdo da planta. Em plantas de murta (Murraya paniculata) uma fémea pode
colocar mais de 600 ovos (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018).

A fase ninfal possui cinco instares, apresentam coloracdo amarelada e seu
tamanho varia de 0,25 a 1,5 mm do primeiro ao quinto instar, respectivamente. As
ninfas desenvolvem-se de forma sincronizada com o crescimento dos ramos (PANDE
1971).

Os adultos sé@o frequentemente associados aos ramos em crescimento,

podendo também se alimentar de folhas maduras. A disponibilidade de brotacdes é
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um fator limitante na oviposicao e incremento populacional de D. citri. (PARRA et al.,
2010).

O habito alimentar do inseto é sugador, se alimentando da seiva da planta, com
isso, por serem tenros, os tecidos preferidos para a alimentacdo sdo 0s novos
(brotacdes das plantas), e € onde 0s insetos permanecem praticamente imoéveis
(PARRA; DINIZ; ALVES, 2018).

Assim como em outros insetos, a duracao do ciclo biolégico de D. citri varia de
acordo com a temperatura, podendo ser de 12 a mais de 40 dias de acordo com a
temperatura do ambiente. Aquelas mais elevadas podem prejudicar 0
desenvolvimento e favorecer a mortalidade do inseto. A umidade relativa do ar (UR)
interfere ainda na sobrevivéncia do inseto, observando-se melhor desenvolvimento
em UR superiores a 50% (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018). Temperaturas acima dos
30°C sao danosas ao psilideo, tendo sido registrado que a 32°C a mortalidade alcanca
quase 90% (Tabela 1).

Além das condi¢Bes ambientais, o tipo de hospedeiro sobre o qual o inseto se
desenvolve pode afetar sua sobrevivéncia, verificando-se que algumas variedades de
Citrus sdo menos favoraveis para D. citri. (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018). Segundo
ALVES, DINIZ & PARRA (2014), ocorrem diferencas entre as variedades de uma
mesma espécie dentro do género; eles verificaram que a maior viabilidade de ovos é
registrada em plantas de murta (85,7%) e Valéncia (83,3%), e a menor em Hamlin
(56,8%). J& a viabilidade do estagio ninfal variou de 57,4 a 79,1%, sem diferencas
estatisticas entre os diferentes grupos. Com relagcéo aos hospedeiros que forneceram
as melhores condicfes para o desenvolvimento de D. citri foram a Valéncia e a murta;
sobre estes, D. citri mostrou a mais alta sobrevida total, 65,9 e 64,2%,
respectivamente. Contudo, esses dois hospedeiros diferiam estatisticamente apenas
Hamlin, que teve a menor viabilidade total (32,6%) e €, portanto, a variedade menos
favoravel para o inseto.

O tamanho das brota¢des também influencia na oviposicao e alimentacdo de
D. citri. Diniz (2013) verificou que brotagbes de 1,0 e 2,6 cm foram preferidas para a
oviposi¢cdo. Ja para alimentacdo, os adultos apresentam preferéncia por brotagfes
maiores, com tamanho médio de 4,3 cm de comprimento.

O psilideo causa danos diretos que sao pouco relevantes, como o
encarquilhamento de brotacbes nas quais se desenvolvem. Por outro lado, seu dano
indireto (transmiss&o do HLB) é o mais importante (PARRA; DINIZ; ALVES, 2018).
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O controle da praga é realizado atualmente de forma prioritaria por meio da
aplicacao de inseticidas quimicos; no entanto em um contexto de Manejo Integrado
de Pragas diversas outras estratégias vém sendo buscadas, como plantas iscas
(BELOTI et al, 2017), armadilhas de feromonio (ZANARDI et al, 2017) e controle
bioldgico que vem sendo utilizado com liberacfes do parasitoide Tamarixia radiata em
areas de pomares abandonados, organicos e bairros rurais com presenca de murta
(Murraya paniculata) (PARRA et al, 2016).

2.4. TAMARIXIA RADIATA

T. radiata € um ectoparasitoide idiobionte nativo da india e especifico de D. citri
(CHIEN, 1995). Sua utilizacdo, para o controle desse inseto, tem se mostrado
promissora em diversas regides ao redor do mundo, incluindo o Brasil (PARRA et al,
2016).

E conhecido principalmente devido ao sucesso nas llhas Reuniéon em 1978 e
em Guadalupe em 1999, com liberacdes de 4.600 e de 1000 adultos, em ambos os
locais, respectivamente (ETIENNE et al, 2001). Uma pesquisa realizada na llha
Reunién mostrou que T. radiata parasitou cerca de 70% das ninfas de psilideos
(AUBERT, 1987).

Os adultos de T. radiata sdo pequenos himenopteros de coloracdo escura,
medindo de 0,92 a 1,04 mm de comprimento, com asas hialinas e de venacéo
amarelada. O dimorfismo sexual é facilmente observado: os machos sédo menores do
que as fémeas, tanto no comprimento quanto na envergadura das asas, porém suas
antenas sao cerca de 1,5 vezes maiores do que as das fémeas (ONAGBOLA et al.,
2009). A diferenciagcdo entre os sexos do parasitoide pode ser feita pelas
caracteristicas das antenas e do final do abdome; fémeas possuem antenas curtas e
sem pilosidade e também seu abdome é largo e com presenca evidente do ovipositor,
o macho, por outro lado, possui antenas longas cobertas de pélos, abdome estreito e
mais escuro (Figura 1) (PARRA et al., 2017).
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Figura 1. Fémeas e machos de Tamarixia radiata, nos quais podem ser observadas
caracteristicas usadas na diferenciacdo sexual, aspecto das antenas e regido final do
abdome. Fonte: PARRA et al. 2016.

As fémeas do parasitoide colocam um ou, no maximo dois ovos na face ventral
das ninfas do psilideo, entre o terceiro par de pernas (Figura 2A), porém somente uma
larva se desenvolve. Quando eclode a larva passa a se alimentar da hemolinfa do
hospedeiro, matando-o (Figura 2B). Ao final dessa fase, o parasitoide fixa os restos
da ninfa a planta para criar uma protecao sob a qual possa pupar (Figura 2C-E) (HOY
et al., 1999).

A ninfa do psilideo se torna escura a medida que o parasitoide se desenvolve,
e seca ao final do processo, adquirindo aspecto “mumificado”. Quando completa essa
fase, o adulto de T. radiata perfura a regido anterior da ninfa criando uma abertura
para poder sair, sendo este orificio facilmente visualizado, um indicativo da sua acao
nos pomares (Figura 2F) (ETIENNE et al, 2001).

Alguns fatores podem influenciar o parasitismo de T. radiata, como o estadio
de desenvolvimento do hospedeiro. T. radiata podem se alimentar de ninfas de 1°, 2°
e 3° instares de D. citri, entretanto, o parasitismo ocorre preferencialmente em ninfas

de 4° e 5° instares conforme registrado por Chu e Chien (1991).
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Figura 2. Fases do desenvolvimento de Tamarixia radiata em ninfas de Diaphorina citri: A)
ovo de T. radiata no terceiro par de pernas de ninfa de D. citri; B-C) larva de T. radiata em
dois tamanhos; D-E) pré-pupa e pupa de T. radiata; F) mumia de D. citri com orificio de
emergéncia caracteristico do adulto de T. radiata. Fonte: PARRA et al., 2016.

Das acdes combinadas de destruicdo por alimentacdo e por parasitismo,
acredita-se que uma Unica fémea do parasitoide possa, ao longo da vida, eliminar 500
ninfas do psilideo (CHIEN; CHU, 1996). Segundo Hoy e Nguyen (2001), a predacéo
das fases iniciais de D. citri representa uma importante fonte protéica para a
maturacéo dos ovos do parasitoide.

Além do estagio de desenvolvimento, a temperatura é outro fator a ser
considerado para T. radiata. A temperatura base (Tb) ou limiar térmico inferior de

7

desenvolvimento é aquela na qual o inseto tem metabolismo muito baixo e
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“praticamente” interrompe seu desenvolvimento, e a constante térmica (K), a
quantidade de energia térmica que a espécie necessita para completar o
desenvolvimento, dada em graus-dia (GD). Gomez-Torres (2009), obteve esses
parametros para T. radiata, e foram de 7,1°C para temperatura base e 188,7 GD para
constante térmica.

Através de estudos da biologia de T. radiata em diferentes temperaturas,
conclui-se que tempo médio de desenvolvimento biolégico do parasitoide pode variar
entre 10,43 e 20,32 dias em uma faixa de temperatura de 15°C a 35°C (GOMEZ-
TORRES et al., 2012).

Segundo Gémez-Torres et al. (2009), a temperatura ndo afeta a razado sexual,
mas afeta a capacidade total de parasitismo da T. radiata, que é maior a 25°C (167
ninfas parasitadas), embora o total de ninfas parasitadas tenha sido bem inferior ao
referido na literatura (CHU & CHIEN, 1991), com registros de 500 ninfas destruidas
pelo parasitoide.

Com relagéo a planta hospedeira, houve uma variacdo na taxa de parasitismo
em funcdo da variedade de citros infestada, observando-se maior porcentual na
variedade Hamlin (35,6%), seguida pela Péra (19,2%), Valéncia (8,6%) e Natal (7,3%)
(PAIVA, 2009), em condi¢cdes de laboratério por outro lado tal variacdo néo foi
confirmada por Alves et al (2016).

Os focos de contaminacédo de HLB, onde existem uma alta populagéo de D. citri,
nao Sao 0S pomares comerciais, visto que nessas areas ocorre uma alta, e por vezes,
indiscriminada aplicacdo de produtos quimicos, controlando a praga. Os insetos
migram para as areas comerciais, vindos de pomares de citros abandonados, areas
de murta, locais onde nao se aplicam inseticidas, areas organicas de citros ou mesmo
pomares domeésticos. Assim, uma nova estratégia de controle bioldgico foi
desenvolvida a partir de um projeto da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ) em parceria com o Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) que
prevé liberacdes de T. radiata nas areas mencionadas para evitar os focos de
contaminagao de HLB (PARRA et al., 2016), levando em conta que D. citri pode migrar
a até mais de 2.2 km dessas areas para pomares comerciais e, portanto, transmitir a
doenca (FERREIRA, 2014).

Com base nas exigéncias térmicas e higrométricas de D. citri e de T. radiata foi
elaborado o zoneamento para T. radiata por meio do Sistema de Informacdes

Geograficas (SIG) nas regides citricolas do estado de Sdo Paulo ao longo de um ano,
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obtendo-se os seguintes resultados: regido norte, de 31 a 35 ciclos de T. radiata;
regido nordeste, de 24 a 31; regibes sudoeste e sudeste, de 19 a 31 (GOMEZ-
TORRES, 2009) (Figura 3).

N° de Ciclos N° ciclos
Tamarixia radfata  Disphoring citri  Isotermas

<19.4500 (- < 3.95 (<179
[19.45 - 23 40{ | 395-0622{  (17°19°)
[23.40 - 27.34 [ 622-08500  (19°-21°)
[27.34 - 31.28( | 850-10.78]  (21°23°)
[31.28 - 35.23[ [1078-13.05 (23257
[35.23 - 30.17[ [13.05-16.33  (26°27%)

>30.1743 >15.33 (21)

Figura 3. Numero de ciclos de Tamarixia radiata e Diaphorina citri em S&o Paulo, com base
em suas exigéncias térmicas. Fonte: GOMEZ-TORRES, 2009.

Segundo Diniz (2013) a liberacdo de 400 individuos de T. radiata por hectare tem
se estabelecido em diferentes areas do estado de Sao Paulo. Apos oito liberagdes,
houve aumento do parasitismo de até 8,67 vezes, e a reducdo do numero de ninfas
de psilideo chegou a 88,8% (Figura 4).

As liberagbes do parasitoide devem ser realizadas na época de brotaces,
determinantes para que o psilideo faca a postura, e assim acredita-se que T. radiata
pode ser um importante componente no manejo do HLB (PARRA; DINIZ; ALVES,
2018).



16

A\

na

Getuli h, \58.9%

- ) Rincé
88.7%,

Anhembi ’

68.1%, ‘
v Itapetininga

;>

(@)

Pirajui

4@
>

>

Figura 4. Municipios do estado de S&o Paulo nos quais foi realizada pela Esalg/USP a
liberacdo de T. radiata para o controle de D. citri, nas principais regifes produtoras de citros,
com as médias de aumento do parasitismo inicial (seta para cima) e de redugéo da populagéo
de ninfas da praga (seta para baixo), apos oito libera¢des. Fonte: DINIZ, 2013.

2.5. ARMAZENAMENTO DE INSETOS

O avanco do controle bioldégico gerou a demanda de altas producfes dos
insetos benéficos usados nesses programas (van LENTEREN; TOMMASINI, 2002).
Com isso um dos obstaculos a serem superados sdo grandes os picos de necessidade
das liberacbes a campo, além do fato de que nem sempre € possivel liberar os adultos
assim que emergem, muitas vezes gracgas as grandes distancias entre as fazendas e
as biofabricas, o que dificulta as mesmas a manterem uma producdo regular e
constante (HALL; KLEIN, 2014).

Diferente de produtos quimicos, como inseticidas, a maioria dos insetos
utilizados em controle biolégico possuem um “tempo de prateleira” curto; sendo assim,
precisam ser produzidos pouco antes das libera¢gdes. O desenvolvimento de métodos
eficientes para o armazenamento desses insetos, visando prolongar o “tempo de
prateleira”, traria grandes avancos para 0s programas de controle biolégico e
reducdes no custo de producdo, potencializando o uso dos mesmos (COLINET;
BOIVIN, 2011).
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Para reduzir o desenvolvimento ou a taxa metabdlica dos insetos é possivel
submeté-los a baixas temperaturas, geralmente acima de 0°C. Essas baixas
temperaturas tém provado ser um método valioso para a criagdo massal de insetos
benéficos. Isso porque viabiliza o aumento do “tempo de prateleira” dos mesmos, e
assim permite que haja um suprimento mais estavel e constante no mercado para 0s
programas de controle biologico, além de uma melhor sincronizacéo entre 0 momento
critico de ataque das pragas no campo e a pronta liberacao desses inimigos naturais
(VENKATESAN et al., 2000).

Para prolongar o “tempo de prateleira” dos parasitoides, € possivel armazena-
los a temperaturas entre 0 e 15°C. Mesmo sob essas temperaturas moderadamente
baixas, algumas espécies apresentam niveis de mortalidade. Geralmente, quanto
mais baixa a temperatura de armazenamento maior a mortalidade (van LENTEREN;
TOMMASINI, 2002). Contudo, em alguns casos a temperatura ndo tem efeito na
sobrevivéncia (AL-TEMEMI; ASHFAQ, 2005).

A origem geogréfica pode ter uma forte influéncia na tolerdncia ao frio dos
insetos. Devido as especificas adaptacdes climaticas, espera-se que as
espécies/populacbes de clima temperado sejam mais adaptadas a baixas
temperaturas do que as espécies de clima tropical (GIBERT et al., 2001). Porém com
a alta variabilidade natural entre espécies e populacées, € preciso estudar de forma
individual cada espécie para direcionar para quais sdo 0s parametros ideais
relacionados ao armazenamento (COLINET; BOIVIN, 2011).

A temperatura €, seguramente, um dos principais fatores abiéticos que afetam
o armazenamento. Os protocolos que envolvem este método, indicam o uso de
temperaturas especificas e determinam o limiar térmico inferior (Tp) de
desenvolvimento (LEOPOLD, 2007). Em algumas espécies, as injurias pela
refrigeracdo se tornam letais devido ao ndao desenvolvimento abaixo do Tp. Contudo
em outras espécies, Otimos resultados foram obtidos com esse tipo de
armazenamento (COLINET; BOIVIN, 2011). Para viabilizar o armazenamento, a
temperatura escolhida deve permitir um equilibrio entre o necessario para diminuir a
taxa metabdlica e/ou desenvolvimento, com o risco do acumulo de injarias pelo frio
(PITCHER et al., 2002).

Além da temperatura, a duracdo da exposicdo é outro componente essencial
para a sobrevivéncia dos insetos ao frio. Kostal et al. (2004, 2006) definiram como

dose de exposicao ao frio, a combinacao entre a duragao da exposicéo e temperatura.
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Ou seja, quando a temperatura diminui e/ou a duracéo da exposicdo aumenta, a dose
de exposicao ao frio aumenta, e quando excede o limite do acimulo dessa injuria que
0 inseto pode suportar, torna-se progressivamente irreversivel e eventualmente letal
(COLINET; BOIVIN, 2011).

De acordo com van Lenterem; Tomasini, (2002) o armazenamento de insetos
na fase adulta pode levar a uma reducéo de fithess muito mais intensa do que em
insetos na fase imatura; no entanto, considerando-se que T. radiata precisa ser criada,;
sobre ninfas de Diaphorina citri sobre hospedeiro natural (plantas de murta)
operacionalmente é muito mais facil armazenar parasitoides adultos que em sua fase

larval, o que justifica a avaliacdo aqui proposta.

3. MATERIAL E METODOS

Para avaliacdo dos efeitos do armazenamento sobre adultos os parasitoides
foram criados de acordo com metodologia proposta por Diniz (2013). Os adultos de
Tamarixia radiata com até 24 horas apés terem emergido, foram acondicionados em
tubos de ensaio de vidro de 6 ml, contendo uma goticula de solu¢do de mel e pélen
(2:1) e tampados com filme de polietileno.

Os tubos com os insetos individualizados foram armazenados no escuro em
camaras climatizadas reguladas em trés diferentes temperaturas 7, 9 e 11°C e oito
periodos, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias, compondo deste modo um fatorial 3x8. Para
combinacéo de dia e temperatura, foram estudadas 3 repeticdes com 10 insetos para
cada uma, totalizando 30 insetos. Cada conjunto de 10 tubos com 1 inseto cada, era
separado em um copo plastico, e caracterizava-se como uma repeticdo (Figura 5).
Todas parcelas experimentais (conjuntos de 10 insetos) foram colocadas em uma
caixa plastica, totalizando 24 copos, 240 insetos, em cada uma, sendo entao
transferidas para as camaras reguladas as temperaturas propostas de 7, 9 e 11°C. No
fundo de cada caixa foi colocado algoddo umedecido mantendo a UR em cerca de
80%, e embaladas com saco plastico para evitar a entrada de luz (Figura 6).

A cada 2 dias, eram retirados 3 copos de cada temperatura, correspondentes
ao tratamento. Foi feita a quantificacdo de insetos mortos e vivos. Agqueles
sobreviventes foram transferidos para camaras reguladas a temperatura de 25°C,

fotofase de 14 h, e UR de 60%, e diariamente foi quantificado os insetos vivos e
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mortos, até atingir a mortalidade de 100% dos insetos, com tais resultados foi feita a

avalicdo da longevidade pos-armazenamento.

Figura 5. Copo plastico com 10 insetos individualizados em 10 tubos.

Figura 6. Cada caixa correspondia ao armazenamento em uma das 3 temperaturas. Foram
embaladas com plastico preto, para diminuir a entrada de luz no momento da retirada dos
copos nos diferentes periodos.

Os dados do teste foram submetidos a analise de sobrevivéncia no software R
para determinacdo das condi¢cdes de armazenamento que proporcionam a melhor

taxa de sobrevivéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sobrevivéncia do parasitoide em baixas temperaturas apresentou grande
variabilidade dos resultados, principalmente a 7°C, na qual as taxas variaram de 90%
aos dois dias até 0% aos quatorze dias, embora ndo de forma linear visto que aos
dezesseis dias a sobrevivéncia foi ainda de 20% (Tabela 1). Este € o primeiro trabalho
que avalia a sobrevivéncia de T. radiata a baixas temperaturas, Hall, Klein (2014)
avaliaram a possibilidade de armazenamento, porém por quatro temperaturas que
variaram de 15°C a 30°C e verificaram que houve uma reducdo da sobrevivéncia
apenas na temperatura de 15°C, que aos quatorze dias foi reduzida para cerca de
70%.

Neste trabalho, na temperatura de 11°C (mais préxima da de 15°C do trabalho
citado), foi verificada uma reducéao inexplicada para 13.3% aos quatorze dias, porém
para todas as outras datas a sobrevivéncia variou de 60,0 a 96.7%, proximas daquelas
obtidas por Hall, Klein (2014).

Insetos sdo animais pecilotérmicos, visto que sua temperatura corporal varia
de acordo com a temperatura ambiental (SILVEIRA NETO et al, 1976); desse modo o
uso do frio para prolongar seu tempo de vida € uma estratégia ja bastante tempo
explorada (LEOPOLD, 2007). Segundo Colinet; Boivin (2011) h& necessidade de se
encontrar um ponto de equilibrio uma vez que o armazenamento a temperaturas ndo
muito baixas pode nao afetar seu metabolismo a ponto de se obterem os efeitos
desejados (prolongar a vida do inseto), porém temperaturas muito baixas podem
causar danos ao organismo, reduzindo sua longevidade. Neste trabalho ndo houve
diferenca na média de sobrevivéncia de T. radiata nas temperaturas de 9°C e 11°C
que foram de 72,93 e 73,74% respectivamente, porém foi verificada uma reducao
significativa a 7°C que foi de 37,1% (Tabela 1); assim o ponto ideal de armazenamento
para este parasitoide pode estar entre as temperaturas de 9°C e 7°C.

Segundo Pandey e Johnson (2005) o armazenamento de insetos a
temperaturas proximas ou abaixo de sua temperatura base (Tb) pode afetar
significativamente sua sobrevivéncia ou mesmo causar mortalidade total. A
temperatura base € aquela no qual o metabolismo e o desenvolvimento do inseto
virtualmente se paralisa (HADDAD et al, 1999). A reducéao da média de sobrevivéncia
observada a 7°C pode ser devida a este fator, uma vez que segundo Gomez-Torres
et al (2014) para T. radiata, a temperatura base (Tb) € de 7,13°C, e mesmo a
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sobrevivéncia tendo sido baixa (37,10%) o parasitoide p6de sobreviver a temperatura
menor que sua Tb. Corroborando também com Colinet; Boivin (2011), que
encontraram que para algumas espécies as injurias causadas pelo armazenamento

abaixo da Tb podem né&o ser letais.

Tabela 1. Média de sobrevivéncia (%) de adultos de Tamarixia radiata armazenados em
trés temperaturas e por oito periodos. Médias seguidas na mesma linha por letra mailscula
e mesma coluna por letra mindscula néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Dias de Temperaturas de armazenamento (°C)
armazenamento 7°C 9°C 11°C
2 90.0 £ 5.8 aA 86.7 £ 8.8 aA 96.7 £ 3.3 aA
4 46.7 £ 14.5 aA 76.7 £ 8.8 aA 90.0 £ 5.8 aA
6 50.0 £ 15.3 aA 63.3+12.0 aA 73.3+£8.8aA
8 46.7 £ 8.8 aA 63.3 £ 16.7 aA 60.0 £ 11.5aA
10 26.7 £ 6.7 bB 76.7 £ 8.8 aAB 80.0 £ 5.7 aA
12 16.7 + 8.8 bcB 83.3+3.3aA 83.3+£6.7 aA
14 0.0£0.0cC 66.7 £ 6.7 aA 13.3+3.3bB
16 2000+ 11.5bB 66.7 £ 6.7 aAB 93.3+3.3aA
Média geral 37.10+9.77B 72.93 +3.24 A 73.74 £ 9.59 A

Segundo Colinet; Boivin (2011) o tempo pode apresentar um efeito sinérgico
com a reducéo da temperatura sobre a reducdo da sobrevivéncia que normalmente
ocorre de forma linear com tempo dentro da mesma temperatura. Para as
temperaturas aqui avaliadas de 9°C e 11°C parece néo ter ocorrido esse efeito uma
vez que ndo houve diferenca significativa na sobrevivéncia entre os dias de
armazenamento (Tabela 1); por outro lado para 7°C foi verificada uma reducao a partir
dos dez dias de armazenamento, porém ela ndo se mostrou linear visto que a
sobrevivéncia aos dezesseis dias (20,0%) foi superior aguela verificada aos quatorze
dias (nenhum individuo vivo), esta situacdo foi também verificada por Lysyk et al
(2004) para parasitoides de moscas domesticas.

Segundo Colinet, et al (2006) baixa umidade relativa pode ser letal para os
insetos durante o armazenamento a baixas temperaturas, no presente trabalho este
nao parece ter sido um fator afetando a sobrevivéncia visto que foi mantido algodao
umedecido no fundo da caixa mantendo a UR em cerca de 80% (medida com
Datalogger TinyTag Ultra 2).

Outro fator que pode afetar a sobrevivéncia dos insetos armazenados é a

manipulacdo durante o teste, que pode causar injrias ou aumentar a dessecacao
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(RIVERS et al, 2000); neste caso, o experimento foi planejado para que a avaliacao
de um periodo néo afetasse os demais, evitando esse tipo de efeito.

Devido a dificuldade operacional do armazenamento de T. radiata na fase
larval, o parasitoide foi avaliado na sua fase adulta quanto a sobrevivéncia em baixas
temperaturas com objetivo final de otimizar a logistica de criacdo e liberacdo em
campo, por este motivo, sendo também avaliada a longevidade em pos
armazenamento.

No pdés armazenamento a 25°C a sobrevivéncia do parasitoide so foi afetada
para aqueles oriundos do armazenamento a 7°C, ndo tendo sido verificadas
diferencas de sobrevivéncia a 25°C dos insetos que haviam sido expostos as
temperaturas de 9°C e 11°C (Figuras 7, 8, 9), assim como os resultados obtidos no

armazenamento inicial.
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Figura 7. Curvas de sobrevivéncia de Tamarixia radiata (Hemiptera: Eulophidae)
armazenadas por oito periodos (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 dias) em camara climatizada mantida
a 7°C £+ 2°C, 70 + 10% RH, alimentadas com solucdo de mel e pélen (1:1), escotofase 24h.

Segundo Gomez-Torres et al (2014) a longevidade média de T. radiata com
oferta de alimento e hospedeiro € de cerca de 7 e 14 dias para insetos mantidos
nessas condicbes a 15 e 25°C, respectivamente; porém, se considerarmos 0s
parasitoides armazenados por 16 dias a 11°C sua longevidade se estende a quase 40
dias (16 de armazenamento inicial mais cerca de 20 dias de pos armazenamento a
25°C) (Tabela 1, Figura 9). De acordo com Chien, Chu, Ku (1994), T. radiata na
auséncia de hospedeiros reabsorve os ovos nao utilizados aumentando desse modo

sua longevidade, que pode alcancar quase 50 dias a 15°C segundo aqueles autores;
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esse fendbmeno pode ter ocorrido aqui também justificando deste modo a longevidade
observada para os insetos, uma vez que nao havia também a oferta de hospedeiros.

O p6s armazenamento a 25°C mostrou uma diferenca estatistica entre os dias,
sendo que os insetos que foram mantidos por mais tempo a 7°C, mostraram uma
menor taxa de sobrevivéncia no pos armazenamento a 25°C. Os resultados
corroboram com Colinet; Boivin (2011) que relataram que ha uma dose de exposi¢céo
ao frio, uma combinacao entre a temperatura e a duracado da exposicao, e que se a
temperatura for muito baixa e/ou exposi¢do prolongada, o acimulo de injurias pelo
resfriamento pode nédo ser reversivel e até mesmo letal, como observado nos

resultados do presente experimento.
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Figura 8. Curvas de sobrevivéncia de Tamarixia radiata (Hemiptera: Eulophidae)
armazenadas por oito periodos (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 dias) em camara climatizada mantida
a 9°C + 2°C, 70 + 10% RH, alimentadas com soluc¢éo de mel e pélen (1:1), escotofase 24h.

Na sobrevivéncia dos insetos no pdés armazenamento das temperaturas de 9 e
11°C, nédo houve diferenca estatistica entre os dias, podendo ser resultado da
proximidade com a temperatura de desenvolvimento da Tamarixia radiata; de acordo
com Chien et al (1993) o parasitoide pode completar seu desenvolvimento entre 15 e
32°C, com temperatura 6tima de 25°C. Com temperaturas mais proximas a 15°C, o
acumulo de frio ndo € tdo expressivo e com isso 0s efeitos no pos armazenamento

nao sao tao deletérios como a 7°C.

Uma menor mortalidade pode ser obtida no pds armazenamento quando a
variacao térmica entre o pré armazenamento e a temperatura de armazenamento for
menor (SHALABY; RABASSE, 1979; SINGH; SRIVASTAVA, 1988). Antes do
armazenamento o0s parasitoides recém emergidos estavam a 25°C, havendo uma
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variacdo de 18°C para a menor temperatura (7°C), podendo representar um dos
fundamentos pelo qual essa temperatura proporcionou a maior taxa de mortalidade

no pés armazenamento.
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Figura 9. Curvas de sobrevivéncia

de Tamarixia radiata (Hemiptera: Eulophidae)
armazenadas por oito periodos (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 dias) em camara climatizada mantida
a 11°C + 2°C, 70 + 10% RH, alimentadas com solugcéo de mel e pdlen (1:1), escotofase 24h.

Na média do pés armazenamento a 25°C, os insetos antes armazenados a 7°C

levaram 3,2 dias para reduzir a populacdo a metade, 0s que haviam sido armazenados

a 9°C levaram em média 5,8 dias, e os antes armazenados a 11°C levaram 7,0 dias. A

temperatura de 11°C foi a que menos afetou os insetos no pés armazenamento,

indicando que o acumulo de frio causado por essa temperatura foi o menos prejudicial

para os parasitoides.

Tabela 2. Tempo médio de sobrevivéncia de 50% dos insetos (Tamarixia radiata) em fungéo
de diferentes tempos e temperaturas de armazenamento, mantidos no pés armazenamento

a 25°C.
Tempo/ temperatura 7°C 9°C 11°C
Dois 6.7 3.4 7.9
Quatro 2.0 6.5 2.7
Seis 3.2 3.5 11.5
Oito 2.5 5.7 3.6
Dez 4.0 7.0 4.4
Doze 0.8 5.7 3.8
Quatorze 15 4.7 13.0
Dezesseis 5.0 10.0 9.6
Tempo médio (dias) 3.2 5.8 7.0
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Segundo Venkatesan et al, (2000) o armazenamento de inimigos naturais €
fundamental para se otimizar a logistica operacional de programas de controle
biol6gico com esses agentes. No contexto do Brasil a cadeia citricola se expande por
mais de 600.000 ha, dos quais pouco mais de 400.000 ha s6 no estado de S&o Paulo
(SIDRA, 2018).

Atualmente o programa de controle biolégico de Diaphorina citri com uso de
Tamarixia radiata conta com 9 biofabricas que produzem quase 1.000.000 de
parasitoides / més. Muitas vezes ndo € possivel realizar a liberagdo dos organismos
produzidos no mesmo dia em funcao de questdes operacionais, como distancia ou até
mesmo excedente produzido.

O tempo para reducao da populagéo a 50% foi de 3,2; 5.8 e 7.0 dias para as
temperaturas de 7°C, 9°C e 11°C respectivamente; esses dados podem ajudar as
biofabricas no planejamento do uso dos parasitoides produzidos.

Os resultados aqui obtidos contribuem para otimizacdo do programa de
controle biolégico de D. citri com uso de T. radiata; no entanto os estudos, devem ter
continuidade a fim de se avaliar se o armazenamento destes parasitoides pode afetar
sua capacidade de busca e taxa de parasitismo, bem como poder-se-ia investigar a
possibilidade de armazenamento de T. radiata ainda na fase de larva pois segundo a

literatura & mais eficiente.
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5. CONCLUSOES

- O armazenamento de Tamarixia radiata ndo é afetado nas temperaturas de 9°C e

11°C nos periodos de 2 a 16 dias aqui avaliados;

- O armazenamento de Tamarixia radiata apresenta uma reducgédo néo linear da

sobrevivéncia com o tempo exposto a temperatura de 7°C;

- A sobrevivéncia no pds armazenamento a 25°C ndo é afetada para os parasitoides

oriundos do armazenamento a 9°C e 11°C;

- A temperatura ideal de armazenamento, de acordo com as condic¢des testadas,

deve estar na faixa de 7°C e 9°C;

- Considerando uma sobrevivéncia de mais de 90% o tempo ideal de
armazenamento deve ser de no maximo 4 dias a 11°C e 9°C e 2 dias a 7°C.
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