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COMPORTAMENTO REPRODUTIVO DE Phyllocnistis
citrella Stainton, 1856 (LEPIDOPTERA:
GRACILLARIIDAE)

Autora: ANA LIA GOMES CARNEIRO PARRA
Orientador: Prof. Dr. EVALDO FERREIRA VILELA

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar o comportamento
reprodutivo do minador-dos-citros, Phyllocnistis citrella Stainton, 1856
(Lepidoptera: Gracillariidae), como suporte para o isolamento, identificagdo e
sintese do seu feromdbnio sexual, visando fornecer subsidios para
racionalizacdo de controle desta praga dentro de um contexto de Manejo
Integrado das Pragas de citros. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia
Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz (ESALQ),
Piracicaba, da Universidade de Sao Paulo (USP). Através de uma criagcéo de P.
citrella, utilizando-se como planta hospedeira, mudas de limdo cravo (em
tubetes) foi possivel a obtencéo de insetos virgens, indispensaveis para o tipo
de pesquisa proposta. Determinou-se que o horario de acasalamento de P.

citrella, € logo ao amanhecer, entre adultos de um e dois dias de idade e com
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uma duragéo de copula de 50 min. Ficou caracterizado o seu habito crepuscular
de postura, pois a oviposicdo de P. citrella se deu nas duas primeiras horas
apos o inicio da escotofase. Machos e fémeas de P. citrella apresentaram um
sincronismo na emergéncia, com uma propor¢cdo macho:fémea de 1:1 e
portanto, uma razao sexual igual a 0,5. Concluiu-se que as fémeas de P. citrella

sao responsaveis pela atracdo sexual e que existe um feromdnio sexual
mediando o acasalamento desta espécie.



REPRODUCTIVE BEHAVIOR OF Phyllocnistis citrella
Stainton, 1856 (LEPIDOPTERA: GRACILLARIIDAE)

Author: ANA LIA GOMES CARNEIRO PARRA
Adviser: Prof. Dr. EVALDO FERREIRA VILELA

SUMMARY

The aim of this research was to characterize the reproductive
behavior of the citrus leaf miner Phyllocnistis citrella Stainton, 1856
(Lepidoptera: Gracillariidae), as a support to isolation, identification and
synthesis of the sexual pheromone in order to provide subsidies to the
rationalization in the control of this pest within a Citrus Integrated Pest
Management scope. The work was developed at the Insect of Biology
Laboratory, of the Department of Entomology, Plant Pathology an Agricultural
Zoology of the Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz (ESALQ),
Piracicaba, University of Sao Paulo (USP). By rearing P. citrella using ‘Rangpur’
lime (small tubes) seedlings as a host plant, virgin insects were obtained,
essential to the type of research proposed. One determined that the mating
time of P. citrella occurs at dawn among one- and two-day old adults and with a
50min-span copulation. The crepuscular egg-laying habit was characterized
since the P. citrella oviposition took place at the first two hours following the
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beginning of the scotophase. The emergence of male and female P. cifrella was
synchronous, with a 1:1 male-female proportion and sexual rate of 0.5. One
determined that P. citrella females are responsible for the sexual attraction and
that a sexual pheromone mediates the mating of this species.



1 INTRODUGAO

O minador-dos-citros, Phyllocnistis cifrella  Stainton, 1856
(Lepidoptera, Gracilariidae), é originario da Asia e atualmente, encontra-se
distribuido nos cinco continentes (Heppner, 1993; Argov & Rdssler, 1996;
Prates et. al., 1996). No Brasil, ele foi registrado pela primeira vez por
Feiichtenberger & Raga (1996), em pomares de laranja da variedade Valéncia,
no municipio de lracemapolis, regido citricola de Limeira, a partir da qual, em
dois meses, se espalhou por todo o Estado de Sao Paulo, constituindo-se
desde entdo, em mais uma praga de importancia econdmica associada aos
citros.

O adulto dessa praga é uma pequena mariposa de aproximadamente
4,0 mm de envergadura, com asas anteriores de coloragdo branca a prata,
brilhantes, plumosas, aprésentando um ponto preto na regido apical,
caracteristico da espécie (Heppner,1993; Garijo & Garcia, 1994; Smith & Hoy,
1995). A oviposicao é realizada em folhas novas (brotacdes) de citros e as
lagartas ao eclodirem penetram no mesofilo foliar, provocando minas (galerias)
tipicas em forma de serpentina, promovendo a atrofia do tecido foliar, o qual
assume uma coloragdo prateada, surgindo, posteriormente, manchas
necréticas, promovendo o secamento destas estruturas, prejudicando
sensivelmente o desenvolvimento da planta. Além de comprometer a
fotossintese, os danos provocados pela praga, podem resultar na queda

prematura das folhas e impedir 0 desenvolvimento das brotacgdes, refletindo
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conseqiientemente no potencial de produgcdo do pomar (Clausen, 1931;
Badawy, 1967; Heppner, 1993 e Prates et. al., 1996).

Os habitos dessas lagartas favorecem também a entrada de
microorganismos patogénicos nos tecidos vegetais, principalmente a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. citri, causadora do cancro-citrico; essa doenga,
conhecida mundialmente como “Asiatic Citrus Canker”, apresenta um potencial
devastador de algumas espécies de citros, cultivadas em areas onde sao
registradas, simultaneamente, chuva em abundancia e temperaturas elevadas
(Pruvost et. al.,1997).

Levantamentos realizados pelo FUNDECITRUS (Fundo de Defesa
da Citricultura) tém demonstrado um quadro preocupante desde o registro do
minador no pais, uma vez que 0 numero de focos de cancro citrico no Estado
de Sao Paulo, auhentou de 45 em 1996 (constatagao da praga no pais) para
4.180 em 1999.

O minador-dos-citros apresenta um grande numero de inimigos
naturais; entretanto, para a supressao de suas populagdes tem predominado o
controle  quimico, embora o parasitbide importado Ageniaspis citricola
Logvinovskaya, 1983 tenha se adaptado satisfatoriamente nas diversas regides
paulistas, trés anos apés sua introdugao no pais (Parra et. al., 2001). O uso de
inseticidas ndo seletivos e de forma indiscriminada, além de causar
desequilibrios pela eliminagdo dos inimigos naturais, com freqlentes explosées
populacionais da praga, pode selecionar linhagens resistentes da mesma.

Assim, apesar dos prejuizos causados por esta praga a citricultura,
que & um dos principais produtos do agronegécio brasileiro, existe pouco
conhecimento sobre seu comportamento sexual, 0 quais € relevante para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle, compativeis com a filosofia
do Manejo Integrado de Pragas.

Um sistema de detecgdo dos adultos por meio de armadilhas
contendo feromdnio sexual sintético podera ser um importante instrumento para

prever a ocorréncia da praga e tornar o seu controle mais econdmico e efetivo,
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racionalizando as pulverizagcbes e preservando os inimigos naturais no
agroecossistema.

Do mesmo modo, técnicas de coleta massal, confundimento e atrai-
mata, poderao eventualmente serem utilizados no controle desta praga, se for
conhecido o comportamento reprodutivo e o seu feromonio sexual.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar o comportamento
reprodutivo do minador-dos-citros, P. citrella, como suporte para o isolamento,
identificacdo e sintese do feroménio sexual, visando fornecer subsidios para
racionalizagdo de controle desta praga dentro de um contexto de Manejo
Integrado das Pragas de citros.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Distribuigao geografica

P. citrella teve sua origem detectada na Asia, sendo coletada pela
primeira vez em Calcuta (india). Nos ultimos anos, tem se observado uma
grande dispersdo dessa praga para zonas produtoras de citros em todo o
mundo, causada, provavelmente, pela movimentacdo de material vegetal de
origem citrica. A sua ocorréncia era restrita ao Velho Mundo, até Heppner
(1993) registra-la pela primeira vez no continente americano, em pomares de
citros do sul da Flérida, nos EUA. A partir dai, essa praga dispersou-se para
varias regides produtoras de citros dos EUA, constituindo-se em mais uma
praga de importancia econdmica, especialmente, quando infesta plantios novos
em pleno desenvolvimento vegetativo.

Atualmente, encontra-se distribuida nos 5 continentes, ocorrendo
com maior freqiiéncia nos paises do continente asiatico. Foi constatada em 54
paises,-dos quais 25 asiaticos, 9 africanos, 6 da Oceania, 3 europeus e 11
americanos (Heppner, 1993; Argov & Réssler, 1996 e Prates et. al., 1996).

No Brasil, a partir da sua constatagdo no Estado de Sdo Paulo, em
1996, na regido de Limeira, observou-se uma rapida dispersdo para outras
areas produtoras de citros de varios estados brasileiros, entre os quais,
Amazonas, Roraima, Rondénia, Piaui, Bahia, Mato Grosso do Sul, Goias,
Tocantins, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Parana (Chiaradia &
Milanez, 1997; Nascimento & Vidal, 1998; Didonet et al., 1998).
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Poucas pragas tém se difundido por tdo grandes areas e se
multiplicado tanto em tdo curto periodo de tempo. O minador colonizou regides
produtoras de citros e se espalhou rapidamente em poucos anos. Quarentenas
e outras barreiras, aparentemente, tém tido pouco efeito na restricao da difusédo
desta praga. Essa rapida difusdo deve-se, provavelmente, a dois fatores: aita
taxa de reproducado com multiplas geragdes/ano e facilidade de dispersao, por
transporte de plantas infestadas, feito pelo homem (Hoy & Nguyen, 1997).

2.2 Plantas hospedeiras

O minador-dos-citros tem como principais hospedeiros as espécies
de citros e rutaceas afins (Gravena, 1996; Lorencao & Muller, 1994).

P. citrella € comumente encontrado em plantas da familia Rutaceae,
que representa mais de 80% das espécies hospedeiras desse inseto.
Entretanto, ocorre também em hospedeiros alternativos pertencentes as
familias Oleaceae, Laranthaceae, Leguminosaceae e Lauraceae (Heppner,
1993; Prates et. al.,, 1996). Na Flérida e na Asia, P. citrella foi encontrada em
ornamentais como severins, jasmine e murraya (Knapp et. al., 1995).

Foi observada a presenga de lagartas de P. cilrella em varias
espécies vegetais, embora, em muitas delas, ndo ocorra o desenvolvimento
completo do inseto. Assim, nessas plantas, pode ocorrer o inicio do
desenvolvimento larval ou pupal, mas ndo o desenvolvimento completo do
inseto (Heppner, 1993).

2.3 Sintomas de ataque e danos

P. citrella oviposita em folhas novas de plantas citricas; as lagartas

ao eclodirem, penetram no mesofilo foliar e iniciam a alimentagdo formando
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uma galeria, inicialmente paralela a nervura central e depois bastante sinuosa,
em forma de serpentina sendo que a epiderme foliar atacada assume coloragao
prateada. Este tipo de ataque afeta a fotossintese, através da redugdo da area
foliar. Em altas populagbes (mais de 4 minas/folha), a lagarta provoca a
interrupcdo do desenvolvimento das folhas jovens, inibindo a sua abertura e
expansao, deformando-as completamente e podendo causar a sua queda
(Pefa & Duncan, 1993).

Ha registros do ataque dessa praga em frutos (Heppner,1995), bem
como em peciolos das brotacbes, especialmente em variedades que
apresentam ramos mais tenros (Hutson & Pinto, 1934). Os danos causados a
planta dependem do nivel de infestagdo do minador-dos-citros; em situagdes de
alta intensidade de ataque dessa praga, o potencial produtivo do pomar é
reduzido (Huang & L1, 1989; Heppner, 1993; Prates et. al.,1996).

As minas abertas pelas lagartas de P. citrella favorecem néo
somente a entrada de microorganismos oportunistas, mas principalmente a
bactéria do cancro citrico, X. axonopodis pv citri, a qual infecta as folhas novas
de plantas citricas, penetrando através da abertura dos estdmatos, ferimentos
foliares provocados pelo homem e, nos tecidos previamente danificados por
esse inseto.

Chagas et. al. (2001) constataram que embora a bactéria X
axonopodis pv. citri possa penetrar através dos estdmatos, a taxa de infecgéo
em folhas lesionadas pelo minador & 11 vezes maior do que em folhas intactas
(sadias); entretanto, ndo foi observada a disseminagdo desta bactéria por
adultos de P. citrella.

Por este motivo, desde a constatacdo do minador-dos-citros,
P. citrella no Brasil (Prates et al. 1996), tem havido uma grande preocupagao
dos citricultores, ndo somente com os danos diretos causados pelo inseto as
plantas (Gravena, 1994; Lourengdo et al., 1994), mas, principalmente, com a
possibilidade dg associagdo das lesdes causadas pelas lagartas, com a
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disseminagéo, em larga escala, da bactéria do cancro citrico, X. axonopodis pv
citri.

2.4 Aspectos biologicos de P. citrella

Os adultos do minador-dos-citros s&o microlepidopteros de 4 mm de
envergadura € 2 mm de comprimento; as asas anteriores apresentam escamas
de coloragdo branca-prateada, mescladas com pequenas manchas de
coloracdo marrom-amarelada e preta, destacando-se uma mancha preta de
tamanho maior na porgao apical das asas (Chiaradia & Milanez, 1997). Estes,
emergem ao amanhecer, e realizam suas atividades do crepusculo ao
amanhecer (Heppner, 1993, Garijo & Garcia, 1994; Alba, 1996; Argov &
Rossler, 1996). A coOpula inicia-se dentro de um periodo maximo de 9 a 72 h
apoOs a sua emergéncia, com duragdo variavel de 30 min até 9 h (Clausen,
1931; Pandey & Pandey, 1964; Ba-Angood, 1977; Radke & Kandalkar, 1987;
Batra et. al., 1988, Huang et. al.,1989a; Knapp et. al.,1994).

O dimorfismo sexual entre adultos néo é evidente (Jacas & Garrido,
1996), dificultando as atividades rotineiras desenvolvidas por pesquisadores em
estudos de laboratorio. A separacao dos sexos € normaimente feita na fase de
pupa, sendo que as pupas de fémeas apresentam o ultimo segmento abdominal
mais longo, devido a jungao dos segmentos X e IX, além de apresentarem duas
cerdas laterais; nas pupas que darao origem a machos, esse segmento & mais
curto e desprovido de cerdas (Clausen, 1931; Jacas & Garrido, 1996). Nos
adultos, a parte terminal do abdome das fémeas apresenta duas faixas escuras
de escamas que se estendem do sétimo ao nono segmento abdominal,
podendo ser visualizadas lateralmente ao l6bulo do ovipositor, mediante
observagdes em microscépio estereoscodpico (Jacas & Garrido, 1996).

0] mir)ador-dos—citros prefere ovipositar na superficie abaxial e na

nervura principal das folhas de citros, sendo tais ovos colocados em maior
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quantidade no tergo apical e porgdo mediana da area foliar (Chagas & Parra,
2000).

Os ovos desta praga sao ligeiramente convexos, translicidos,
medindo 0,3 x 0,2 mm, sendo de dificil visualizagdo a olho nu. Préximos a
eclosao, tornam-se opacos e amarelados (Batra et. al., 1988, Garijo & Garcia,
1994; Heppner, 1995; Alba, 1996).

As lagartas ao eclodirem, penetram no mesofilo foliar, iniciando a
construgdo de minas, e, no interior da folha, completam o desenvolvimento
larval. As minas normalmente se localizam na superficie abaxial da folha,
podendo em altas infestagées, ocorrerem em ambas as superficies.
Normalmente, apenas uma lagarta se desenvolve por folha, embora em
ataques intensos, ja tenham sido verificadas de 9 a 20 minas/folha (Hutson &
Pinto, 1934, Pandey & Pandey, 1964; Heppner, 1993). Ao final do periodo
larval, as lagartas confeccionam uma camara pupal através da secregao de fios
de seda, dobrando a margem ou mesmo a parte mediana da folha, iocal onde
se transformam em pupas. Estas sao obtectas, com formato alongado, de
coloracdo marrom clara, com um processo pontiagudo na regido anterior,
utilizado provavelmente, para o rompimento da cadmara pupal por ocasido da
emergéncia dos adultos (Heppner, 1993).

Em condigdes climaticas desfavoraveis, principalmente no inverno de
clima temperado, o minador-dos-citros, pode sobreviver, através da diapausa,
no estagio de pupa ou aduito (Clausen, 1931).

A duragao do periodo ovo-adulto de P. citrella, varia de 32,58 a 11,53
dias nas temperaturas de 18 e 32°C, respectivamente (Chagas & Parra, 2000).
Batra et al. (1988) observaram um intervalo bastante grande na duragdo do
ciclo do minador-dos-citros, entre 54,5 e 14,4 dias, quando esse foi criado sob
as condigées médias de temperatura de 13,7 e 31,5°C, respectivamente.

Ba-Angood (1978) observou, sob condigbes controladas de
temperatura (20 + 1,5; 25 + 1,0; 30 + 1,0 e 35 + 1,0°C), valores médios de 18,5;
15,6; 12,5; 10,4 e de 19,5; 16,6; 10,3 e 9,2 dias, para os respectivos periodos
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larval e pupal do minador. A relagao inversa entre o aumento de temperatura na
qual o inseto foi criado, e a dura¢do dessas fases de desenvolvimento, foi
ratificada por Batra et. al. (1988), que constatou valores médios de 22,08 e
5,35; 22,95 e 5,94 dias para os periodos larval e pupal de P. citrella, quando
este foi criado nas temperaturas médias de 10,1 e 31,5 °C, respectivamente.

Além dos fatores abidticos, a fisiologia e/ou caracteres morfolégicos
das plantas e da espécie de citros na qual o inseto se desenvolve podem afetar
a duragao do ciclo (ovo-adulto) (Badawy, 1967; Ba-Angood, 1977; Singh, 1984;
Radke & Kandalkar, 1987; Batra et al., 1988 e Huang et al., 1989b; Wilson,
1991, Garijo & Garcia, 1994).

Ba-Angood (1977) obteve, em laboratério, sob condigbes de
temperatura ndo controlada, valores de longevidade para machos e fémeas
bastante discrepantes, em fung@o da ocorréncia ou ndo de acasalamento. Sem
cbépula, a longevidade média para ambos os sexos foi de aproximadamente 6
dias, ao passo que aqueles acasalados, apresentaram longevidades menores,
variando de 24 a 36 horas. Radke & Kandalkar (1987) e Huang et. al. (1989b),
relataram valores de longevidade variaveis de 1 a 7,5 e 1 a 22,5 dias, para
machos e fémeas desse inseto, respectivamente.

O numero de geragdes de P. citrella por ano, pode variar de 5 a 14,
dependendo das condigbes climaticas (Clausen, 1931; Pandey & pandey, 1964,
Huang et. al. 1989a, Chagas & Parra, 2000).

2.5Controle
2.5.1 Controle biolégico
Um namero significativo de inimigos naturais é relatado na literatura,

associado ao controle natural do minador-dos-citros, especialmente

parasitéides da ordem Hymenoptera (Heppner, 1993). Existem evidéncias, em
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nivel mundial, de que os surtos de P. citrella podem ser reduzidos através da
utilizagao de parasitdides como agentes de controle biolégico. O Brasil, possui
uma fauna rica de parasitéides de insetos minadores; muitas espécies nativas
tém sido encontradas parasitando o minador-dos-citros em altos niveis
populacionais, mas sem serem suficientes para controla-lo (Penteado-Dias et.
al., 1997, S4 & Costa, 1998).

O parasitismo natural € responsavel por taxas significativas de
mortalidade durante os estagios imaturos do minador, variando de 17 a 54,4%
(Chen & Le, 1986; Ujiye, 1988).

Os principais parasitéides com potencial de controle do minador-dos-
citros sdo: Ageniaspis citricola Logvinovskaya; Galeopsomyia fausta Lasalle;
Cirrospilus ingennus Gahan; Elasmus sp. e Pnigalio sp. (Subba Rao &
Ramamani, 1965; Heppner, 1993; Browning & Pefia, 1995; Smith & Hoy, 1995;
Argov & Réssler, 1996, 1998 e Pena et. al., 1996).

No Brasil, o parasitoide nativo mais abundante € o microimendptero
G. fausta (Penteado-Dias et. al., 1997; Nascimento & Vidal, 1998; S3a et. al.,
1998; Sa et. al., 1999).

Dentre essas espécies, A. citricola tem sido indicado como o agente
de controle biolégico mais eficiente na implementacdo de programas de
controle biologico classico desde a sua introdugdo na Australia (Neale et. al.,
1995), seguindo-se Israel (Argov & Réssler, 1996), EUA (Hoy et. al,, 1997) e
Peru (Sacarias & Canales, 1999). No Brasil, A. citricola foi introduzido em 1998,
com a primeira liberagdo no dia 28 de outubro deste mesmo ano. Trés anos
apos a sua introducdo, se adaptou totalmente as diversas regides citricolas do
Estado de Sao Paulo (Parra et. al., 2001). Em algumas regides, por problemas
climaticos, o parasitdide nao se adaptou, como a regido do Mediterraneo (Parra,
J.R.P., informagao pessoal)

Além dos parasitéides, ainda existem varios predadores contribuindo
para a redugao das populagoes do minador-dos-citros, entre eles, formigas
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lava-pe, aranhas, larvas de crisopideos, tripes, percevejos e vespas (Browning
& Pefa, 1995, Gravena, 1996).

Apesar do controle natural de P. citrella, por algumas espécies
nativas, ser alto, o controle bioldgico, isoladamente, nao é suficiente para
manter a praga em equilibrio, havendo necessidade de serem utilizados outros
métodos de controle (Chen & Le,1986).

2.5.2 Controle quimico

Devido a grande importancia dessa praga para a cultura dos citros, o
controle quimico tem predominado como medida de supressdo da sua
populagéo (Knapp et. al.,, 1994). Com base em estudos realizados na Australia,
ha recomendagdes de uso de dimetoato, diazinon e permetrina, entre outros,
adicionados a 6leo mineral.

Prates et. al. (1996) recomendaram a utilizacdo de imidacloprid,
abamectin e diflubenzuron aliados ao manejo da fertirrigagéo, a fim de controlar
o periodo de brotagcéao das plantas.

Raga et. al. (1998) avaliando a agao de diversos ingredientes ativos
em varias concentracdes, determinaram que os produtos tebufenozide, cartap,
fipronil, carbaril e hexytiazox apresentam efeito de choque sobre P. citrella,
reduzindo em mais de 80% o numero de larvas, aos 6 dias apds a aplicagéo.
Imidacloprid, apresentou uma agéo inicial mais lenta e alcangou niveis de
reducdo de larvas de até 97,9% aos 14 e 28 dias apds a aplicagéo.

Rodrigues et. al. (1997) testaram nove inseticidas para o controle do
minador-dos-citros em borbulheiras de laranja. Os tratamentos foram: agua
(testemunha), 6leo mineral, ciflutrina, dimetoato, abamectin mais 6leo mineral,
diflubenzuron, imidacloprid mais oleo mineral, deltametrina e Bacillus
thuringiensis. Todos os produtos e doses avaliadas proporcionaram redugao na

porcentagem de ramos atacados € no numero de minas observado, sendo
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abamectin mais 6leo mineral o mais efetivo na redugao da praga, sequido de
imidacloprid mais 6leo mineral e diflubenzuron.

Macedo et.al. (1996) observaram uma maior eficiéncia do inseticida
Vertimec 18 CE no controle do minador (95,57% de controle), seguido por
Confidor 700 GrDA (90,46%) e Match 50 CE (90,45%).

Yamamoto et. al. (2000) confirmaram a eficiéncia de acetamiprid SL
e Imidacloprid no controle de P. citrella.

Gravena et. al. (2000) obtiveram média de infestagcao de 12,9% com
o uso de imidacloprid, em aplicagdo sistémica no tronco, e 29,2% para
pulverizacéo foliar convencional.

A adogao do controle quimico deve ser precedida do levantamento
do nivel de infestacdo da praga no pomar, sendo recomendada a pulverizagao
quando o nivel de controle for atingido. Para P. citrella, o nivel de controle em
pomares novos, € de 10% dos ramos com lagartas vivas de primeiro ou
segundo instares e em pomares adultos, é de 30% dos ramos com lagartas
vivas de primeiro ou segundo instares e quando o talhdo apresentar 50% de
plantas com brotacdes novas (Gravena, 1998). Entretanto, devido a dificuldade
de serem realizadas as amostragens e devido a falta de conscientizagéo dos
produtores, o controle quimico'muitas vezes é realizado de forma preventiva.

Atualmente, os pomares de citros do Estado de Sao Paulo, tém
recebido pulverizagbes intensas de abamectin (prinbipamente), lufenuron e
imidacloprid.

2.5.3 Controle cultural

Knapp et. al. (1995) sugerem como medida de controle cultural a
poda de brotagdes, visando uniformizar os fluxos de crescimento, alem da
reducdo da fertirrigagdo e niveis de irrigagdo no verdao e outono, quando

ocorrem altas pdpulagées da praga. Entretanto, tém-se encontrado dificuldades
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em implantar essas medidas nas condi¢des da Florida, onde ocorrem grandes
tempestades.

Batra et. al. (1992) constataram em estudos de campo na India, a
resisténcia das variedades Carrizo, Sacaton, Savage, Troyer, Yama, Citrange,
Citrumelo, Cambell Vaiéncia, Pomary, Rubidox e Murraya Koenigui ao minador.
O porta enxerto Cledpatra apresentou-se como pouco suscetivel.

O uso de variedades de citros resistentes ao ataque do minador

por antibiose ou ndo preferéncia para oviposigdo tem sido preconizado por
Wilson (1991).

2.5.4 Controle mediado por semioquimicos

Dentre os vérios grupos de animais, os insetos provavelmente sao
0s que mais dependem do olfato para desempenhar suas atividades
comportamentais (Birch & Haynes, 1982). A comunicacao é parte integrante do
comportamento, e diferentemente dos outros animais que utilizam amplamente
a visdo e audigdo, para os insetos, o sistema olfativo, por meio de sinais
quimicos, é a fonte primaria de informagdo. Os odores sao muito importantes na
localizagéo das presas, na defesa e na agressividade, na selegcdo de plantas,
na escolha do local de oviposi¢cao, na corte e no acasalamento, na organizagao
das atividades sociais € em diversos outros tipos de comportamento.

As substancias quimicas usadas na comunicagdo, em geral, sdo
denominadas semioquimicos, o que significa “sinais quimicos”, podendo ser
estes aleloquimicos ou feroménios, dependendo da agdo que provoquem. Os
aleloquimicos sdo substancias de agao interespecificas e os feroménios séo
substancias quimicas de agao intraespecifica.

O termo feroménio pode ser definido como “substancia secretada por
um individuo para o exterior e recebida por um segundo individuo da mesma
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espécie provocando uma reagdo especifica (comportamento definido) ou um
processo de desenvolvimento fisiolégico definido” (Karlson & Luscher, 1959).

Feromdnios sexuais sdo mensageiros quimicos produzidos por um
sexo do inseto para atracdo do sexo oposto com propédsito de reprodugéo.
Estes compostos estéo entre as substancias fisiologicamente mais ativas hoje
conhecidas, por causarem respostas quando usadas em concentragbes
extremamente baixas.

Nos diferentes sistemas de acasalamento mediados por feromonios,
0 sexo emissor € mais sedentario do que o0 outro que responde.
Evolutivamente, as fémeas, na maioria dos insetos, sdo as responsaveis pela
producdo e emissao de feromdnio sexual, devido a necessidade de
economizarem tempo € energia para assegurarem a obtencdo da prole
(Thornhill & Alcock, 1993). Em algumas espécies, um sistema duplo € utilizado,
no qual ambos os sexos emitem substincias quimicas causadoras de
agregacao, possibilitando a c6pula, como em Grapholita molesta, a mariposa-
oriental (Baker & Cardé, 1979). Em algumas poucas espécies, os machos
produzem e emitem feromdnios sexuais (Willis & Birch, 1982; Landolt & Heath,
1990; Phelan, 1992) ou mesmo a fémea emite e atrai outras fémeas e machos
(Hallet et. al., 1994, Leal et. al., 1996).

Os insetos restringem suas atividades a certos periodos do dia,
respondendo a um ritmo circadiano que determina os momentos em que estas
atividades ocorrerdo (Saunders, 1982). Essas atividades ritmicas estdo sob o
controle de varios componentes endégenos, porém sao continuamente afetadas
pelos efeitos diretos de fatores abidticos, como a temperatura e o fotoperiodo
(Saunders, 1982; Hickel & Vilela, 1991). De acordo com Shorey (1974), na
ordem Lepidoptera existem numerosos exemplos em que a liberagéo e resposta
aos feromdnios sexuais sdo mais evidentes em determinada hora do dia ou da
noite, retratando a periodicidade de acasalamento da espécie. Entretanto, ha
indicagGes de que algumas espécies nao seguem um ritmo estabelecido para a

liberacao e resposta aos feromodnios sexuais, como acontece com as fémeas de
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Bombyx mori, que expdem as glandulas de feroménios imediatamente apés a
emergéncia até a copula ou até a postura, de ovos nao fertilizados (Steinbrecht,
1964 citado por Vilela & Della Lucia,1987).

Quanto aos fatores do ambiente, a intensidade de luz, a temperatura
e a velocidade do vento, afetam direta ou indiretamente a resposta dos insetos
aos feromdnios. Segundo Birch (1974), a intensidade de luz é o principal fator
do ambiente que governa a resposta dos insetos aos feroménios sexuais.

A comunicagao de insetos por feroménios depende da velocidade do
vento, sendo a ocorréncia de turbuléncia no ar um fator desvantajoso na
dissipagao e conseqlente deteccdo do odor. Altas velocidades do vento podem
danificar a formagéao da pluma, tornando-a inadequada a orientagdo normal.

E necessario, portanto, conhecer cada situagcdo em detalhe, para que
se possa obter resposta maxima, em termos de comportamento, em relagéo ao
feromdnio estudado.

A sintese dos feroménios sexuais tem sido responsavel pela
utilizacao crescente destes compostos, no manejo e regulagao de populagdes
de inseto, seja através do monitoramento, coleta massal ou confundimento de
pragas (Bento, 2001). No monitoramento, as armadilhas contendo o feroménio
sexual sintético podem ser utilizadas na deteccdo ou determinagdo da
incidéncia prematura de pragas; na determinagédo da distribuicdo de um inseto
em uma dada area geografica (Elkinton & Cardé, 1981); na inspegéo e
prevengao quarentenadria; na obten¢éo de estimativas populacionais (Daterman,
1982). Essas armadilhas, geralmente capturam individuos mesmo em baixa
densidade populacional; sendo assim, elas sdo empregadas para fornecer
previsdo da incidéncia de uma dada praga, contribuindo para a determinagéao
da época de aplicacdo de medidas de controle na cuitura (Vilela & Della Lucia,
1987).

A coleta massal consiste na captura de insetos por meio de um

sistema de armadilhas, contendo feroménio sintetico, capaz de remover um
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numero significante de individuos, reduzindo a populagao da praga a um nivel
aquém do de dano econdmico (Vilela & Della Lucia, 1987).

O confundimento de insetos pragas por meio de feroménios, consiste
na impregnacgao da area com feromdnios sintéticos, visando ao rompimento do
sistema normal de comunicag&o entre os individuos, reduzindo a probabilidade
de encontros e agregacao dos sexos e, consequentemente de acasalamentos.
Segundo Campion (1984), a exposigdo constante do inseto a um alto nivel de
feromdnio conduz a adaptagao dos receptores sensoriais olfativos da antena e
a habituagdo do sistema nervoso central, fazendo com que o inseto nao
responda mais ao estimulo. Assim, a aplicagdo de grande quantidade de
feromdnio sintético numa area, impossibilita que o inseto siga a pluma de
feromdnio natural, provocando o confundimento (Vilela & Della Lucia, 1987).

Varidveis como tamanho, cor, forma das armadilhas, altura de
colocacdo em relagdo ao solo e local de instalagao, formulagéo, proporgéo dos
componentes e dosagem do feroménio podem ser determinadas ou corrigidas
através do conhecimento do comportamento dos insetos.

Para o desenvolvimento destas armadilhas s&o necessarias varias
etapas desde a verificacdo da existéncia de um feroménio, até sua
identificacao, sintese e testes de eficiéncia no campo (Lingren et. al., 1980).

Etapas intermediarias, envolvendo estudos comportamentais,
permitem caracterizar o sistema de comunicagdo da espécie-praga, e assim,
otimizar o desempenho das armadilhas quando instaladas no campo (Vilela &
Della Lucia, 1987).

Os estudos de comportamento de insetos visando a obtengdo e
sintese de feroménios sexuais, vém aumentando muito nos uitimos anos,
principalmente entre os insetos da ordem Lepidoptera e mais freqiientemente
entre os microlepidopteros. O nimero de feromodnios sintéticos, incluindo os de
insetos de outras ordens como Coleoptera, passaram de 100 em 1987 para
mais de 1.500 no final do século 20 (Tillman et. al., 1999).
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O uso de feromdnio sexual tem se mostrado eficiente e promissor,
para 0 manejo de insetos-praga em um grande nlUmero de culturas. A procura
pelos consumidores em todo o mudo por produtos cada vez mais livres de
agrotoxicos, deve favorecer o emprego mais intensivo dos feroménios como

estratégia de controle entre os produtores nos proximos anos (Bento et. al.,
2001a).

2.5.4.1 Feromédnios sexuais de lepidopteros estudados no Brasil

O maior numero de especies de insetos, cujos feromdnios tém sido
estudados no Brasil, pertencem a Ordem Lepidoptera.

A utilizagéo de feromdnio sexual em armadilhas adesivas tem sido
eficiente no monitoramento de duas importantes pragas pertencentes a familia
Gelechiidae: Pectinophora gossypiella (Saund.) (lagarta-rosada-do-algodoeiro)
e Phthorimaea operculella (Zeller) (traga-da-batatinha) (Vilela, 1988).

O ferombnio da broca-da-cana, Diafraea saccharalis (Fabr.)
(Lepidoptera: Crambidae) tem sido utilizado na determinagdo da sua flutuagao
populacional (Almeida & Arrrigoni, 1989; Botelho et. al, 1993), na determinagao
da sua dispersao (Botelho et. al., 1978) e na tentativa de controle por meio de
coleta massal (Teran et. al., 1985; Teran & Rezende, 1987; Lima Filho &
Riscado, 1988).

Na familia Tortricidae, foram descobertos os feromdnios sexuais de
trés importantes pragas no Brasil, hoje sintetizados, e vendidos
comercialmente. No primeiro caso, o feroménio sexual da traga-do-tomateiro
Tuta absoluta (Meyrick), identificado como sendo (3E,8Z,11Z)-3,8,11-
tetradecatrien-1-yl acetato por Attygalle et. al. (1995) e Svatos et. al. (1996).
Esta descoberta foi possivel devido aos estudos precedentes de
comportamento, desenvolvidos por Uchoa-Fernandes & Vilela (1994); Uchoa-
Fernandes et. al. (1995 a, b); Hickel et. al. (1991). O segundo caso, foi a
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identificagdo de 3E,5Z-acetato de dodecadienila, feroménio sexual da lagarta
enroladeira da macieira Bonagota cranaodes (Meyrick), por Unelius et. al.
(1996). O terceiro caso, foi a descoberta, identificacéo e sintese do feroménio
sexual do bicho-furdo dos citros, Ecdytolopha aurantiana (Lima) por Leal et. al.
(2001), que e utilizado para o monitoramento desta importante praga dos citros
(Bento et. al. 2001b). Outra espécie de importdncia na area agricola,
pertencente a esta mesma familia, Grapholita molesta (Busck), inseto praga de
frutiferas temperadas, especialmente de pessegueiro e nectarina, teve o
ferombnio sexual sintético utilizado no Brasil para estudo de sua dinamica
populacional (Silveira Neto et. al., 1981; Loeck et. al., 1991) e para o seu
controle (Salles & Marini, 1989).

Varios outros estudos tém sido realizados no Brasil, com varias
especies de lepidopteros, para avaliar a presenga ou a a¢ao de feroménios,
bem como verificar a possibilidade de aplica¢des praticas dos mesmos (Bento
et.al., 2001b; Vilela & Reis Jr., 2001).

2.5.4.2 Atraente sexual de P. citrella

Os feromobnios podem ser definidos, de forma mais abrangente,
como infoquimicos mediadores de uma interagdo de organismos da mesma
espécie (agdo intraespecifica), produzindo uma resposta comportamental ou
fisiolégica adaptativamente favoravel ao receptor, ao emissor ou a ambos 0s
organismos na interac¢édo (Vilela & Della Lucia, 2001).

Embora os feromoénios sejam, geraimente substancias quimicas
simples, a grande maioria dos feromdnios sexuais de Lepidoptera € constituida
de mais de um componente. Num so6 reservatério de uma glandula, podem
existir, as vezes, mais de 30 componentes.

Na década de 70, foi identificado por Jacobson et. al.(1970), o
primeiro exemplo de um feroménio multicomponente em Lepidoptera [mistura
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de (Z,E)-9,12-acetato de tetradecadienila-(Z,E)-9,12-TDA- e (Z)-9-acetato de
tetradecenila —(Z)-8-TDA-], ambos componentes do feromoOnio sexual de
Spodoptera eridania (Cramer).

Pelo fato de ser multicomponente, o feroménio sexual produzido por
um dos sexos de uma determinada espécie de inseto, pode eventualmente
atrair insetos do sexo oposto de uma espécie diferente que possua como
constituinte do seu ferombnio, um ou mais compostos em comum
(semelhantes).

O feromdnio sexual da lagarta rosada € uma mistura de [(7Z,112)-
7,11-acetato de hexadecadienila e (7Z,11E)-isdmero] (Hummel et. al., 1973;
Bierl et. al., 1974), sendo este ultimo composto também identificado em fémeas
de Sitotroga cerealella (Olivier) (Vick et. al.,, 1974). Essas duas espécies
pertencem a familia Gelechiidae. Experimentos de campo realizados na
Australia, utilizando-se os componentes do feromdnio da lagarta rosada
mostraram a atracdo de duas outras espécies de Gelechiidae (Rothschild,
1974).

Esses resultados levaram Ando et. al. (1985) a testarem os
compostos 7,11-hexadecadienic para os machos pertencentes a familia
Gelechiidae, em condi¢cbes de campo no Japéao. Estes autores observaram que
além de algumas espécies de gelequiideos terem sido atraidas por estes
compostos, especificamente (7Z,11E)-7,11-hexadecadienal atraiu os machos
do minador-dos-citros, P. citrella, na concentragdo de 1 mg do produto por
septo/armadilha. A partir deste trabalho, este composto tem sido sugerido
por diversos autores como um atraente sexual de P. citrella (Ujiye 1990; Yen &
Chang, 1991). Entretanto, Du et al. (1989) verificaram que esse composto trata-
se na verdade de um forte atraente sexual para Phyllocnistis wampella Liu et
Zeng, mostrando-se pouco atrativo para P. citrella. Do mesmo modo, estudos
preliminares realizados no Brasil, indicaram que P. citrella néo foi atraido pelo
composto (7Z,,11E)—7,11—hexadecadienal (SantAna 2000, dados né&o

publicados). Portanto, ainda pouco se conhece sobre o feroménio sexual de F.
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citrella, e para isto sdo primordiais estudos basicos do seu comportamento

reprodutivo.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz (ESALQ), Piracicaba, da Universidade
de Sao Paulo (USP), com a espécie Phyllocnistis citrella Stainton, 1856
(Lepidoptera: Gracillariidae).

3.1 Criagao de manuteng¢ao dos insetos

Os adultos de P. citrella, utilizados nos experimentos foram criados
em laboratério mantido a 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de 14 h,
baseando-se na metodologia de Chagas & Parra (2000).

Para esta criagdo, foram utilizadas como hospedeiro de P. citrllela,
plantas de limao cravo (Citrus limonia L. Obseck) com 25 a 30 cm de altura,
cultivadas em tubetes plasticos pretos de 20 cm de altura por 1,5 cm de
diametro, contendo substrato de vermiculita e composto vegetal (1:1).

Cerca de 400 plantas foram podadas a cada dois dias, a
aproximadamente 1/3 do apice, adubadas com Pikapau Foliar ® e mantidas
em bandejas plasticas de 42x38x8 cm por cinco dias. Apds este periodo, foram
transferidas para as bancadas de metal em casa-de-vegetacédo, até a emisséo
das brotagdes, quando foram entdo transferidas para gaiola de postura com
capacidade para 200 plantas também mantidas em tubetes, confeccionada em

madeira e com 60x60x60 cm, sendo a parte superior, de tela de nailon e a parte
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frontal, de vidro, com uma abertura de 25 cm de diametro, a qual se prendeu
uma manga de tecido fino do tipo “voil” possibilitando o manuseio das plantas
no seu interior (Figura 1). As plantas foram expostas a postura por dois dias,
obedecendo a proporcdo de um adulto para duas plantas (1:2) no interior das
gaiolas. Apds este periodo, as plantas com postura, foram colocadas em
bandejas plasticas de 35x40x8 cm mantidas em prateleiras de metal na sala de
criagdo, por um periodo de 15 dias, até préximo a emergéncia dos adultos.

Figura 1 — Gaiolas de criagdo de manutengdo de P. citrella em laboratério
mantido a 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase_ de 14 h.
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As folhas contendo as pupas de P. citrella foram cortadas com
tesoura, e em seguida, colocadas em camaras de emergéncia, constituidas de
recipientes plasticos de 18x30x6 cm, com tampa, providas de seis aberturas
circulares de 2,5 cm de diametro, com tela de nailon e/ou “voil”, para permitir a
troca de ar, evitar a condensac¢ao e impedir a fuga dos adultos, sendo a base
das mesmas forrada com papel de filtro umedecido. Os adultos foram coletados
das referidas camaras com auxilio de tubos de vidro de 8,0 x 1,0 cm de
diametro. Parte dos insetos emergidos foi utilizada para a continuidade da

criagdo, 20%, e o restante, 80%, para a realizacdo dos experimentos.

3.1.1 Individualizacdao das pupas de P, citrella para a obtenc¢ao de insetos
virgens

Para a realizagéo da grande maioria dos experimentos, houve a
necessidade de insetos virgens; assim, as folhas contendo as pupas de P.
citrella  foram recortadas com tesoura, e em seguida, cada pupa foi
individualizada sem retira-la da folha, para evitar a dessecacgao (Figura 2A);
cada uma delas foi mantida em tubo de vidro de 8,0 x 1,0 cm de diametro,
contendo um pequeno pedago de papel de filtro umedecido para manter a folha
turgida e tampado com filme plastico de PVC (Magipack ®) (Figura 2B). Estes
tubos foram mantidos na vertical, em grades de metal (Figura 2 C), no interior
de cdmara climatizada regulada a 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de
14 h. Os adultos emergidos permaneceram isolados dentro do tubo de vidro,
até a instalagdo do bioensaio. Logo apoés a emergéncia, os adultos foram

alimentados com uma goticula de mel puro.
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3.2 Horario de acasalamento, duracdo e idade da primeira cépula e
numero de copulas por casal

Os adultos emergidos em laboratério foram separados por sexo,
baseando-se em Jacas & Garrido (1996). Dez casais de P. citrella foram
selecionados, individualizados em copos plasticos transparentes de 4,5 x 2,5
cm de diametro, invertidos sobre placas de Petri de 15 cm de didmetro e
alimentados com mel puro.

Figura 2 - Sistema de obtencédo de adultos virgens de P. citrella. (A) Folha
contendo pupa de P. citrella e detalhe de como foi recortada; (B) tubo
de vidro utilizado para a individualizagdo das pupas; (C) grade de
metal onde os tubos foram mantidos até a emergéncia dos adultos.
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Em cada placa, foram colocados cinco copos plasticos (cinco casais)
e mantidos em sala a 25,0 + 2,0°C; UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de 14 horas,
com iluminagao das 6 as 20 horas. No fundo das placas, foi colocado um papel
de filtro que foi umedecido diariamente com agua destilada para manutencéo de
umidade proxima a 70% dentro dos copos (Figura 3).

- Foram realizados dois ensaios:

Ensaio preliminar: Foram observados 10 casais, durante 24 horas,
a intervalos de 20 minutos para a determinac¢ao do horario de méior atividade
sexual dos insetos.

Ensaio definitivo: Foram observados 10 casais, diariamente,
durante oito dias, no horario pré-estabelecido no ensaio preliminar, realizando-
se anotagdes para cada casal. Foram observados: idade, horario e duragéo da
primeira cépula e nimero de copulas por casal. Para as observagdes realizadas
durante a escotofase, foi utilizada uma lanterna de mao (Maglite ®) com filtro
vermelho, mantida a cerca de 60,0 cm de distdncia dos casais para nao
interferir no seu comportamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com seis repeticdes. Os resultados relativos a idade da primeira copula e
horario de acasalamento foram submetidos a analise de variancia, e, as
meédias, comparadas pelo teste Tukey, ao nivel de 5.0% de probabilidade. As

médias de idade e horario de acasalamento foram transformadas em /(X +5) e

log (X+5), respectivamente.
3.3 Horario de oviposigao em laboratério
Este experimento foi realizado para se determinar o horéario de

postura de P. citrella, em laboratério mantido a 25,0 + 2,0°C, UR: 65,0 = 10,0%

e fotofase de 14-h, com iluminagao das 6 as 20 horas.
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Foram instalados dois ensaios:

Ensaio preliminar — Contagem dos ovos a cada quatro horas
durante dois dias consecutivos. Foram utilizadas as mesmas plantas em
tubetes da criacdo dos insetos (item 3.1) e gaiola de poliestireno de 60x48x40
cm para a obtencao das posturas (Figura 4). Vinte plantas, com brotagdes,
foram colocadas dentro das gaiolas, sendo liberados 30 casais de P. citrella
com 48 h de idade, ja acasalados. Foram realizadas contagens do numero de
ovos a cada quatro horas, retirando-se as plantas da gaiola e observando-se as
posturas em microscépio estereoscopico provido de iluminador de fibra 6tica.
‘Tais plantas foram substituidas, a cada contagem, por outras 20 plantas,
repetindo-se o procedimento até terem sido completadas 48 horas de avaliagéo.

Papel de
filtro
umedecido

casal de
P. citrella

Figura 3 — (A) Copos plasticos vertidos sobre placa de Petri, contendo em cada
um deles, um casal de P. citrella, (B) detalhe do casal dentro do
copo.
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Ensaio definitivo — Uma vez definida a faixa de horario de maior
concentragcdo de ovos, no ensaio preliminar, utilizando-se a mesma
metodologia, foram realizadas contagens do numero de ovos nas folhas das
plantas a cada duas horas, do inicio ao término desta faixa de horario, por dois
dias consecutivos.

O delineamento estatistico utilizado foi em blocos ao acaso com
quatro repeticées, e os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade, sendo os valores em porcentagem transformados em log (X+5).

Figura 4 — Gaiola de poliestireno utilizada para a obtencao de postura de P.
citrella em plantas de citros mantidas em tubetes.
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3.4 Ritmo diario de emergéncia dos adultos de P. citrella

Este experimento foi realizado para se verificar se ambos os sexos
emergiam simultaneamente ou se havia assincronia nesta emergéncia.

Foram utilizadas 280 plantas de limao cravo em tubetes (item 3.1), as
quais foram colocadas dentro de gaiolas de madeira, descritas anteriormente
(Figura 1). Foram liberados no seu interior, 140 adultos de P. citrella, sendo as
plantas expostas a postura por 24 horas. Apds este periodd, as plantas
contendo ovos (todos do mesmo dia), foram retiradas da gaiola e mantidas em
camaras climatizadas reguladas a 28,0 + 2,0°C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de
14 h. Doze dias ap6s a oviposicao, quando as folhas ja apresentavam pupas
proximas a emergéncia, foram recortadas com tesoura, € em seguida, cada
pupa foi individualizada sem retira-la da folha para evitar a dessecagdo; cada
uma delas foi mantida em tubo de vidro de 8,0 x 1,0 cm de diametro, conforme
descrito anteriormente (item 3.1.1, Figura 2). Estes tubos foram mantidos na
vertical, 'em grades de metal, no interior de cdmaras climatizadas reguladas a
temperatura de 28,0 + 2,0 °C, UR 70,0 = 10,0% e fotofase de 14 h. Diariamente,
foi observada a emergéncia dos adultos, e em seguida, feita a separagéo por
sexo. Os resultados de emergéncia foram submetidos ao teste de Qui-
quadrado, para verificar se havia sincronismo na emergéncia de machos e
fémeas.

3.5 Determinagio de acasalamento mediado por feromonio sexual

Para se avaliar uma possivel existéncia de feromdnio sexual
mediando o acasalamento de P. citrella, foi utilizado um olfatémetro do tipo "Y",
em dois bioensaios realizados em laboratério mantido a 25,0 £ 2,0 °C, UR: 65,0
t 10,0 % e fotofase de 14 h. O olfatdmetro era constituido de um tubo de vidro

bifurcado, de 3 cm de diametro, sendo o brago principal, onde os insetos que
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foram submetidos ao estimulo (insetos teste) foram liberados, de 20 cm de
comprimento e os outros dois bragos, também de 20 cm de comprimento, onde
- foram colocados os diferentes tratamentos. Nas trés extremidades do
olfatdmetro, foram acopladas gaiolas de vidro de mesmo didmetro do tubo e de
6 cm de comprimento, onde os insetos, tanto teste, como tratamento, foram
acondicionados 12 horas antes da instalagdo do experimento para se
adaptarem ao ambiente. No momento da instalagdo do bioensaio esses
compartimentos foram acopladas ao olfatdmetro, e presos com uma tira de
filme plastico de PVC Magipack ® (Figura 5). Este procedimento facilitou o
manuseio dos insetos, reduzindo o "stress", que poderia comprometer os
resultados.

O olfatdmetro foi operado horizontalmente, sendo a corrente de ar
produzida por suc¢ao a vacuo, por meio de uma trompa d'agua acoplada a uma
mangueira conectada a uma torneira. Este sistema foi colocado na extremidade
do brago principal do olfatdmetro, de tal forma que a entrada de ar se deu pelos
bragos opostos.

A distribuicdo da pluma de odor dentro do olfatdmetro, bem como
seu formato foram observados por meio de um teste de simulagdao de
propagacao dé odores, onde a pluma foi visualizada artificialmente por meio de
uma fumaca branca produzida pela mistura de acido cloridrico e hidréxido de
amoénia (Baker & Linn, 1984). A velocidade do ar no sistema foi medida atraves
de um medidor de fluxo de ar e ajustada a 1 I/min por uma valvula de ar. A
duracgdo dos bioensaios foi de 3 min, contados a partir do momento em que o

sistema era ligado, sendo este periodo estabelecido em ensaios preliminares.
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Figura 5 - Olfatémetro tipo "Y" utilizado na determinacdo do sexo responsavel
pela atracao sexual de P. citrella.

3.5.1 Determinacao do sexo responsavel pela atragao sexual

Este experimento foi realizado com o propésito de se determinar qual
sexo & o responsavel pela atracdo sexual. O bioensaio constou de trés
tratamentos: a) oito machos virgens com dois dias de idade, b) oito fémeas
virgens com dois dias de idade e c) controle. Os machos e as fémeas virgens,
foram acondicionados separadamente, em gaiolas de vidro descritas
anteriormente (item 3.5), 12 horas antes da instalagdo do experimento .

No tratamento em que, como estimulo, utilizaram-se as 8 fémeas
virgens, estas foram colocadas na extremidade de um dos bragos do
olfatbmetro dentro da gaiola de com as extremidades vedadas por um tecido
“voil”, permitindo a entrada de ar dentro do sistema, mas mantendo-as

confinadas no seu interior; o outro brago do olfatdmetro, foi deixado vazio
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(controle). Na extremidade do brago principal do olfatdmetro foram colocados
15 machos virgens (Figura 5).

No tratamento em que, como estimulo, utilizaram-se os oito machos
virgens, o experimento foi conduzido da mesma forma que no tratamento
anterior, com a diferenga de que, neste caso, 15 fémeas virgens é que foram
liberadas ha extremidade do braco principal do olfatbmetro.

Um tratamento controle (branco-branco) foi também realizado apés
ter sido observado qual sexo era o responsavel pela atragdo sexual. Dessa
forma, na extremidade do brago principal do olfatbmetro foram liberados 15
insetos do sexo que respondeu ao estimulo, ou seja, que foi atraido, sendo os
dois outros bragos, por onde se deu a entrada do ar, deixados vazios.

A quantificacao dos tratamentos foi feita quando os insetos optaram
por um dos dois bragos do olfatdmetro e se dirigiram para sua extremidade.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
com seis repeticdes, e os resultados de atracdo foram transformados em
porcentagem e submetidos a analise da variancia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. sendo os valores em

porcentagem transformados em /(X +5) .

3.5.2 Determinacgao da existéncia de feromoénio sexual

Este experimento foi realizado, com o objetivo de constatar a
presenca de um feromdnio sexual mediando o acasalamento de P. citrella. Para
este experimento, foram utilizados dois tratamentos: a) papel de filtro +
solvente + extrato natural da glandula de feroménio do sexo emissor (item
3.5.1) e b) papel de filtro + solvente.

O extrato natural do feroménio sexual de P. citrella foi obtido, através
da dissecagao da extremidade final do abddmen de 48 insetos virgens do sexo

emissor do feroménio (item 3.5.1), maceradas em 300 pl de solvente hexano,
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sendo esta extragdo realizada no horario de ocorréncia dos acasalamentos
(item 3.2). Utilizou-se o solvente hexano por ser um dos preferidos, uma vez
~que e suficientemente volatil para que o extrato seja concentrado sem a
necessidade de exposi¢ao a altas temperaturas (Jacobson, 1972).

Para a realizagdo deste bioensaio foi utilizado um olfatdmetro tipo
“Y", descrito anteriormente (item 3.5) (Figura 5). Em uma das extremidades do
olfatbmetro (tratamento), dentro do compartimento de vidro descrito no item 3.6,
foi colocado um pedago de papel de filtro de 1,5 cm? impregnado, através de
uma micro-seringa, com 50 pl do extrato natural contendo 8 equivalentes do
sexo emissor do feromdnio (oito porgdes finais do abdome do inseto
responsavel pela atracdo sexual maceradas) (item 3.5.1), e na outra
extremidade foi colocado apenas o papel de filtro. No brago principal, foram
liberados 15 insetos virgens do sexo que respondeu ao estimulo (item 3.5.1)

O tratamento “b” foi preparado do mesmo modo que o tratamento
“a’, porem com o propoésito de se eliminar o efeito do solvente hexano Assim,
em uma das extremidades do olfatbmetro, ao invés do extrato natural, foi
colocado um pedago de papel de filtro de 1,5 cm? impregnado com 50 ul de
solvente, e na outra extremidade, foi colocado somente o papel de filtro. Na
extremidade do brago principal do olfatdbmetro foram liberados 15 adultos
virgens do sexo que respondeu ao estimulo (item 3.6.1).

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado
com seis repeticoes, e os resultados de atragdo foram transformados em
porcentagem e submetidos a andlise da varidncia, e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. sendo os valores em

porcentagem transformados em /(X +5) .



33

3.6 Comportamentos de: chamamento das fémeas, corte dos machos e
copula

Foram observados 30 casais virgens com um ou dois dias de idade
(24 h e 48 h), individualizados em copos plasticos de 4,5 x 2,5 cm de didametro.

"Os principais eventos comportamentais do acasalamento:
chamamento das fémeas, corte dos machos e cépula, foram descritos a partir
de observacao direta dos casais, no horario de acasalamento (item 3.2). Os
eventos foram anotados diariamente e individualmente por casal. Os casais que

realizavam as copulas eram identificados e separados dos demais.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Individualizacao das pupas de P. citrella para a obtencao de insetos
virgens

A individualizagdo das folhas de plantas de limao-cravo contendo as
pupas de P. citrella permitiu a obtencao de insetos virgens, propiciando uma
garantia total de auséncia de cépula (caracteristica imprescindivel para que a
pesquisa fosse desenvolvida). A alta viabilidade pupal obtida (proxima a 100%),
foi devida ao fato da pupa néo ter sido retirada da folha para a individualizagéao,
pois em testes prévios onde a pupa foi destacada da folha e individualizada,
nao foi observada a emergéncia de adultos.

4.2 Horario de acasalamento, duragido e idade da primeira copula e

namero de copulas por casal

Cerca de 80% dos acasalamentos de P. citrella ocorreram no
primeiro e segundo dias de vida (Tabela 1 e Figura 6). Nao houve diferenga
significativa entre o primeiro (41,63%) e o segundo dia (37,86%).

Dentre os 60 casais estudados, 78% acasalaram até o oitavo dia de
idade, sendo que destes, 79% copularam uma unica vez, 15% duas vezes, 4%

trés vezes e apenas 2% acasalaram 5 vezes (Figura 7).
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O horério em que ocorreu 0 maior niumero de acasalamentos de P.
citrella foi entre 6:00 e 6:30 h, ou seja, nos primeiros trinta minutos apos o inicio
da fotofase (Tabela 2 e Figura 8). Entretanto, o intervalo de acasalamento
variou das 5:00 as 7:00 h, correspondendo a uma hora antes até uma hora
depois do inicio da fotofase.

"~ A duragdo média da copula foi de 49,57 £ 2,90 min, com um minimo
de 35 e um maximo de 90 min.

Tabela 1. Porcentagem de acasalamentos de P. citrella em fungéo da idade.
Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.

IDADE (dias) % DE ACASALAMENTOS

1 4163+599 a

2 37,86+7,96 a

3 1035+348 b
4 04,47+284 b
5 01,67+167 b
6 00,00 0,00 b
7 01,67+1,67 b
8 02,38+2,38 b

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em /(X +5) .
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Figura 6 — Porcentagem de acasalamento de P. citrella em funcao da idade.
Médias seguidas da mesma letra nas colunas, nao diferem entre si,
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Temperatura
25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h. Médias

transformadas em /(X +5) .

90
80 A
70 -
60
50 -
40 -
30 +
20 1

H
0 m— —

T T T T

1 2 3 4 5

Nimero de acasalamentos

% de casais

Figura 7 - Numero de cépulas por casal de P. citrella. Temperatura 25,0 +£ 2,0
°C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.
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Porcentagem de acasalamento de P. citrella em fung¢é@o do horario.
Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.

HORARIO (h) % DE ACASALAMENTOS
5:00-5:30 517+328 b
5:30-6:00 24,58 + 10,06 ab
6:00-6:30 4578 + 12,36 a
6:30-7:00 24481846 ab

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em log (X+5).

% de acasalamento
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30 |
20
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5:00-5:30 5:30-6:00 6:00-6:30 6:30-7:00
Horario do primeiro acasalamento (h)

Figura 8 — Frequéncia de acasalamento de P. citrella entre 5 e 7 horas. Médias

seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Temperatura 25,0 = 2,0
°C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h. Médias transformadas em
log (X+5).
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Os estudos envolvendo o acasalamento de P. citrella, registrados na
literatura sdo bastante contraditérios, muito provavelmente, devido as diferentes
condigbes bidticas e/ou abidticas e metodoldgicas em que as pesquisas foram
conduzidas.

Batra et. al. (1988) e Alba (1996) também observaram que os
acasalamentos de P. citrella ocorrem no primeiro dia apds a emergéncia.
Entretanto, Pandey & Pandey (1964) relataram que a copula se da entre 14 e
24 horas ap6s a emergéncia, enquanto Ba-Angood (1977) verificou que os
acasalamentos de P.cifrella ocorrem 9 a 11 horas ap6s a emergéncia.

Os resultados obtidos neste trabalho em relagdo ao horario de
acasalamento de P. citrella, ou seja, logo ao amanhecer, estdo de acordo com
Batra et. al. (1988) e Alba (1996), porém contrastam com Ba-Angood (1977)
que observou-o durante a noite e com Pandey & Pandey (1964) que
observaram acasalamentos durante a noite e durante as primeiras horas da
manha.

Assim como P. citrella, varias espécies de habito minador também
pertencentes a familia Gracillariidae apresentam o pico de acasalamento 30
minutos apos a incidéncia de luz como: Phyllonorycter ringoniella (Matsumura),
Jung (1997); Phyllonorycter acerifoliella (Z.) [=P. sylvella (Hw.)]; Phyllonorycter
heegerella (Z.); Phyllonorycter ulmifoliella (HBN), (Mozuraitis et. al., 2000).
Segundo Baker & Cardé (1979); Hickel & Vilela (1991) e Pires et. al. (1994) o
amanhecer ou 0 anoitecer sdo os sinais que desencadeiam o ritmo circadiano
do comportamento de chamamento e conseqiiente emissdo do feromdnio
sexual para varias espécies de Lepidoptera.

A duracgéo da copula de P. citrella obtida nesta pesquisa esta dentro
do intervalo de 30 a 150 min. observado por Batra et. al. (1988). Entretanto, nao
corresponde ao intervalo de 5 a 9 horas mencionado por Huang et.al. (1989a).
A duracdo média de aproximadamente 50 min, para a copula, como foi
determinada na presente pesquisa, pode assegurar aos machos que seus

genes sejam transmitidos para geragdes futuras (seus descendentes),
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considerando-se que os acasalamentos foram restritos a cerca de duas por dia.
Isto fica ainda mais evidente quando se observa que cerca de 80% dos casais
estudados realizaram uma Unica copula ao longo de oito dias. De um modo
geral, em Lepidoptera, as fémeas necessitam de uma Unica cépula para que os
ovos sejam viaveis (Benz, 1991).

" Por outro lado, a variagdo na porcentagem de acasalamentos, em
funcdo da idade de P. citrella, pode ser explicada por mudancgas nas taxas de
sintese e de liberagdo do feromdnio sexual pelas fémeas e na habilidade de
resposta ao feroménio pelos machos (Michereff, 2000). Assim, os
acasalamentos nas idades de um (41,63%) e dois (37,86%) dias estariam
relacionadas a estes fatores. Segundo Shorey & Gaston (1964); Shorey et. al.
(1968) e Turgeon et. al. (1983), a receptividade de machos para uma fonte de
feromdnio pode variar com a idade; os individuos geralmente exibem niveis

crescentes de resposta durante os primeiros dias apdés a emergéncia.

4.3 Horario de oviposi¢ao em laboratoério

Observou-se, em ensaio preliminar, que P. citrella coloca 98,8% dos
ovos das 20:00 as 8:00 h, correspondente a todo o periodo da escotofase mais
as duas primeiras horas da fotofase. A partir deste horario, a postura foi
drasticamente reduzida, representando pouco mais 1,0% do total colocado em
24 horas (Figura 9).

No ensaio definitivo, 45,54% dos ovos foram colocados no periodo
das 20:00 as 22:00 h (Tabela 3 e Figura 10), diferindo estatisticamente dos
demais horarios. Dessa forma, ficou caracterizado o habito crepuscular de
postura de P. citrella, uma vez que o maior niumero de ovos foi colocado nas
duas primeiras horas apés o escurecimento. Estes resultados estdo de acordo
com as observagoes de Pandey & Pandey (1964); Badawy (1967) e Heppner

(1993), que referem o habito crepuscular de postura de P. citrella.
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Este pardmetro pode ser muito importante para um futuro
planejamento de estratégias, visando ao controle dos adultos.
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60

50 -

40 -

% de ovos
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10 +

T T T -

08:00-12:00  12:00-16:00  16:00-20:00  20:00-00:00  00:00-04:00  04:00-08:00

Horario (h)

0 SRR .

Figura 9 - Porcentagem de ovos colocados por P. citrella em fungdo do horario,
no ensaio preliminar. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 £ 10.0% e
fotofase de 14 h.
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Tabela 3. Porcentagem de ovos de P. citrella colocados em 24 horas, em
laboratério. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase

de 14 h.

INTERVALO DE OBSERVAGAO (h) % DE OVOS
20:00-22:00 4554 +1,12 a
22:00-24:00 15,45+ 0,35 b
00:00-02:00 12,08 + 0,45 bc
02:00-04:00 11,09 + 0,29 bc
04:00-06:00 11,09 + 0,44 bc
06:00-08:00 2,67 +0,18 c
08:00-20:00 2,08 + 0,09 c

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em log (X+5).
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% de ovos

20:00-22:00 22:00-00:00 00:00-02:00 02:00-04:00 04:00-06:00 06:00-08:00 08:00-20:00
Horario (h)

Figura 10 - Porcentagem de ovos colocados por P. citrella em fungdo do
horario. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem
entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.
Médias transformadas em log (X+5).

4.4 Ritmo diario de emergéncia dos adultos de P. citrella

Houve um sincronismo na emergéncia de machos e fémeas de P.
citrella, ndo sendo observada diferenga significativa na emergéncia de ambos

os sexos durante os quatro dias de ocorréncia de emergéncia (X?3 = 1,05)

(Figura 11).
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A proporgdo macho:fémea encontrada foi de 1:1, sendo, portanto, a
razao sexual igual a 0,5. Estas observagdes estdo de acordo com as de Huang

et.al.(1989a) e Raga et.al.(1998) que encontraram uma propor¢éo macho:fémea
de 1:1.

300
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150 | Jmacho
m fémea

100 A o

50

o/ | o B
1 2 3 4

Dia da emergéncia

Namero de adultos emergidos

Figura 11 - Ritmo de emergéncia de machos e fémeas de P. citrella.
Temperatura 28,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.

Na maioria dos lepidépteros, as fémeas copulam somente uma vez,
enquanto que 0s machos sdo capazes de copular varias vezes, fazendo com
que os machos compitam intensamente pelo acesso a fémea. Para maximizar o
sucesso nos acasalamentos, alguns machos emergem antes das fémeas,
fendmeno conhecido como protandria (Zonneveld, 1997).

Carvalho et. al. (1998) observaram que fémeas de Brassolis
sophorae (Lineu) que emergiram mais tardiamente, apresentaram menor
tamanho e longevidade em relagdo aquelas que emergiram no inicio do periodo

de emergéncia. Observaram ainda que machos que emergiram antes ou
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proximo da data media de emergéncia das fémeas tiveram maiores
oportunidades de acasalamento, em rela¢do aos que emergiram depois, que
além de terem menos chances, tiveram acasalamentos com fémeas pequenas
e de baixa qualidade; entretanto, Baughman (1991) observou que em
Euphydryas editha bayensis (Boisduval) [Occidryas editha bayensis] os machos
que emefgem antes das fémeas ndo apresentam vantagem adaptativa em
relacdo aos que emergem mais tardiamente.

O estudo do ritmo de emergéncia de machos e fémeas de uma
espécie, para se determinar se ele ocorre de uma forma sincronica ou
assincrbnica € de fundamental importancia, pois a eficiéncia do uso de
feroménio sexual no monitoramento pode depender desta caracteristica
bioldgica. Em insetos que apresentam protandria (machos emergem antes das
fémeas), pode haver uma captura inicial de machos muito grande,
superestimando a populagao da praga na area; de forma analoga, dependendo
da época, esta populagao pode ser subestimada (Stockel & Peypelut, 1984).

4.5 Determinac¢ao de acasalamento mediado por feromonio sexual
4.5.1 Determinacgao do sexo responsavel pela atragao sexual

As fémeas de P. citrella atrairam cerca de 80,0% dos machos no
olfatdbmetro, diferindo significativamente do controle (6%) (Tabela 4 e Figura
12). Os machos, por sua vez, ndo atrairam as fémeas, ja que a porcentagem de
fémeas que responderam (13,5%) nao diferiu do controle (13,7%) (Tabela 5 e
Figura 13). Estes resultados demonstram que as fémeas s&o as unicas
responsaveis pela atracado sexual de P. citrella.

O olfatémetro utilizado mostrou-se eficiente para demonstrar que as
fémeas atraem os machos, pois no tratamento em que ambas as extremidades

do olfatdbmerto foram deixadas vazias (branco-branco), a porcentagem de
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machos atraidos foi muito baixa, 14 e 13% respectivamente nao diferindo
significativamente entre si (Tabela 6 e Figura 14).

Tabela 4. Porcentagem de machos atraidos por fémeas de P. citrella em

- olfatdmetro. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e
fotofase de 14 h. ‘

TRATAMENTO % DE MACHOS ATRAIDOS
Fémea 79,47 £4,07 a
6,02 + 3,66 b
Branco

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 5. Porcentagem de fémeas atraidas por machos de P. cifrella em
olfatdmetro. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 £ 10.0% e fotofase

de 14 h.
TRATAMENTO % DE FEMEAS ATRAIDAS
Macho 13,49 +4,56 a
Branco 13,73+ 3,54 a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em /(X +5) .
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Tabela 6. Porcentagem de machos de P. citrella atraidos em olfatdmetro.
Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e fotofase de 14 h.

TRATAMENTO % DE FEMEAS ATRAIDAS
Branco 14,63 £ 3,56 a
Branco 1341 +3,32 a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em /(X +5) .
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Figura 12- Porcentagem de machos atraidos por fémeas P. citrella em
olfatdmetro. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, néo
diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e
fotofase de 14 h.
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Figura 13 - Porcentagem de fémeas de atraidas por machos P. citrella em
olfatdbmetro. Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Temperatura 25,0 £+ 2,0 °C, UR: 65,0 + 10.0% e

fotofase de 14 h. Médias transformadas em /(X +5) .
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Figura 14 - Porcentagem de machos P. citrella atraidos para o tratamento
branco-branco em olfatdmetro. Médias seguidas da mesma letra,
na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 650 +

10.0% e fotofase de 14 h. Médias transformadas em /(X +5)
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Como citado anteriormente, na grande maioria dos insetos, as
fémeas séo responsaveis pela produgdo e emissdo de feroménio sexual, por
terem que economizar tempo e energia para assegurar a obtencao da prole
(Thornhill & Alcock, 1983). Entretanto, em algumas poucas espécies, os
machos produzem e emitem feromonios sexuais (Willis & Birch, 1982; Landolt &
Heath, 1990; Phelan, 1992).

Como na presente pesquisa, em outras espécies de minadores
pertencentes a familia Gracillariidae, as fémeas sao também responsaveis pela
atracao sexual como em Conopomorpha cramerella (Snellen) (Beevor et. al,
1993), Phyllonorycter elmaella Doganlar & Mutura (Shearer & Riedl, 1994), P.
ringoniella (Jung, 1997), Phyllonorycter blancardella (Fabr.) (Mozuraitis et. al.,
1999), P. acerifoliella, P. heegerella, P. ulmifoliella , (Mozuraitis et. al., 2000),
Phyllonorycter. crataegella (Clemens) (Ferrao et. al., 1998), Cameraria ohridella
Deschka & Dimic (Svatos, 1999).

4.5.2 Determinagio da existéncia de feromonio sexual

Uma vez constatado que as fémeas de P. citrella sdo responsaveis
pela atracao sexual, o extrato natural do feroménio sexual foi obtido através da
extragcdo das porgdes finais do abdome das fémeas virgens. Para tanto, esta
extracao foi baseada em Golub & Weatherston (1984) e Bjostad et. al. (1987)
que relatam que o método classico de obtencdo de extratos naturais de
feromonio das fémeas de Lepidoptera & aquele que consiste da extragdo das
glandulas exdcrinas de feroménio, localizadas entre o oitavo e nono segmento
abdominal.

Os testes em olfatdmetro demonstraram que existe um feromdnio
sexual mediando o acasalamento de P. citrella. Mais de 64% dos machos foram

atraidos para o papel de filtro contendo o extrato natural do feroménio sexual
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das fémeas enquanto que, pouco mais de 5% foram atraidos pelo papel de filtro
sem o extrato (controle) (Tabela 7 e Figura 15).

Tabela 7. Porcentagem de machos atraidos pelo extrato natural do feromonio
sexual produzido pelas fémeas de P. citrella. Temperatura 25,0 +
'2,0°C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de 14 h.

TRATAMENTO % DE MACHOS ATRAIDOS
Papel de filtro + extrato natural + 64,30 +5,02 a
solvente
Papel de filtro 516+165 b

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 15 - Porcentagem de machos atraidos pelo extrato natural do feroménio
sexual produzido pelas fémeas de P. citrella. Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade. Temperatura 25,0 + 2,0°C, UR: 65,0 +
10,0% e fotofase de 14 h.
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Os machos de P. citrella responderam ao ferombnio sexual

imediatamente apds o inicio dos ensaios (apés a presencga de corrente de ar no
| olfatdbmetro). Além de atraidos fortemente para a gaiola contendo o feroménio
sexual natural, impregnado no papel de filtro, muitos machos permaneceram
sobre este papel (Figura 16).

‘O efeito do solvente hexano foi descartado, pois a porcentagem de
machos atraidos para o papel de filtro contendo o solvente foi pequena
(10,69%), ndo diferindo estatisticamente da porcentagem de insetos atraidos
pelo papel de filtro (controle) (10,56%) (Tabela 8 e Figura 17). Estes dados

confirmam que existe um feromdnio sexual mediando o acasalamento de P.
citrella.
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Figura 16 — Atracdo de machos pelo feroménio sexual natural de fémeas de P.
citrella. A — Papel de filtro impregnado com extrato natural do
feroménio sexual de P. citrella através de micro-seringa;, B —
Machos de P. citrella atraidos para a extremidade do brago do
olfatdmetro contendo o papel de filtro impregnado com o extrato
natural; C — Machos de P. citrella sobre o papel de filtro impregnado
com extrato natural do feroménio sexual de P. citrella.
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Tabela 8. Porcentagem de machos de P. citrella atraidos pelo solvente hexano.
Temperatura 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de 14 h.

TRATAMENTO % DE MACHOS ATRAIDOS
Papel de filtro + solvente 10,69 +£4,06 a
Papel de filtro 10,56 £ 2,66 a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nédo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Médias transformadas em /(X +5).
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Figura 17 - Porcentagem de machos atraidos pelo solvente hexano. Médias
seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Temperatura 25,0
+ 2,0°C, UR: 650 + 10,0% e fotofase de 14 h. Médias

transformadas em (X +5).
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4.6 Comportamentos: de chamamento das fémeas, corte dos machos e
copula

As fémeas de P. citrella durante o horario de acasalamento e antes
da copula, apresentam um comportamento tipico de chamamento. Durante este
periodo, permanecem com as asas levantadas e abertas e as antenas para tras
préximas ao corpo, com o abdome levemente arqueado para cima e a glandula
de feroménio exposta (Figura 18). As fémeas se mantém nesta posigéo,
praticamente imoveis, na maior parte do tempo, sendo que, esporadicamente
realizam movimentos lentos com o abdome para cima e para baixo.

Os machos, por sua vez, quando proximos das fémeas mostram-se
excitados, caminhando rapidamente em varias diregoes, na tentativa de
encontra-las. Véos curtos (“saltos”) e movimentos de antena foram também
observados. Durante este periodo, os machos aproximam-se das fémeas por
caminhamento em zigue-zague, tocando 0 seu abdome com as antenas; apos
este toque, as fémeas permanecem imoéveis € os machos giram o corpo em um
angulo de 180° com as asas levantadas e o aedeago exposto, ficando em
sentido contrario as fémeas. Os machos entao, batendo as asas vao de costas
em direcao as fémeas. As asas das fémeas, por sua vez permanecem em
repouso, e as fémeas receptivas permitem que o machos introduzam o
aedeago na extremidade do seu abdome, dando inicio a copula (Figuras 19 e
20).

Durante o acasalamento, macho e fémea permanecem em repouso,
em sentidos opostos, com as antenas para tras, afastadas do corpo, sendo as
asas dos machos mantidas sobre as das fémeas (Figura 21). Ao final da cépula,
que pode durar de 35 a 90 min (item 4.1), macho e fémea se separam, as vezes
ficando um ao lado do outro, em repouso.

Foram observadas situagbes em que a fémea, apds ter o seu
abdome tocado pela antena do macho, nao permitiu que este introduzisse o
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aedeago para a copula, iniciando um caminhamento rapido em sentido contrario
aele.

O comportamento de chamamento e corte do minador-dos-citros nao
fugiu do padrdo normalmente encontrado entre os lepiddpteros. A elevagéo e
abertura das asas das fémeas e exposi¢céo da glandula de feroménio durante o
chamamento foram também observados em fémeas de Lymantria dispar (Lineu)
(Charlton & Cardé, 1990), Mamestra configurata Walker (Howlander & Gerber,
1986) e Bucculatrix thurberiella Busck (Lingren et. al., 1980). Lingren et. al.
(1980) observaram que, durante o cépula, os machos de B. thurberiella também
permanecem com as asas sobre as das fémeas. Os machos de P. citrella nao
possuem tufos de pélos (“hairpencil’) no abdome, que sao expostos durante a
corte, como acontece com Grapholita molesta (Busck) (Baker & Cardé, 1979) e
em Ecdytolopha aurantiana Lima (Bento et. al., 2001b).

Glandula de
feromdnio exposta

Figura 18 - Comportamento tipico de chamamento da fémea de P. citrella.
(asas levantadas e abertas; antenas para tras; abdome levemente
arqueado e glandula de feroménio exposta).
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Figura 19 - Sequéncia comportamental do chamamento da fémea de P. citrella,
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Figura 20 — llustracdo da seqiiéncia comportamental do chamamento da fémea
de P. citrella, corte do macho e cépula. 1- A fémea eleva as asas,
expondo a glandula de feromdnio (chamamento), 2- O macho se
aproxima da fémea por caminhamento em zigue-zague, 3- O macho
toca com as suas antenas o abdome da fémea, 4- O macho eleva
as asas, expde o aedeago e gira 180 °ficando em sentido contrario
ao da fémea, 5- copula.
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Figura 21 - Cépula de P. citrella. | (A) — fémea, | (B) — macho (asas sobre as da
fémea); Il - Visualizacédo das antenas da fémea (A) e do macho (B)
mantidas para tras, afastadas do corpo.



5 CONCLUSOES

a)

b)

c)

A metodologia de criagcao de Phyllocnistis citrella Stainton, 1856, utilizando-
se plantas de limao-cravo (Citrus limonia), cultivadas em “tubetes” permite a
individualizagao das pupas de P.citrella, para a obtengao de insetos virgens,
propiciando garantia total de auséncia de copula e promovendo uma
viabilidade pupal préxima a 100%;

Os acasalamentos de P. citrella ocorrem com casais de um e dois dias de
idade;

P.citrella realiza os acasalamentos logo ao amanhecer;

d) A duragao média da copula de P. citrella € de 49,57 £ 2,90 minutos;

e)

9)

P. citrella tem habito crepuscular de postura;

P. citrella apresenta dois picos distintos de atividade durante o dia,
associados a mudanca de fotoperiodo;

Machos e fémeas emergem simultaneamente, com uma proporgao
macho:fémea de 1:1 e, portanto, razao sexual igual a 0,5;

h) As fémeas de P. citrella sdo responsaveis pela atragdo sexual;



59

i) Existe um feroménio sexual mediando o acasalamento de P. citrella;

j) Os comportamentos de: chamamento das fémeas, corte dos machos e
copula sdo bem definidos e semelhantes aos de outros lepidopteros.
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