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RESUMO

O endoparasitoide pupal Trichospilus diatracae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera:
Eulophidae) é parasitoide preferencial da ordem Lepidoptera, e vem sendo utilizado em vérios
programas de controle biologico. No entanto, a eficiéncia do controle de pragas com inimigos
naturais varia devido aos fatores bioticos e abiodticos. O desenvolvimento de técnicas que
possibilitem a criacdo de inimigos naturais em escala comercial € um dos pontos basicos para
liberacdo massal em programas de manejo. O objetivo deste trabalho foi refinar técnicas de
criacdo massal, além de técnicas de armazenamento do parasitoide adulto e dispersdo em areas
de cultivo comercial de eucalipto para controle de lagartas desfolhadoras. Os experimentos
foram realizados no laboratério de controle bioldgico de pragas florestais da FCA/UNESP -
Campus de Botucatu e na fazenda Manto Verde, Lencdis Paulista SP. Pupas de S. frugiperda
foram obtidas da criacdo em dieta artificial, e o parasitoide T. diatraeae foi retirado da criacao
estoque do laboratério. Foram feitos experimentos visando avaliar a melhor densidade de
parasitismo nas seguintes relagbes 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 e 35:1. Verificou-se que houve
interferéncia intraespecifica positiva até a densidade de 28:1, com taxas de parasitismo e
emergéncia acima dos 90% e progénie total de 269,2 parasitoides se mostrando a melhor
densidade para questdes de criagcdo massal. Estudos sobre o comportamento dos parasitoides
devem incluir a interferéncia direta do alimento sobre o parasitismo. Foram testados seis tipos
de alimentacdo para fémeas do parasitoide: mel puro, mel a 10%, hemolinfa, hemolinfa + mel,
agua destilada e auséncia de alimentacdo como resultado o mel mostrou ser o alimento mais

adequado, por propiciar altos niveis de parasitismo, emergéncia acima de 100% e progénie



total de 264,7 parasitoides. Também foi discutido o melhor tempo de exposicdo das pupas do
hospedeiro alternativo ao parasitoide, sendo testados os tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Os
tempos de exposicdo de 72 e 96 horas apresentaram maior taxa de emergéncia, (acima de
90%), progénie total acima de 280 parasitoides, mostrando-se os melhores tempos para fins de
implementacdo de um sistema de criagdo massal. Também foi medida a influéncia do
armazenamento do hospedeiro em baixas temperaturas sobre caracteristicas bioldgicas do
parasitoide, sendo testadas pupas armazenadas a cinco, oito, 10 e 25°C pelos periodos de um,
cinco, oito e 10 dias. Quanto ao armazenamento das pupas do hospedeiro podemos concluir
que as caracteristicas biologicas do parasitoide foram afetadas negativamente com o decorrer
do armazenamento em todas as temperaturas. Continuando estudos sobre armazenamento se
avaliaram as caracteristicas biologicas de fémeas adultas de T. diatraeae quando armazenados
em baixas temperaturas de 10, 18, 22 e 25°C, pelos periodos de armazenamento de um, cinco,
oito e 10 dias; como resultado podemos perceber que o armazenamento das fémeas adultas
ndo resultou em diferenca estatistica entre as temperaturas e os periodos de armazenamento,
mostrando assim que o parasitoide pode ser armazenado a baixa temperatura por diferentes
periodos de armazenamento sem custos biolégicos. Para medicao da dispersdo de T. diatraeae
50.000 parasitoides foram liberados na area central do experimento sendo as avaliacdes
realizadas nas quatro direcdes cardeais (norte, sul, leste, oeste) para pupas e nas quatro
direcOes colaterais (nordeste, noroeste, sudeste e sudoeste) para nimero de parasitoides nas
armadilhas amarelas em cinco distancias, em circulos concéntricos a cinco, 15, 30, 60 e 100
m. Foram recolhidas 10 pupas no solo ou presa uma armadilha amarela nos pontos de
avaliacdo. Houve aumento do parasitismo com o aumento da distancia do ponto de liberacao
nas distancias acima de 30 metros, com média de 24,8%, enquanto na maior distancia houve a
maior taxa de parasitismo 37,9% para as pupas. Quanto ao nimero de insetos nas armadilhas
ndo houve diferenca estatistica entre as direcdes colaterais sudeste e nordeste em nenhuma
distancia, enquanto a regido sudoeste teve maior nimero de insetos na regido sudeste. O vento
se mostrou o principal fator responsavel pela disperséo destes parasitoides nestas condicdes.

Palavras-chave: Armazenamento, Criacdo massal, Controle bioldgico, Eulophidae, Dispersdo
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ABSTRACT

The pupal endoparasitoid Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) is a preferential
parasitoid of the order Lepidoptera, and is utilized in several biological control programs.
However, the efficiency of pest control through natural enemies varies due to biotic and
abiotic factors. The development of techniques that enable the commercial-scale cultivation of
natural enemies is one of the basic points for mass release in management programs. The
present work aims to refine techniques for mass rearing and storage of the alternative host
Spodoptera frugiperda and for storing and dispersing the adult parasitoid to control defoliating
caterpillars in commercial eucalyptus-production areas. The experiments were completed in
the Laboratory for Biological Control of Forest Pests at FCA/UNESP - Botucatu Campus and
at the farm Manto Verde in Lencois Paulistas, Sao Paulo state, Brazil. S. frugiperda pupae
were raised on an artificial diet, while the parasitoid T. diatraeae was removed from the
breeding stock of the laboratory. The experiment sought to evaluate the optimum parasitism
density in the following ratios 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 and 35:1. Positive intraspecific
interference was verified up to the density 28:1, with parasitism and emergence rates above
90% and total progeny of 269.2 parasitoids, thus showing the best density for mass production
questions to reflect positively on biological characteristics. Studies on parasitoid behavior
must include direct interference of diet in parasitism. Six feed types were tested on parasitoid
females: pure honey, 10% honey, hemolymph, hemolymph + honey, distilled water and
absence of food. Honey was shown to be the most suitable diet, by providing high levels of
parasitism, emergence above 100%, total progeny of 264.7 parasitoids, positively interfering
in the biology of these insects. Also discussed was the optimum exposure time of alternative
host pupae to parasitoid, tested at 24 hours, 48 hours, 72 hours and 96 hours. The greatest



emergence rate (above 90%) and total progeny (above 280 parasitoids) occurred at 72- and 96-
hour moments, thus showing these exposure times superior for implementing a mass
production system. The influence of host storage at low temperatures on parasitoid biological
characteristics was tested by storing pupae at five, eight, 10 and 25°C for periods of one five,
eight and 10 days. From storage of alternative host pupae, we can conclude that parasitoid
biological characteristics degrade as storage time elapses, at all temperatures. Continuing
storage studies in this experiment evaluated the biological characteristics of T. diatraeae
females when stored at low temperatures of 10, 18, 22 and 25°C, for one, five, eight and 10
days; the result demonstrates that there was no statistical difference among the storage
temperatures in relation to the storage periods, showing that the parasitoid can be stored at low
temperatures for different periods without losing biological characteristics. To measure the
dispersal of the parasitoid T. diatraeae 50,000 parasitoids were released into a central
experimental area and evaluated in the four cardinal directions (north, south, east and west) for
the pupae and in four collateral directions (northeast, northwest, southeast and southwest) for
the number of parasitoids in yellow traps at five distances, in concentric circles, at five, 15, 30,
60 and 100 m. Parasitism was increased in direct proportion with the distance from the release
point at distances above 30 meters, with mean of 24.8%, with the highest parasitism rate
(37.9%) at the greatest distance. The number of insects in the traps did not differ statistically
between the southeast and northeast collateral directions at any distance, with the higher
number of insects in the southeast region. The wind proved to be the main factor responsible

for the dispersion of these parasitoids in these conditions.

Keywords: Storage, Biological control, Mass rearing, Eulophidae, Dispersal.



1. INTRODUCAO GERAL

A restricdo do crescimento populacional de insetos € um dos preceitos
do manejo integrado de pragas, sendo que controle biologico € preconizado como tatica
importante para manter pragas abaixo do limiar de dano econémico (CULLEN et al., 2008;
JONSSON et al., 2008). No entanto, a eficiéncia do controle de pragas com inimigos naturais
varia devido aos fatores bioticos e abioticos (ANDRADE et al., 2009).

O desenvolvimento de técnicas que possibilitem a criacdo de inimigos
naturais em escala comercial é um dos pontos basicos para o controle bioldgico. Dentre 0s
principais inimigos naturais, parasitoides tém sido avaliados para o controle de pragas
agricolas e florestais. O sucesso de parasitoides implica na compatibilidade com seus
hospedeiros (STRAND, 2008). Além da producdo massal, hospedeiros alternativos permitem
compreender a habilidade do inimigo natural em controlar a populacdo de pragas (SOARES et
al., 2007).

A facilidade de criacdo de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) em dieta artificial, e seu curto ciclo de vida, tem a tornado um forte candidato
como hospedeiro alternativo para criacdo massal de parasitoides em varios programas de
controle bioldgico. Novos estudos vém sendo realizados visando contribuir para o melhor
entendimento sobre a biodindmica populacional do hospedeiro e do parasitoide.

Parasitoides sdo importantes agentes reguladores de populacGes de
insetos de diferentes ordens (PENNACCHIO & STRAND, 2006). A maioria dos parasitoides



pertence as ordens Hymenoptera e Diptera com, aproximadamente, 50.000 espécies descritas
de himendpteros parasitoides (VAN DRIESCHE & BELLOWS, 1996). Os parasitoides podem
ser endoparasitoides ou ectoparasitoides; idiobiontes ou coinobiontes; solitarios ou gregarios;
primarios ou hiperparasitoides; especialistas ou generalistas, com potencial para o controle
biolégico (NOYES, 2003) por meio de liberagbes inundativas (PEREIRA et al., 2008) para
regular populacbes de insetos praga em culturas agricolas e florestais (DOGANLAR &
MENDEL, 2007).

O endoparasitoide pupal Trichospilus diatraeae Cherian &
Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) parasita e se desenvolve em diversos hospedeiros
(PARON & BERTI-FILHO, 2000), causando a morte desses ao final do seu desenvolvimento
(BITTENCOURT & BERTI-FILHO, 2004). T. diatraecae tem sido estudado como agente
potencial no controle bioldgico de pragas da cana-de-acucar, milho e algoddo em diversos
paises da Africa, Asia e Américas (BOUCEK, 1976), e apesar de exotico esse parasitoide ja
foi encontrado em estados da regido Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do Brasil e registrado
em pupas de Lepidoptera das familias: Arctiidae (PARON & BERTI FILHO, 2000; ZACHE
et al., 2012a), Oecophoridae (OLIVEIRA et al., 2001), Crambidae (CHERIAN &
MARGABANGHU, 1942), Noctuidae (ETIENNE & VIETTE, 1973; ZACHE et al., 2012b),
Pyralidae, (ETIENNE & VIETTE, 1973; BOUCEK, 1976; BENNETT et al., 1987; ZACHE et
al., 2010b; MELO et al., 2012), Nymphalidae (BOUCEK, 1976), Geometridae (PEREIRA et
al., 2008; BENNETT et al., 1987; ZACHE et al., 2010a), Pieridae (TORRES-BAUZA, 1994),
Riodinidae (ZACHE et al., 2011a) e Lymantriidae (ZACHE et al., 2011b).

Para 0 sucesso de criagdes de inimigos naturais em larga escala para
programas de controle biologico, devem ser considerados varios fatores entre eles a densidade
de fémeas por hospedeiro, o tempo de exposicdo do hospedeiro ao parasitismo, a alimentacdo
oferecida ao parasitoide, a temperatura ideal para conservagdo dos parasitoides e do
hospedeiro sem perda da capacidade reprodutiva dos parasitoides, e conhecer a capacidade de
dispersdo para poder determinar 0 nimero de pontos de liberacdo por unidade de area, pois a
maior ou menor eficiéncia de controle da praga-alvo depende desse nimero (PARRA, 1997).

A densidade de fémeas por hospedeiro afeta a capacidade de
parasitismo (SAMPAIO et al., 2001), o nimero de parasitoides emergidos (PARON et al.,
1998), a razdo sexual dos descendentes (CHOI et al., 2001), e a duracdo do ciclo (SILVA-



TORRES & MATTHEWS, 2003). Essa relacdo ndo pode ser muito elevada (superparasitismo)
nem muito baixa, pois ambas as situacOes poderdo afetar a eficiéncia dos parasitoides,
comprometendo o desempenho reprodutivo (PARRA, 1997).

Estudos envolvendo o comportamento de parasitoides devem incluir a
interferéncia direta da alimentacdo do parasitoide adulto sobre sua capacidade de parasitismo.
O entendimento das exigéncias nutricionais € importante para maximizar a eficiéncia dos
inimigos naturais no controle bioldgico (FUCHSBERG et al., 2007).

O desenvolvimento de parasitoides gregarios ainda esta intimamente
associado ao tempo de exposicdo ao hospedeiro, ja que este fator influencia no tempo de
desenvolvimento e tamanho da prole (CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO, 1995).

A possibilidade de conservacdo de hospedeiros em baixas
temperaturas, sem perda da capacidade reprodutiva dos parasitoides pode aumentar ou
controlar a producédo desses agentes de controle bioldgico (PEREIRA et al., 2009).

O objetivo do aprimoramento da criacdo massal de um parasitoide é a
liberacdo em campo, porém para que o parasitoide possa realizar controle efetivo, é necessario
se conhecer a capacidade de dispersdo. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi estudar o impacto
de técnicas de criacdo massal, armazenamento a baixas temperaturas, e dispersdo sobre 0s

parametros reprodutivos T. diatraeae.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PARASITOIDES

Os parasitoides sdo organismos cujo desenvolvimento imaturo ocorre
de forma parasitica, utilizando outros insetos como fonte de alimento. Diferente dos
hospedeiros dos parasitas, 0s hospedeiros dos parasitoides ndo sobrevivem ou sdo incapazes de
gerar progénie (VINSON & IWANTSCH, 1980). Parasitoides apresentam desenvolvimento
peculiar, formando um grupo de grande sucesso evolutivo, sendo encontrados em maior
nimero na ordem Hymenoptera, que representa 20% das espécies da classe Insecta
(PENNACCHIO & STRAND, 2006). Parasitoides atacam diversos tipos de hospedeiros nos
mais variados habitats, explorando hospedeiros em diferentes estagios de desenvolvimento e
utilizando estratégias adaptadas as diferentes associacBes hospedeiras (BOIVIN, 2010;
PENNACCHIO & STRAND, 2006). Esta diversidade na capacidade de exploracdo hospedeira
se da pelo desenvolvimento de estratégias eficientes para a localizagdo e selecdo de
hospedeiros (SCHRODER & HILKER, 2008), assim como para a sua utilizagdo (JERVIS et
al. 2008).



Assim, parasitoides podem ser agrupados quanto ao estagio de
desenvolvimento do hospedeiro (parasitoide de ovo, larva/ninfa, pupa ou adulto), quanto a sua
localizagdo (interna ao hospedeiro — endoparasitoide; externa ao hospedeiro — ectoparasitoide)
e interacdo com o hospedeiro (idiobionte ou cenobionte) (MACKAUER & SEQUEIRA, 1993;
QUICKE, 1997).

As interacOes coevolutivas entre o parasitoide e seus hospedeiros, sdo
vitais para a manutencdo de ambos. Certamente o hospedeiro e o parasitoide devem ter
evoluido para superar ou reduzir as defesas dos hospedeiros e as estratégias de sobrevivéncia
dos parasitoides. A coevolucao resulta no aumento da especializagdo do parasitoide e em um
individuo mais altamente adaptado, utilizando certas estratégias que devem estreitar muito o
seu nicho de exploragdo, com o resultado potencial que outras espécies de parasitoides possam
evoluir e coexistir. Os caminhos da vida dos parasitoides podem resultar na mudanca da
distribuicdo dos hospedeiros, comportamento, socialidade, morfologia e tempo de emergéncia
(PRICE, 1975).

2.2 ENDOPARASITOIDE Trichospilus diatraeae

Eulophidae é a maior familia de Chalcidoidea, com 4.472 espécies
descritas em 297 géneros (NOYES, 2003). Em um grupo tdo grande, diversos habitos de vida
ocorrem em Eulophidae, parasitam ovos, larvas, pupas ou adultos; podem ser endoparasitoides
ou ectoparasitoides; primarios ou hiperparasitoides; solitarios ou gregarios; idiobiontes,
cenobiontes; especialistas ou generalistas. Apesar do grau de especificidade ser variavel,
Eulophidae é a terceira familia de Chalcidoidea mais utilizada no controle biologico (NOYES,
2003).

Trichospilus Ferriere, 1930 é um pequeno género da familia
Eulophidae e tribo Eulophini, com oito espécies (UBAIDILLAH, 2006). Das oito especies
desse género, trés (Trichospilus boops Boucek; Trichospilus ferrierei Boucek; Trichospilus
vorax Boucek) foram encontradas somente na Africa e uma (Trichospilus lutelineatus
Zhejiang) na China (BOUCEK, 1976). Duas novas espécies, Trichospilus striatus Ubaidillah e

Trichospilus politus Ubaidillah foram descritas para Java, Sulawesi e Indonésia



10

(UBAIDILLAH, 2006). Trichospilus pupivora Ferriere ocorre amplamente nas regides
tropicais e subtropicais em todo o mundo (BOUCEK, 1976; BENNETT et al., 1987).

Trichospilus diatraeae foi descrita por Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae), que utilizaram exemplares emergidos de pupas de Diatraea
venosata Walker (Lepidoptera: Crambidae) provenientes do sul da india. Os adultos de T.
diatraeae diferem de T. pupivora, espécie-tipo, por serem mais claros e mais largos, alem de
distinguirem-se também na medida dos articulos antenais, na escultura do escutelo, na
variacdo do numero e disposicdo de espinhos e nos tufos de cerdas nas asas (CHERIAN &
MARGABANDHU, 1942). Outras caracteristicas morfolégicas incluem: o gaster com uma
ampla ranhura central e pequenas cerdas marginais; e tufos de cerdas nas asas anteriores,
préximo ao estigma (BOUCEK, 1976).

A caracterizacdo dos imaturos de T. diatraeae foi estudada por meio da
dissecacao de pupas parasitadas de D. saccharalis. Os ovos desse parasitoide tém em média
0,2mm de comprimento, sdo hialinos, sem esculturagdes e alongados nas extremidades. O
periodo de incubacdo dura aproximadamente 24 horas. As larvas de um e dois dias tém em
média 0,35mm de comprimento, apresentam cuticula transparente, tornando-se esbranquicada
no estadio seguinte, com segmentacdo do corpo bem definida. O estagio larval nesse
hospedeiro dura de 7 a 8 dias. A pré-pupa tem em média 2,3 mm de comprimento é branca e
tem cabeca, térax e abdome bem definidos. O periodo de pré-pupa e pupa duram de 9 a 10
dias, respectivamente. A pupa recém-formada apresenta apéndices alares e olhos que sdo
inicialmente de coloracdo rosacea e, posteriormente, tornam-se vermelhos (PARON, 1999).

Os adultos de T. diatraeae sdo de cor castanho amarelada e com
dimorfismo sexual acentuado. As fémeas possuem o soquete antenal na parte central da cabeca
enguanto os machos lateralmente, além disso, a forma do abdome das fémeas é arredondada e
nos machos o abdome é mais estreito (PARON, 1999).

O aparelho bucal das fémeas de T. diatraeae apresenta mandibulas
mais desenvolvidas que dos machos. Suas mandibulas possuem denticulos mandibulares
maiores e musculos mandibulares mais fortes nas fémeas, pois sdo elas que fazem o orificio
para emergirem do hospedeiro. Desta maneira, se ndo houver fémeas dentro do hospedeiro os

machos ndo emergem e morrem (BOUNIER, 1975).



11

T. diatraeae é um parasitoide polifago, gregéario, sendo principalmente
priméario (BOUCEK, 1976; BOUNIER, 1975). Ha registros de T. diatraeae parasitando pupas
de varias espécies de Lepidoptera. Esse parasitoide ja foi multiplicado em pupas do hospedeiro
Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) para ser utilizado no controle de
noctuideos pragas de algoddo em Madagascar (Africa) (BOURNIER, 1975). T. diatraeae foi
encontrado parasitando Chilo sacchariphagus sacchariphagus (Bojer, 1856) (Lepidoptera:
Crambidae) e Sesamia calamistis Hampson, 1910 (Lepidoptera: Noctuidae) nas Ilhas Mauricio
e Reunido (Oceano indico), entre 1963 e 1965 (BOUCEK, 1976). Na india, foi registrado
parasitando Hypsipyla robusta (Moore, 1886) (Lepidoptera: Pyralidae), Sesamia inferens
(Walker, 1856) (Lepidoptera: Noctuidae), Sylepta derogata (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Pyralidae), Pyrausta machaeralis Walker (Lepidoptera: Crambidae), Scirpophaga incertulas
(Walker, 1863) (Lepidoptera: Pyralidae) e Chilo sacchariphagus indicus Kapur (Lepidoptera:
Crambidae) e em Burma foi coletado em pupas de Pyrausta machaeralis Walker (Oriente
Médio) (BOUCEK, 1976).

No Texas (EUA) foram realizados testes de laboratdrio com objetivo
de determinar a suscetibilidade da broca-do-milho, Diatraea lineolata Walker, 1856
(Lepidoptera: Pyralidae), a alguns parasitoides, entre eles T. diatraeae, que apresentou 100%
de parasitismo sobre as pupas de D. lineolata (RODRIGUEZ-DEL-BOSQUE & SMITH,
1989).

Em 1963, T. diatracae foi levado da india para Trinidad e Tobago
(Antilhas) e para os EUA utilizando como hospedeiros Diatraea spp. (Lepidoptera: Pyralidae)
(BENNETT et al., 1987). Bordat et al., (1977) realizaram liberacdes de T. diatraeae para
controle de pragas de gramineas no Senegal (Africa), utilizando o hospedeiro Chilo
suppressalis Walker (Lepidoptera: Pyralidae). Etienne & Viette (1973) e Etienne (1975)
relataram T. diatraeae, nas llhas Reunido e Mauricio, parasitando as pragas da cana-de-acucar
Melanitis leda L. e Hedylepta indicata F. (Lepidoptera: Pyralidae) e Polydesma umbricola
Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae) praga da conifera Trichopolydesma collutrix.

Em Comores, Breniére et al. (1985) criaram e liberaram T. diatraeae
na tentativa de controlar a praga do milho Chilo partellus swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae).
Rodrigues-del-Bosque & Smith Junior (1989) realizaram testes com T. diatraeae, nos EUA

para controle da broca do milho D. lineolata Walker (Lepidoptera: Pyralidae). BETBEDER-
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MATIBET (1990) estudou a criagdo massal de Chilo sacchariphagus para a obtencdo de T.
diatraeae. Torres-Bauza (1994) registrou o parasitoide atacando pupas de Dismorphia spio
(Lepidoptera: Pieridae) em Inga vera (Mimosidae) em Porto Rico (Antilhas).

No Brasil, acredita se que a introducdo de T. diatraeae teria sido
acidental e sua primeira em 1996 em pupas de Arctiidae (Lepidoptera: Lepidoptera) na cidade
de Piracicaba no estado de Sdo Paulo (PARON & BERTI FILHO, 2000). Em relacéo a pragas
florestais T. diatraeae foi coletado em pupas de Thyrinteina arnobia em plantio de eucalipto
no estado de Minas Gerais (PEREIRA et al., 2008). Em 2010 foi reportado o parasitismo de T.
diatraeae em pupas da lagarta desfolhadora do eucalipto Melanolophia consimilaria (Walker)
(Lepidoptera: Geometridae), uma praga que pupa no solo, e Hypsipyla grandella (Pyralidae)
praga de mogno Swietenia macrophylla (ZACHE et al., 2010a; ZACHE et al., 2010b),
Euselasia eucerus, uma espécie da familia Riodinidae, e Sarcina violascens (Lepidoptera:
Limantriidae) (ZACHE et al., 2011a; ZACHE et al., 2011b). Em 2012 sua ocorréncia foi
registrada em Eupseudosoma aberrans (Lepidoptera: Arctiidae) e Spodoptera cosmioides
(Lepidoptera: Noctuidae) (ZACHE et al., 2012a; ZACHE et al., 2012b).

O potencial de T. diatraecae como agente de controle biol6gico no
Brasil é pouco conhecido. A capacidade reprodutiva de T. diatraeae foi estudada em pupas de
D. saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis (Hubner,
1818) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) (PARON e
BERTI FILHO, 2000). Todos os hospedeiros testados foram parasitados por T. diatraeae e
houve emergéncia de progénie. Apesar de néo ter sido observada preferéncia do parasitoide a
uma das espécies de hospedeiro, comparando-se 0 nimero de parasitoides emergidos por pupa
nas quatro espécies, observou-se que houve menor emergéncia em H. virescens e maior em S.
frugiperda (PARON & BERTI FILHO, 2000).

2.3 CRIA(;OES DE INSETOS EM LABORATORIO
As criagOes de insetos podem ser classificadas quanto ao seu tamanho

em trés categorias: a) criacbes em pequena escala; b) criacdes de médio porte; e c) criacdes
massais (PARRA, 2009).
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Em criagcOes em pequena escala, como aquelas utilizadas em pesquisas,
normalmente séo utilizados ambientes controlados e em muitos casos, apenas uma pessoa
trabalha na criacdo, fazendo com que as chances de problemas no decorrer da criacdo sejam
reduzidas. A medida que cresce o nimero de insetos criados (criacdes massais) aumentam 0s
problemas de instalacOes, sanidade, custo, necessidade de automatizacdo, armazenamento e
previsdo de producdo (PARRA, 2007). Em criagfes massais, atividades rotineiras tomam
grandes proporcbes, fazendo com que se assemelhem aquelas executadas em fabricas.
Algumas biofabricas chegam a ter mais de 300 funcionarios e produzem milhdes de insetos
(PARRA, 2009).

Existem diversas definicbes de criacdo massal; Finney & Fisher,
(1964) definiram criacdo massal como a producdo econémica de milhdes de insetos benéficos
em uma linha de montagem com o objetivo de produzir, com 0 minimo de homens/hora e de
espaco, 0 numero maximo de fémeas férteis no tempo mais curto possivel e com um baixo
custo. A criacdo massal de um inseto é uma atividade sisteméatica, automatizada, em
instalacBes integradas, com o objetivo de produzir um suprimento relativamente grande de
insetos para distribuicdo (PARRA, 2009).

A despeito de particularidades das diversas defini¢des disponiveis na
literatura, criacbes massais servem de suporte a programas de controle bioldgico e a outros
métodos de controle (PARRA, 2009), fazendo com que estes se consolidem como parte
fundamental do manejo de pragas. Diversos fatores devem ser considerados em cria¢fes
massais de insetos e dentre eles, a temperatura apresenta papel fundamental, pois em criacdes
nessas escalas, a relacdo de insetos produzidos e tempo podem determinar a viabilidade
econdmica da atividade.

Vaérios fatores bidticos e abioticos, tais como temperatura, umidade,
espécie, tipo, tamanho e dieta do parasitoide influenciam sua capacidade de parasitismo,
fecundidade, numero da progénie e a determinacdo da razdo sexual de muitas espécies de
parasitoides (AKMAN GUNDUZ & GULEL, 2005).

O numero de fémeas do parasitoide, a densidade do hospedeiro e 0
tempo de exposicdo ao hospedeiro sdo também fatores primordiais na avaliacdo do

desempenho do inimigo natural. O conhecimento desses aspectos sdo importantes na
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implementacdo e eficiéncia de sistemas de producdo massal de parasitoides (HENTZ et al.,
1998).

2.4 DISPERSAO DE INSETOS

A interacdo entre heterogeneidade ambiental e movimento individual é
um aspecto extremamente importante da dindmica ecoldgica (TURCHIN, 1998). Portanto, a
quantificacdo dos padrdes de movimento dos organismos € a informacdo necessaria para
sustentar teorias sobre a dindmica espacial e gestdo populacéo.

Dispersdo é uma caracteristica importante da historia de vida de
insetos, muitas vezes acredita-se ser uma forca estabilizadora em sua dindmica populacional
(STEIN et al., 1994). Padrdes de dispersdo de insetos herbivoros em agroecossistemas tém
sido associados a surtos de pragas (KAREIVA, 1982). Por outro lado, os estudos sobre a
disperséo de inimigos naturais demonstraram a importancia do movimento na eficiéncia de
liberacBes constantes (SAAVEDRA et al.,, 1997; MCDOUGALL & MILLS, 1997) e no
estabelecimento de insetos introduzido para o controle de pragas (HOPPER & ROUSH, 1993).

Segundo Fernandes (2002), depois de criados ou capturados na
natureza, os insetos sao liberados em determinado ponto da area de estudo, recapturando-os a
diferentes distancias. O conhecimento da dispersdo dos parasitoides é fundamental para se
assegurar uma boa distribuicdo do parasitoide na area desejada; uma vez conhecido o raio
efetivo de acdo do parasitoide, pode-se determinar o numero ideal de pontos de liberacdo
(BOTELHO, 1997).

Clima, tipo de cultura, hospedeiros, predacdo, uso de agroquimicos e
qualidade do parasitoide influem na eficiéncia da dispersdao de parasitoides (ANDOW &
PROKRYM, 1991). O clima é, provavelmente, o0 mais importante destes fatores, ja que ha um
complexo de variaveis meteorologicas afetando o desenvolvimento, emergéncia,
sobrevivéncia, atividade e fecundidade do parasitoide; dentre os fatores com maior influéncia
situam-se a temperatura e a umidade (KING et al., 1985).

Casos de sucesso e/ou insucesso de parasitoides para o controle de
lepiddpteros-pragas séo referidos por diversos autores. E dificil definir com precisdo os fatores

intrinsecos e extrinsecos determinantes dos casos de insucesso; varios aspectos podem ser
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mencionados incluindo a inadequada “qualidade” do parasitoide criado em laboratorio,
caracteristicas do transporte e manipulacdo, técnicas e intervalo de liberages, densidade
liberada, além das condicdes climaticas no momento da liberacdo, uso de agroguimicos dentro
da cultura. Mas dentre os principais deve se considerar 0 comportamento de dispersdao do
parasitoide fator este que pode ser o responsavel pelo insucesso de um programa de controle
biolégico (HASSAN, 1997).
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CAPITULO 1- Densidades de Trichospilus diatracae (Hymenoptera: Eulophidae) e
desenvolvimento sobre pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

(Baseado nas normas do periddico Neotropical Entomology)
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RESUMO: Parasitoides podem ser um fator importante na regulacdo da dindmica
populacional de insetos praga. Estudos envolvendo o comportamento de parasitoides gregarios
para producdo massal evidenciam a interferéncia direta da densidade de fémeas sobre as
respostas bioldgicas ao parasitismo. Neste estudo o desenvolvimento de diferentes densidades
de T. diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) foi avaliado sobre pupas de S. frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae). Pupas de S. frugiperda com 24 horas de idade foram expostas ao
parasitismo por fémeas de T. diatraeae com 24 horas de idade nas seguintes relacdes
parasitoide: hospedeiro 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 e 35:1 com 20 repeticbes para cada
tratamento. A densidade se mostra um fator importante para o desenvolvimento de T.
diatraeae. Para a densidade de uma fémea por pupa foi encontrada taxa de parasitismo de
58,2% na densidade sete fémeas por pupa se obteve taxa de parasitismo de 81,3%. Nao houve
diferenca na taxa de parasitismo nas propor¢des 14:1; 21:1; 28:1 e 35:1, que foram superiores
a 90%. Quanto a emergéncia a propor¢do de 1:1 demonstrou a menor taxa, enquanto as
densidades de 7 e 35 parasitoides por pupa ndo diferiram entre si, apresentando baixas taxas de
emergéncia, sendo mais eficientes as densidades de 14:1, 21:1, 28:1, com taxas de emergéncia
acima de 98 %. Quanto ao numero de parasitoide emergidos, foi verificado que houve
interferéncia intraespecifica positiva até a densidade de 28:1. Ainda se observou que o periodo
de desenvolvimento de ovo-adulto aumentou com a densidade de fémeas por pupa.

Palavras chave: Parasitoide de pupa, criacdo massal, densidade de parasitismo, lagarta do

cartucho-do-milho
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Different densities Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) and its
development on Spodoptera frugiperda pupae (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT: Parasitoids can be an important factor in regulating the population dynamic of
pest insects. Studies involving the behavior of gregarious parasitoids for mass production have
evidenced direct interference of density of females on the biological response to parasitism. In
this study the development of different densities of T. diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)
was evaluated on pupae of S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). At 24 hours of age, S.
frugiperda pupae were exposed to parasitism by T. diatraeae females, aged 24 hours, at the
following parasitoid-to-host ratios: 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 and 35:1, respectively, with 20
repetitions for each treatment. Density is demonstrated an important factor for T. diatraeae
development. The female-per-pupa density of one produced a 58.2% parasitism rate versus
81.3% for a density ratio of seven. There was no difference in the parasitism rate in the
proportions 14:1; 21:1; 28:1 and 35:1, which were above 90%. As to emergence a 1:1
proportion the lowest rate, while the densities of 7 and 35 parasitoids per pupa did not differ
from each other, presenting low emergence rates, being most efficient at the densities of 14:1,
21:1 and 28:1, with emergence rates above 98 %. The number of emergent parasitoids
presented positive intraspecific interference up to a density of 28:1. But it was observed that
the egg-adult development period increased with the density of females per pupa.

Keywords: Pupae parasitoid, mass rearing, parasitoid density, fall armyworm
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1. INTRODUCAO

Estudos sobre a viabilidade do uso de Spodoptera frugiperda como hospedeiro
alternativo para criacdo de Trichospilus diatraeae vém sendo realizados visando contribuir
para o0 melhor entendimento sobre a dindmica entre o hospedeiro e o parasitoide.

A determinacdo de um hospedeiro alternativo adequado para o desenvolvimento do
parasitoide e capaz de sustentar uma criacdo massal é fundamental para sua producdo em
laboratdrio, e uma etapa bésica para qualquer programa de controle bioldgico de pragas, pois
possibilita os estudos sobre aspectos bioldgicos referentes ao parasitoide (PREZOTTI &
PARRA 2002).

Para a liberacdo é necessario que 0s inimigos naturais em laboratério apresentem
qualidade comparavel aos encontrados na natureza (PREZOTTI & PARRA 2002). Segundo
Clarke e Mckenzie (1992) o controle de qualidade é um dos fatores determinantes para o
sucesso de programas de controle bioldgico, sendo a qualidade total de um organismo definida
como a sua capacidade de controlar a praga apés a liberacdo em campo.

Trichospilus (FERRIERE, 1930) é um género com poucas espécies da familia
Eulophidae da tribo Eulophini (CHERIAN & MARGABANDHU, 1942). Trichospilus
diatracae é um parasitoide de pupas, gregario, polifago, principalmente primario e
preferencialmente de insetos da ordem Lepidoptera (BOUCEK, 1976).

Por ser um parasitoide gregario, o numero de fémeas que ovipositam em uma pupa
torna-se um dos aspectos que devem ser levados em consideracdo, pois pode afetar
drasticamente a quantidade e a qualidade da progénie. A relacdo adequada entre o nimero de
parasitoides por hospedeiro pode variar de acordo com a espécie, a idade e o tempo de
exposicdo do hospedeiro (FARIA et al., 2000). Segundo Parra (1997), esta relagdo ndo pode
ser muito elevada nem muito baixa, pois ambas as situa¢fes poderdo ocasionar deficiéncias
nos parasitoides, comprometendo o desempenho.

Parasitoides normalmente apresentam certa plasticidade para a exploracdo dos recursos
alimentares, o que certamente leva ao desenvolvimento de adultos de tamanho e aptiddo
reprodutiva distintos (CONSOLI & VINSON, 2009).

Portanto, para ampliar os conhecimentos sobre T. diatraeae visando o estabelecimento

de criacOes de insetos em grande escala para utilizacdo em programas de controle bioldgico, o
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objetivo deste trabalho foi determinar a densidade ideal de fémeas de T. diatraeae por pupa do
hospedeiro alternativo S. frugiperda.

2. MATERIAL E METODOS

Individuos de T. diatraeae foram obtidos de pupas de Iridopsis sp. (Lepidoptera:
Geometridae) coletados em campo no estado de Minas Gerais e multiplicados em pupas de
Spodoptera frugiperda. Fémeas desse parasitoide foram mantidas em tubos de vidro (2,5 cm
de didmetro e 8,5 cm de comprimento) vedados com tecido tipo “voil” ¢ alimentados com
goticulas de mel puro. Pupas de S. frugiperda com 24 a 48 horas de idade foram expostas ao
parasitismo por 72 horas para a multiplicacdo do parasitoide. Apds esse periodo, as pupas
parasitadas foram individualizadas em tubos de vidro, acondicionadas em bandejas plasticas
em sala climatizada a 26+2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 h até a emergéncia dos
adultos, conforme metodologia de Zaché et al. (2010).

Para realizacdo do bioensaio pupas de S. frugiperda com 24h obtidas da criacdo em
dieta artificial, com 24 horas de idade, foram expostas ao parasitismo por fémeas de T.
diatraeae com 24 horas de idade nas seguintes proporcdes parasitoide: hospedeiro: 1: 1,7 : 1,
14 01,21 :1,28 :1¢e 35: 1, com 20 repeticOes para cada tratamento. As pupas foram
selecionadas com peso entre 0,280g e 0,340g para evitar variacdo na biomassa disponivel do
hospedeiro. Ap6s 72 horas em contato com as pupas, as fémeas de T. diatraeae foram
retiradas dos tubos e os hospedeiros individualizados e mantidos em sala climatizada a 26 +
2°C UR de 70 + 10 % e fotofase de 12 h até a emergéncia dos adultos do parasitoide. Para
determinar a taxa de mortalidade natural dos lepidopteros, 20 pupas ndo parasitadas foram
mantidas nas mesmas condig¢des descritas anteriormente.

A duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto), porcentagem de parasitismo, razdo sexual
(rs=n.°?/ n.° $+Q), o nimero de parasitoides emergidos e o niimero de imaturos que nio
completaram seu desenvolvimento foram avaliados. O sexo dos adultos foi determinado
baseado nas caracteristicas morfoldgicas da antena e do abdome de T. diatraeae (PARON,
1999). O delineamento estatistico utilizado para avaliar os pardmetros dos experimentos foi
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade para os dados
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paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p <
0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de parasitismo variaram sensivelmente a medida que a densidade variou. Na
densidade de 1:1, foi encontrada taxa de parasitismo de 58,2%, enquanto na densidade de 7:1 a
taxa de parasitismo foi de 81,3%. Para as densidades 14, 21, 28, 35:1. Ndo houve diferenca
significativa na taxa de parasitismo superando os 90% e chegando a 100% nas densidades
mais altas (Figura 1). Quando a probabilidade da fémea do parasitoide encontrar outro
hospedeiro € menor que a probabilidade de ganhar uma competicdo com o primeiro ocupante
do hospedeiro, é sempre mais vantajoso aceitar o primeiro hospedeiro encontrado (BRODEUR
& BOIVIN, 2004) e, consequentemente, aumenta a probabilidade da ocorréncia do
superparasitismo. Isto possivelmente ocorreu neste estudo, em que foram utilizadas altas
densidades de parasitoides por hospedeiro.

A densidade de uma fémea por pupa resultou em baixa taxa de emergéncia com 38,3%,
enquanto a densidade de 7:1 apresentou emergéncia de parasitoides de 80%. As densidades de
14, 21 e 28:1 com taxas de emergéncia acima dos 90 %, enquanto a densidade de 35: 1
apresentou emergéncia reduzida, com 65% de emergéncia, mostrando tendéncia de queda com
0 aumento da densidade. Alguns estudos sugerem que as menores taxas de parasitismo e as
maiores taxas de pupas inviaveis sdo causadas pelo superparasitismo e/ou efeito deletério
provocado pela ruptura do tegumento da pupa pelas fémeas parasitoides (Figura 1)
(CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO, 1995).

No tratamento controle houve 100% de emergéncia de mariposas ocorreu em todas as
repeticdes, enquanto nos demais tratamentos do experimento ndo houve emergéncia de adultos
de S. frugiperda, mesmo naqueles onde ndo houve a emergéncia de parasitoide ou foram
encontrados imaturos. A inviabilizacdo das pupas ocorreu provavelmente pela capacidade que
alguns parasitoides apresentam de injetar toxinas durante a oviposi¢do visando superar a
resposta imune por encapsulagdo do hospedeiro (SCHMID-HEMPEL, 2005), ou seja, a
injecdo de toxinas pode levar a inviabilizacdo das pupas. Como exemplo de Eulophidae que

utiliza essa estratégia, podemos citar Palmistichus elaeisis, onde as presas parasitadas por sua
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vez, tém seus movimentos reduzidos, pela acdo de toxinas paralisantes, injetadas pela fémea
parasitoide durante a oviposi¢do (GODFRAY, 1994).

Figura 1. Porcentagem de pupas de Spodoptera frugiperda parasitadas, pupas em que houve
emergéncia de parasitoides e nimero de pupas inviaveis apos exposicao as densidades de 1, 7,
14, 21, 28 ou 35 fémeas por pupa. (Temperatura 26°C + 2°C, UR de 70 + 10 % e fotofase de
12 horas).

Pode-se verificar que houve interferéncia intraespecifica positiva quanto ao nimero de
parasitoides emergidos até a densidade de 28:1 (Tabela 1), onde atingiu-se 0 nimero maximo
de descendentes (269,2 individuos). Para a densidade de 35:1 o numero de descendentes
produzidos foi reduzido. O numero de parasitoides ndo emergidos se mostrou bem baixo e néo
variou dentre as densidade 1, 7, 14, 21, 28: 1 enquanto na densidade de 35:1 apresentou alto
indice de parasitoides que ndo emergiram (136 parasitoides por pupa) (Tabela 2).

Segundo Wylie (1965) nenhuma ou poucas larvas morrem no 1° instar, e a maioria
chega ao dltimo instar. No entanto, quando ocorre o superparasitismo, poucos parasitoides

eclodem devido a falta de recursos fornecidos pelo hospedeiro e, quando eclodem, apresentam
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tamanho reduzido. Em contrapartida, o nUmero adequado de parasitoides por hospedeiro pode
aumentar as probabilidades de sobrevivéncia da progénie de um parasitoide, pois diversos
ovos podem esgotar a resposta celular imune de um hospedeiro (SAGARRA et al. 2000).
Outro aspecto a se considerar ¢ o limite de capacidade do hospedeiro (alimento
disponivel) para suportar os ovos do parasitoide, que pode ser responsavel pela diminui¢do da
prole com a maior densidade de fémeas de T. diatraeae. Cabe salientar que o alimento é o
principal fator regulador do nimero e flutuacao das populac@es de insetos, pois dele dependera
0 sucesso das larvas em obter quantidades suficientes de nutrientes, inferindo na aptidao do

adulto e consequentemente, na perpetuacao da espécie (MUELLER et. al., 2005).

Tabela 1. Numero de parasitoides emergidos (NPE), ndo emergidos (NE) e progénie total (PT)
(xtEP) de Trichospilus diatracae (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) com 1, 7, 14, 21, 28 ou 35 fémeas de parasitoide por
pupa (Temperatura 26°C £ 2°C, UR de 70 + 10 % e fotofase de 12 h).

Densidade (NPE) ¥ (NE) W PT)®
1:1 313+52¢ 1,4+0,1d 338+4.2d
7:1 373+84c 6,8+2,60b 41,4+6,3d
14:1 112,4+9.2b 55+0,4b 117,6 +3,4¢C
21:1 256,0+8,5a 24+05¢ 258,4+6,3a
28:1 2685+9,0a 6,5+0,8b 269,2+51a
35:1 122,42 +211b 136+83a 134,3+6,1b

@ Médias seguidas por mesma letra (por coluna) néo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p
<0,05).

O periodo de desenvolvimento de ovo a adulto se alongou com o aumento da
densidade (Tabela 2), mostrando que a competicdo por recurso e espago ocasionou atraso no
desenvolvimento das fases imaturas. Essa tendéncia a ampliagdo da duracdo do

desenvolvimento pds-embriondrio em funcdo do aumento do numero de parasitoides por
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hospedeiro pode ocorrer pela competicdo por alimento, tornando-se um fator de estresse, por
decorréncia dos efeitos da competi¢do por recursos, juntamente com as alteraces quimicas
que ocorrem no substrato alimentar devido ao metabolismo larval (BUBLI et. al., 1998).

O melhor desempenho de insetos gregarios é obtido em uma faixa de densidade
particular, ocorrendo declinio acima ou abaixo deste intervalo, devido & inducdo de condicdes
micro-ambientais ndo favoraveis ao desenvolvimento destes insetos (SLANSKY & SCRIBER,
1985). O desenvolvimento mais lento de T. diatraeae na densidade 35:1 em relacdo as
menores densidades ocorreu provavelmente devido ao superparasitismo. O nimero de
parasitoides presentes em um unico hospedeiro foi muito elevado, favorecendo a competigéo,
onde nem o parasitoide e nem o hospedeiro emergiram, o que refletiu na taxa de emergéncia

(Figura 1) e no nimero de individuos ndo emergidos (Tabela 1).

Tabela 2. Duragdo do ciclo ovo-adulto (dias) de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) com 1, 7, 14, 21, 28 ou 35 fémeas por pupa de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae). Temperatura 26°C + 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 h.

Densidade Lo O
) o Duragéo ciclo ovo adulto v
Hospedeiro: Parasitoide

1:1 19,1+0,9d 18-21
71 20,2+0,5d 18-21
14:1 224+05¢C 18-22
21:1 235+05b 19-24
28:1 239+0,4b 20-25
35:1 27,3+19a 26-29

W) Médias seguidas por mesma letra (por coluna) néo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p

<0,05), IV=Intervalo de variagéo.

Quanto a razdo sexual ndo houve variagdo para as condi¢des testadas, uma vez que
100% dos individuos emergidos foram fémeas, fato que pode ser explicado pela ocorréncia de

reproducdo partenogenética telitoca. Bactérias do género Wolbachia e Cardinium séo
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endossimbiontes comumente encontrados nos tecidos reprodutores de invertebrados, sendo
conhecidas como “manipuladores da reproducdo”, desencadeando diversas alteracGes
reprodutivas, entre as mais comuns a partenogénese telitoca (GHERNA et al., 1991; HURST
et al., 1999a; HURST et al., 1999b; WEEKS et al., 2001; IRONSIDE et al., 2003; ZCHORI-
FEIN & PERLMAN, 2004; WEEKS & STOUTHAMER, 2004; GOTOH et al., 2007). Testes
para presenca destas endobactérias, com os “primers” especificos para esses simbiontes foram
feitos, para explicacdo da partenogénese telitoca, mas tiveram resultados negativos. Novos
estudos devem ser realizados para melhor entendimento deste fenémeno.

Como concluséao que, para fins de criacdo massal, as melhores densidades foram de 21:
1 e 28: 1, apresentando maiores taxas de emergéncia, maior nimero de parasitoides emergidos
e maior progénie total, mostrando-se as melhores densidades para implementacdo de um

sistema de criacao.
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CAPITULO 2- Fontes de alimento e privacdo de alimento: aspectos bioldgicos e
desenvolvimento de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)

(Baseado nas normas do periddico Neotropical Entomology)
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RESUMO: O potencial de Trichospilus diatraecae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) como agente de controle bioldgico no Brasil é pouco conhecido e,
por isso, esta pesquisa avaliou a viabilidade de pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) como hospedeiro alternativo. Devido a sua facilidade de criagdo em dieta artificial
esse inseto tem sido utilizado na criacdo massal de parasitoides em varios programas de
controle bioldgico. Estudos sobre o comportamento dos parasitoides devem incluir a
interferéncia direta do alimento sobre o parasitismo. Pupas de S. frugiperda, com 48 horas de
idade, foram individualizadas em tubos de vidro e submetidas ao parasitismo em seis
tratamentos com mel puro, mel a 10%, hemolinfa, hemolinfa + mel, 4gua destilada e auséncia
de alimentacdo. Os parametros avaliados foram taxa de parasitismo, emergéncia, nimero de
parasitoides emergidos, ndo emergidos, progénie total, duracdo do ciclo ovo-adulto e razédo
sexual. Quando alimentado, T. diatraeae teve suas taxas de parasitismo e emergéncia acima de
85%. O numero de parasitoides emergidos e a progénie total aumentaram quando T. diatraeae
foi alimentado com mel puro, com 264 parasitoides emergidos e progénie total de 267
parasitoides. A alimentacdo teve grande influéncia na longevidade de T diatraeae. Nos
tratamentos onde foram oferecidos alimentos acucarados a longevidade foi acima de 18 dias .
Porém, no tratamento onde ndo foi oferecido alimento a longevidade média foi de quatro dias,
e no tratamento com oferecimento de &gua destilada aos parasitoides a longevidade foi de
apenas 2,9 dias. O mel mostrou ser o alimento mais adequado, por propiciar altos niveis de
parasitismo, emergéncia, progénie total e longevidade, sendo de facil aquisi¢do, pouco

dispendioso e interfere positivamente na biologia destes insetos.

Palavras chave: Inimigo natural, parasitoide de pupa, Controle bioldgico, Spodoptera

frugiperda, Nutrigéo
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Different sources of food and food deprivation: biological aspects and development of
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)

ABSTRACT: The potential of Trichospilus diatraesae Cherian&Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) as a biological control agent in Brazil is little known; thus, this
research evaluated the viability of pupae of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
as an alternative host since its ease of production on an artificial diet has led to its use in mass
cultivation of parasitoids in several biological control programs. Studies on parasitoid
behavior must include the direct interference of diet in parasitism. Pupae of S. frugiperda, at
48 hours of age, were individualized in glass tubes and submitted to parasitism in six
treatments: pure honey, 10% honey, hemolymph, hemolymph + honey, distilled water and
absence of food. The parameters evaluated were parasitism rate, emergence, numbers of
emerged and non-emerged parasitoids, total progeny, egg-adult cycle duration and sex ratio.
When fed, T. diatraeae showed parasitism and emergence rates above 85%. The numbers of
emerged parasitoids and total progeny increased when T. diatraeae were fed pure honey, with
264 emerged parasitoids and total progeny of 267 parasitoids. The diet exerted great influence
on T diatraeae longevity. In treatments where they were offered sweetened diets, longevity
exceeded 18 days. However, in the treatment where food was not offered, the mean longevity
was four days, while the distilled water treatment produced parasitoid longevity of only 2.9
days. Honey was demonstrated the most suitable food, by providing high levels of parasitism,
emergence, total progeny and longevity, and is easily acquired, inexpensive and interferes

positively in the biology of these insects.

Keywords: Natural enemy, parasitoid pupae, Biological control, Spodoptera frugiperda,

Nutrition
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1. INTRODUCAO

O potencial de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae) como agente de controle biolégico no Brasil é pouco conhecido e, por isso, esta
pesquisa avaliou a viabilidade de pupas de S. frugiperda como hospedeiro alternativo. A
facilidade de criagdo deste inseto em dieta artificial tem permitido seu uso em criagdo massal
de parasitoides em varios programas de controle biolégico.

Parasitoides podem ser importantes para a regulacdo de populacdes de insetos-praga
(UTIDA, 1957). Estudos envolvendo o comportamento de parasitoides (VINSON, 1998)
devem incluir a interferéncia direta do alimento sobre o parasitismo (BERTI & MARCANO,
1991). Dietas artificiais em laborat6rio para parasitoides adultos variam desde uma simples
solucdo acucarada até alimentos nutricionalmente completos. A complexidade da dieta
depende da biologia do parasitoide e do objetivo da criacdo (HAGEN & BISHOP, 1979).

Exigéncias nutricionais de insetos adultos variam entre espécies, desde necessidade de
se alimentar para o acimulo de nutrientes durante a fase de larva, até a obtencdo de exigéncias
complexas de carboidratos, proteinas, aminoacidos e vitaminas na fase adulta (HOUSE, 1972).
O entendimento das exigéncias nutricionais € importante para maximizar a eficiéncia dos
inimigos naturais no controle biolégico (FUCHSBERG et al., 2007).

Grande parte dos parasitoides necessita de fontes de carboidrato e a auséncia destas
substancias interfere na fecundidade, longevidade e no forrageamento das fémeas, o que
influencia seu potencial de colonizacdo (TENHUMBERG et al., 2006).

O amadurecimento de ovos da fémea é dependente deste recurso (RIDDICK, 2007). O
néctar representa, em muitos casos, a principal fonte de nutrientes exigidos pela fémea (LEE et
al., 2004). Esses recursos nem sempre estdo disponiveis, mas Sd0 necessarios para a
alimentacdo destes insetos em programas de controle bioldgico, e, por isto os parasitoides
devem ser alimentados antes de sua liberacdo ou disponibilizar estas fontes de alimento no
campo (LEE & HEIMPEL, 2008).

Ha insetos que se alimentam de hemolinfa que extravasa do hospedeiro através do
ferimento causado pelo ovopositor, sendo esse comportamento conhecido como picada
alimenticia (AMALIN et al., 2002).
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O objetivo deste experimento foi avaliar a eficiéncia de T. diatraeae alimentado com
diferentes fontes de carboidratos, proteinas ou privadas de alimento. Isto complementa os
conhecimentos sobre esse inseto, para ser utilizado com sucesso em programas de controle

bioldgico de pragas agricolas e florestais.

2. MATERIAL E METODOS

Os parasitoides utilizados neste experimento foram obtidos da criacdo estoque que foi
iniciada com adultos coletados de pupas de Iridopsis sp. (Lepdoptera: Geometridae) em Minas
Gerais e multiplicado em pupas de S. frugiperda. Fémeas deste parasitoide foram mantidas em
tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,5 cm de comprimento) vedados com tecido tipo “voil”
e alimentados com goticulas de mel puro. Pupas de S. frugiperda com 24 a 48 horas de idade
foram expostas ao parasitismo para multiplicacdo desse parasitoide por 72 horas. Apos esse
periodo, as pupas parasitadas foram individualizadas em tubos de vidro, acondicionadas em
bandejas plasticas em sala climatizada até a emergéncia dos adultos, conforme a metodologia
adotada para criacdo (ZACHE et al., 2010).

Pupas de S. frugiperda, com 24 horas de idade, foram individualizadas em tubos de
vidro e submetidas ao parasitismo de 28 fémeas por pupa, alimentadas em seis tratamentos
com mel puro, mel a 10%, hemolinfa, hemolinfa+mel puro, agua destilada e auséncia de
alimento, com 20 repeticdes. O alimento foi fornecido com pincel, sendo padronizada uma
pincelada de alimento por tratamento. Ap6s 72 horas em contato com as pupas, as fémeas de
T. diatraeae foram retiradas dos tubos e os hospedeiros individualizados em sala climatizada a
26°C ate a emergéncia dos adultos desse parasitoide. A mortalidade natural do hospedeiro foi
calculada segundo Abbott (1925), nas mesmas condi¢des ambientais do experimento.

A hemolinfa utilizada na alimentagdo foi retirada diariamente de pupas de S.
frugiperda com uma seringa, sendo que essas pupas foram descartadas apds a retirada da
hemolinfa. A contagem do nimero de parasitoides ndo emergidos das pupas utilizadas no
experimento foi feita por dessecacdo com bisturi, sob microscopio esteroscopico.

A porcentagem de parasitismo, emergéncia, razdo sexual (rs = n.°fémeas/n.’total),
numero de parasitoides emergidos, numero de imaturos que ndo completaram seu

desenvolvimento e a longevidade de T. diatraeae foram avaliados.
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O delineamento estatistico utilizado para avaliar os parametros dos experimentos foi
inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para
0s dados paramétricos. Os dados nao paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis (p< 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas de emergéncia foram acima de 90% nos tratamentos com substancias
acucaradas (mel puro e mel + hemolinfa) (Figura 1), seguidos do tratamento com solucdo de
mel a 10%, também com altos indices de parasitismo e emergéncia acima dos 80%. Isso
corrobora com relatos de que compostos agucarados sdo importantes para a alimentacdo de
adultos de parasitoides e seus aspectos bioldgicos (JERVIS et al., 1993).

As taxas de parasitismo e de emergéncia foram relativamente baixas nos tratamentos
agua destilada, hemolinfa ou quando ndo foram alimentadas, ndo havendo diferenca entre 0s
tratamentos (Figura 1). Isto ocorreu para outras espécies de parasitoides, uma vez que a
alimentacéo interfere diretamente no parasitismo e emergéncia das fémeas (MEIRELES et al.,
2009).

Muitas espécies de parasitoides podem também se alimentar do corpo dos hospedeiros
com ingestdo de aminoacidos e, devido a isso efetuar um tipo de “predacdo”, com o adulto do
parasitoide se alimentando do hospedeiro de sua prole (JERVIS & KIDD, 1986). Porém, este
tipo de alimentacdo parece ser complementar, ndo havendo interferéncia direta nas taxas de

parasitismo e emergéncia.
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Figura 1. A) Taxas de parasitismo, B) Taxa de emergéncia de T. diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupas de S. frugiperda, na auséncia e presenca de diferentes fontes de
alimentacdo complementar (Temp: 26°C + 2°C, UR 60 + 10 % e fotofase de 12 h). .

O numero médio de parasitoides emergidos e progénie total aumentou quando as
fémeas de T. diatraeae foram alimentadas com mel puro e mel puro + hemolinfa, com média
de emergéncia de 264 adultos e média da progénie total de 267 parasitoides /pupa com mel
puro e média de 242 adultos e média da progénie total de 244 parasitoides /pupa com mel +
hemolinfa (Tabela 1).

O tratamento com solugdo de mel a 10% teve média de 188 parasitoides emergidos e
média da progénie total de 191 parasitoides/pupa. Os tratamentos com privacdo de alimento e
hemolinfa pura afetaram o numero de parasitoides emergidos (Tabela 1), com valores maiores
que o tratamento em que as fémeas receberam apenas agua destilada, sendo esse o pior
tratamento, com média da progénie total de 45 parasitoides/pupa.

Pupas de S. frugiperda submetidas ao parasitismo de uma fémea de T diatraeae
alimentadas com mel a 10%, demonstraram taxas de parasitismo acima dos 95% e progénie
total de 105,3 parasitoides (PARON & BERTI-FILHO, 2000).

O numero de parasitoides ndo emergidos nao foi afetado pela privacdo de alimento ou
diferentes fontes de alimento, com valores semelhantes entre si. As diferencas no nimero de
parasitoides emergidos pode ser devido ao fato das fémeas de parasitoides usualmente
alimentadas com agUcares apresentaram maior fecundidade e longevidade que outras
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alimentadas com agua sem acucares (JERVIS & KIDD, 1986; VAN LENTEREN et al., 1987;
GILBERT & JERVIS, 1998). A maturidade sexual de parasitoides estd associada a
necessidade de ingestdo de alimentos ricos em acUcares e aminoacidos, pois fémeas
alimentadas apresentaram um maior numero de évulos maduros em menos tempo (RIDDICK,
2007).

A disponibilidade de nutrientes durante a ovogénese (formacao dos ovos) é o principal
fator limitante no sucesso reprodutivo dos insetos, mas o acasalamento e atividades
fisiolégicas, como o véo, influenciam a disponibilidade dos nutrientes na maioria dos insetos
(NATION, 2002). A composicdo do alimento é importante nesse processo. A formagéo do ovo
necessita de grandes quantidades de proteinas e lipideos, além de carboidratos, para
fornecerem energia para a sintese de componentes do vitelo Agua, vitaminas e sais minerais
sdo também, constituintes necessarios para uma maxima producédo de ovos (GILLOTT, 2005),
conforme observado por Jervis et al (1996) para Aphytis melinus (Hymenoptera: Aphelinidae),
com o consumo de alimento rico em acUcar influenciando o parasitismo, fecundidade e
longevidade. A necessidade de aclcar em experimentos de forrageamento, parasitismo e
emergéncia em parasitoides mostraram que a fecundidade e longevidade variam com a
qualidade do alimento oferecido (PARON & BERTI-FILHO, 2000).



38

Tabela 1. Numero de parasitoides emergidos, ndo emergidos e progénie total (£ EP) de
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Spodoptera frugiperda com
oferecimento de diferentes fontes alimentares para os adultos (Temp: 26°C + 2°C, UR: 60 + 10
% e fotofase de 12 h).

NUmero de parasitoides Numero de parasitoides

Tratamento _ _ Progeénie total @
emergidos/pupa @ ndo emergidos/pupa @

Mel Puro 264,0+10,8a 46+19a 267,4+110a
Solucédo de mel a 10% 188,6 £4,8b 39+04a 1919+53b
Hemolinfa + Mel puro 242,0+13,1a 35+03a 2440+121a

Hemolinfa 1280+114c 40+09a 131,8+6,5¢
Sem alimentagéo 136,1+£129¢c 26x05a 1414+134¢c
Agua Destilada 454+79d 41+08a 50,4 +8,3d

@ Tratamentos seguidos da mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, pelo teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05).

A longevidade de fémeas de T diatraeae, ndo alimentadas, alimentadas com &agua
destilada ou s6 com hemolinfa tiveram baixos resultados, sobrevivendo até seis dias. Para as
fémeas alimentadas com alimentos acucarados foram encontrados valores de longevidade
superiores ha 18 dias. A menor longevidade de parasitoides foi para aqueles que receberam
apenas agua destilada como alimento, vivendo apenas 2,9 dias, e demonstrando interferéncia
direta da alimentagéo e implicacdo direta na eficiéncia deste inimigo natural no campo e para
criacBes massais em laboratorio (Tabela 2).

Insetos com menor longevidade, normalmente, acumulam nutrientes para a ovigénese
durante o estagio larval. Por outro lado, adultos com maiores longevidades, como T. diatraeae,
apresentam maiores periodos de pré-oviposicdo e desenvolvimento dos ovarios. Neste caso,
sdo necessarias grandes quantidades de alimentos nitrogenados durante a vida para o inicio e
manutencdo da producgéo dos ovos (JERVIS et al., 2003).

O efeito do alimento na longevidade de Trichogramma sp., mostrou que insetos

alimentados com mel puro tiveram maior duracdo que com mel a 10% ou sem alimento
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(BLEICHER & PARRA, 1991). O aumento da longevidade de parasitoides em campo pode
reduzir a frequéncia de liberagdbes (MCDOUGALL & MILLS, 1997). A alimentagdo de
adultos ¢ mais facilmente aplicavel e economicamente viavel dentre os varios fatores que
influenciam a longevidade de espécies de parasitoides. Parasitoides como Uscana mukerjii
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) foram utilizados como modelo para verificar o impacto
do mel como alimento. Fémeas acasaladas apresentaram longevidade média de 5,2 dias com
mel e 2,1 dias sem mel e fecundidade uma vez e meia maior quando alimentados (SOOD;
PAIJNI, 2006). A longevidade de Trichogramma carverae e T. brassicae foi maior (11 e 13
dias, respectivamente) com mel que sem alimento (oito e seis dias, respectivamente) (GURR;
NICOL, 2000). No entanto, a longevidade de parasitoides ndo aumentou quando alimentados
por um dia apds a emergéncia e mostrou que o fornecimento de alimento deve ser constante
(MCDOUGALL & MILLS, 1997; SOOD & PAINI, 2006).

Tabela 2. Longevidade médias em dias (+ EP) de Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupas de Spodoptera frugiperda com oferecimento de diferentes fontes
alimentares (Temp: 26°C + 2°C, UR: 60 * 10 % e fotofase de 12 h).

Tratamento Longevidade )
Mel Puro 18,4+0,3a
Mel 10% 18,1+0,4a
Hemolinfa + Mel puro 18,9+0,4a
Hemolinfa 6,1+1,2b
Sem Alimentacéo 4,6x0,4b
Agua Destilada 2,9+0,4c

WMédias seguidas da mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-
Wallis (p < 0,05).
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Quanto a razdo sexual ndo houve variagdo para as condi¢des testadas, uma vez que
100% dos individuos emergidos foram fémeas, fato que pode ser explicado pela ocorréncia de
reproducdo partenogenética telitoca. Bactérias do género Wolbachia e Cardinium séo
endossimbiontes, comumente encontradas nos tecidos reprodutores de invertebrados, sendo
conhecidas como “manipuladores da reproducdo”, desencadeando diversas alteracGes
reprodutivas entre as mais comuns a partenogénese telitoca (GHERNA et al., 1991; HURST et
al., 1999a; HURST et al., 1999b; WEEKS et al., 2001; IRONSIDE et al., 2003; ZCHORI-
FEIN & PERLMAN, 2004; WEEKS & STOUTHAMER, 2004; GOTOH et al., 2007). Testes
para presenca destas endobactérias, com os “primers” especificos para esses simbiontes foram
realizados nas fémeas de T. diatraeae utilizadas neste experimento para explicacdo da
partenogénese telitoca, com resultado negativos. Novos estudos, serdo realizados para melhor
entendimento deste fendmeno.

Os principais agucares que compdem o néctar (glicose, frutose e sacarose) parecem ser
os carboidratos mais apropriados para a criagdo de parasitoides, por aumentar a longevidade, e
a capacidade de parasitar um maior nimero de hospedeiros ao longo da vida (IDRIS &
GRAFIUS, 1995; WACKERS, 2001; WILLIAMS & ROANE, 2007). A alimentacdo de
fémeas de T. diatraeae em campo é importante, para que sobreviva por mais tempo e parasitar
um maior nimero de pupas.

O mel mostrou-se o alimento mais adequado para T. diatraeae, demonstrando altos
niveis de parasitismo, emergéncia, progénie total e longevidade, além de ser um alimento facil

de ser adquirido e pouco dispendioso.
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CAPITULO 3- Desempenho do parasitoide Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) sob diferentes tempos de exposi¢do utilizando como hospedeiro Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

(Baseado nas normas do periddico Neotropical Entomology)
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Resumo: Estudos sobre a viabilidade do uso de Spodoptera frugiperda como hospedeiro
alternativo para criacdo de Trichospilus diatraeae vém sendo realizados visando contribuir
para 0 melhor entendimento sobre a dindmica populacional do hospedeiro e do parasitoide. O
objetivo deste experimento foi determinar os melhores tempos de exposicdo de pupas de S.
frugiperda ao parasitoide T. diatraeae. Para o experimento pupas de S. frugiperda obtidas da
criagdo em dieta artificial, com 24 horas de idade, foram expostas ao parasitismo por fémeas
de T. diatraeae de 24 horas de idade na proporcao de 28:1 (parasitoide: hospedeiro). O ensaio
foi composto por cinco tratamentos: 12 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de exposic¢do ao parasitismo,
com 20 repeticGes para cada tratamento. Foram avaliados o desenvolvimento pds-embrionario,
producédo de parasitoides por hospedeiro, razdo sexual e taxa de parasitismo nos diferentes
tempos de exposicdo. A taxa de parasitismo, emergéncia e niumero médio de individuos
produzidos mostraram incremento a medida que houve o aumento do tempo de exposicéo,
enquanto o periodo pds-embrionario diminuiu com o aumento do tempo de exposi¢do. Quanto
a razdo sexual ndao houve variacdo para as condi¢cOes testadas, uma vez que 100% dos
individuos emergidos foram fémeas, devido a reproducdo partenogenética telitoca. Os dados
obtidos neste experimento reforcam a utilizacdo de S frugiperda como hospedeiro para a
criagdo massal, pois em todos os tratamentos houve emergéncia de adultos, sendo que 0s
tempos de exposicdo de 72 e 96 horas apresentaram maior taxa de emergéncia, progénie total e
maior nimero de parasitoides emergidos, mostrando-se os melhores tempos para fins de

implementacdo de um sistema de criacdo massal.

Palavras chave: Parasitoide de pupa, Eulophidae, Lagarta do cartucho do milho, Criagéo

massal
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Performance of parasitoid Trichospilus diatraecae (Hymenoptera: Eulophidae) under
different times of exposure used as host Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
ABSTRACT: Ongoing studies on the viability of Spodoptera frugiperda as an alternative host
for cultivation of Trichospilus diatraeae have sought to contribute to elucidating the
populational dynamic of the host and parasitoid. This experiment aimed to ascertain the
optimum times of exposure of S. frugiperda pupae to the parasitoid T. diatraeae. In the
experiment S. frugiperda pupae raised on an artificial diet, aged 24 hours, were exposed to
parasitism by 24-hour-old T. diatraeae females at the host-parasitoid proportion of 1:28; these
insects were divided into 5 treatments: 12 hours, 24 hours, 48 hours, 72 hours and 96 hours of
exposure to parasitism with 20 repetitions for each treatment. By evaluating post-embryonic
development, per-host parasitoid productivity, sex ratio and parasitism rate at different
exposure times, it was possible to ascertain variables that could be manipulated in order to
establish mass rearing of a natural enemy and augment its efficiency. Rates of parasitism,
emergence and number of individuals produced increased in direct proportion with exposure
time, while the post-embryonic period diminished along with the augmentation of exposure
time. The sex ratio did not vary under the conditions tested, since 100% of emerged
individuals were females, a fact attributable to reproduction by thelytokous parthenogenesis.
The data obtained in this experiment reinforce the utilization of S frugiperda as a host for mass
rearing, since all treatments produced emergence of adults. The 72- and 96-hour exposure
times presented the highest emergence rates, total progeny and greatest number of emerged
parasitoids, and were thus demonstrated the optimum durations for implementing a system of

mass rearing.

Keywords: Parasitoid pupae, Eulophidae, fall armyworm, mass rearing
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1. Introducgéo

Spodoptera frugiperda (Smith & Abbott) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como
lagarta do cartucho do milho, é uma praga que ataca diversas culturas, especialmente milho
(CARVALHO, 1970), ocasionando perdas na producdo que variam de 15% a 34% (CRUZ et
al., 1996) e culminando em grandes prejuizos aos agricultores.

Estudos sobre a viabilidade do uso de S. frugiperda como hospedeiro alternativo para
criacdo do parasitoide de pupas Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) vém sendo
realizados visando contribuir para o melhor entendimento da dindmica entre o hospedeiro e o
parasitoide. Programas de controle biolégico de pragas tém apresentado grande crescimento
nas Gltimas décadas devido a pressdo da sociedade por sistemas de producdo com uso reduzido
de agrotoxicos, favorecendo a conservacdo e 0 uso sustentdvel dos recursos bioldgicos. A
utilizacdo de inimigos naturais no controle de pragas tem se mostrado uma alternativa viavel
devido & eficiéncia e aos baixos custos relativos.

Parasitoides podem ser fator importante na regulacdo da dinamica populacional de
insetos-praga (UTIDA, 1957). De acordo com Vinson (1998), estudos envolvendo o
comportamento dos parasitoides para producdo massal incluem a interferéncia direta do tempo
de exposicéo ao parasitismo.

Dando continuidade aos estudos, para conhecimento de caracteristicas bioldgicas e
técnicas criacdo massal de T. diatraeae, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
desenvolvimento pos-embrionario, produtividade de parasitoides por hospedeiro, razdo sexual
e taxa de parasitismo de T. diatraeae criados em pupas de S. frugiperda em diferentes tempos
de exposicdo, servindo de pré-requisito para Sse estudarem varidveis que possam ser

manipuladas, com o intuito de produzir o inimigo natural e incrementar sua eficiéncia.

2. Material e Métodos

Os parasitoides utilizados neste experimento foram obtidos da criacdo estoque que foi
iniciada com adultos provenientes de pupas de Iridopsis sp. (Lepdoptera: Geometridae)
coletadas em campo em Minas Gerais. Estes parasitoides foram mantidos em pupas de S.

frugiperda. Fémeas de T. diatraeae foram mantidas em tubos de vidro (2,5 cm de diametro e
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8,5 cm de comprimento) vedados com tecido tipo “voil” e alimentados com goticulas de mel
puro. Para multiplicacdo da parasitoide, pupas de S. frugiperda com 24 a 48 horas de idade
foram expostas ao parasitismo por 72 horas. Apés esse periodo, as pupas parasitadas foram
individualizadas em tubos de vidro, acondicionadas em bandejas plasticas e mantidas em sala
climatizada a 26 £ 2°C, UR 60 + 10 % até a emergéncia de adultos, conforme a metodologia
adotada para criacio (ZACHE et al., 2010).

Para o experimento pupas de S. frugiperda obtidas da criacdo em dieta artificial, com
24 horas de idade, foram expostas ao parasitismo por fémeas de T. diatraeae com 24 horas de
idade, na proporgéo parasitoide: hospedeiro, de 28 : 1, que demonstrou em testes anteriores ser
a mais eficiente para o parasitismo. O ensaio foi composto por cinco tratamentos: exposi¢ao
ao parasitismo por 12 h, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h, com 20 repeti¢des, constituida de um tubo
com uma pupa para cada tratamento. As pupas foram selecionadas com peso entre 180 mg e
240 mg para evitar variacdo na biomassa disponivel do hospedeiro. Apds o tempo de cada
tratamento, as fémeas de T. diatraeae foram retiradas dos tubos e 0s hospedeiros
individualizados e mantidos em sala climatizada a 26°C + 2°C, UR 60 + 10 % até a
emergéncia dos adultos do parasitoide.

A mortalidade natural do hospedeiro foi calculada segundo Abbott (1925) nas mesmas
condicGes ambientais do experimento. As observacdes foram diérias e realizadas sempre em
mesmo horario, até 0 35° dia ap6s o término da exposicao.

Os parametros avaliados foram: duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto), porcentagem de
parasitismo, razdo sexual (rs = n.°Q/ n.° 3+9), nimero de parasitoides emergidos e 0 nimero
de imaturos que ndo completaram seu desenvolvimento. O sexo dos adultos de T. diatraeae foi
determinado baseado nas caracteristicas morfologicas da antena e do abdome (PARON, 1999).

O delineamento estatistico utilizado para avaliar os parametros dos experimentos foi
inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e as medias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade para
dados paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis
(p <0,05).

3. Resultados e Discussao
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Quanto a taxa de parasitismo, os tempos de exposicdo ao parasitismo acima de 48 h
ndo diferiram estatisticamente, com taxas acima dos 90%, enquanto que a 12 e 24 h se
mostraram inferiores, com taxas de parasitismo abaixo de 65% (Figura 1).

Os resultados relativos a taxa de emergéncia mostraram que houve diminuicédo para a
exposicdo a 12 e 24 h, enquanto para tratamentos com 48, 72 e 96 horas verificou-se
emergéncia acima de 90%, sendo que 72 h se mostrou o melhor tratamento (Figura 1).

Esse fato pode ser devido ao mecanismo de defesa de pupas contra parasitoides nos
tratamentos com menores tempos de exposicao. Um hospedeiro pode apresentar defesa celular
e reacOes que envolvem o encapsulamento e melanizacdo do ovo do endoparasitoide
(Pennacchio & Stand, 2006). Em contrapartida, o superparasitismo pode aumentar as
probabilidades de sobrevivéncia da progénie de um parasitoide, pois diversos ovos podem
esgotar a resposta celular imune de um hospedeiro (SAGARRA et al. 2000).

Foi observado aumento da inviabilidade de pupas hospedeiras com o aumento do
tempo de exposicdo de 96 h em comparagdo com 72 h (Figura 1). O mesmo foi observado por
Cardoso & Milward-de-Azevedo (1995), que constataram aumento da mortalidade de pupas
do hospedeiro Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae) em densidades elevadas do
parasitoide Nasonia vitripennis expostas ao parasitismo por 48 h, em comparagdo com 24 h.
Os autores consideraram como justificativa para esta observacao o efeito deletério exploratério
e alimentar das fémeas com a finalidade de permitir a ingestdo de fluido do corpo do
hospedeiro, sendo esse comportamento conhecido como picada alimenticia (AMALIN ET
AL., 2002). Segundo Wylie (1966), o tempo de exposicdo pode influenciar o estado
nutricional das fémeas parasitoides por possibilitar maior ingestdo de proteinas a partir de
fluidos do hospedeiro.

Foerster et al. (2001) também constataram que houve aumento no parasitismo com o
aumento do tempo de exposi¢do de larvas de Mythimna (Pseudaletia) sequax Franclemont
(Lepidoptera: Noctuidae) ao parasitoide Glyptapanteles muesebecki  (Blanchard)
(Hymenoptera: Braconidae). E provavel que, com o aumento do tempo disponivel, os
parasitoides sejam estimulados pela maturagdo de ovos a continuar procurando e tenham
maiores chances de localizar e parasitar mais hospedeiros em campo. Os parasitoides

sinovigénicos necessitam de tempo para a produgdo de novos ovos durante a vida adulta e,
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portanto, sdo limitados pelo tempo para a expressdo de todo o seu potencial de parasitismo
(PAPAJ, 2000).

Figura 1. Porcentagem de parasitismo e emergéncia (£EP) de Trichospilus diatraeae criados
em pupas de Spodoptera frugiperda expostas por diferentes periodos de exposicdo. (26°C +
2°C, UR: 60% e fotofase de 12 h). Botucatu. 2012.

A duracdo média do periodo de desenvolvimento de ovo a emergéncia dos adultos de
T. diatraeae submetidos a diferentes tempos de exposicdo ao hospedeiro (12, 24, 48, 72 e 96
horas) variou significativamente entre as repeticfes. Para os tempos de exposicdo de 12 e 24
horas, foi verificado ciclo mais longo, seguido dos tratamentos com exposicdo de 48 e 72
horas. O tratamento de 96 horas apresentou significativamente a menor duracdo (21,8 dias)
(Tabela 1). Isto pode ser devido ao superparasitismo, que leva ao esgotamento dos recursos
alimentares e a aceleracdo no desenvolvimento de T. diatraeae sobre pupas de S. frugiperda.

Resultado similar foi encontrado por Barbosa et al. (2010), que mediram o
desenvolvimento de Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Braconidae) criadas em pupas de
Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae) utilizando diferentes tempos de exposic¢éo do
hospedeiro ao parasitoide, e observou leve aceleragdo do desenvolvimento do ovo a adulto até
a exposicdo de 72 horas, voltando a declinar em 96 horas. Diferindo do trabalho de Cardoso &

Milward-de-Azevedo (1995) ainda estudando a exposicdo de Chrysomya megacephala a N.
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vitripennis por periodos de 24 e 48 horas, ndo verificaram diferenca significativa no tempo de

desenvolvimento entre os tempos de exposi¢éo.

Tabela 1. Duracédo do ciclo ovo-adulto de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)
criados em pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a diferentes
periodos de exposicao. (Temp: 26°C + 2°C, UR: 60 + 10 % e fotofase de 12 h).

Tempo de exposicdo Duracéo ciclo ovo-adulto @

12 h 26,1+0,9 a
24 h 26,2+0,4 a
48 h 24,5+0,4 b
72 h 24,1+0,3 b
96 h 21,8+0,5¢

OTratamentos seguidos da mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, pelo teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Quanto a producdo de parasitoides pode-se verificar aumento no nudmero de
parasitoides emergidos bem como na progénie total, quando houve aumento do tempo de
exposicdo ao parasitismo. Os melhores resultados foram obtidos com exposicdo de 72 e 96
horas, com numero de parasitoides e progénie total acima de 278 individuos (Tabela 2),
confirmando relagdo diretamente proporcional entre o tempo de exposi¢do e o tamanho da
progeénie.

Cardoso & Milward-de-Azevedo (1995) observaram aumento no numero de
parasitoides N. vitripennis produzidos por pupa hospedeira de C. macellaria com o aumento
do tempo de exposicdo de 24 para 48 horas. No trabalho de Barbosa et al. (2010), com o
mesmo parasitoide e hospedeiro, esse aumento foi observado em 12, 24, 48 até 72 horas,
apresentando queda em 96 horas. Estes resultados podem estar relacionados ao

superparasitismo e a capacidade exploratdria e alimentar da fémea parasitoide (WYLIE 1963).
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O desenvolvimento do parasitoide esta intimamente associado ao tamanho do
hospedeiro bem como a densidade de parasitoides e tempo de exposi¢do do hospedeiro, ja que
esses fatores influenciam no tamanho da prole. O aumento do tempo de exposicao dificulta a
visualizacdo dos efeitos do superparasitismo, devido a acdo exploratéria e casual das fémeas
adultas sobre os hospedeiros (CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO 1995).

Tabela 2. Numero de parasitoides emergidos, ndo emergidos e progénie total (xEP) de
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) criados em pupas de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a diferentes periodos de exposi¢do. (Temp:
26°C = 2°C, UR: 60 + 10% e fotofase de 12 h).

Tempo de Numero de parasitoides  NUmero de parasitoides ndo . L
o _ . _ . Progénie total
exposico emergidos/pupa @ emergidos/pupa @
12 h 58,7x5,1c 1,8+£0,3a 32,8+6,0c
24 h 615+8,1c 34+26a 79,7+52¢c
48 h 158,5+12,2b 21+04a 138,4+6,9b
72 h 278,4+4.4a 36+18a 280,7+6,3a
96 h 2916+211a 41+21a 292,8+73a

@ Tratamentos seguidos da mesma letra (na coluna) n&o diferem entre si, pelo teste de
Kruskal-Wallis (p < 0,05).

Quanto a razdo sexual ndo houve variacdo para as condicOes testadas, uma vez que
100% dos individuos emergidos foram fémeas, fato que pode ser explicado pela ocorréncia de
reproducdo partenogenetica telitoca. Bactérias do género Wolbachia e Cardinium séo
endossimbiontes, comumente encontradas nos tecidos reprodutores de invertebrados, sendo
conhecidas como “manipuladores da reproducdo”, desencadeando diversas alteracGes
reprodutivas entre as mais comuns a partenogénese telitoca (GHERNA et al., 1991; HURST et
al., 1999a; HURST et al., 1999b; WEEKS et al., 2001; IRONSIDE et al., 2003; ZCHORI-
FEIN & PERLMAN, 2004; WEEKS & STOUTHAMER, 2004; GOTOH et al., 2007). Testes
para presenca destas endobactérias, com os “primers” especificos para esses simbiontes foram

realizados nas fémeas de T. diatraeae utilizadas neste experimento para explicacdo da
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partenogénese telitoca, com resultado negativos. Novos estudos, serdo realizados para melhor
entendimento deste fendmeno.

Os dados obtidos neste experimento reforcam a utilizacdo de S. frugiperda como
espécie hospedeira na criacdo massal e a utilizacdo de T. diatraeae em programas de controle
biologico, pois em todos os tratamentos houve emergéncia de adultos. Os tempos de
exposicdo de 72 e 96 horas apresentaram maior taxa de emergéncia e maior progénie total e
maior nimero de parasitoides emergidos, mostrando-se 0s melhores tempos para fins de

sistema de criacao.
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CAPITULO 4- Capacidade reprodutiva de Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) sobre pupas de Spodoptera frugiperda armazenadas por diferentes periodos

a baixas temperaturas

(Baseado nas normas do periédico Neotropical Entomology)
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RESUMO: Para obtencdo de sucesso de uma criagdo massal de insetos é de relevancia
imprescindivel que esta tenha continuidade durante todo ano, pois se houver interrup¢do nao
se conseguira, em curto espaco de tempo, retormar aos niveis da producao inicial. Por isso,
torna se necessario gque a criacdo seja sustentavel durante todo ano. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a reproducdo de T. diatracae (Hymenoptera: Eulophidae) sobre pupas de S.
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) apds armazenamento a cinco, oito, 10 e 18°C e pelos
periodos de um, cinco, oito e 10 dias. Ap6s o0 periodo de armazenamento, cada pupa foi
exposta ao parasitismo por 28 fémeas recém-emergidas de T. diatraeae individualizadas em
tubos de vidro de fundo chato, e mantidas em sala climatizada a 25+2°C. As observagoes
foram diarias durante todo o ciclo de desenvolvimento do parasitoide, e 0s parametros
avaliados foram: porcentagem de parasitismo e emergéncia, razdo sexual (rs=n.° fémeas\n.°
total), nimeros de parasitoides emergidos, niumero de imaturos que ndo completaram seu
desenvolvimento e o ciclo ovo-adulto de T. diatraeae foram avaliados. No experimento, o
parasitismo foi superior a 95%. A emergéncia, 0 nimero de individuos emergidos, e nao
emergidos reduziram com o decorrer do armazenamento em todas as temperaturas, enquanto

houve aumento na dura¢édo do ciclo ovo-adulto.

Palavras chave: Inimigo natural, baixas temperaturas, controle bioldgico, armazenamento
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Reproductive capacity Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) on Spodoptera
frugiperda pupal stored at low temperatures.

ABSTRACT: To achieve successful mass rearing of insects, it is crucial that the process have
continuity throughout the years, given that an interruption would prevent, in a short duration, a
return to initial production levels. This work aimed to evaluate the reproduction effect of
T.diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) on pupae of S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
after storage at five, eight, 10 and 18°C for periods of one, five, eight and 10 days. After the
storage period, each pupa was exposed to parasitism by 28 recently emerged females of T.
diatraeae individualized in flat-bottomed glass tubes, and maintained in a climate-controlled
room at 25£2°C. Throughout the parasitoid development cycle, daily observations were made
to assess the percentage of parasitism and emergence, sex ratio (sr=number of females divided
by the total number), numbers of emerged and immature incompletely developed parasitoids
and the egg-adult cycle of T. diatraeae. In the experiment, the parasitism exceeded 95%.
Emergence, number of emerged and non-emerged individuals were reduced as storage time

elapsed at all temperatures, while time also produced elongation of the egg-adult cycle.

Keywords: Natural enemy, low temperatures, biological control, storage
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1. Introducgéo

Os inimigos naturais desempenham um importante papel na regulacdo de populacdes
de seus hospedeiros, devido suas larvas se alimentarem de ovos, larvas, pupas ou adultos de
outros insetos (ZANUNCIO et al., 2008).

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae)
originaria da Asia, é um parasitoide pupal preferencialmente da ordem Lepidoptera e tem sido
estudado como agente potencial no controle bioldgico de pragas de importancia da cana-de-
acucar, milho e algod3o em paises da Africa, Asia e Américas (BOUCEK, 1976). No Brasil a
introdugdo de T. diatraeae teria sido acidental, com sua primeira ocorréncia relatada em 1996
em pupas de Arctiidae (Lepidoptera) em Piracicaba, no estado de Sdo Paulo (PARON, BERTI
FILHO, 2000). Em 2001 o parasitoide foi reportado em pupas de Cerconota anonella (Sepp)
(Lepidoptera: Oecophoridae) em inga-vera (Annona muricata L. [Annonaceae]) em Planaltina,
Distrito Federal (OLIVEIRA et al., 2001).

T. diatraeae foi coletado em pupas de T. arnobia em eucalipto no estado de Minas
Gerais (PEREIRA et al.,, 2008). Subsequentemente foi descrito parasitando as lagartas
desfolhadoras do eucalipto: Melanolophia consimilaria (Walker) (Lepidoptera: Geometridae),
Euselasia eucerus (Lepidoptera: Riodinidae), Sarsina violascens (Lepidoptera: Lymantriidae)
e Eupseudosoma aberrans (Lepidoptera: Arctiidae), além da principal praga do mogno e cedro
Hypsipyla grandella (Lepidoptera: Pyralidae), e Spodoptera cosmioides (Lepidoptera:
Noctuidae), praga que apresenta grande polifagia (ZACHE et al., 2010a; ZACHE et al.,
2010b; ZACHE et al., 2011a; ZACHE et al., 2011b; ZACHE et al., 2012a; ZACHE et al.,
2012b).

A possibilidade de conservacgdo de hospedeiros em baixas temperaturas, sem perda da
capacidade reprodutiva dos parasitoides e € importante para ajustar a producdo dos mesmos
visando liberagBes inundativas de acordo com a ocorréncia de determinada praga ou para
responder as flutuacbes na demanda por parasitoides e fornecer insetos para pesquisas
(CARVALHO et al., 2008). Desta forma, a preservacao do hospedeiro em estado adequado é
importante para a criacdo massal de inimigos naturais (HACKERMANN et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade reprodutiva de T. diatraeae sobre

pupas do hospedeiro alternativo S. frugiperda armazenada a baixas temperaturas
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2. Material e Métodos

T. diatraeae foram obtidos de pupas de Iridopsis sp. (Lepidoptera: Geometridae) do
campo e multiplicados em pupas de S. frugiperda nolaboratério. Fémeas desse parasitoide
foram mantidas em tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,5 cm de comprimento) vedados
com tecido tipo “voil” e alimentados com goticulas de mel. Pupas de S. frugiperda com 24 a
48 horas de idade foram expostas ao parasitismo para multiplicacdo desse parasitoide por 72
horas. Ap6s esse periodo, as pupas parasitadas foram individualizadas em tubos de vidro,
acondicionadas em bandejas plasticas em sala climatizada até a emergéncia dos adultos,
conforme metodologia descrita por Zaché et al., (2010a).

Para o experimento, pupas de S. frugiperda, com até 24 horas de idade, foram pesadas
e selecionadas as com peso entre 0,280g e 0,340g para evitar variacdo na biomassa disponivel
do hospedeiro e armazenadas a cinco, oito, 10 e 18°C (testemunha) por um, cinco, oito e 10
dias. Apos o periodo de armazenamento, cada pupa foi exposta ao parasitismo por 28 fémeas
recém-emergidas de T. diatraeae em tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,5 cm de
comprimento) por um periodo de 24 horas, nas seguintes condi¢des ambientais: temperatura
de 25 £+ 2°C, UR de 70 + 10% e fotofase de 12 h. Os tubos continham uma gota de mel para
alimentacdo dos parasitoides e foram fechados com tecido tipo “voil”. Ao final do periodo de
exposicdo ao parasitismo, as fémeas de T. diatraeae foram retiradas dos tubos e as pupas
mantidas em camaras BOD nas mesmas condi¢des ambientais citadas acima.

A avaliacdo do experimento teve acompanhamento diario para determinar a
porcentagem de parasitismo, emergéncia, razdo sexual (rs=n.°fémeas/n.°total), nimero de
parasitoides emergidos, nimero de imaturos que ndo completaram seu desenvolvimento e a
longevidade de T. diatraeae foram avaliados.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 4 x 4 com os fatores representados
pelas quatro temperaturas (5, 8, 10 e 18°C) e os quatros periodos de armazenamento (1, 5, 8 e
10 dias), com 10 repeticdes. O delineamento estatistico utilizado para avaliar os parametros
dos experimentos foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade para os dados paramétricos. Os dados ndo-paramétricos foram submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05).
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3. Resultados e Discussao

As taxas de parasitismo de T. diatraeae se mostraram constantes a medida que se
aumentou o tempo de armazenamento ou se diminuiu a temperatura, mostrando que 0S
maiores periodos de armazenamento e as menores temperaturas ndo influenciaram
significativamente as taxas de parasitismo que se mostraram acima de 95% (Tabela 1).
Resultado semelhante foi obtido por Jacob & Cox (1977) que mantiveram ovos de Anagasta
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) armazenados por um periodo de 15 dias a 10°C, e
obtiveram uma viabilidade acima de 90 %.
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Tabela 1. Parasitismo, Emergéncia, nimero de parasitoides emergidos (NPE), ndo-emergidos
(NE), progénie total (PT) e duragéo do ciclo ovo adulto (xEP) de Trichospilus diatraeae em
pupas de Spodoptera frugiperda armazenadas a diferentes tempos de exposicdo a diferentes
temperaturas. (Temp: 26°C + 2°C, UR: 60 + 10 % fotofase de 12 h).

Dias de Parasitismo(%) ™
armazenamento 5°C 8°C 10°C 18°C
1D 97,5+0,3 95,4+1,4 100+0,0 100,0+0,0
5D 97,6x0,4 98+0,5 100£0,0 100,0+£0,0
8D 96,4+0,5 96+0,6 100+0,0 100,0+0,0
10D 96,3+0,9 95,6+0,4 100£0,0 100,0+£0,0
Emergéncia (%) Y ™)
5°C 8°C 10°C 18°C
1D 92+0,5a 90,9+0,3a 99,0 + 0,6a 98,0 £ 0,5a
5D 83,6+1,1b 83,0+0,5b 98,1 +£0,5a 93,0+ 0,4b
8D 75,1+1,8¢c 89,1+1,9a 76,4 +0,3b 91,0 +£0,5¢
10D 54,4+2,2d 64,8+1,1c 72,2+1,2c 87,7 +0,5d
Duracéo ciclo ovo adulto @ ™
5°C 8°C 10°C 18°C
1D 18,1+0,07a 17,3+0,1a 18,1 £0,2a 17,0 £ 0,0a
5D 18,7+0,05a 18,0+0,08b 18,3 +0,2a 17,1+0,1a
8D 18,7+0,06a 17,6+0,08a 18,0£0,1a 17,0 £ 0,0a
10D 19,0+0,27b 18,8+0,1c 18,3 +0,2a 17,4 +0,1b
(NPE) (I)(ns)
5°C 8°C 10°C 18°C
1D 281,148,3a 229,7+4,3a 282,4 £ 2,3a 279,0 £ 2,5a
5D 203,7+5,2b 188,1+0,5b 177,6 £3,1b 257,0 + 3,6a
8D 201,4+6,4b 177,8+0,7c¢ 1685+ 1,4c 181,6+14,3b
10D 96,3+1,2¢C 123,8+1,7d 97,8+ 2,2d 164,6 + 6,8b
(NE) (1) (ns)
5°C 8°C 10°C 18°C
1D 0,2+0,0a 0,0+0,0a 0,0+0,0a 0,0 £0,0a
5D 2,2+0,08b 0,3+0,17b 0,0+0,0a 0,2+0,1a
8D 2,3+0,1b 0,0+0,0a 0,3+0,1a 0,5+0,1b
10D 1,1+0,1c 0,4+0,25b 0,940,2b 0,8+0,2c

W Médias em cada coluna seguidas pela mesma letra n&o diferem pelo teste de Tukey a 5%.

") N3o significativo pelo teste de Tukey a 5%.
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O armazenamento demonstrou efeito negativo sobre a emergéncia de adultos de T.
diatraeae. Com 0 aumento no tempo de armazenamento houve diminuigéo crescente nas taxas
de emergéncia (Tabela 1), provavelmente devido a perda de qualidade do alimento oferecido
pelo hospedeiro.

O maior tempo de armazenamento a frio pode: (1) alterar a cor e/ou promover o
escurecimento do hospedeiro devido a melanizacdo, causando declinio nas taxas de
parasitismo e emergéncia (CHEN & LEOPOLD, 2007); (2) injuriar as células das pupas, o que
compromete a sequéncia de reacBes metabolicas e consequentemente, sua qualidade
nutricional (RUNDLE et al., 2004); (3) promover desseca¢ao do hospedeiro contribuindo para
a reducdo na reproducdo do parasitoide (CORREA-FERREIRA & MOSCARDI, 1993); além
de (4) permitir a deterioracdo devido a patogenos (KANGA et al., 2004), ou ainda, pela
alteracdo da dureza ou espessura das estruturas do hospedeiro, bem como, mudancas no teor
de agua do hospedeiro armazenado (KIVAN & KILIC, 2005).

Esta relagdo entre o armazenamento do hospedeiro e caracteristicas bioldgicas do
parasitoide se mostra bem varidvel de acordo com o parasitoide, hospedeiro e tempo de
armazenamento. Muscidifurax uniraptor (Hymenoptera: Pteromalidae) apresentou menor
capacidade reprodutiva com pupas de Musca domestica (Diptera: Muscidae), armazenadas por
um ou dois dias em relacdo a testemunha. No entanto, este parasitoide teve reproducdo
semelhante ou superior, com pupas armazenadas por longos periodos em relacdo ao controle
(THOMAZINI; BERTI-FILHO, 1998; LEGNER, 1979).

A duracéo do ciclo ovo-adulto mostrou um aumento estatisticamente significativo para
periodos de armazenamento (Tabela 1), esse aumento aconteceu em todas as temperaturas
inclusive no tratamento testemunha. Esse aumento de duragdo no ciclo pode estar relacionado
a manutencgdo da qualidade nutricional das pupas, uma vez que essas mantiveram condi¢des
fisiologicas e nutricionais adequadas por determinado periodo de armazenamento em funcéo
da especie.

Resultado semelhante foi visto quando fémeas de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae) foram expostas a pupas de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae)
armazenadas por 20 dias a baixas temperaturas, como resultado foi percebido que o ciclo foi
alongado, mostrando que pupas ap0s 0 armazenamento seriam menos adequadas para 0

desenvolvimento completo destes parasitoides. Isso ocorre porque a refrigeracdo por longos



67

periodos pode danificar as células da pupa que, consequentemente, reduzem sua qualidade
nutricional para utilizagéo pelos parasitoides (MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2004).

Em todos os tratamentos, independentemente da temperatura, com 0 aumento no tempo
de armazenamento houve diminuicdo no numero de parasitoides emergidos (Tabela 1), o
menor nimero de parasitoides emergidos demonstra impacto negativo com aumento do
periodo de armazenamento como relatado para P. elaeisis em pupas de B. mori armazenadas a
10°C (PEREIRA et al., 2009) e para Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae), quando o
hospedeiro Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), foi mantido a 2°C por seis e nove
dias (CARVALHO et al., 2008). A atividade metabolica da pupa depende do material nutritivo
acumulado em seu corpo durante a fase larval (BERNARDO et al., 2008) e periodos
prolongados de armazenamento a frio podem reduzir os nutrientes para o desenvolvimento do
parasitoide (FOERSTER & DOETZER, 2006).

O numero de parasitoides ndo-emergidos apresentou diferenca estatistica com a
variagcdo do tempo de armazenamento, enquanto ndo houve diferenga entre as temperaturas
(Tabela 1). Pupas de insetos apresentam resposta imunoldgica contra imaturos de parasitoides,
porém, este mecanismo de defesa, que pode ser encapsulamento e/ou produc¢éo de toxinas, ndo
pode ser ativado por muito tempo, devido ao alto custo metabélico (SCHMIDT et al., 2001;.
SCHMID-HEMPEL, 2005).

Quanto a progénie total podemos ver claramente o efeito do armazenamento sobre a
producdo total, sendo que em todos os tratamentos o menor periodo de armazenamento
apresentou os melhores resultados, enquanto 5 e 8 dias tiveram resultados intermediarios 0s

piores resultados foram obtidos quando as pupas foram armazenadas por 10 dias (Figura 1).
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Figura 1. Progénie total de T. diatraeae sobre pupas de S. frugiperda armazenadas a 5°C, 8°C,
10°C e 18°C pelos periodos de 1, 5, 8 e 10 dias.

Quanto a razdo sexual ndo houve variacdo para as condicOes testadas, uma vez que
100% dos individuos emergidos foram fémeas, fato que pode ser explicado pela ocorréncia de
reproducdo partenogenética telitoca. Bactérias do género Wolbachia e Cardinium séo
endossimbionte comumente encontrada nos tecidos reprodutores de invertebrados, sendo
conhecidas como “manipuladores da reprodugdo” desencadeando diversas alteracdes
reprodutivas entre as mais comuns a partenogénese telitoca (GOTOH et al., 2007). Testes para
presenca destas endobactérias, com os primers especificos para esses simbiontes foram feitos
para explicacdo da partenogénese telitoca tiveram resultado negativos. Novos estudos devem
ser realizados para melhor entendimento deste fenémeno.

Pupas de S. frugiperda armazenadas a baixas temperaturas de cinco, oito, 10 e 18°C
pelos periodos de um, cinco, oito e 10 dias demonstraram perda de qualidade com o aumento

do periodo de armazenamento, porém ndo demonstraram nenhuma interferéncia quanto a
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temperatura. A conservacdo de hospedeiros em baixas temperaturas constitui uma estratégia
para disponibilizar um parasitoides para programas de controle biolégico com libracGes
inundativas (PEREIRA et al., 2009) ou de liberacdo inoculativa (AYVAZ et al., 2008), porém
determinar o bindmio (temperatura x tempo de armazenamento) é fundamental para
estabelecer protocolos para armazenamento e evitar que o frio afete a viabilidade do
hospedeiro (PANDEY & JOHNSON, 2005; CHEN & LEOPOLD, 2007).
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CAPITULO 5. Armazenamento de fémeas do parasitoide Trichospilus diatracae
(Hymenoptera: Eulophidae) em baixas temperaturas

(Baseado nas normas do periddico Neotropical Entomology)
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RESUMO: A eficiéncia do controle bioldgico é dependente da presenca dos parasitoides no
momento em que a praga inicia a colonizacdo em uma propor¢do adequada. Uma vez que a
necessidade de uso dos inimigos naturais apresenta uma demanda flutuante é desejavel estoca-
los por determinados periodos sem que ocorra a perda de sua viabilidade. Assim, parametros
bioldgicos devem ser utilizados para avaliar o desempenho do parasitoide apds o
armazenamento a frio. O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas bioldgicas de
fémeas de T. diatraeae quando armazenado em baixas temperaturas. Fémeas adultas do
parasitoide foram armazenadas nas temperaturas de 10, 18, 22 e 25°C, pelos periodos de
armazenamento de um, cinco, oito e 10 dias; posteriormente todos os tratamentos foram
conduzidos em sala climatizada a 25°C parasitando pupas de Spodoptera frugiperda. Foram
avaliados a razdo sexual, porcentagem de parasitismo, emergéncia, numero de parasitoides
emergidos, numero de imaturos ndo emergidos. Ndo foi observada diferenca entre as
temperaturas em nenhum dos periodos de armazenamento, mostrando que este fator ndo tem
influéncia sobre as taxas de parasitismo e emergéncia, enquanto o armazenamento acima de
cinco dias demonstrou efeito negativo sobre taxas de parasitismo e emergéncia. Com um dia
de armazenamento em todas as temperaturas foram encontradas taxas de parasitismo acima de
90%, enquanto que com 10 dias de armazenamento as taxas de parasitismo cairam para menos
de 50%. Quanto ao numero de parasitoides emergidos e ndo emergidos ndao houve diferenca
estatistica entre as temperaturas de armazenamento assim como entre os periodos de
armazenamento. Estes resultados comprovam que o parasitoide T. diatraeae pode ser
armazenado por varios dias em baixas temperaturas, viabilizando sua utilizacdo em programas

de controle biologico.

Palavras chave: Armazenamento; parasitoide de pupa; controle bioldgico; lagarta do cartucho

do milho.
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Storage of parasitoid females Trichospilus diatraecae (Hymenoptera: Eulophidae) in low

temperatures for use in biological control program

ABSTRACT: The efficiency of biological control is dependent on the presence of parasitoids
at the moment the pest initiates colonization in an adequate proportion. Since the necessity of
using natural enemies presents variable demand, it is desirable to stock them for determinate
periods without incurring loss of their viability. Thus, biological parameters must be utilized to
evaluate parasitoid performance after cold storage. This study aimed to evaluate biological
characteristics of T. diatraeae females when stored at low temperatures. Adult parasitoid
females were stored at the temperatures 10, 18, 22 and 25°C, for unstored of one, five, eight
and 10 days; subsequently all the treatments were applied in a climate-controlled room at 25°C
for parasitizing pupae of Spodoptera frugiperda. The sex ratio, parasitism percentage,
emergence, and the numbers of emerged and immature non-emerged parasitoids were
measured. No temperature difference was observed in any of the storage periods, showing that
this factor has no influence on rates of parasitism and emergence. Storing for more than five
days demonstrated a negative effect on parasitism and emergence rates; one-day storage at all
temperatures produced parasitism rates above 90%, whereas 10 storage days decreased these
rates to below 50%. The numbers of emerged and non-emerged parasitoids revealed no
statistical difference between the storage temperatures and storage periods. These results prove
that the parasitoid T. diatraeae can be stored for several days at low temperatures, enabling its

use in biological control programs

Keywords: Storage; pupae parasitoid; biological control; fall armyworm
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1. Introducgéo

Parasitoides sdo importantes para o equilibrio de agroecossistemas pela diversidade e
altos niveis de parasitismo (SOARES et al., 2009). O parasitoide pupal gregario Trichospilus
diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae), preferencialmente primario e
altamente polifago, vem se apresentando como candidato a programas de controle biolégico
(ANDRADE et al., 2010).

A eficiéncia do controle biolégico é dependente da presenca dos parasitoides no
momento em que a praga inicia a colonizacdo das plantas e de propor¢do adequada de
parasitoide: hospedeiro (TREMBLAY, 1994). Entre as condicGes necessarias para que haja
sucesso no controle bioldgico esta a disponibilidade de armazenamento eficiente dos inimigos
naturais (VAN LENTEREN, 2000). Uma vez que a necessidade de uso dos inimigos naturais
apresenta demanda flutuante é desejavel estoca-los por determinados periodos sem que ocorra
a perda de sua viabilidade (BRADLEY et al., 2004).

O armazenamento de insetos em baixas temperaturas é parte importante do processo de
criacdo massal para uso no controle de pragas. Muitos parasitoides podem ser armazenados,
mas somente por um tempo curto, em temperaturas que variam de 4 a 15°C (VAN
LENTEREN, 2000). Exceder os limites de toleréancia para o armazenamento a frio pode
comprometer a qualidade do inimigo natural (CHEN et al 2008).

Assim, parametros bioldgicos e reprodutivos como parasitismo, emergéncia,
longevidade, fecundidade, nimero de individuos e capacidade de dispersdao devem ser
utilizados para avaliar a desempenho do parasitoide apos o armazenamento a frio (LEOPOLD,
1998).

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas biologicas de fémeas de T.
diatraeae quando armazenadas em baixas temperaturas sobre pupas do hospedeiro alternativo

S. frugiperda.

2. Material e Métodos

Os parasitoides utilizados neste experimento foram obtidos de pupas de Iridopsis sp.

(Lepidoptera: Geometridae) e multiplicados em pupas de S. frugiperda. Fémeas desse
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parasitoide foram mantidas em tubos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,5 cm de comprimento)
vedados com tecido tipo “voil” e alimentados com goticulas de mel. Pupas de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) com 24 a 48 horas de idade foram expostas ao
parasitismo para multiplicacdo desse parasitoide por 72 horas. Apds esse periodo, as pupas
parasitadas foram individualizadas em tubos de vidro, acondicionadas em bandejas plasticas
em sala climatizada até a emergéncia dos adultos, conforme metodologia descrita por Zaché et
al. (2010).

Os parasitoides utilizados nos experimentos, com até 12 horas de emergéncia, foram
alimentados com mel puro e ap6s a alimentacdo, armazenados em diferentes temperaturas (10,
18, 22 e 25 °C) em camaras BOD. Apds determinada a longevidade os parasitoides foram
armazenados e aspectos da biologia e fisiologia do parasitoide avaliados, tendo como objetivo
constatar possiveis alteracfes causadas pelo armazenamento e pelas baixas temperaturas nas
caracteristicas bioldgicas do parasitoide.

As temperaturas testadas foram 10, 18, 22 e 25 °C. Os periodos determinados para o
armazenamento foram um, cinco, oito e 10 dias; posteriormente todos os tratamentos foram
conduzidos em sala climatizada a 25°C parasitando pupas de S. frugiperda com 12 h. Cada
tratamento foi repetido 10 vezes e cada repeticdo foi composta de 10 parasitoides.

Apoés o periodo de armazenamento, os insetos foram aclimatizados em temperaturas
crescentes (4 em 4 °C) por periodo de 20 minutos em cada temperatura até atingir a
temperatura do tratamento.

A manutencdo dos experimentos foi diario para determinar porcentagem de
parasitismo, emergéncia, numero de parasitoides emergidos, nimero de imaturos de T.
diatraeae que ndo completaram seu desenvolvimento . N&o foi avaliada a razdo sexual uma
vez que a populacdo utilizada no experimento era a 30° geracdo partenogenética telitoca.
Sendo assim todos os individuos emergidos neste experimento eram fémeas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 4 x 4 com os fatores representados
pelas quatro temperaturas (10, 18, 22 e 25°C) e 0s quatro periodos de armazenamento (1, 5, 8 e
10 dias), com 10 repeticdes. O delineamento estatistico utilizado para avaliar os parametros
dos experimentos foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
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probabilidade para os dados paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05).

3. Resultados e Discussao

N&o foi observada diferenga entre as temperaturas em nenhum dos periodos de
armazenamento mostrando que esse fator ndo tem influéncia sobre as taxas de parasitismo e
emergéncia. Com um dia de armazenamento em todas as temperaturas foram encontradas
taxas de parasitismo acima de 90%, entretanto, o armazenamento acima de cinco dias
demonstrou efeito negativo sobre taxas de parasitismo e emergéncia. Para 0 armazenamento
com 10 dias de armazenamento as taxas de parasitismo cairam para menos de 50% (Tabela. 1).
A reducdo na emergéncia de descendentes de T. diatraeae com o aumento da idade de suas
fémeas pode ser atribuido a diminuicdo da capacidade de parasitismo e do nimero de ovos em
funcéo do envelhecimento (UCKAN & GULLEL 2002, Jacas et al 2005). Fato semelhante foi
obtido por Ribeiro (2010) que encontrou taxas de parasitismo e emergéncia acima de 90% em
pupas de Brassolis sophorae com fémeas de T. diatraeae com até 96 h de idade.

A queda das taxas de parasitismo e emergéncia ap0s oito dias de armazenamento pode
ser explicada como com reflexo nos periodos de pré-oviposic¢ao, oviposicado e pos-oviposicao,
com o aumento da idade (AMALIN et al., 2005). Fémeas atingem picos de fecundidade a
partir da metade do periodo da vida adulta e declina até sua morte (AYVAZ et al., 2008). A
obtencdo de descendentes de T. diatraecae em pupas do hospedeiro alternativo S. frugiperda

com até 10 dias a 10°C indica que T. diatraeae pode utilizar os recursos desse hospedeiro.
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Tabela 1. Taxa de parasitismo e emergéncia de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupas de S. frugiperda utilizando fémeas armazenadas a diferentes tempos de

exposicao a diferentes temperaturas.

Parasitismo™

1D 5D 8D 10D P
10°C 90%A 90%A 60%B 50%B 0,0005
18°C 100%A 100%A 60%B 50%B 0,0001
22°C 90%A 80%A 50%B 40%B 0,0001
25°C 90%A 70%B 50%C 40%C 0,0001
P 0,8469 0,1175 0,6110 0,5276
Emergéncia™
1D 5D 8D 10D P
10°C 90%A 80%aA 50%B 50%B 0,0003
18°C 100%A 90%aA 60%B 60%B 0,0009
22°C 90%A 70%abB 60%C 60%C 0,035
25°C 80%A 50%bB 40%C 40%C 0,0001
P 0,5276 0,0072 0,1552 0,1552

@ Médias seguidas pela mesma letra mintsculas em cada coluna e maitisculas nas linhas
néo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)
") Nao significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05)

Quanto ao numero de parasitoides emergidos e ndo-emergidos pode-se observar que
ndo houve diferenca estatistica (Tabela 2) entre as temperaturas de armazenamento assim
como ao periodos de armazenamento. O numero de individuos emergidos de T. diatraeae nao
se alterou apds o armazenamento como relatado para Oomyzus sokolowskii (Hymenoptera:
Eulophidae) em larvas de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) e Anagyrus kamali
(Hymenoptera: Encyrtidae) em ninfas e adultos de Maconellicoccus hirsutus (Hemiptera:
Pseudococcidae) (SILVA-TORRES et al 2009). Além disso, a densidade do parasitoide
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Anagyrus sp. (Hymenoptera: Encyrtidae) foi suficiente para ovipositar quantidade de ovos que
compensasse a baixa qualidade do parasitoide armazenado (CHONG & OETTING 2007). O
hospedeiro pode suportar numero limitado de descendentes do parasitoide (COOPERBAND et
al 2003) e esse limite foi alcancado em funcdo da densidade de parasitoide que reduziram a
capacidade defensiva (ANDRADE et al 2010).

Tabela 2. Numero de parasitoides emergidos (NPE), ndo emergidos (NE), de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) utilizando fémeas armazenadas a diferentes tempos de

exposicdo a diferentes temperaturas.

(NPE) ™
10°C 18°C 22°C 25°C P
1D 83,5+3,8 89,5+4,4 76,2+145 875+36 0,501
5D 85,33,7 89,5+4,4 55,9+16,5 83,8453 0,754
8D 88,0+3,2 91,0+6,0 50,0+17,9 79,546,8 0,564
10D 87,6+5,7 97,0£3,7 54,4+18,7 76,0¢11,0 0,094
P 0,865 0,668 0,774 0,623
(NE) (ns)
10°C 18°C 22°C 25°C P
1D 2,0£0,4 4,0£0,9 6,7¢#1,3 4,3+08 0,634
5D 2,0£0,3 4,0£0,9 7,3+1,0  34+12 0,543
8D 2,0£0,5 4,0+1,5 6,810 54+15 0674
10D 2,540,5 4,5+0,5 9.6+1,3 8,604 0,521
P 0,880 0,307 0,264 0,406

") N3o significativo pelo teste de Tukey a 5%.

Essas informacdes sdo importantes, pois comprovam que T. diatraeae se reproduz com
facilidade mesmo quando armazenados por longos periodos de tempo a baixas temperaturas
podendo ser criado em hospedeiros cujas metodologias de criagdo séo conhecidas, e, por ser
generalista, esse inimigo natural pode permanecer em campo com sucesso mesmo quando nao
encontra seu hospedeiro por varios dias, 0 que o caracteriza como agente eficiente no controle

bioldgico.
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CAPITULO 6- Distribuicdo espacial do parasitoide Trichospilus diatracae
(Hymenoptera: Eulophidae) sobre pupas de Melanolophia consimilaria (Lepidoptera:

Geometridae) em plantacdo de eucalipto

(Baseado nas normas do periédico Neotropical Entomology)
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RESUMO: Trichospilus diatraeae tem sido estudado no Brasil para controle de pragas
florestais. No entanto, seu sucesso depende da capacidade de busca, por isso 0 objetivo desse
estudo foi avaliar a dispersdo de T. diatraeae em plantagdo de eucalipto com infestacdo de
Melanolophia consimilaria. Neste experimento 50.000 parasitoides foram liberados na area
central do experimento sendo as avaliagGes realizadas apds 24 h nas quatro dire¢Ges cardeais
(norte, sul, leste, oeste) para pupas e nas quatro dire¢Oes colaterais (nordeste, noroeste, sudeste
e sudoeste) para numero de parasitoides nas armadilhas amarelas adesivas em cinco distancias,
em circulos concéntricos a cinco, 15, 30, 60 e 100 m. Foram selecionados nove pontos de
avaliacdo na distancia de 100 m, sete pontos na distancia de 60 m, cinco pontos na distancia de
30 m, trés para distancia de 15 m e um para distancia de cinco metros. Em cada ponto amostral
foram recolhidas 10 pupas no solo ou uma armadilha amarela presa a arvore. Apds 20 dias
todos os pontos amostrais nos pontos cardiais e colaterais foram, avaliadas com armadilhas
adesivas amarelas. Houve aumento do parasitismo com o aumento da distancia do ponto de
liberacdo nas distancias acima de 30 m, com média de 24,8%, enquanto que na maior distancia
houve a maior taxa de parasitismo (37,9%). Quanto ao nimero de insetos nas armadilhas nédo
houve diferenca estatistica entre as direcGes colaterais sudeste e nordeste em nenhuma
distancia, enquanto a regido sudoeste teve maior nimero de insetos 249 parasitoides tendo
diferenca a partir da distancia de 30 metros, sendo que a distancia de 60 metros apresentou
média de 79 parasitoides, enquanto que a 100 metros foram encontrados 229 parasitoides, em

média.

Palavras chave: Controle bioldgico, disperséo, parasitoide de pupa, Eucalyptus
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Dispersal and spatial distribution of the parasitoid Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) over Melanolophia consimilaria (Lepidoptera: Geometridae) in Eucalyptus
plantation

ABSTRACT: Trichospilus diatracae has been studied in Brazil to control forest pests.
However, its success depends on the search capacity; thus the present study aimed to evaluate
the dispersion of T. diatraeae in a commercial eucalyptus plantation infested by M.
consimilaria. In this experiment 50,000 parasitoids were released into a central area and
evaluated after 24h in the four cardinal directions (north, south, east, west) for pupae and in
four collateral directions (northeast, northwest, southeast and southwest) by the number of
parasitoids in yellow traps at five distances, in concentric circles at five, 15, 30, 60 and 100 m.
Nine evaluation points were selected at a distance of 100 m, seven points at 60 m, five points
at 30 m, three points at 15 m and one point at five meters; at each sampling point 10 pupae
were collected from the soil or caught in a yellow trap. After 20 days all the sampling points in
the cardinal and collateral directions were evaluated with yellow traps. There was
augmentation of parasitism as the distance from the release point increased; distances above
30 meters showed a mean of 24.8%, while the greatest distance presented the highest
parasitism rate (37.9%). The number of insects in the traps did not differ statistically between
the southeast and northeast collateral directions at any distance, while the southwest region
had the highest number of insects (249 parasitoids), with difference commencing at the
distance of 30 meters; the 60-meter distance presented a mean of 79 parasitoids while the

greatest distance (100 meters) averaged 229 parasitoids.

Keywords: biological control, dispersion, pupae parasitoid, Eucalyptus



87

1. Introducgéo

As lagartas desfolhadoras s@o o segundo grupo de pragas de maior importancia para as
plantacdes de eucalipto no Brasil, logo apos as formigas cortadeiras. Na Gltima década tém
surgido novas espécies de lepidopteros desfolhadores de eucalipto no pais. Uma dessas novas
espécies € Melanolophia consimilaria (Lepidoptera: Geometridae), conhecida por lagarta
mede-palmo. Essa espécie tem ocorrido em plantios clonais de eucalipto, causando desfolhas
expressivas da copa das plantas e necessitando de medidas de controle (FIRMINO et al.,
2008). Uma alternativa para combater este grupo de pragas é o controle biolégico com o uso
de parasitoides, medida de controle que vem contribuido para a redugdo do uso de inseticidas
quimicos.

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) é
uma espécie de parasitoide asidtico que parasita principalmente pupas de lepiddpteros e tem
sido estudado como agente potencial no controle biolégico de pragas de importancia nas
culturas de cana-de-actcar, milho e algoddo em paises da Africa, Asia e Américas (Boucek,
1976). No Brasil tem se iniciado estudos de técnicas de criacdo massal, armazenamento, envio
para programas de controle biolégico de pragas florestais.

Estudos sobre a dispersdo de inimigos naturais demonstraram a importancia do
movimento na eficiéncia de liberacbes constantes (SAAVEDRA et al., 1997) e no
estabelecimento de insetos para o controle de pragas (HOPPER & ROUSH, 1993). Os fatores
fisicos, tais como temperatura, vento e umidade, podem influenciar os padrdes de dispersao de
agentes de controlo biolégico, em particular de pequenos organismos, como parasitoides, e,
assim, desempenhar um papel importante no controle biolégico por liberagdo inundativa.
Apesar do papel critico do movimento, ha acentuada falta de informacéo sobre a mobilidade
dos agentes de controle bioldgico (CORBETT & ROSENHEIM, 1996).

Para obter sucesso em campo 0 parasitoide deve ser capaz de encontrar e parasitar a
praga no campo e o conhecimento da capacidade de dispersdo de um parasitoide é
fundamental para se determinar o numero de pontos de liberagdo por unidade de area, pois
deste nimero depende maior ou menor eficiéncia de controle (DE SA et al., 1993).

Alguns autores citam o método de liberacdo e a distribuicdo uniforme do parasitoide

como principais fatores que influenciam sua eficiéncia (PINTO & PARRA, 2002).
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Conhecendo os fatores abiodticos que interferem na distribuicdo de parasitoides em campo
podemos concluir que o ambiente florestal se mostra vantajoso sobre o ambiente agricola, uma
vez que o microclima florestal caracteriza-se, principalmente, pela diminuicdo da luz que
penetra através da cobertura das arvores, diminuindo assim a temperatura no interior do
cultivo, aumentando a umidade e diminuindo a forca dos ventos (DAJOZ, 1978).

O objetivo deste trabalho foi conhecer a dispersédo do parasitoide T. diatraeae em

plantacdo de eucalipto.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na fazenda Manto Verde, em Lencdis Paulista, SP, em
junho de 2011, em plantacdo clonal de eucalipto (Eucalyptus grandis x E. urophylla) com
quatro anos de idade e espacamento de 2x3 m. Nessa area havia infestacdo da lagarta mede-
palmo Melanolophia consimilaria (Lepidoptera: Geometridae) desde abril de 2011, conforme
monitoramento feito na area. As pupas de M. consimilaria foram coletadas e acondicionadas
até emergéncia dos parasitoides e as armadilhas adesivas amarelas foram contadas no
laboratério de controle bioldgico de pragas florestais da FCA/UNESP - Campus de Botucatu.
Adultos do parasitoide T. diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) utilizados no experimento
foram produzidos conforme metodologia de Zaché et al. (2010). Os dados meteorolégicos
foram fornecidos pela estacdo experimental da empresa Suzano Papel e Celulose, localizada a
aproximadamente 8 km do local da realizacdo do experimento.

Antes da instalacdo dos experimentos foram feitas analises preliminares da area em
cada ponto de avaliacdo (Figura 1), sendo foi feita a levantamento de 10 pupas de M.
consimilaria desenterrando-as do solo até 50 cm de distancia do tronco das arvores e 3 cm de
profundidade. Essas pupas foram acondicionadas em tubos de vidro de fundo chatos e
fechados com tecido “voil”, ¢ levadas ao laboratorio, onde foram mantidas a 25 + 2°C para
determinacédo da existéncia prévia desse parasitoide na area. Em quatro pontos de cada ponto
cardeal (norte, sul, leste, oeste) e colaterais (nordeste, noroeste, sudeste e sudoeste), foi feito o
levantamento do nimero de pupas por metro quadrado, retirando-se a serapilheira e com e

recolhendo-se as pupas na superficie e enterradas até 3 cm.
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Os parasitoides criados em laboratério foram liberados em um total de 50.000
individuos de T. diatraeae, com idade de 12 horas apds emergéncia, foram previamente
acondicionados em tubos de vidro de fundo chato fechados com tecido ‘“voil”, alimentados
com uma gota de mel. Os tubos com os parasitoides foram acondicionados em caixa térmica
para o transporte até o campo.

Os parasitoides foram liberados na &rea central do experimento, sendo as avaliagcbes
realizadas nas quatro direcdes cardeais (norte, sul, leste, oeste) para avaliacdo do parasitismo
de pupas em cinco distancias a partir do centro de liberacdo, em circulos concéntricos a cinco,
15, 30, 60 e 100 m. O namero de pontos amostrais foi varidvel de acordo com as distancias.
Foram selecionados nove pontos com distancia entre eles de cinco metros, distribuidos
regularmente na distancia de 100 m, sete pontos na distancia de 60 m, cinco pontos na
distancia de 30 m, trés para distancia de 15 m e um para distancia de cinco metros em cada
ponto amostral foram recolhidas 10 pupas no solo (Figura 1). As pupas de M. consimilaria
foram coletadas com auxilio de um rastelo a até 50 cm do tronco da arvore anteriormente
marcada até a profundidade de 3 cm, ap06s 24h da liberacdo dos parasitoides, sendo as pupas
acondicionadas em tubos de vidro de tubo chatos e fechados com tecido voil”, e levados ao
Laboratdrio de Controle Biolégico de Pragas Florestais, onde foram mantidas em condicfes
controladas (temperatura de 25 + 2°C e fotofase de 12 h) para determinacdo da porcentagem
de parasitismo.

No solo foram fixadas armadilhas amarelas em cinco distancias a partir do centro de
liberacdo e as avaliacbes realizadas nas quatro direcdes colaterais (Figura 1) (nordeste,
noroeste, sudeste e sudoeste). Para cada direcdo colateral o numero de parasitoides foi
avaliado em cinco, 15, 30, 60 e 100 m, sendo nove pontos de avaliacdo a 100 metros, sete
pontos a 60 metros e cinco pontos a 30 metros, trés a 15 metros e um ponto a cinco metros,
dispostos em circulos concéntricos (Figura 1). Apds o periodo de 24h, as armadilhas amarelas
foram recolhidas, envoltas em PVC laminado, catalogadas e encaminhadas ao laboratério para
contagem dos parasitoides coletados.

Apos 20 dias da liberacdo dos parasitoides foram fixadas armadilhas amarelas em
cinco distancias a partir do centro de liberagédo e as avaliacOes realizadas nas quatro dire¢fes
cardeais (norte, sul, leste, oeste) e nas quatro direcdes colaterais (nordeste, noroeste, sudeste e

sudoeste). Para cada direcdo o numero de parasitoides foi avaliado em cinco, 15, 30, 60 e 100
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m, sendo 72 pontos de avaliagdo a 100 metros, 56 pontos a 60 metros e 45 pontos a 30 metros,
24 a 15 metros e oito pontos a cinco metros, dispostos em circulos concéntricos (Figura 1).
Apbs o periodo de cinco dias, as armadilhas amarelas foram recolhidas, envoltas em PVC
laminado, catalogadas e encaminhadas ao laboratorio para contagem dos parasitoides

coletados.

Figura 1. Area experimental em plantacdo de eucalipto com ponto central de liberacdo de
Trichospilus diatraeae e posicdo das armadilhas adesivas amarelas e local de coleta de pupas

de Melanolophia consimilaria em diferentes distancias. Lengois Paulista, SP, junho de 2011.
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Os dados referentes a0 nimero de pupas parasitadas, e numero de parasitoides
encontrados nos cartdes amarelos, tanto apds 24 h quanto apos 20 dias, foram submetidos a
analise geoestatistica, utilizando semivariogramas, a partir dos quais foram ajustados modelos
para a interpolacdo das varidveis, em etapa subsequente, foram confeccionados os mapas
populacionais, gerados por krigagem ordinaria. Os mapas foram gerados com o nimero de
classes variando de acordo com a densidade populacional, com intervalo fixo de cinco
parasitoides.

Tanto a analise geoestatistica quanto os mapas populacionais foram elaborados com o
programa computacional GS+, como descrito por VIEIRA et al. (1983). Para a andlise da
dependéncia espacial, foi utilizada a classificacdo de CAMBARDELLA et al. (1994), que
considera de forte dependéncia espacial o semivariograma que tem o valor do efeito pepita
menor que 25% do patamar, moderada dependéncia quando o valor estiver entre 25 e 75% e
de fraca dependéncia quando maior de 75%.

O experimento para o nimero de parasitoides nas armadilhas amarelas nos pontos
colaterais e pupas parasitadas nos pontos cardeais com 24 h pdés-liberacdo foi conduzido em
esquema fatorial 4 x 5 (Direcdo e Distancia). O delineamento estatistico utilizado para avaliar
0s parametros dos experimentos foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade para os dados paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p< 0,05).

3. Resultados e Discussao

O nlmero médio de pupas por area foi de 28,9 pupas/m> Quanto & avaliacdo da
existéncia prévia do parasitoide nesta area, o resultado foi negativo, ou seja, ndo houve
emergéncias de T. diatraeae nas pupas de M. consimilaria trazidas do campo. Portanto, o
experimento para determinacdo da capacidade de dispersdo e de parasitismo possivelmente
ndo teve influéncia de parasitoides previamente presentes na area.

Tanto a taxa de parasitismo quanto ao nimero de parasitoides nas armadilhas amarelas
variaram estatisticamente em todas as dire¢des, com 0 aumento das distancias a partir de 30 m.

A direcdo sul apresentou maior porcentagem de pupas parasitadas, com 24,8% (p < 0,0001).
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Com relagdo as distancias, a maior taxa de parasitismo foi verificada na distancia de 100 m,
com 37,9% de parasitismo (p < 0.0178), seguida da direcdo oeste sendo que norte e leste ndo
diferiram estatisticamente. Quanto a avaliacdo de adultos de T. diatraeae pelos métodos de
armadilhas adesivas amarelas, ndo houve diferencas significativas em relacdo ao nimero de
adultos capturados entre as dire¢Oes colaterais sudeste e nordeste, em nenhuma das distancias
estudadas. A posicdo sudoeste teve maior nimero de insetos (249 parasitoides) sendo que
houve diferenca significativa a partir da distancia de 30 metros. Os resultados das taxas de
parasitismo sugerem dificuldade de T. diatracae em localizar hospedeiros nas menores
distancias a partir do ponto de liberagcdo ou que o nimero de parasitoides liberados, em relacdo
ao namero de arvores, tenha sido insuficiente para alcangar maior percentual de parasitismo.

O aumento do parasitismo nas armadilhas mais distantes do ponto de liberacdo pode
estar relacionado ao fato desses parasitoides apresentarem forte geotropismo negativo. Uma
vez no ponteiro das arvores, os parasitoides se dispersam com auxilio do vento, que parece
exercer grande influéncia sobre a disperséo, pois a distribuicdo dos parasitoides teve forte
tendéncia para o sudoeste e as medicfes meteoroldgicas mostraram que durante as 24 h
posteriores a liberacdo, a direcdo predominante do vento foi sudoeste, mostrando que apesar
de ndo realizarem vbos longos estes parasitoides podem se dispersar eficientemente. A
distancia de recaptura depende do comportamento do parasitoide, do tempo ap6s a liberacéo,
do tamanho da area experimental (CANTO - SILVA et al., 2006) das plantas (SUVERKROPP
et al., 2009), das caracteristicas intrinsecas da espécie (GRANCE, 2010), dos fatores
climéaticos (FOURNIER & BOIVIN, 2000) e do numero de libera¢cdes (KERHLI et al., 2005)

Ainda outros fatores podem interferir no comportamento de busca, como a alimentacéo
prévia dos parasitoides, a manipulacdo do hospedeiro, que pode reduzir os cairomonios,
comparado a quando o hospedeiro se instala naturalmente na planta (SUVERKROPP et al.,
2008). A existéncia ou concentracdo desses cairomoénios podem ser alteradas por varios fatores
e mudar com a migracdo, predagdo ou fatores climaticos, como precipitacdo pluviométrica
(SPATARO & BERNSTEIN, 2007) e temperatura (PANDEY & TRIPATHI, 2008).

Os mecanismos de localizagao e parasitismo de hospedeiros no campo por T. diatraeae

sdo pouco conhecidos. Alem disso, pode haver reducdo nas taxas de parasitismo, pois o
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parasitoide mantém o hospedeiro em baixa densidade populacional, sem elimina-lo,
garantindo o futuro da sua prépria descendéncia (SAGARRA et al., 2000).

Para distribuicdo dos parasitoides através da deteccdo de pupas parasitadas apos 24h, o
modelo proposto inicialmente é um modelo exponencial, com efeito pepita (CO) de 0,01 (%)?,
patamar (CO +C) de 4,2 (%) % e alcance (a) de 48,9 m. Nesse caso, 0 semivariograma mostrou
dependéncia espacial para a distribuicdo dos parasitoides de 48,9 m, ou seja, no caso da
utilizacdo de métodos de analises estatisticas que consideram independéncia entre amostras, a
distancia de amostragem minima deveria ser de 48,9 m. Nota-se que a variavel de nimero de
pupas de M. consimilaria apresentou dependéncia espacial, que pode ser descrita pelo modelo
exponencial. A relacdo entre o efeito pepita e o0 patamar de 0,23%, indica que a dependéncia
espacial € forte. Como o alcance méximo encontrado foi de 170,89 m como a maior distancia
foi de 100 metros foi adequada e possibilitou a correta deteccdo da distribuicdo espacial dos

parasitoides. (Figura. 2).
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Este resultado evidencia que os parasitoides se distribuem de forma agregada na area.
Segundo, Liebhold et al. (1993), quando existe dependéncia espacial entre 0s pontos
amostrados, a distribuicdo dos insetos é caracterizada como agregada, e, nesse caso, a
geoestatistica € a ferramenta mais adequada para estudar as populacdes de insetos.

Os mapas da distribuicdo espacial dos parasitoides foram construidos com os dados da
densidade total (Figura 3). Pode-se observar trés picos de agregacdo no sul e um pico de
agregacao no norte, onde mais de 6,46 pupas parasitadas foram encontradas, evidenciando a
distribuicdo agregada destes insetos.

Para distribuicdo dos parasitoides através da deteccdo de parasitoides em armadilhas
amarelas adesivas ap6s 24 h, o0 modelo proposto inicialmente € um modelo exponencial, com
efeito pepita (CO) de 0,01 (%)?, patamar (CO +C) de 14,1 (%) 2 e alcance (a) de 54,29 m. Neste
caso 0 semivariograma mostrou dependéncia espacial para a distribuicdo dos parasitoides de
54,29 m, ou seja, no caso da utilizacdo de métodos de analises estatisticas que consideram
independéncia entre amostras, a distancia de amostragem minima deveria ser de 54,29 m. A
relacdo entre o efeito pepita e o patamar de 0,07%, indica que a dependéncia espacial é forte.
Como o alcance méximo encontrado foi de 156,20 m como a maior distancia foi de 100
metros foi adequada e possibilitou a correta deteccdo da distribuicdo espacial dos parasitoides
(Figura 3). Pode-se constatar dois picos de dispersdo na direcdo colateral sudoeste, com
recaptura acima de 21,9 parasitoides, com provavel efeito da direcdo do vento.

Hendricks (1967) avaliou, sob diferentes condi¢es, os efeitos do vento na dispersao de
Trichogramma semifumatum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) 24 horas apds a liberacao
em um campo de algoddo, para o controle de Heliothis spp. Os resultados obtidos
demonstraram a influéncia do vento na dispersdo destes parasitoides, pois apds as liberacdes
obteve-se um 6timo estabelecimento da populacdo, assim como elevada porcentagem de
parasitismo. O clima é, provavelmente, o mais importante fator que influi na dispersao, ja que
ha um complexo de varidveis meteoroldgicas que afetam o desenvolvimento, emergéncia,
sobrevivéncia, atividade e fecundidade dos parasitoides. Entre os fatores climaticos com maior

influéncia considera-se a temperatura e a umidade relativa (KING et al., 1985).
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Para distribuicdo dos parasitoides através da captura dos mesmos nas armadilhas
amarelas apos 20 dias da liberacdo o modelo proposto inicialmente foi o modelo gausiano,
com efeito pepita (CO) de 22,3 (%)?, patamar (CO +C) de 79,8 (%) ® e alcance (a) de 60,89 m.
Neste caso, 0 semivariograma mostrou dependéncia espacial para a distribuicdo dos
parasitoides de 60,89 metros, ou seja, amostras coletadas a distancia de 60,89 m possui
dependéncia espacial e, no caso da utilizacgdo de métodos de analises estatisticas que
consideram independéncia entre amostras, a distancia de amostragem minima deveria ser de
60,89m. A relacdo entre o efeito pepita e o patamar de 27,8%, indica que a dependéncia
espacial € moderada. (Figura 4). Também foi verificada forte distribuicdo na dire¢do sudoeste
e um pico de densidade na direcdo norte, mostrando que a emergéncia de adultos de T.
diatraeae da segunda geracdo seguiu o padrdo de dispersdo dos parasitoides inicialmente
liberados durante o experimento. Durante os 20 dias p6s-liberacéo, a pluviosidade acumulada
foi de 89 mm, temperatura média de 22,7°C, e 65,1% de umidade relativa, que aparentemente
n&o interferiu na disperséo do parasitoide.

Segundo Smith (1996), o complexo de varidveis meteorologicas afeta o
desenvolvimento, emergéncia, sobrevivéncia, atividade e fecundidade. O estabelecimento em
campo de agentes de controle biolégico pode ser diretamente influenciado pelos fatores
climaticos, principalmente a chuva, quando ela ocorre ap6s a liberagdo (Norris et al. 2002). O
comportamento da dispersdo de Trichogramma ostriniae (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
agente potencial para o controle de Ostrinia nubilalis em milho doce, foi avaliado por Wright
et al. (2001), demonstrou-se que a dispersao do parasitoides foi de 180 m em 6 dias € 230 m
em 21 dias. Esses autores comprovaram ainda que a porcentagem de parasitismo diminuiu a
medida que se aumentava a distancia do ponto de liberacdo, indicando assim a importancia de
distribuicéo apropriada do parasitoide para maior eficiéncia de controle.

Kuske et al. (2003) realizaram estudos de dispersdo e de permanéncia nas areas
adjacentes a cultura de milho utilizando Trichogramma brassicae (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), para o controle de Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae), apos
liberagdes inundativas durante 3 anos. Foram colocadas armadilhas no campo de milho e na
vegetacdo circundante; com este trabalho, demonstrou-se que o numero de parasitoides

capturados foi decrescente acima dos 40m.
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A disperséo do parasitoide em plantio de eucalipto para controle de M. consimilaria se
mostrou melhor em distancias acima de 30 m. Em todas as avaliagfes o0s insetos se
dispersaram de forma agregada, havendo correlacdo entre a distancia e o numero de
parasitoides ou pupas parasitadas. Tambem se observou grande interferéncia de fatores
ambientais sobre a dispersdo de T. diatraeae, principalmente o vento, que se mostrou como
fator predominante na orientacdo da dispersdo desse parasitoide. Novos estudos devem ser
realizados para que este fenbmeno seja melhor entendido, dando subsidios para a utilizacdo

deste parasitoide em programas de controle biologico.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados de experimentos demonstram que é possivel otimizar a
criacdo massal do parasitoide de pupas T. diatraeae. O melhor conhecimento de técnicas de
criacdo e a possibilidade de armazenamento de hospedeiro e de insetos adultos possibilita que
esses sejam liberados no momento em que a praga esteja no estagio adequado, possibilitando
aumentar o potencial de parasitismo e seu crescimento populacional no campo. O experimento
de dispersdo foi um desafio devido a todas as dificuldades dos fatores abidticos envolvidas,
que nao podem ser controlados, e a ocorréncia de infestacdo natural da praga em altos niveis
populacionais, para que os resultados fossem representativos, uma vez que nunca foi avaliada
a dispersdo de um parasitoide de pupas em plantacGes de eucalipto. Novos estudos visando
refinamento ainda maior das técnicas de criacdo massal, armazenamento e dispersdo devem
ser realizados para implementacdo de programas de controle biolégico que alcancem

realmente sucesso.
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4. CONCLUSOES FINAIS

O parasitoide Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) responde
positivamente ao aumento de sua densidade no parasitismo de pupas de S. frugiperda,
até a densidade de 28:1 (parasitoide : hospedeiro).

A alimentacédo dos adultos de T. diatraeae é necessaria para aumentar a capacidade de
parasitismo e sua longevidade, sendo o mel puro o melhor fonte alimentar.

T. diatraeae responde positivamente aos maiores periodos de exposicao de pupas de S.
frugiperda, com maiores taxa de emergéncia, progénie total e nimero de parasitoides
emergidos.

As caracteristicas biologicas do parasitoide T. diatraeae sdo afetadas negativamente
quanto maior for o periodo de armazenamento do hospedeiro, independente da
temperatura.

As fémeas adultas do parasitoide T. diatraeae pode ser armazenado por varios dias em
baixas temperaturas sem perda de suas carateristicas biologicas.

T. diatraeae se dispersa de forma agregada em distancias maiores que 30 m em

plantios de eucalipto e o vento € o principal fator que afeta a direcdo da dispersao.
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