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RESUMO

Tetrastichus howardi (Olliffe, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) é um parasitoide de
larva e pupas, gregario e polifago, que foi coletado em pupa de Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) em canavial situado em Dourados, MS. O
experimento foi realizado no Laboratorio de Controle Biologico de Insetos
(LECOBIOL) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) situada em
Dourados, MS. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o parasitismo e
desenvolvimento de fémeas de T. howardi em lagartas de Anticarsia gemmatalis
(Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) do primeiro ao quinto instar, e em pupa em
funcdo da densidade de fémeas desse parasitoide. O trabalho foi dividido em trés etapas.
Na primeira etapa, foi avaliado o desenvolvimento de T. howardi em lagartas de A.
gemmatalis expostas as densidades 1:1 e 7:1 (parasitoide: hospedeiro) de fémeas do
parasitoide, por 24h de parasitismo. Lagartas de A. gemmatalis foram parasitadas pelas
duas densidades de T. howardi testadas, a emergéncia dos adultos também foi
constatada. Na segunda etapa, lagartas de quarto instar (0,998 mm) de A. gemmatalis
foram expostas ao parasitismo por fémeas de T. howardi, com 24h de idade, nas
densidades de 1:1, 7:1, 14:1 e 21:1 (parasitoide: hospedeiro), por 24h de parasitismo.
Lagartas de A. gemmatalis foram parasitadas por todas as densidades de fémeas de T.
howardi testadas, a emergéncia dos adultos também foi constatada, porém as densidades
de 7:1 e 14:1, foram as que proporcionaram as melhores caracteristicas biologicas deste
parasitoide. Na terceira etapa, pupas de A. gemmatalis foram expostas ao parasitismo
por fémeas de T. howardi na densidade 1:1 (parasitoide: hospedeiro) pelo periodo de 24
horas, houve parasitismo e emergéncia dos parasitoides. Fémeas de T. howardi foram
capazes de parasitar lagartas de A. gemmatalis do primeiro ao quinto instar, este relato é
inédito, pois ndo hd mencdo na literatura. As densidades de fémeas de T. howardi
influenciam no parasitismo e emergéncia em lagartas de A. gemmatalis. Fémeas de T.
howardi sdo capazes de parasitar a lagarta e emergir na pupa de A. gemmatalis, e ao

parasitar pupas com mais de 96 horas, séo capazes de emergir no adulto.

Palavras chave: Parasitoide; lagarta-da-soja; hospedeiro alternativo.
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ABSTRACT

Tetrastichus howardi (Olliffe, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) is a parasitoid that
attacks larvae and pupae of caterpillars. This species is gregarious and polyphagous and
it was collected in the pupa of Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) on a sugar cane crop in Dourados, MS. The experiment was performed at
the Biological Control of Insects Laboratory (LECOBIOL) at the Federal University of
Grande Dourados (UFGD) located in Dourados, MS. This work aimed to assess the
capacity of parasitism and the development of females of T. howardi in the larvae of
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae) from the first to the fifth
instar and in the pupae depending on the density of this parasitoid females. This work
was split into three steps. During the first step, it was assessed the development of T.
howardi in the larvae of A. gemmatalis exposed to the ratio 1:1 and 7:1 (parasitoid:
host) of female parasitoids for 24 hours of parasitism. Larvae of A. gemmatalis showed
parasitism at the two tested densities of T. howardi. The emergence of adults was also
assessed. During the second stage, larvae of forth instar (0,998 mm) of A. gemmatalis
were exposed to parasitism of females of T. howardi (24 hours old) at the densities of
1:1, 7:1, 14:1 and 21:1, for 24 hours of parasitism (parasitoid: host). Larvae of A.
gemmatalis had parasitism of tested females of T. howardi. The adult emergence was
also assessed. Contrarily to the first stage, the density of 7:1 and 14:1 showed the best
biological characteristics of parasitoids. During the third stage, pupae of A. gemmatalis
were exposed to the parasitism of females of T. howardi at the ratio of 1:1 (parasitoid:
host) for 24 hours, with parasitism and parasitoids emergence being present. Females of
T. howardi were capable of infecting the larvae of A. gemmatalis from the first until the
fifth instar. This phenomenon is new and it has not been mentioned in the literature. The
ratio of females of T. howardi has influence on both the parasitism and the larval
emergence of A. gemmatalis. Females of T. howardi may infect the larva and emerge
from the pupa of A. gemmatalis, with the capacity of emerging from the adult when
infecting pupa older than 96 hours.

Key-words: Parasitoid, velvetbean caterpillar, alternative host



INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L) Merrill) chegou ao Brasil via Estados Unidos, em
1882. E 0 4° grdo mais produzido no mundo, atras do milho, trigo e arroz. O Brasil é o
segundo pais na producdo mundial do grdo (Conab, 2016). Os paises que compdem o
Mercado Comum do Sul (Mercosul) detém cerca de 46% da producdo mundial dessa
leguminosa (RPSRS, 2006).

Parece racional acreditar positivamente no futuro da producgéo brasileira de
soja, de vez que, dentre os grandes produtores mundiais da oleaginosa, o Brasil figura
como o pais que apresenta as melhores condicGes para expandir a producdo e prover o
esperado aumento da demanda mundial. A &rea cultivada com soja nos EUA, Argentina,
China e india, que juntos com o Brasil produzem mais de 90% da soja mundial, s6
cresce em detrimento de outros cultivos (EMBRAPA, 2006ab, 2008).

Diante da grande expressdo econdmica da soja no Brasil, qualquer fator que
interfira na producdo torna-se de grande importancia para o pais. Dentre os principais
fatores de reducdo na produtividade tém-se as perdas ocasionadas por pragas e devido a
variedade de ecossistemas brasileiros em que a soja é cultivada, alguns insetos-praga
mais importantes em cada regido tendem a ser diferentes, entretanto, algumas espécies
sdao consideradas pragas comuns aos ambientes, ou seja, “pragas principais”’, como os
desfolhadores. Ainda podem ser categorizadas em “regionalmente importantes” e
"secundarias”, em funcdo da frequéncia, abrangéncia e danos provocados na cultura
(EMBRAPA, 2008).

Dentre os desfolhadores podemos citar a lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae). Adultos de A. gemmatalis medem
40 mm de envergadura e possuem coloracdo pardo-acinzentada, mas podem assumir
outras tonalidades (cinza, marrom, bege ou azul clara), porém sempre apresentando uma
linha transversal escura que divide a mariposa a0 meio e gue continua na asa posterior.
Durante o dia, essas mariposas podem ser encontradas em locais sombreados na base
das plantas. Os ovos, de coloracdo verde, séo colocados isoladamente na pagina inferior
das folhas. Dentro de cinco dias, eclodem as lagartas, que se alimentam das folhas,
crescem rapidamente e podem atingir até 30 mm de comprimento. S&o de coloracdo

variavel de verde, pardo-avermelhada, e até preta, com cinco listras brancas



longitudinais no corpo. A transformagdo em pupa ocorre no solo, a pouca profundidade,
e apds uma semana emerge o adulto (GALLO et al., 2002).

A lagarta da soja € o principal inseto desfolhador da soja, podendo provocar
desfolha completa quando ocorrem surtos. Em média, necessita-se de 90 cm? de folhas
para completar o desenvolvimento. A época de ataque mais acentuado desta praga é
fungéo da latitude onde se encontra localizada a lavoura, tendo sido observado que 0s
ataques mais precoces ocorrem nas latitudes mais baixas, enquanto no sul do pais 0s
ataques sdo mais tardios. Em geral os picos populacionais ocorrem a partir de novembro
nas areas mais ao norte e em fevereiro nas areas mais ao sul (SILVEIRA NETO et al.,
1992; GAZZONI e YORINORI, 1995; GALLO et al., 2002; EMBRAPA, 2006ab;
2008).

Nesse contexto, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) assume grande
importancia, atuando no controle desses desfolhadores. KOGAN (1998) define o MIP
como sendo o ‘Sistema de decisdo para uso de taticas de controle, isoladamente ou
associadas harmoniosamente, numa estratégia de manejo baseada em anélises de
custo/beneficio que levam em conta o interesse e/ou impacto nos produtores, sociedade
e ambiente (Citado por GALLO et al., 2002).

Entre as alternativas para o MIP, encontra-se o controle biol6gico.
Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) € um agente de controle
biolégico que parasita larvas e pupas de insetos da ordem Lepidoptera. Em bioensaios
realizados no Laboratoério de Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL), T. howardi,
mostrou-se eficiente no parasitismo de larvas, pupas e adultos de D. saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) (PEREIRA et al., 2015).

Tetrastichus howardi € um parasitoide gregario e o desenvolvimento é
restrito aos recursos nutricionais encontrados em um hospedeiro que pode resultar na
competicdo dos imaturos por estes recursos (HARVEY et al., 2013; COSTA et al.,
2014) e seus hospedeiros incluem pupas de varias espécies de Lepidoptera,
principalmente das familias Crambidae, Plutellidae, Pyralidae e Noctuidae (BENNETT,
1965; KFIR et al., 1993; KFIR, 1997; FELIX et al., 2005).

O bom desempenho biologico de fémeas de T. howardi em diversas familias
da ordem Lepidoptera, nos motivou a verificar se estas fémeas seriam capazes de
parasitar e se desenvolver em lagartas e em pupas de A. gemmatalis, pois se trata de um

inseto-praga de grande importancia econémica para a cultura da soja e para o pais.



REVISAO DE LITERATURA

Parasitoides sdo reguladores populacionais de insetos e se destacam como
um dos principais grupos de inimigos naturais em agroecossistemas. Muitas espécies de
parasitoides tém preferéncia em parasitar fases especificas do hospedeiro; no entanto, os
mecanismos comportamentais que envolvem esse processo ainda sdao mal
compreendidos, o que torna dificil avaliar as interagdes entre hospedeiro e parasitoide
(HE; WANG; TEULON, 2011; JERVIS; MOE; HEIMPEL, 2012) (Citado por COSTA
et al., 2014). A idade do hospedeiro é um fator que pode influenciar na qualidade e na
quantidade de recursos alimentares disponiveis para 0s imaturos do parasitoide, o que
pode comprometer as caracteristicas bioldgicas do inimigo natural, prejudicando os
sistemas de criacdo em programas de controle bioldgico (PEREIRA et al., 2009;
COSTA etal., 2014).

Tetrastichus howardi (Olliffe, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
parasitoide gregario e o0 desenvolvimento € restrito aos recursos nutricionais
encontrados em um hospedeiro que pode resultar na competicdo dos imaturos por estes
recursos (HARVEY et al., 2013; COSTA et al., 2014) e seus hospedeiros incluem pupas
de varias espécies de Lepidoptera, principalmente das familias Crambidae, Plutellidae,
Pyralidae e Noctuidae (BENNETT, 1965; KFIR et al., 1993; KFIR, 1997; FELIX et al.,
2005). Dessa forma, a densidade de parasitoides no hospedeiro podem afetar a
capacidade de parasitismo (SAGARRA et al., 2000; SILVA-TORRES et al., 2010ab), a
producdo de progénie (FOERSTER et al., 2001; CHONG e OETTING, 2006), a razdo
sexual da progénie (CHOI et al., 2001), a duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto)
(SILVA-TORRES e MATTHEWS, 2003; BARBOSA et al., 2008; 2010) e a
longevidade de adultos (SILVA-TORRES e MATTHEWS, 2003). Assim, 0
conhecimento da adequacdo da densidade de parasitoides por hospedeiro € importante
para assegurar o nimero e qualidade de individuos produzidos (COSTA et al., 2014)

Investigar a biologia reprodutiva de parasitoides com métodos adequados é
importante para aprimorar as técnicas de multiplicacdo e viabilizar os custos de
producéo de inimigos naturais (PEREIRA et al., 2009a; FAVERO et al., 2013).

Este parasitoide possui uma grande versatilidade de parasitismo, sendo
capaz de parasitar duas fases de desenvolvimento do seu hospedeiro natural (lagartas e
pupas) D. saccharalis (VARGAS et al., 2011) e emergir de adultos (PEREIRA et al.,



2015). T. howardi apresenta potencial para ser utilizado como alternativa de controle de
lepidépteros-praga (BAITHA et al., 2004; PRASAD et al.,, 2007; LA SALLE;
POLASZEK, 2007).

No entanto, para a utilizacdo efetiva de um agente de controle biologico,
uma etapa importante € a selecdo de um hospedeiro alternativo que seja reconhecido e
fisiologicamente adequado (VINSON; IWANTSCH, 1980). Além disso, o hospedeiro
deve ser produzido com facilidade, de maneira eficiente e econdmica (PARRA et al.,
2002), e aspectos como qualidade nutricional, tamanho, idade, resisténcia do tegumento
e capacidade de resposta imunoldgica aos parasitoides (GODFRAY, 1994) e sexo
(BITTENCOURT,; BERTI FILHO, 1999) devem ser considerados na selecdo do
hospedeiro alternativo (PASTORI et al., 2012).

Em um bioensaio realizado em pupas de A. gemmatalis com fémeas
parasitoides de Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle, 1993) (Hymenoptera:
Eulophidae), outro Eulophideo, observou-se 54,54% de parasitismo e emergéncia de
aproximadamente 19% ao utilizar uma fémea parasitoide. A densidade que apresentou
os melhores resultados foi a densidade 6:1 (Parasitoide: hospedeiro), alcancando 100%
de parasitismo e emergéncia de 72,72% (PASTORI et al., 2012).

O sucesso de programas de controle bioldgico de insetos-pragas depende da
disponibilidade de técnicas de criacdo em larga escala de parasitoides e seus
hospedeiros, bem como do conhecimento de suas interacdes bioldgicas (PEREIRA et
al., 2010ab; PASTORI et al., 2010; NAKAJIMA; NAKAGAWA; FUJISAKI, 2012).

O bom desempenho bioldgico de fémeas de T. howardi em lagartas de D.
saccharalis e a versatilidade de parasitismo desse parasitoide nos motivaram a realizar
0s bioensaios com lagartas e pupas de A. gemmatalis, pois se trata de um inseto-praga
de grande importancia econémica para a cultura da soja e para o pais. Ndo ha relatos na
literatura de fémeas de T. howardi parasitando lagartas de A. gemmatalis, este fato torna
o trabalho inédito.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o parasitismo e desenvolvimento
de T. howardi em lagartas de A. gemmatalis, verificar se a densidade de fémeas
influenciaria no parasitismo e emergéncia dos parasitoides, do primeiro ao quinto instar

e avaliar suas caracteristicas biologicas em pupa de A. gemmatalis.



MATERIAL E METODOS

A manutenc¢do dos insetos e os bioensaios foram realizados no Laboratorio
de Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Os
bioensaios foram desenvolvidos em trés etapas, na primeira etapa iniciaram-se as
criagdes e multiplicagcbes de A. gemmatalis e do parasitoide T. howardi. Houve a
realizacdo do experimento com duas densidades de fémeas de T. howardi em lagartas de
A. gemmatalis do primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto instar, além da
testemunha para descontar a mortalidade natural (ABBOTT, 1925). Na segunda etapa,
foi realizado o bioensaio contendo quatro densidades diferentes de fémeas parasitoides
por lagarta de A. gemmatalis de quarto instar, além da testemunha. Na terceira etapa, foi
realizado o experimento de uma unica densidade de fémea parasitoide e testemunha em

pupas de A. gemmatalis para evidenciar o parasitismo em pupas.

Multiplicacéo do parasitoide e do hospedeiro para serem utilizados nos
experimentos

Multiplicacdo de T. howardi: Fémeas de T. howardi oriundos da cria¢do do
LECOBIOL da UFGD foram mantidos em tubos de vidro (2,5 cm de diametro e 8,5 cm
de altura) vedados com algodéo e alimentados com goticulas de mel puro (Imagem 1).
Para manutencdo da criacdo, pupas de Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera:
Tenebrionidae) com 24 a 72 horas foram expostas ao parasitismo por 24 horas. Apos
esse periodo as pupas parasitadas foram individualizadas e mantidas a temperatura de
25+ 2 °C, 70 + 10 % de umidade relativa (UR) e fotofase de 14h até a emergéncia de
adultos.

Multiplicacdo de A. gemmatalis: A criagdo de A. gemmatalis teve inicio com
aquisicdo de lagartas da empresa Bug® que foi multiplicada no laboratério. A
metodologia de manutengdo para as lagartas foi realizada em recipientes plasticos
(1.000 ml) com a tampa previamente recortada no centro e vedada com tecido voil
(organza) para favorecer a aeragdo, sendo alimentadas diariamente com dieta artificial a

base de feijdo, germe-de-trigo, levedura de cerveja, proteina de soja e anticontaminantes



(Imagem 2). A limpeza dos recipientes, onde acondicionaram-se as lagartas, foi
realizada trés vezes por semana. As lagartas foram mantidas nesta dieta até atingirem a
fase pupal.

As pupas também foram armazenadas nos recipientes plasticos de lagartas,
sem sobreposicdo das mesmas, para evitar 0 aquecimento entre as pupas e inviabilizar a
criacdo, os fundos dos recipientes foram forrados com algod&o para evitar impactos as
pupas. Os recipientes foram diariamente observados, para verificar a emergéncia de
adultos (Imagem 7), havendo mariposas, elas eram transferidas para gaiolas de PVC (10
X 22 cm), sendo alimentadas com uma solugéo nutritiva (Quadro 1).

As posturas foram feitas em folhas de papel sulfite dispostas no interior das
gaiolas, as quais eram trocadas diariamente. As folhas com os ovos foram
acondicionadas em recipientes plasticos (1000 ml) até a eclosdo das lagartas, depois de
eclodidas, as lagartas foram alimentadas com dieta artificial (adaptada de GRENEE et
al., 1976) (Quadro 2), sendo que para aeracdo a tampa apresentava abertura com tecido

voil.

Desenvolvimento experimental

Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae) do primeiro ao quinto instar

Lagartas de A. gemmatalis do primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto
instar foram expostas as fémeas de T. howardi com 24h de idade (Imagem 3) e o
parasitismo ocorreu em Placas de Petri descartaveis (6,5 cm de didametro e 2,5 cm de
altura), a 25 = 2 °C de temperatura, 70 + 10 % de umidade relativa (UR) e fotofase de
14h, nas densidades de 1:1 e 7:1 fémeas parasitoides: hospedeiro, respectivamente.
Apbs 24h, as fémeas de T. howardi foram retiradas das placas com auxilio de um pincel
e as lagartas de A. gemmatalis permaneceram nas placas, nas quais foi adicionada dieta
artificial de realimentacdo e mantidas em camara climatizada nas condi¢cdes anteriores
até a emergéncia dos parasitoides. A dieta das lagartas parasitadas foi removida das
placas e para as lagartas que permaneceram vivas e se alimentando a dieta foi trocada

diariamente para evitar o ressecamento.



As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram: a duracdo do ciclo de vida
(ovo-adulto), a porcentagem de parasitismo, a porcentagem de emergéncia, a razdo
sexual e a progénie. A razdo sexual foi calculada pela equacgéo rs = n° de fémeas/n°® de
adultos. Os tratamentos foram representados pelas densidades de 1 e 7 fémeas de T.
howardi por lagarta, com 10 repeticdes, sendo cada constituida por cinco lagartas
individualizadas com o numero de fémeas proposto (totalizando 50 lagartas por
tratamento), além de 50 lagartas para a testemunha para descontar a mortalidade natural
(ABBOTT, 1925), o delineamento foi inteiramente casualizado. Os dados biologicos
citados anteriormente foram submetidos a analise de variancia (até 5% de
probabilidade).



Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae) do quarto instar

Lagartas de A. gemmatalis do quarto instar (0,998 mm) foram expostas as
fémeas de T. howardi com 24h de idade, o parasitismo ocorreu em Placas de Petri
descartaveis (6,5 cm de didametro e 2,5 cm de altura), com ambiente controlado, a 25 +
2°C de temperatura, 70 £ 10% de umidade relativa (UR) e fotofase de 14h, nas
densidades de 1:1, 7:1, 14:1 e 21:1 fémeas parasitoides: hospedeiro, respectivamente.
Apos 24h, as fémeas de T. howardi foram retiradas das placas com auxilio de um pincel
e as lagartas de A. gemmatalis permaneceram nas placas, nas quais foi adicionada dieta
artificial de realimentacdo e mantidas em camara climatizada nas condi¢cdes anteriores
até a emergéncia dos parasitoides. A dieta das lagartas parasitadas foi removida das
placas e para as lagartas que permaneceram vivas e se alimentando a dieta foi trocada
diariamente para evitar o ressecamento.

As caracteristicas biologicas avaliadas foram: a duracdo do ciclo de vida
(ovo-adulto), a porcentagem de parasitismo, a porcentagem de emergéncia, a razdo
sexual, a longevidade de fémeas e machos e a progénie. A razdo sexual foi calculada
pela equacdo rs = n° de fémeas/n° de adultos. Os tratamentos foram representados pelas
densidades de 1, 7, 14 e 21 fémeas de T. howardi por lagarta, com 10 repeticGes, sendo
cada constituida por cinco lagartas individualizadas com o nimero de fémeas proposto
(totalizando 50 lagartas por tratamento), além de 50 lagartas para a testemunha para
descontar a mortalidade natural e delineamento inteiramente casualizado. Os dados
bioldgicos citados anteriormente foram submetidos a analise de regressdo. A escolha da
equacdo que melhor se ajustou aos dados foi baseada no coeficiente de determinacgdo
(R?), na significancia dos coeficientes de regressao (Ri) e da regressdo pelo teste F (até
5% de probabilidade).



Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae)

Pupas de A. gemmatalis com 24h de idade foram expostas a uma fémea de
T. howardi com 24h de idade, o parasitismo ocorreu em Placas de Petri descartaveis
(6,5 cm de diametro e 2,5 cm de altura), com ambiente controlado, a 25 = 2 °C de
temperatura, 70 £ 10 % de umidade relativa (UR) e fotofase de 14h, na densidade 1:1
fémea parasitoide: hospedeiro, respectivamente. Ap6s 24h, as fémeas de T. howardi
foram retiradas das placas com auxilio de um pincel e as pupas de A. gemmatalis
permaneceram nas placas, até a emergéncia dos parasitoides.

As caracteristicas biologicas avaliadas foram: a duracdo do ciclo de vida
(ovo-adulto), a porcentagem de parasitismo, a porcentagem de emergéncia, a razdo
sexual e a progénie. A razdo sexual foi calculada pela equacéo rs = n° de fémeas/n°® de
adultos. O tratamento foi representado pela densidade de 1 fémea de T. howardi por
pupa, com 10 repeticdes, sendo cada constituida por cinco pupas individualizadas com o
namero de fémeas proposto (totalizando 50 pupas no tratamento), além de 50 pupas
para a testemunha para descontar a mortalidade natural, o delineamento foi inteiramente
casualizado. Os dados bioldgicos citados anteriormente foram submetidos a analise de

variancia (até 5% de probabilidade).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae) do primeiro ao quinto instar

Os valores referentes ao parasitismo por fémeas de T. howardi das duas
densidades testadas (1:1 e 7:1) foram semelhantes, com média geral de 29,94+1,92%
em todos os instares de A. gemmatalis (Tabela 1), sendo superior ao resultado
encontrado em lagartas de D. saccharalis, que foi de aproximadamente 14% (COSTA et
al., 2014). Mesmo com o parasitismo, as lagartas continuaram se alimentando e
chegaram a fase pupal, porém, as pupas ficaram inviaveis, ndo havendo uma
emergéncia satisfatoria dos adultos de A. gemmatalis. Este fato € explicado pela injecdo
de toxinas que as fémeas parasitoides fazem no momento do parasitismo, que podem
resultar em pupas inviaveis, conforme relatado por ASGARI (2006).

Os valores de emergéncia dos parasitoides foram baixos, havendo
emergéncia em apenas duas repeticbes da densidade 7:1 (parasitoide: hospedeiro), em
lagartas do quinto instar (Imagem 5). Uma das causas para o baixo indice de emergéncia
dos parasitoides pode estar relacionado com a capacidade de defesa imunoldgica do
hospedeiro. As fémeas parasitoides realizaram o parasitismo, mas as toxinas injetadas
pelo nimero de fémeas testadas, pode nédo ter sido suficiente para superar a resposta
imunoldgica do hospedeiro.

As toxinas sdo necessarias para reduzir a resposta imunoldgica do
hospedeiro, um mecanismo de defesa utilizado para encapsular ovos ou larvas do
parasitoide (PENNACCHIO e STRAND, 2006).

A duracdo do ciclo (ovo-adulto) em lagartas de A. gemmatalis foi de
25,00+0,00 dias na densidade de 7:1 (parasitoide: hospedeiro). Esse resultado é
semelhante ao encontrado em lagartas de D. saccharalis, que foi de 27+0,1 dias
(PEREIRA et al., 2015). A progénie por lagarta foi de 76,50+0,50 individuos para a
densidade 7:1 (parasitoide: hospedeiro). A progénie por fémea foi de 10,36+0,07
fémeas. A razdo sexual obtida foi de 0,95+0,01. Isto é importante em programas de
controle bioldgico, pois quanto maior o numero de fémeas na populacdo, maior é a
chance de reducdo na populagéo do inseto-praga, haja vista que as fémeas é que sao as

responsaveis pelo parasitismo



11

Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae) do quarto instar

A porcentagem de parasitismo de T. howardi em lagartas de A. gemmatalis
foi influenciada pelas densidades de fémeas do parasitoide, sendo 45,00+£9,57% e
88,00+6,80% para as densidades 1:1 e 21:1, respectivamente (Figura 1). O aumento no
parasitismo foi proporcional as densidades de fémeas testadas, ou seja, 0 parasitismo é
influenciado com a densidade de fémeas utilizadas. Este resultado € superior ao
encontrado em lagartas de D. saccharalis, onde foi observado parasitismo de
8.00£3.27% por fémeas de T. howardi (COSTA et al., 2014).

Em duas repeticdes (tratamentos 14:1 e 21:1), houve o parasitismo da
lagarta, porém mesmo parasitada, passou a fase de pupa, mas sem emergéncia de
adultos de T. howardi. A menor e maior porcentagem de emergéncia foi de
40,42+7,73% e 80,00+8,39%, sendo constatadas para as densidades de 21:1 e 7:1,
respectivamente (Figura 2). Em lagartas de D. saccharalis parasitadas por fémeas de T.
howardi foi constatado emergéncia de 40% dos parasitoides (COSTA et al., 2014),
valor semelhante ao verificado na densidade 21:1 (parasitoide: hospedeiro).

E importante mencionar que houve parasitismo na lagarta (Imagem 4) e a
emergéncia dos adultos de T. howardi ocorreu na pupa (tratamentos 7:1 e 21:1)
(Imagem 6). Este é o primeiro relato de que fémeas de T. howardi conseguem parasitar
e se desenvolverem em lagarta de A. gemmatalis, 0 que abre a possibilidade de uso
desse parasitoide como seu agente de controle bioldgico. Isto pode ser possivel pelos
naimeros obtidos com este experimento, chegando a 88,00+6,80% de parasitismo para a
densidade 21:1 (parasitoide: hospedeiro).

A maior porcentagem de lagartas de A. gemmatalis com emergéncia de T.
howardi foi constatada ao se utilizar a densidade 7:1. Este fato pode ser explicado pela
capacidade de defesa imunoldgica que a lagarta possui para se defender de corpos
estranhos, ou seja, fémeas parasitoides ovipositando podem juntas superar o sistema
imune ao injetar venenos em maior quantidade. A maior densidade de fémeas (21:1)
parasitando ao mesmo tempo, podem ter favorecido a deposicao de substancias toxicas
em quantidades suficientes para causar a morte do hospedeiro ou torna-lo inadequado

para o desenvolvimento dos imaturos parasitoides (STRAND e PECH, 1995), com isso
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os valores da progénie por lagarta também foram inferiores em relagdo aos demais
tratamentos, provavelmente devido ao superparasitismo.

A maior e menor duracdo do ciclo (ovo-adulto) em lagartas de A.
gemmatalis foi de 27,48 0,55 dias na densidade de 7:1 e de 23,00+0,00 dias na
densidade de 1:1 respectivamente (Figura 3). A maior e menor progénie por lagarta foi
de 44,00+11,00 individuos para a densidade 1:1, e de 15,78+6,06 para a densidade 21:1
respectivamente (Figura 4). A menor emergéncia constatada para a densidade 21:1,
pode ter ocorrido devido o excesso de substancias toxicas depositadas pelas fémeas no
parasitismo, tornando o hospedeiro inadequado para o desenvolvimento dos imaturos.

A progénie por fémea foi inversamente proporcional ao aumento das
densidades avaliadas (Figura 5). Isto nos permite sugerir que fémeas parasitoides,
especialmente de T. howardi, podem regular a quantidade de ovos depositados no
hospedeiro, provavelmente para evitar competicao intra-especifica, hipotese que precisa
ser testada.

A razdo sexual ndo teve variagdes entre os tratamentos, ficando com média
geral de 0,91+0,03. Isto é importante em programas de controle bioldgico, pois quanto
maior o numero de fémeas na populacdo, maior é a chance de reducdo na populacdo do
inseto-praga, haja vista que as fémeas é que sao as responsaveis pelo parasitismo.

A longevidade das fémeas de T. howardi emergidas foi diretamente
proporcional ao aumento das densidades testadas (Figura 6), algumas fémeas chegaram
aos 84 dias de vida (tratamento 7:1). Isto é mais uma vantagem desse agente de controle
bioldgico, pois com maior periodo de sobrevivéncia, maior € a chance de encontrar seu
hospedeiro no campo.

Observou-se que fémeas de T. howardi emergidas de lagartas expostas as
menores densidades (1:1 e 7:1) desse parasitoide apresentaram um maior tamanho
corporal em relagdo as de demais densidades, embora esta caracteristica morfologica
ndo tenha sido efetivamente medida.

A longevidade de fémeas de T. howardi emergidas de lagartas foi maior
(50£3,28 dias) em relacdo as fémeas emergidas de pupa (39,62+3,46 dias), no
tratamento 14:1. A longevidade dos machos foi semelhante as das fémeas para as
densidades testadas.

De maneira geral, ao se analisar todas as caracteristicas bioldgicas pode
afirmar que T. howardi é um potencial agente de controle bioldgico da lagarta-da-soja,

entretanto, estudos complementares, principalmente de campo Sdo necessarios.
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Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Erebidae)

A porcentagem de parasitismo de T. howardi em pupas de A. gemmatalis foi
de 82,00+8,67%. Esse resultado foi superior ao encontrado para Palmistichus elaeisis
(Delvare & LaSalle, 1993) (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de A. gemmatalis, que
utilizando uma fémea parasitoide por pupa, o parasitismo foi de 54+2,00% (PASTORI
et al., 2012). Isto pode ser explicado pelo fato de uma fémea de T. howardi ser mais
eficaz em superar a resposta imune do hospedeiro que uma fémea de P. elaeisis, através
da deposicdo de substancias toxicas no momento do parasitismo (SCHMID-HEMPEL,
2005). A alta taxa de parasitismo obtida neste trabalho é importante para a multiplicacédo
massal do parasitoide, que depois de multiplicado pode ser empregado em programas de
controle bioldgico.

A porcentagem de emergéncia foi de 100+0,00 %. No trabalho realizado
com fémeas de P. elaeisis em pupas de A. gemmatalis, a emergéncia foi de
aproximadamente 18% (PASTORI et al., 2012). Essa alta emergéncia dos parasitoides,
demonstra que os imaturos de T. howardi foram eficientes em explorar 0s recursos
nutricionais fornecidos pelo hospedeiro. Essa informacao evidencia a adequabilidade da
pupa de A. gemmatalis para multiplicacdo de T. howardi, sendo semelhantes aos
resultados obtidos em pupas de D. saccharalis, que também foi 100+0,00 % de
emergéncia (COSTA et al., 2014).

A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) foi de 21,94+0,33 dias. Resultado
semelhante ao obtido pelo parasitismo de Trichospilus diatraeae (Cherian &
Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de D. saccharalis, que foi
de 19,25 = 0,22 dias (VARGAS et al.,, 2013) e de P. elaeisis em pupas de A.
gemmatalis, que variou de 20 a 22 dias (PASTORI et al., 2012).

A progénie obtida foi de 34,61+2,95 individuos, sendo superior a progénie
encontrada de P. elaeisis em pupas de A. gemmatalis, que foi de aproximadamente 23
individuos por pupa, ao se utilizar a mesma densidade de fémea (PASTORI et al.,
2012). A progénie por fémea foi de 28,79+2,56 fémeas, essa caracteristica biologica
observada de P. elaeisis em pupas de A. gemmatalis foi de aproximadamente 20 fémeas.

Esses resultados sdo de grande relevancia, haja vista que sdo as fémeas que sao
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responsaveis pelo parasitismo e consequente sucessdo das geracOes do parasitoide
(Tabela 2).

A razdo sexual de T. howardi em pupas de A. gemmatalis foi superior a 0,86
para a densidade de fémea testada e se assemelha a obtida em outros dois eulophideos:
P. elaeisis em pupas do hospedeiro alternativo B. mori (PEREIRA et al., 2010b) e T.
diatraeae em pupas de T. molitor (FAVERO et al., 2013). Isto é importante para
sistemas de multiplicacdo massal, experimentos de laboratorio e selecdo de individuos
para liberacdo no campo, pois as fémeas parasitoides sdo responsaveis pela geracao
subsequente (AMALIN et al., 2005). Algumas espécies de parasitoides sdo capazes de
ajustar o numero e o sexo dos descendentes em funcdo da quantidade de fémeas
progenitoras, disponibilidade de hospedeiro (GODFRAY, 1994; BURTON-CHELLEW
et al., 2008) e de acordo com o tamanho ou qualidade do recurso hospedeiro (AMALIN
et al., 2005; SOARES et al., 2009; PASTORI et al., 2012). Isso permite supor que para
obten¢édo de maior quantidade de fémeas parasitoides em relagcdo a machos, a escolha do
hospedeiro deve ser levada em consideracdo na multiplicacdo de inimigos naturais
(Citado por COSTA et al., 2014). Os resultados obervados neste bioensaio trazem em
evidencia, que as pupas de A. gemmatalis s&o nutricionalmente e fisiologicamente
adequadas para a reproducdo do parasitoide T. howardi.

Fémeas adultas de T. howardi preferem parasitar pupas, mas a pupa de A.
gemmatalis fica no solo, fato que impede o0 uso deste parasitoide como seu controlador
bioldgico natural nesta fase de vida, porém, isso pode tornar pupas de A. gemmatalis um
hospedeiro alternativo para a criagdo massal deste parasitoide, visto que este hospedeiro
possui uma alta taxa de fecundidade, facil multiplicacdo em condi¢des de laboratorio e
baixo custo de producéo.

Tetrastichus howardi, ao parasitar pupas de A. gemmatalis com 96 horas ou
mais, foi observada a emergéncia dos descendestes no adulto (Imagens 8 e 9), assim
como relatado em Diatraea saccharalis (PEREIRA et al.,, 2015). Isto mostra a
eficiéncia do parasitoide ao parasitar diferentes estagios bioldgicos do hospedeiro, essas
informacgdes revelam a capacidade deste inimigo natural para regular o desenvolvimento
de varios estagios de vida da broca da cana e da lagarta-da-soja, e este fato pode ser
atribuido a vida util longa da fase adulta de T. howardi (VARGAS et al., 2011).
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CONCLUSOES

Fémeas do parasitoide T. howardi foram capazes de parasitar lagartas de A.
gemmatalis do primeiro ao quinto instar, este é o primeiro relato.

As densidades de fémeas de T. howardi influenciam no parasitismo e
emergéncia em lagartas de A. gemmatalis.

Fémeas de T. howardi sdo capazes de parasitar a lagarta e emergir na pupa
de A. gemmatalis, e ao parasitar pupas com 96 horas ou mais, sdo capazes de emergir no
adulto.

Adultos de T. howardi emergiram de lagartas de A. gemmatalis em todas as
densidades, sendo a densidade de 7:1, a que proporcionou as melhores caracteristicas
bioldgicas deste parasitoide.

As pupas de A. gemmatalis sdo adequadas para a reproducédo de T. howardi,
sendo indicadas para uso como hospedeiro alternativo para multiplicacdo deste
parasitoide.

Os resultados obtidos com esses experimentos colocam o parasitoide T.
howardi como um potencial agente de controle biolégico de lagartas de A. gemmatalis,

porém, trabalhos complementares se fazem necessarios, principalmente de campo.
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Figura 1. Porcentagem de parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com 1, 7, 14 e 21 fémeas por lagarta de Anticarsia gemmatalis

(Lepidoptera: Erebidae) a temperatura de 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas.
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Figura 2. Porcentagem de emergéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com 1, 7, 14 e 21 fémeas por lagarta de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) a temperatura de 25 + 2 °C, 70 = 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas.
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Figura 3. Duracéo do ciclo de vida (ovo-adulto) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com 1, 7, 14 e 21 fémeas por lagarta de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) a temperatura de 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas.
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Figura 4. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com 1, 7, 14 e

21 fémeas por lagarta de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) a 25 + 2°C, 70
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.



25

®  Observado

R’=1
60 - P=<0,0001
—— {= 46,3272-6,46596x+0,208803x2-6,63822022x3
50 -
40 1
S
g
£ 30 A
)
(oW}
2
& 20 1
en
2
B}
10 -
t .
0 | [ 3
1 7 14 21

Densidade de fémeas
Figura 5. Progénie por fémea de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com
1, 7, 14 e 21 fémeas por lagarta de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) a
25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.
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Figura 6. Longevidade de fémeas (dias) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:

Eulophidae) emergidos por pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) a
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Imagem 1. Recipientes plasticos utilizados para multiplicacdes das lagartas de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) (A); Fémea de Tetrastichus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae) parasitando lagarta de A. gemmatalis (B); Lagarta de A.
gemmatalis parasitada e com emergéncia de T. howardi (C, D).
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Imagem 2. Parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) na lagarta
de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e emergéncia dos adultos na fase de
pupa (A, B); Emergéncia de T. howardi no adulto de A. gemmatalis (C, D).
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Quadro 1. Composicéo da dieta para manutencédo dos adultos de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) (Adaptada de Greene et al., 1976)

Ingredientes Quantidade
Agua destilada 1000 ml
AcUcar 60 g
Mel 10g
Nipagin 19

Acido sorbico 1g
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Quadro 2. Composicdo da dieta para manutencdo da lagarta-de-soja Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) (Adaptada de Greene et al., 1976)

Ingredientes Quantidade
Agua 3.400 ml
Agar 46 g
Feijao 250 g
Germe-de-trigo nao tostado 200 g
Caseina 759
Levedura de cerveja 125¢g
Acido ascorbico 129
Mistura vitaminica Vanderzant* 20 ¢
Tetraciclina 250 g
Formaldeido 40% 12 ml
Nipagin 159
Acido sérbico 64
Proteina de soja texturizada 100 g
Composicdo da mistura vitaminica de Vanderzant
Niacinamida 1,000 mg
Pantotenato de calcio 1,000 mg
Tiamina HCI 0,250 mg
Riboflavina 0,500 mg
Piridoxina HCI 0,250 mg
Acido félico 0,250 mg
Biotina 0,020 mg

Vitamina B, 0,002 mg
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Tabela 1. Parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com uma e
sete fémeas por lagarta do primeiro ao quinto instar de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) com o periodo de 24h de parasitismo, a 25 = 2°C, 70 £10% de
umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Densidades de fémeas

19 79
instar Parasitismo (% * erro)™
1° 20,00 £ 0,00 26,67 + 4,22
2° 37,78 £5,21 25,00 £ 5,00
3° 30,00 £ 5,77 37,50 £5,90
4° 37,14 £ 6,80 32,00 £ 8,00
5° 26,67 £ 6,67 26,67 £ 6,67

"N&o significativo pela andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Tabela 2. Caracteristicas biologicas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com uma fémea por pupa Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae)
com o periodo de 24h de parasitismo, a 25 + 2°C, 70 +10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas.

Parasitismo 82,00 + 8,67%
Emergéncia 100,00 + 0,00%
Ciclo (ovo-adulto) 21,94 £ 0,33 dias
Progénie 34,61 £ 2,95 individuos
Razéo sexual 0,86 + 0,05

Progénie/fémea 28,79 £ 2,56 fémeas




