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RESUMO

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) é um endoparasitoide larval
eficiente no controle da broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e Tetrastichus howardi (OIliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide larval e pupal com potencial para ser utilizado no controle de
lepidopteros-praga. O objetivo geral foi comparar aspectos biologicos reprodutivos de
T. howardi e C. flavipes multiplicados em lagartas e pupas de D.saccharalis e as
habilidades para localizar e parasitar lagartas desse lepiddptero em colmos de cana-de-
acucar em laboratério e campo. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia/Controle Biolégico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrérias,
Universidade Federal da Grande Dourados, e na area experimental da Usina
Monteverde Agro-Energética S/A em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. No
capitulo 1, foi avaliado o desenvolvimento de T. howardi e C. flavipes em lagartas de D.
saccharalis expostas a diferentes densidades e periodos de parasitismo. No capitulo Il,
verificou-se o desenvolvimento de T. howardi em pupas de D. saccharalis expostas a
diferentes densidades e periodos de parasitismo. E no capitulo Ill, analisou-se a
eficiéncia de T. howardi e C. flavipes para localizar e parasitar lagartas de D.
saccharalis em cana-de-agucar. Concluiu-se de maneira geral, que os parasitoides T.
howardi e C. flavipes parasitaram lagartas de terceiro instar D. saccharalis em todas as
combinagdes de densidades de fémeas (uma e trés) e periodos de parasitismo (0,016;
0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas). A maior taxa de emergéncia da progénie de T.
howardi foi proveniente do aumento do periodo de parasitismo. O ndmero de
descendentes de C. flavipes por lagarta de terceiro instar de D. saccharalis decresceu
com o aumento do periodo de parasitismo e o inverso foi observado para o parasitoide
T. howardi. Trés fémeas de T. howardi com 96 horas de parasitismo e trés de C. flavipes
com trinta minutos de parasitismo em lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram
as combinacdes mais apropriadas para multiplicacdo desses parasitoides por
proporcionar 0 maior numero de descendentes por fémea parasitoide. O parasitoide T.
howardi parasitou e se desenvolveu em pupas de D. saccharalis em todas as
combinacgdes de densidades de fémeas (uma, trés e sete) e periodos de parasitismo (24,
48 e 72 horas). A producéo de descendentes de T. howardi foi proporcional ao aumento
da densidade (uma, trés e sete) de fémeas parasitoides. O nimero de fémea produzida
por fémea de T. howardi por pupa de D. saccharalis foi inversamente proporcional ao
aumento da densidade de fémeas. Sete fémeas de T. howardi com 24 horas de
parasitismo em pupas de D. saccharalis foi a combinacdo mais apropriada para
multiplicacdo desse parasitoide por proporcionar o maior numero de descendentes por
fémea parasitoide. Os parasitoides C. flavipes e T. howardi localizaram e parasitaram
lagartas de terceiro instar de D. saccharalis em internddios de cana-de-agclcar em
condicdes de laboratdrio e campo. Atributos como a longevidade, razdo sexual aliada a
capacidade de parasitar duas fases do hospedeiro (lagartas e pupas) e a facilidade de
multiplicacdo em grandes quantidades sdao peculiaridades do parasitoide T. howardi, que
0 capacita e justificam a possibilidade de ser associado com C. flavipes em programas
de controle bioldgico de D. saccharalis.

Palavras-chave: Multiplicacdo de parasitoides, densidade de parasitoides, periodo de
parasitismo, localizacdo do hospedeiro, associacdo de parasitoides.



ABSTRACT

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) is a larval endoparasitoid
effective in control of sugarcane borer Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) and Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) is a larval
and pupal endoparasitoid with the potential to be used to control lepidopteran pests. The
general objective was to compare the biological reproductive T. howardi and C. flavipes
multiplied in larvae and pupae D. saccharalis and ability to locate and parasitize
caterpillars of this insect in the internode of sugarcane in the laboratory and field. The
experiments were conducted at the Laboratory of Entomology/Biological Control
(LECOBIOL ), Faculty of Agricultural Sciences, Federal University of Grande
Dourados, and in the experimental area of Monteverde Factory Agro-Energética S/A in
Dourados, Mato Grosso do Sul , Brazil. In Chapter I, we evaluated the development of
T. howardi and C. flavipes in larvae of D. saccharalis exposed to different densities and
periods of parasitism. In Chapter 11, there was the development of T. howardi in pupae
of D. saccharalis exposed to different densities and periods of parasitism. And in
Chapter 111, we analyzed the efficiency of T. howardi and C. flavipes to locate and
parasitize larvae of D. saccharalis in sugarcane. Concluded generally that the
parasitoids T. howardi and C. flavipes parasitized third instar D. saccharalis all
combinations of densities of females (one and three) and periods of parasitism ( 0.016,
0.5, 1,12, 24, 48, 72 and 96 hours). The highest rate of emergence of progeny of T.
howardi was from the increase of the period of parasitism. The number of descendants
of C. flavipes by third instar caterpillar of D. saccharalis decreased with the increase of
the period of parasitism and the reverse was observed for the parasitoid T. howardi.
Three females of T. howardi within 96 hours of parasitism and three C. flavipes with
thirty minutes of parasitism in third instar larvae of D. saccharalis combinations are
most appropriate for multiplication by these parasitoids provide the more number of
descendent per female parasitoid. The parasitoid T. howardi parasitized and developed
into pupae of D. saccharalis all combinations of densities of females (one, three and
seven) and periods of parasitism (24, 48, and 72 hours). The production of descendent
T. howardi was proportional to the density increase (one, three and seven) parasitoid
females. The number of female produced by female T. howardi per pupa of D.
saccharalis was inversely proportional to the density increase females. Seven females
of T. howardi with 24 hours of parasitism in pupae of D. saccharalis was the
combination most appropriate for multiplication of this parasitoid for providing the
more number of descendent per female parasitoid. The parasitoid C. flavipes and T.
howardi located and parasitized third instar D. saccharalis in internodes of sugarcane in
the laboratory and fiel. Attributes such as longevity, sex ratio coupled with the ability to
parasitize host two stages (larvae and pupae) and ease of multiplication in large
quantities are peculiarities of parasitoid T. howardi that enable and justify the possibility
of being associated with C. flavipes in biological control programs of D. saccharalis.

Keywords: Multiplication of parasitoids, parasitoid density, period of parasitism, host
location, association of parasitoids.



INTRODUCAO GERAL

O setor sucroalcooleiro evidencia posicdo de destaque no cenario
socioecondmico brasileiro, em virtude de sua importancia na geracdo de renda e
empregos. A expansdo de areas cultivadas com cana-de-aclcar no Brasil se justifica
pela demanda de seus produtos derivados, principalmente o etanol (UNICA, 2013).
Estimativas indicam que a area cultivada com cana-de-agucar destinada & atividade
sucroalcooleira na safra 2013/2014 ultrapassard nove milhdes de hectares (CONAB,
2013; CANASSAT, 2013). O Estado de Mato Grosso do Sul ocupa a quinta posi¢cdo no
ranking da producgdo de cana-de-aglcar na regido Centro-Sul com 656,683 mil hectares
cultivados e apresenta um dos maiores crescimentos na producéo do pais (CANASAT,
2013). O Estado dispde de 39 cidades produtoras da cultura e 24 usinas instaladas,
sendo que a implantacdo de outras usinas estdo em fase de estudo (BIOSUL, 2013).

Diversas espécies de insetos dependendo da sua flutuacdo populacional
podem ocasionar prejuizos a cultura da cana-de-acticar (DINARDO-MIRANDA et al.,
2011). Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) é considerado inseto
de grande importéncia nessa cultura (DINARDO-MIRANDA et al., 2012), além de
outras gramineas, como arroz (LV et al., 2011), milho e sorgo. Este inseto passa a maior
parte de seu ciclo biolégico no interior do colmo da planta hospedeira, onde fica
protegido contra a acdo dos métodos quimicos (CRUZ et al., 2011), tornando
indispensavel utilizacdo de métodos alternativos para o controle do inseto.

Parasitoides sdo reguladores populacionais de insetos e se destacam como 0
principal grupo de inimigos naturais em sistemas agricolas (PANIZZI e PARRA, 2009).
A maioria dos parasitoides pertence as ordens Hymenoptera e Diptera (QUICKE, 1997,
GODFRAY, 1994) e podem ser endoparasitoides ou ectoparasitoides, idiobiontes ou
cenobiontes, solitarios ou gregarios, primarios ou hiperparasitoides, especialistas ou
generalistas com potencial para o controle bioldgico (HARVEY et al., 2013). Na ordem
Hymenoptera, os parasitoides comumente utilizados para o controle biolégico de insetos
pertencem as familias Aphelinidae (FERNANDES et al., 2000), Braconidae (VACARI
et al., 2012), Encyrtidae (MARCHIORI et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2010),
Ichneumonidae (FERNANDES et al., 2010), Pteromalidae (MONTILLA et al., 2007),
Scelionidae (CARNEIRO et al., 2009), Trichogrammatidae (PRATISSOLI et al., 2005;
PERVEEN e SULTAN, 2012) e Eulophidae (PEREIRA et al., 2010b; FAVERO et al.,



2013). Essas espécies de parasitoides tém preferéncia por parasitar fases especificas do
hospedeiro (HE et al., 2011).

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) € um
endoparasitoide larval utilizado em programas de controle biolégico de D. saccharalis
(PINHEIRO et al., 2010). Espécies de Eulophidae também tém sido estudadas visando
sua utilizacdo em programas de controle biolégico (PEREIRA et al.,, 2010a;
CHICHERA et al., 2012; FAVERO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013; VARGAS
et al, 2013). Tetrastichus howardi (OIlliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide com potencial para ser utilizado como alternativa de controle de
lepidopteros-praga (BAITHA et al., 2004; LA SALLE e POLASZEK, 2007; PRASAD
et al., 2007). A espécie T. howardi foi registrada como parasitoide das familias
Crambidae (CRUZ et al., 2011), Noctuidae, Pyralidae (KFIR et al., 1993; LA SALLE e
POLASZEK, 2007) e Plutellidae (SILVA-TORRES et al., 2010a), as quais incluem
lepidopteros que ocasionam danos as culturas agricolas. Recentemente, Vargas et al.
(2011) registraram a capacidade desse inseto em parasitar e se desenvolver em larvas e
pupas de D. saccharalis.

Por outro lado, para o uso de inimigos naturais em progranas de controle
biologico é extremamente necessario a implementacdo da multiplicacdo massal
(PASTORI et al., 2008; PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al. 2010b; PASTORI et al.,
2012a,b). O sucesso desses programas depende da disponibilidade de técnicas de
multiplicacdo em larga escala de parasitoides e seus hospedeiros, bem como, do
conhecimento de suas interacdes bioldgicas (PASTORI et al., 2010; PEREIRA et al.,
2010a,b; NAKAJIMA et al., 2012). Os parasitoides C. flavipes e T. howardi possuem
habito gregario e o desenvolvimento € restrito aos recursos nutricionais encontrados em
um hospedeiro que pode resultar na competicdo dos imaturos por estes recursos
(HARVEY et al., 2013). Dessa forma, a densidade de parasitoides e o periodo de
exposicdo ao hospedeiro podem afetar a capacidade de parasitismo (SAGARRA et al.,
2000; SILVA-TORRES et al., 2010a,b), a producdo de progénie (FOERSTER et al.,
2001; CHONG e OETTING, 2006), a razéo 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, o conhecimento da adequacdo da densidade de
parasitoides e periodo de parasitismo por hospedeiro € importante para assegurar o

namero e qualidade de individuos produzidos.



Entender os tipos de interacdes ao se utilizar maltiplas espécies de
parasitoides é fundamental para a eficiéncia desses inimigos naturais em programas de
controle bioldgico aplicado (MILLS, 2006; CHICHERA et al., 2012; YANG et al.,
2013). Programas de controle bioldgico que utilizam mdaltiplos agentes de controle tém
mais chances de serem bem sucedidos que aqueles que utilizam agente Unico
(DENOTH et al,, 2002). Parasitoides tém alta especializacdo comportamental e
fisioldégica na competicdo por recursos, porém, aqueles que parasitam o mesmo estagio
de desenvolvimento do hospedeiro podem apresentar competicdo interespecifica
(ULYSHEN et al., 2010). Competicdo interespecifica entre parasitoides podem afetar
seu estabelecimento ou eficicia no controle biol6gico de pragas alvo (YANG et al.,
2013).

O método de controle mais indicado para reduzir as populagdes de D.
saccharalis € o uso do parasitoide larval C. flavipes. A associacdo desse com o
parasitoide de ovos Trichogramma galloi Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é
¢ sugerida como uma estratégia que pode ser mais eficiente no controle desta praga
(BOTELHO et al., 1999; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2007; VACARI et al., 2012).

Apesar do parasitismo de lagartas e pupas de Diatraea sp. por T. howardi
(VARGAS et al., 2011), poucas sdo as informacdes a respeito da utilizacdo desse
parasitoide no controle bioldgico dessa praga em questdo, por exemplo sobre a
possibilidade de associar C. flavipes e T. howardi e possiveis efeitos antogbnicos ou
sinérgicos entre os parasitoides. Entretanto, para uso desses agentes de controle
biolégico é fundamental o conhecimento de suas caracteristicas bioldgicas e suas

interacdes com o hospedeiro, 0 que motivou a responder essa questao.



OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi comparar aspectos bioldgicos reprodutivos de
T. howardi e C. flavipes multiplicados em lagartas e pupas de D.saccharalis e as
habilidades para localizar e parasitar lagartas desse lepidoptero em colmos de cana-de-
acucar em laboratério e campo. Para isso foram desenvolvidos os seguintes trabalhos:

1. Desenvolvimento de T. howardi e C. flavipes em lagartas de D. saccharalis

expostas a diferentes de fémeas densidades e periodos de parasitismo;

2. Desenvolvimento de T. howardi em pupas de D. saccharalis expostas a

diferentes densidades de fémeas e periodos de parasitismo;

3. Eficiéncia de T. howardi e C. flavipes para localizar e parasitar lagartas de D.

saccharalis em cana-de-agucar.

Esta Tese estd de acordo com as “Normas para Redag¢do de Dissertagdes e Teses” do
Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia da Universidade Federal da Grande

Dourados.
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Desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia
flavipes (Hymenoptera: Braconidae) em lagartas de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) expostas a diferentes densidades e periodos de

parasitismo

RESUMO: O conhecimento da adequacdo da densidade de parasitoides e periodo de
parasitismo por hospedeiro é importante para assegurar 0 nimero e qualidade de
individuos produzidos. O objetivo foi caracterizar Tetrastichus howardi (Olliff)
(Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidade),
biologicamente determinando o parasitismo, emergéncia, progénie, ciclo de vida (ovo-
adulto) e razdo sexual em diferentes densidades e periodos de parasitismo em lagartas
de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae).
Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram expostas individualmente as
densidades de uma ou trés fémeas de T. howardi e de C. flavipes por diferentes periodos
de parasitismo (0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas) em recipientes plasticos (100
mL). Os hospedeiros parasitados foram transferidos para tubos de vidro (1,5 x 10 cm) e
permaneceram em camara climatizada (BOD) a 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa
(UR) e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos adultos parasitoides. Os parasitoides
C. flavipes e T. howardi parasitaram lagartas de terceiro instar de D. saccharalis em
todas as combinacfes de densidades de fémeas e periodos de parasitismo. A maior
porcentagem de emergéncia de T. howardi ocorreu em fungdo da maior exposi¢do ao
parasitismo. Por outro lado para C. flavipes ela se manteve semelhante independente do
periodo de parasitismo. A menor duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi
foi 17,00 dias na densidade 3:1 com 12 horas de parasitismo e de C flavipes foi de 19,00
dias na densidade 1:1 e 3:1 com 24 horas de parasitismo. O nimero de descendentes de
C. flavipes por lagarta decresceu com o aumento do periodo de parasitismo e 0 inverso
foi observado para T. howardi. De maneira geral, trés fémeas de T. howardi com 96
horas de parasitismo e trés de C. flavipes com trinta minutos de parasitismo em lagartas
de terceiro instar de D. saccharalis foram as combinacGes mais apropriadas para
multiplicacdo desses parasitoides por proporcionar 0 maior parasitismo, emergéncia e
numero de descendentes por fémea parasitoide.

Palavras-chave: multiplicacdo de parasitoides, periodos de parasitismo, densidade de
parasitoide
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ABSTRACT: Knowledge of the adequacy of the density of parasitoids and period of
parasitism by host is important to ensure the quality and number of individuals
produced. The objective was to characterize Tetrastichus howardi (OIlliff)
(Hymenoptera: Eulophidae) and Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidade), biologically determining of parasitism, emergence, progeny, life cycle
(egg-adult) and sex ratio in different densities and periods of parasitism in third instar
larvae of Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). Third-instar
larvae of D. saccharalis densities were exposed individually to one or three females of
T. howardi and C. flavipes for different periods of parasitism (0.016, 0.5, 1, 12, 24, 48,
72 and 96 hours) in plastic recipient (100 ml). The parasitized hosts were transferred to
glass tubes (1.5 x 10 cm) and kept in a climatic chamber (BOD) at 25 + 2 °C, 70 + 10%
RH and 14 hours photoperiod until adult emergence parasitoids. The parasitoid C.
flavipes and T. howardi parasitized third instar D. saccharalis all combinations of
densities of females and periods of parasitism. The highest percentage of emergence of
T. howardi was due to greater exposure to parasitism. On the other hand, to C. flavipes
she remained similar regardless of the period of parasitism. The shorter life cycle (egg-
adult) of T. howardi was 17.00 days in density 3:1 with 12 hours of riding and C.
flavipes was 19.00 days in density 1:1 and 3:1 with 24 hours of parasitism. The number
of descendants of C. flavipes by caterpillar decreased with the increase of the period of
parasitism and the reverse was observed for T. howardi. In general, three females of T.
howardi within 96 hours of parasitism and three C. flavipes with thirty minutes of
parasitism in third instar larvae of D. saccharalis were the most appropriate
combinations for multiplication of these parasitoids by providing the highest parasitism,
emergence and number of offspring per female parasitoid.

Keywords: multiplication of parasitoids, periods of parasitism, parasitoid of density
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INTRODUCAO

A utilizagdo de parasitoides para 0 manejo de insetos considerados pragas
tem se tornado alternativa promissora devido a eficiéncia e aos baixos custos relativos
(BARBOSA et al., 2008; FAVERO et al., 2013) e ainda por representarem menor risco
ambiental (BARRAT et al., 2010). A coleta, identificacdo e a criacdo de inimigos
naturais em laborat6rio séo etapas importantes para o controle biolégico aplicado. Além
disso, o conhecimento de aspectos morfoldgicos, comportamentais e principalmente
bioldgicos, constituem informacdes basicas para selecionar espécies ou linhagens de
parasitoides com potencial para o controle de insetos que ocasionam danos nas culturas
(PARRA et al., 2002).

Parasitoides tém preferéncia por fases especificas do hospedeiro (HE et al.,
2011). Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) é um endoparasitoide
larval largamente utilizado em programas de controle bioldgico da broca-da-cana
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) (PINHEIRO et al., 2010). E
importante ressaltar, que D. saccharalis, pode causar prejuizos expressivos nas culturas
da cana-de-acucar, milho, sorgo (CRUZ et al., 2011) e arroz (LV et al., 2011). Este
lepidoptero passa a maior parte de seu ciclo no interior dos colmos das plantas,
dificultando o controle com produtos quimicos (CRUZ et al., 2011). Frente ao exposto,
0 controle biolégico tem sido evidenciado como alternativa promissora para o controle
desse inseto (RODRIGUES et al., 2013).

Tetrastichus  howardi  (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide de insetos, que ocasionam danos em culturas agricolas e apresenta
potencial para ser utilizado como alternativa de controle (BAITHA et al., 2004; LA
SALLE e POLASZEK, 2007; PRASAD et al., 2007; VARGAS et al., 2011). Uma
peculiaridade desse parasitoide é a sua capacidade de parasitar as fases de larva e pupa
do hospedeiro D. saccharalis (VARGAS et al., 2011). Além, da habilidade de penetrar
nas galerias produzidas nas plantas de cana-de-acUcar, por este lepidoptero (FELIX et
al., 2005).

Multiplicacdo massal dos parasitoides é um processo necessario para
programas de controle biolégico (PASTORI et al., 2008; PEREIRA et al., 2009b;
PEREIRA et al. 2010b; PASTORI et al., 2012b). O sucesso desses programas depende

da disponibilidade de técnicas de multiplicacdo em larga escala, tanto dos parasitoides
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quanto de seus hospedeiros e do conhecimento de suas interagdes bioldgicas (PASTORI
et al., 2010; PEREIRA et al., 2010 a,b; NAKAJIMA et al., 2012). O desenvolvimento
de metodologias de multiplicagdo massal depende do conhecimento de aspectos bi6ticos
como maturidade e razdo sexual, tipo de reproducdo, longevidade, duragdo do ciclo de
vida (ovo-adulto), especificidade, discriminacdo hospedeira, capacidade de parasitismo,
além da sensibilidade dos parasitoides a fatores abi6ticos como temperatura, luz e
umidade (GODFRAY, 1994; FAVERO et al., 2013; PASTORI et al., 2013,
RODRIGUES et al., 2013).

Os parasitoides C. flavipes e T. howardi possuem habito 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).
Dessa forma, a densidade de parasitoides e o periodo de exposi¢do ao hospedeiro podem
afetar a capacidade de parasitismo (SAGARRA et al., 2000; SILVA-TORRES et al.,
2010a,b), a producdo de progénie (FOERSTER et al., 2001; CHONG e OETTING,
2006), a razédo sexual da progénie (CHOI et al., 2001), a duracéo 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 adequacéo da densidade de parasitoides e periodo de parasitismo por
hospedeiro é importante para assegurar 0 nimero e qualidade de individuos produzidos.

Investigar a biologia reprodutiva de parasitoides com métodos adequados é
importante para aprimorar as técnicas de multiplicacdo e viabilizar os custos de
producdo de inimigos naturais (PEREIRA et al., 2009a; FAVERO et al. 2013). O
objetivo do trabalho foi determinar a combinacdo mais apropriada do periodo de
parasitismo e densidade de fémeas de T. howardi e de C. flavipes em lagartas de terceiro
instar de D. saccharalis visando ndo comprometer a qualidade bioldgica dos
descendentes desses parasitoides, para implementacdo futura de um programa de

controle bioldgico associado.
MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia/Controle

Biologico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) em Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Multiplicacdo do hospedeiro e dos parasitoides.

D. saccharalis: Ovos viaveis foram acondicionados em frascos de vidro (8,5 x 13 cm)
contendo dieta artificial a base de farelo de soja, germe de trigo, vitaminas, sais
minerais e anticontaminantes para alimentacdo das lagartas recém eclodidas, onde
permaneceram até o terceiro instar (ANEXO 1). Essas lagartas foram transferidas para
placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) contendo uma por¢éo de dieta de realimentacdo (3 x 1,5
cm) até a formacdo das pupas (ANEXO 2). As pupas foram recolhidas, sexadas e
colocadas 50 (20 machos e 30 fémeas) por gaiola de PVC (10 x 22 cm) revestidas
internamente com folha de papel sulfite como substrato para oviposicdo. Estes tubos
foram fechados com folha de papel sulfite e elastico adaptando procedimentos descritos
por Parra (2007) (ANEXO 3).

C. flavipes: Adultos do parasitoide foram mantidos em gaiolas de inoculacdo
(recipientes plasticos com capacidade de 100 mL) contendo uma goticula de mel para
alimentacdo. Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis, foram expostas ao
parasitismo por fémea de C. flavipes acasalada com 24 horas de emergéncia. Apos
serem submetidas ao parasitismo, quatro lagartas foram transferidas para placas de Petri
(6,5 x 2,5 cm) contendo uma porcdo de dieta de realimentacdo (3 x 1,5 cm) até a
formacdo das pupas de C. flavipes a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e
fotofase de 14 horas em sala climatizada. As massas (pupas) foram retiradas e
transferidas para as gaiolas de inoculacdo para a emergéncia dos adultos parasitoides.
Esta metodologia foi adaptada dos procedimentos propostos por Garcia et al. (2009)
(ANEXO 3).

T. howardi: Adultos do parasitoide foram mantidos em tubos de vidro (2 x 15 cm)
vedados com algodao e contendo uma goticula de mel para alimentacdo. Pupas de D.
saccharalis, com 24 a 48 horas de idade, foram expostas ao parasitismo de fémeas de T.
howardi durante 24 horas e, ap0s esse periodo, individualizadas e mantidas a 25 + 2°C,
umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas em cdmara climatizada até a
emergéncia dos adultos (VARGAS et al., 2011) (ANEXO 3).

Desenvolvimento experimental.
Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram expostas

individualmente para cada densidade, uma ou trés fémeas de T. howardi e de C.
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flavipes, por diferentes periodos de parasitismo (0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96
horas). Cada tratamento foi acondicionado em recipientes plasticos (100 mL) contendo
uma porcao de dieta de realimentacdo (3 x 1,5 cm) para as lagartas e uma goticula de
mel para alimentacdo dos parasitoides. Os hospedeiros parasitados foram transferidos
para tubos de vidro (1,5 x 10 cm) contendo uma goticula de mel para alimentacdo, e
vedados com algodao para a emergéncia dos adultos parasitoides. O experimento foi
mantido a 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa (UR) e fotofase de 14 horas.

As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram o parasitismo [(numero de
lagartas de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides + lagartas sem emergéncia
de adultos de D. saccharalis)/(nimero total de lagartas) x 100]; a emergéncia [(nGmero
de lagartas de D. saccharalis com emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nGmero de
lagartas parasitadas) x 100]; a duracdo do ciclo de vida (ovo -adulto); o namero de
parasitoides emergidos por lagarta (progénie) e a razdo sexual (numero de
fémeas/nimero de adultos). A mortalidade natural do hospedeiro foi observada nas
condicbes do experimento, com 50 lagartas de D. saccharalis individualizadas em
recipientes plasticos (100 mL) contendo uma porc¢do de dieta de realimentacdo sem a
presenca de parasitoides sendo determinado o nimero de adultos de D. saccharalis
emergidos. O sexo dos parasitoides foi determinado de acordo com o dimorfismo das
antenas de T. howardi (LA SALLE e POLASZEK, 2007) e de C. flavipes
(WILKINSON, 1928).

Anélise estatistica.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado no
esquema fatorial 2 x 2 x 8 (duas espécies parasitoides, duas densidades de fémeas e oito
periodos de parasitismo), com 32 tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeticao
representada por um grupo de dez lagartas de D. saccharalis individualizadas,
totalizando 50 lagartas por tratamento. Os dados das caracteristicas bioldgicas foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade, sendo os valores
significativos submetidos a analise de regressao. A equacdo que melhor se ajustou aos
dados foi escolhida a partir do modelo que apresentou todos os parametros
significativos, com base no coeficiente de determinacdo (R?), na significancia dos
coeficientes de regressdo (Bi) e de regressdo pelo teste F (até 5% de probabilidade), e no

fendmeno bioldgico estudado.
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RESULTADOS

O parasitismo por T. howardi ndo apresentou interagdo entre as densidades
de fémeas (uma e trés) e periodos de parasitismo (0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96
horas) (F= 0,083; P= 0,9990) e também ndo foi afetado pela densidade de fémeas (F=
0,583; P= 0,4464) (Tabela 1). Assim, o periodo de parasitismo foi analisado
isoladamente, verificando-se 0 aumento proporcional na porcentagem de parasitismo
nos maiores periodos de exposicdo de D. saccharalis ao parasitoide T. howardi (F=
9,1282; P=0,0234) (Figura 1). Para C. flavipes ocorreu interagdo entre a densidade de
fémeas (uma ou trés) e periodo de parasitismo (0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas)
(F=11,0916; P=0,0015) (Figura 2) (Tabela 2).

A porcentagem de emergéncia de T. howardi ndo evidencia interagdo entre a
densidade de fémeas e periodo de parasitismo (F= 1,472; P= 0,1919), do mesmo modo
com a densidade de fémeas (F= 1,262; P= 0,2861) (Tabela 1). Densidade de fémeas ndo
afetou o parasitismo e a emergéncia de T. howardi. Dessa forma, os dados foram
analisados somente para o fator periodo de parasitismo, o qual aumentou a porcentagem
de emergéncia de T. howardi nos maiores periodos (F= 16,9229; P= 0,0063) (Figura 3).
A porcentagem de emergéncia para C. flavipes ndo apresentou significancia entre a
interacdo densidade de fémeas e periodo de parasitismo (F= 0,615; P= 0,7432), e
quando analisados isoladamente para densidade de fémeas (F= 0,222; P= 0,6382) e
periodo de parasitismo (F= 0,6088; P= 0,6437) (Tabela 2).

O namero de descendentes de T. howardi em lagartas de terceiro instar de
D. saccharalis ndo foi afetado pela interacdo densidade de fémeas e periodo de
parasitismo (F= 0,313; P=0,9471) (Tabela 1), mas houve efeito em funcédo da densidade
de fémeas (F= 6,756; P= 0,0103) e do periodo de parasitismo (F= 11,301; P= 0,0000),
apresentando maior progénie na densidade 3:1 nos periodos de parasitismo superiores
(Figura 4). A progénie de C. flavipes foi semelhante quando analisada a interacao
densidade de fémeas e periodo de parasitismo (F= 0,313; P=0,9471) (Tabela 2), porém
significativa quando analisada em funcdo da densidade de fémeas (F= 6,756; P=
0,0103) e periodo de parasitismo (F= 11,301; P= 0,0000), sendo o numero de
descendentes inversamente proporcionais as maiores densidades de fémeas e periodos
de parasitismo (Figura 5).

A menor duracgéo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi foi de 17,00 +

0,00 dias na densidade 3:1 durante 12 horas de parasitismo e a maior 35,00 + 0,00 dias
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na densidade 1:1 durante 24 horas de parasitismo. No entanto, foi semelhante quando
analisada entre a interagcdo densidade de fémea e periodo de parasitismo (F= 1,042; P=
0,4046) na densidade de fémeas (F= 0,491; P= 0,4844) e periodo de parasitismo (F=
0,0911; P= 0,7730) (Tabela 1). Para C. flavipes o0 menor ciclo de vida foi de 19,00
0,00 dias na densidade 1:1 e 3:1 durante 24 horas de parasitismo e a maior 23,11 + 0,27
dias na densidade 3:1 durante 48 horas de parasitismo. Sendo semelhante quando
analisada na interacdo densidade de fémeas e periodo de parasitismo (F= 0,307; P=
0,9499) e densidade de fémea (F= 1,064; P= 0,3040) (Tabela 2), porém significativa
quando analisada em funcéo do periodo de parasitismo (F= 17,0606; P= 0,0061) (Figura
6).

A razdo sexual em T. howardi apresentou média geral de 0,94 + 0,01, e ndo
foi afetada pela interacdo densidade de fémeas e periodo de parasitismo (F= 1,596; P=
0,1524) e quando analisados isoladamente para densidade de fémeas (F= 0,293; P=
0,7461) e periodo de parasitismo (F= 0,8536; P= 0,3912) (Tabela 1). Assim, como para
C. flavipes em densidade de fémeas (F= 1,472; P=0,2270), periodo de parasitismo (F=
1,1272; P= 0,4379) e sua interacdo (F= 2,278; P= 0,3314) com média geral de 0,55 *
0,02 (Tabela 2).

DISCUSSAO

Tetrastichus howardi e C. flavipes parasitaram lagartas de terceiro instar de
D. saccharalis nas duas combinacdes de densidades de fémeas e periodos de
parasitismo, indicando o potencial de adaptacéo desses parasitoides a densidade fémeas
e periodo de exposicdo ao hospedeiro. O parasitismo de D. saccharalis por C. flavipes
foi proporcional ao aumento da densidade de fémeas e periodo de exposicdo do
hospedeiro ao parasitoide. No entanto, o desempenho reprodutivo de C. flavipes foi
superior nos menores periodos expostos ao hospedeiro D. saccharalis, enquanto para o
parasitoide T. howardi o parasitismo, emergéncia e a producdo de descendentes
apresentou relacdo proporcional ao acréscimo do periodo de parasitismo em lagartas de
terceiro instar de D. saccharalis. O desenvolvimento do parasitoide esta intimamente
associado ao tamanho e qualidade do hospedeiro (PASTORI et al., 2012a), bem como a
densidade de parasitoides e periodo de exposicdo do hospedeiro, ja que esse influencia
no tamanho da prole (BARBOSA et al.,, 2008; 2010). Resultados semelhantes de

parasitismo foram obtidos para o parasitoide Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov)
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(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de terceiro instar de Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) indicando que a taxa de parasitismo praticamente
dobrou, de aproximadamente 40%, em 24 horas, para 80%, em 72 horas de exposi¢éo
ao hospedeiro (SILVA-TORRES et al., 2010). Outros autores também constataram que
houve aumento na porcentagem de parasitismo com o periodo de duas horas em relagdo
a uma hora de exposicdo de larvas de segundo instar de Mythimna (Pseudaletia) sequax
Franclemont (Lepidoptera: Noctuidae) ao parasitoide Glyptapanteles muesebecki
(Blanchard) (Hymenoptera: Braconidae) (FOERSTER et al., 2001). E provavel que em
condi¢des de confinamento, com o aumento do periodo de exposicdo do hospedeiro os
parasitoides sejam estimulados a continuar parasitando por estar em contato com 0s
mesmos. O maior periodo de exposicdo ao hospedeiro foi um fator importante para
incremento na taxa de parasitismo de C. flavipes e T. howardi.

A maior taxa de emergéncia da progénie de T. howardi proveniente do
aumento do periodo de parasitismo evidencia que estes sdo mais adequados para a
multiplicacdo do parasitoide em lagartas de terceiro instar de D. saccharalis.
Parasitoides sinovigénicos necessitam de tempo para a producdo de novos ovos durante
a vida adulta e, portanto, s@o limitados pelo tempo para a expressdao de todo 0 seu
potencial de parasitismo e emergéncia (PAPAJ, 2000). No entanto, estudos fisiologicos
sobre a producdo e maturacdo de ovos em T. howardi sdo necessarios para maiores
esclarecimentos. Por outro lado, os periodos de parasitismo avaliados ndo afetaram a
emergéncia de C. flavipes, podendo estar relacionado ao fato de ser provigénicos,
apresentando quantidade fixa de ovos na fase adulta (HEIMPEL e ROSENHEIM,
1998). Outra hipoOtese que poderia explicar a constante taxa de emergéncia por C.
flavipes seria que apos introduzir o ovipositor no hospedeiro fémeas desse parasitoide
depositam seus ovos em sucessdo (CAMPOS-FARINHA et al., 2000). E pelo fato de
possuir nimero limitado de ovos durante a fase adulta, a emergéncia da progénie pode
ser em geral de tamanho constante durante todo periodo de parasitismo.

A progénie de T. howardi e C. flavipes foi afetada pelo nimero de fémeas e
periodos de parasitismo por lagarta de terceiro instar de D. saccharalis. O nimero de
descendentes de C. flavipes por hospedeiro decresce com o aumento do periodo de
parasitismo, o inverso foi observado para o parasitoide T. howardi. Observacoes
semelhantes ao de T. howardi foram constatadas com o parasitoide G. muesebecki em
lagartas de segundo instar de M. sequax, confirmando uma relacdo diretamente

proporcional entre o periodo de exposicdo e o tamanho da progénie (FOERSTER et al.,
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2001). A proporcéao de fémeas parasitoides por hospedeiro pode afetar a fecundidade e a
reducdo da eficiéncia dos sistemas de multiplicacdo massal, principalmente devido ao
aumento da concorréncia pelos estdgios imaturos dentro do mesmo hospedeiro
(SAGARRA et al., 2000). Além disso, quantidades inadequadas de fémeas parasitoides
podem reduzir ou aumentar o nimero de ovos por hospedeiro e a quantidade de toxinas
injetadas nas pupas pelas fémeas parasitoides. 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). Assim, os ovos de
parasitoides podem ser encapsulados e mortos pelos hemdcitos das pupas quando a
densidade de fémeas do parasitoide por hospedeiro é baixa para suprimir a resposta
imune. No entanto, doses elevadas de toxinas injetadas por muitas fémeas por pupa
podem matar o hospedeiro antes que ocorra o desenvolvimento completo do imaturo
(STRAND, 2008; ANDRADE et al., 2010).

A auséncia de progénie de T. howardi na densidade de 1:1 e 3:1 durante um
minuto de parasitismo, pode estar relacionada ao periodo insuficiente da fémea
parasitoide reconhecer lagartas de terceiro instar de D. saccharalis como adequada para
oviposicao, impossibilitando nesse periodo de um minuto expressar seu potencial
reprodutivo. Caso tenha ocorrido a deposicdo de ovos, estes podem estar sujeitos ao
encapsulamento e melanizacdo de seus ovos pela defesa imunologica do hospedeiro D.
saccharalis. Estes mecanismos constituem a principal defesa de insetos (CARTON et
al., 2008). Por outro lado, os parasitoides podem evitar a encapsulacdo e melanizacao
por injecdo de particulas que sdo compativeis aos virus, polidnavirus e venenos no
hospedeiro para interferir no reconhecimento imunolégico (ASGARI, 2006;
PENNACCHIO e STRAND, 2006). O superparasitismo pode aumentar a sobrevivéncia
da progénie de parasitoides por sobrecarregar a capacidade imune celular do hospedeiro
(ANDRADE et al., 2010).

O ciclo de vida (ovo-adulto) de C. flavipes apresentou tendéncia
proporcional ao aumento do periodo de parasitismo, sendo maior durante 48, 72 e 96
horas de parasitismo. Variacdes na duracdo do ciclo de vida podem ocorrer devido a
diferencas na aceitabilidade dos parasitoides as espécies hospedeiras. O parasitoide C.
flavipes responde e € influenciado por alteracbes bioquimicas na composicdo da
hemolinfa do hospedeiro D. saccharalis, e estas mudancas ocorrem para facilitar a
invasdo do parasitoide e tornar o ambiente interno do hospedeiro adequado para o
desenvolvimento imaturo do parasitoide (SALVADOR e CONSOLI, 2008). No entanto,
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a competicdo por nutrientes (PEREIRA et al., 2010b), a concorréncia entre imaturos,
com o combate fisico ou supressdo fisiolégica podem reduzir o periodo de
desenvolvimento de ovo a adulto do parasitoide (BRODEUR e BOIVIN, 2004).

O superparatismo pode ser uma estratégia adaptativa, no sentido de que uma
fémea, ao ovipositar em um hospedeiro anteriormente parasitado, alcancaria uma
expectativa reprodutiva mais elevada do que se decidisse rejeita-lo (MANGEL, 1992).
Dependendo da espécie parasitoide, o superparasitismo decresce o nimero de fémeas da
progénie (SOARES et al. 2009). No entanto, uma fémea parasitoide s6 pode evitar o
superparasitismo quando reconhece que um hospedeiro tenha sido anteriormente
parasitado (GODFRAY, 1994). Algumas espécies de parasitoides sdo capazes de ajustar
0 numero e o sexo dos descendentes em funcdo da relacdo entre o nimero de fémeas
progenitoras e a disponibilidade de hospedeiro (GODFRAY, 1994;
BURTON-CHELLEW et al.,, 2008), com o tamanho ou qualidade do recurso
hospedeiro (AMALIN et al., 2005; SOARES et al., 2009; PASTORI et al., 2012a). A
razdo sexual de T. howardi foi acima de 0,87 sendo este atributo importante para
sistemas de multiplicacdo massal de insetos, experimentos de laboratorio e selecdo de
individuos para liberagdo no campo, pois as fémeas parasitoides sdo responsaveis pela
geracdo subsequente (AMALIN et al., 2005).

A utilizacdo de parasitoides em programas de controle biolégico depende do
seu desenvolvimento e reproducdo em hospedeiros preferenciais ou alternativos, que
devem apresentar adequada condigcdo nutricional e baixo custo de producdo (FAVERO
et al., 2013). Sabe-se que C. flavipes ja é utilizado com sucesso no controle de
lepidopteros-praga (VACARI et al., 2012). E T. howardi parasitou e se desenvolveu em
lagartas de terceiro instar de D. saccharalis, supondo possuir elevada plasticidade de
adaptacdo, pois é capaz de se desenvolver em lagartas e pupas de D. saccharalis. As
informacBes obtidas nesse trabalho séo relevantes para multiplicacdo massal desses
parasitoides, ampliando o conhecimento no processo de producdo. Além disso, permite
estimar a quantidade de parasitoides a serem produzidos a uma dada densidade de
fémeas e periodo de parasitismo para T. howardi e C. flavipes. Visando a
implementacdo futura de um programa de controle bioldgico, o parasitoide C. flavipes
possui uma acdo mais intensa nas primeiras horas, enquanto T. howardi possui uma
acdo mais constante com tendéncia a ser mais efetivo em maiores periodos. Este fato
corrobora para um programa de controle bioldgico, utilizando duas espécies, o que

poderia favorecer a maior eficiéncia de parasitismo no hospedeiro D. saccharalis.
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CONCLUSAO

De maneira geral, trés fémeas de T. howardi com 96 horas de parasitismo e
trés de C. flavipes com trinta minutos de parasitismo em lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis foram as combinacGes mais apropriadas para multiplicacdo desses
parasitoides por proporcionar 0 maior parasitismo, emergéncia e numero de

descendentes por fémea parasitoide.
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Figura 1. Parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por lagarta
de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) nos periodos de
parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a 25 £ 2°C, umidade relativa de
70 £ 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (F= 9,1282; P=0,0234).



29

100 ;

90 1

80 1

70 1

60

Parasitismo de Cotesia flavipes (%)

50 1

40°

72 48

24 12 D 960

Pors
eriodos de barasitismg (h)

Figura 2. Parasitismo de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) com uma e trés
fémeas por lagarta de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
combinadas com os periodos de parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a
25 £ 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (y=
42,5902 + 10,125x + 0,332428y) (R*= 0,6305) (F= 11,0916; P= 0,0015).
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Figura 3. Emergéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por lagarta
de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) nos periodos de
parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a 25 £ 2°C, umidade relativa de
70 £ 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (F= 16,9229; P=0,0063).
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Figura 4. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com uma e trés
fémeas por lagarta de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
combinadas com os periodos de parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a

25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (y=
22,0641 + 3,5093x + 0,667423y) (R*= 0,4055) (F= 4,4335; P= 0,0340).
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Figura 5. Progénie de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) com uma e trés
fémeas por lagarta de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
combinadas com os periodos de parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a

25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (y=
559253 — 0,070625x — 0,333303y) (R*= 0,6543) (F= 12,3021; P= 0,0010).
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Figura 6. Duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) de Cotesia flavipes (Hymenoptera:
Braconidae) por lagarta de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae) nos periodos de parasitismo de 0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a 25
+ 2°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (F=
17,0606; P= 0,0061).
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com uma e trés fémeas por lagarta de terceiro instar de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) combinadas com os periodos de parasitismo de
0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas a 25 £ 2°C, 70 £10% de umidade relativa e

fotofase de 14 horas.

Densidades de fémeas

Periodos de parasitismo

T. howardi 19 T.howardi39
Parasitismo (% * erro padréo)™
0,016h (1min) 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00
0,5h (30 min) 14,00+ 5,21 12,00 +5,33
1h 8,00 + 3,27 8,00 + 3,27
12h 6,00 + 3,06 2,00+ 0,00
24h 8,00 £ 3,27 6,00 £ 0,00
48h 20,00 + 9,89 20,00 £ 9,89
72h 16,00 + 4,99 14,00+£5221
96h 32,00+6,11 26,00 + 3,06
Emergéncia (% + erro padrio)™
0,016h (1min) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,5h (30 min) 1,00+ 10,67 15,00 + 10,67
1h 10,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
12h 30,00 £ 15,28 10,00 + 0,00
24h 10,00 + 0,00 10,00 + 0,00
48h 22,00 £ 13,15 22,00 £ 13,15
72h 50,00 + 14,91 30,00 + 15,28
96h 26,67+ 11,71 70,00 + 13,33
Durago do ciclo de vida (dias + erro padrio)™
0,016h (1min) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,5h (30 min) 31,50 £ 4,50 29,00 + 0,00
1h 27,00 £0,00 0,00 + 0,00
12h 24,33+ 5,36 17,00 £ 0,00
24h 35,00 £ 0,00 19,00 + 0,00
48h 26,17 + 1,88 27,00+ 2,31
72h 21,67+ 0,33 21,33+0,33
96h 22,88 +0,77 21,50+ 0,57
Progénie (médias + erro padrio)™
0,016h (1min) 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
0,5h (30 min) 32,00 £ 17,00 17,00 + 5,00
1h 88,00+ 0,00 0,00 £ 0,00
12h 48,33+ 11,46 99,00 £ 0,00
24h 6,00 £ 0,00 62,33 £ 0,00
48h 59,83 £ 19,04 59,83 + 19,04
72h 75,00 £ 6,83 112,17 + 8,46
96h 64,63 £ 9,34 112,25 + 14,52
Razdo sexual (médias + erro padréo) ™
0,016h (1min) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
0,5h (30 min) 0,95+ 0,01 0,87 + 0,04
1h 0,92 + 0,00 0,00 + 0,00
12h 0,96 + 0,01 0,93+ 0,00
24h 1,00+ 0,00 0,94 + 0,00
48h 0,95+ 0,00 0,95+ 0,03
72h 0,94 + 0,03 0,93+0,01
96h 0,93+ 0,03 0,93+0,01

"*N4o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Caracteristicas biologicas de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae)
com uma e trés fémeas por lagarta de terceiro instar de Diatraea saccharalis
(Lepidoptera: Crambidae) combinadas com os periodos de parasitismo de 0,016; 0,5; 1;
12; 24; 48; 72 e 96 horas a 25 £ 2°C, 70 £10% de umidade relativa e fotofase de 14

horas.

Densidades de fémeas

Periodos de parasitismo

C. flavipes 19 C. flavipes 39
Parasitismo (% + erro padréo)

0,016h (1min) 46,00 £ 6,00 56,00 + 4,99
0,5h (30 min) 64,00 + 7,18 80,00 + 5,16
1h 48,00 £ 6,80 82,00 + 6,29

12h 48,00 £ 6,11 96,00 + 2,67

24h 46,00 £ 12,31 75,56 + 8,68

48h 92,00 + 3,27 98,00 + 2,00

72h 84,00+ 7,18 96,00 + 2,67

96h 78,00 + 4,67 96,00 + 4,00

Emergéncia (% = erro padr&o)™

0,016h (1min) 84,16 + 10,13 100,00 + 0,00
0,5h (30 min) 92,00 £ 5,33 94,10 + 3,99
1h 90,83 + 6,86 84,50 + 3,45

12h 89,96 + 7,15 92,00 + 4,42
24h 68,00 + 14,97 76,00 £ 12,93

48h 92,00 + 5,33 87,50 + 3,44

72h 90,00 + 6,15 89,50 + 4,62

96h 89,60 + 4,38 94,00 + 3,06
Durag&o do ciclo de vida (dias + erro padréo)™

0,016h (Imin) 19,33+0,15 19,37+0,11
0,5h (30 min) 19,89+ 0,85 19,68 £ 0,06
1h 19,43+0,14 19,69 + 0,07

12h 19,38+ 0,10 19,45+ 0,10

24h 19,00 + 0,00 19,00 £ 0,00

48h 22,63+0,14 23,11+£0,27

72h 22,46 £ 0,07 22,52+0,13

96h 22,40 £ 0,09 22,42 +0,15

Progénie (médias + erro padrio)™

0,016h (1min) 7348+ 483 83,80+ 7,65
0,5h (30 min) 100,27 + 6,42 104,67 £7,10
1h 88,79+ 7,76 99,08 £ 6,92

12h 81,4+431 97,39+ 8,90
24h 83,42 +£ 10,96 83,70 £ 12,80

48h 50,77 £ 3,17 49,90 + 7,35

72h 54,88 + 4,96 66,78 £ 6,32

96h 48,50 + 4,30 64,94 £ 5,79

Razo sexual ( médias + erro padrio) "™

0,016h (1min) 048 +0,11 0,57 +0,05

0,5h (30 min) 0,77 £0,08 0,59 + 0,04

1h 0,64 +0,04 0,52+ 0,03

12h 0,62 + 0,06 0,55+ 0,05

24h 0,58 +0,12 0,60 + 0,03

48h 0,58 + 0,03 0,42+ 0,03

72h 0,56 + 0,03 0,44 + 0,02

96h 0,52 +0,03 0,41+0,03

"*N&o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.
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Capitulo 11
Desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) expostas a diferentes densidades e

periodos de parasitismo
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Desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) expostas a diferentes densidades e

periodos de parasitismo

RESUMO: A densidade de fémeas por hospedeiro e o tempo de parasitismo pode afetar
0 parasitismo, emergéncia, progénie, razdo sexual, duracdo do ciclo e a longevidade dos
descendentes de parasitoides. O objetivo, desse trabalho, foi determinar a combinagéo
mais apropiada de fémeas de Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae)
e 0 periodo de parasitismo em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) visando a multiplicacdo massal desse parasitoide. Pupas de D. saccharalis
com 24 horas de idade e biomassa entre 0,120 e 0,150 g foram individualizadas em
tubos de vidro (1,5 x 10 cm) e expostas a diferentes densidades (uma, trés e sete) de
fémeas de T. howardi e periodos de parasitismo (24, 48 e 72 horas) em camara
climatizada (BOD) a 25 + 2°C, 70 + 10% de UR e fotofase de 14 horas até a emergéncia
dos adultos parasitoides. O parasitoide T. howardi parasitou e se desenvolveu em todas
as combinacgdes de densidades de fémeas e periodos de parasitismo. A duracdo do ciclo
de vida (ovo-adulto) foi semelhante para os tratamentos com média de 16,23 + 0,05
dias. O namero de descendentes foi proporcional ao aumento da densidade de fémeas
parasitoides com valores de 84,88 + 1,97 (1 parasitoide:1 hospedeiro) e 254,78 + 4,60 (7
parasitoides:1 hospedeiro) individuos. A combinagdo mais apropriada para a
multiplicacdo de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi de sete fémeas parasitoides
e 24 horas de parasitismo.

Palavras-chave: multiplicacdo de parasitoides, periodos de parasitismo, densidade do
parasitoide
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ABSTRACT: The density of females per host and the period of parasitism may affect
parasitism, emergence, progeny, sex ratio, cycle duration and longevity of the
descendants of parasitoids. The objective of this work was to determine the combination
of female more appropriate Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae)
and the period of parasitism in pupae of Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) aiming to mass multiplication this parasitoid. Pupae of D. saccharalis with
24 hours of age and biomass between 0.120 and 0.150 g were individually placed in
glass tubes (1.5 x 10 cm) and exposed to different densities (one, three and seven) of
females of T. howardi and periods of parasitism (24, 48 and 72 hours) in climatic
chamber (BOD) at 25 + 2 °C, 70 = 10% RH and photophase of 14 hours until the
emergence of adult parasitoids. The parasitoid T. howardi parasitized and developed in
all combinations of densities of females and periods of parasitism. The duration of the
life cycle (egg-adult) was similar for all treatments with mean of 16.23 £ 0.05 days. The
number of descendants was proportional to the increased density parasitoid females
with values of 84.88 + 1.97 (1 parasitoid: 1 host) and 254.78 + 4.60 (7 parasitoids: 1
host) individuals. The combination most appropriate for the multiplication of T.
howardi in pupae the D. saccharalis was seven parasitoid and 24 hours of parasitism.

Keywords: multiplication of parasitoids, periods of parasitism, parasitoid of density
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INTRODUCAO

Parasitoides séo reguladores populacionais de insetos e se destacam como o
principal grupo de inimigos naturais em sistemas agricolas (PANIZZI e PARRA, 2009).
A maioria dos parasitoides pertence as ordens Hymenoptera e Diptera (QUICKE, 1997,
GODFRAY, 1994) e podem ser endoparasitoides ou ectoparasitoides, idiobiontes ou
cenobiontes, solitarios ou gregarios, primarios ou hiperparasitoides, especialistas ou
generalistas (HARVEY et al., 2013). Na ordem Hymenoptera, as principais familias de
parasitoides utilizadas para o controle bioldégico de insetos sdo: Aphelinidae
(FERNANDES et al, 2000), Braconidae (VACARI et al., 2012), Encyrtidae
(RODRIGUEZ et al., 2010; MARCHIORI et al., 2004), Ichneumonidae (FERNANDES
et al., 2010), Pteromalidae (MONTILLA et al., 2007), Scelionidae (CARNEIRO et al.,
2009), Trichogrammatidae (PRATISSOLI et al., 2005; PERVEEN e SULTAN, 2012) e
Eulophidae (PEREIRA et al., 2010b; FAVERO et al., 2013). Espécies de Eulophidae
tém sido estudadas visando sua utilizagdo em programas de controle biologico,
sobretudo para o controle em de insetos pragas em cana-de-acicar (PEREIRA et al.,
2010a; CHICHERA et al., 2012; FAVERO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013;
VARGAS et al., 2013).

Tetrastichus  howardi  (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide gregario e apresenta potencial para ser utilizado como alternativa de
controle de lepidopteros-praga (BAITHA et al.,, 2004; LA SALLE e POLASZEK,
2007; PRASAD et al., 2007). A espécie T. howardi foi registrada como parasitoide das
familias Crambidae (CRUZ et al., 2011), Noctuidae, Pyralidae (KFIR et al., 1993; LA
SALLE e POLASZEK, 2007) e Plutellidae (SILVA-TORRES et al., 2010b).
Recentemente, Vargas et al. (2011) registraram a capacidade desse inimigo natural em
parasitar e se desenvolver em larvas e pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae).

Diatraea saccharalis € um inseto considerado de grande importancia e,
dependendo do tamanho da sua populacdo, pode causar prejuizos expressivos nas
culturas da cana-de-acucar (DINARDO-MIRANDA et al., 2011; 2012), arroz (LV et al.,
2011), milho e sorgo. Inseticidas quimicos sdo pouco eficientes para o controle de D.
saccharalis, cujas lagartas de primeiro instar, alimentam-se das folhas do cartucho e,

posteriormente, migram para o interior dos colmos das plantas (CRUZ et al., 2011).
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Isso aumenta a importancia de parasitoides para o controle biolégico dessa praga
(RODRIGUES et al., 2013).

O desenvolvimento de parasitoides é restrito aos recursos nutricionais do
hospedeiro e em parasitoides com habito gregario existe competicdo dos imaturos por
estes recursos (HARVEY et al., 2013). Dessa forma, a densidade de parasitoides e o
periodo de exposicdo ao hospedeiro podem afetar a capacidade de parasitismo
(SAGARRA et al., 2000; SILVA-TORRES et al., 2010a,b), 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, o conhecimento da adequacdo da
densidade de parasitoides e periodo de parasitismo por hospedeiro € importante para
assegurar o numero e qualidade de individuos produzidos.

Visando fornecer subsidios para multiplicacdo de T. howardi, de maneira
que ndo comprometa a qualidade bioldgica dos seus descendentes, o objetivo desse
trabalho foi determinar a combinacdo mais apropiada de densidade de fémeas desse

parasitoide e periodo de parasitismo em pupas de D. saccharalis.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia/Controle
Biologico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) em Mato Grosso do Sul, Brasil.

Multiplicacdo do hospedeiro e dos parasitoides.

D. saccharalis: Ovos viaveis foram acondicionados em frascos de vidro (8,5 x 13 cm)
contendo dieta artificial a base de farelo de soja, germe de trigo, vitaminas, sais
minerais e anticontaminantes para alimentacdo das lagartas recém eclodidas, onde
permaneceram até o terceiro instar (ANEXO 1). Essas lagartas foram transferidas para
placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) contendo uma por¢do de dieta de realimentacdo (3 x 1,5
cm) até a formacdo das pupas (ANEXO 2). As pupas foram recolhidas, sexadas e
colocadas 50 (20 machos e 30 fémeas) por gaiola de PVC (10 x 22 cm) revestidas

internamente com folha de papel sulfite como substrato para oviposi¢cdo. Estes tubos
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foram fechados com folha de papel sulfite e elastico adaptando procedimentos descritos
por Parra (2007) (ANEXO 3).

T. howardi: Adultos do parasitoide foram mantidos em tubos de vidro (2 x 15 cm)
vedados com algoddo e contendo uma goticula de mel para alimentacdo. Pupas de D.
saccharalis, com 24 a 48 horas de idade, foram expostas ao parasitismo de fémeas de T.
howardi durante 24 horas e, apds esse periodo, individualizadas e mantidas a 25 + 2°C,
umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 14 horas em cAmara climatizada até a
emergéncia dos adultos (VARGAS et al., 2011) (ANEXO 3).

Desenvolvimento experimental.

Pupas de D. saccharalis com 24 horas de idade e biomassa entre 0,120 e
0,150 g foram individualizadas e expostas a diferentes densidades de fémeas de T.
howardi (uma, trés e sete) e periodos de parasitismo (24, 48 e 72 horas). Cada
tratamento foi acondicionado em tubos de vidro (1,5 x 10 cm) contendo uma goticula de
mel para alimentacdo dos parasitoides e vedados com algoddo. As pupas de D.
saccharalis permaneceram em camara climatizada (BOD) a 25 + 2°C, 70 £ 10% de
umidade relativa (UR) e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos adultos parasitoides.

As caracteristicas biologicas avaliadas foram o parasitismo [(nUmero de
pupas de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides + pupas sem emergéncia de
adultos de D. saccharalis)/(nimero total de pupas) x 100)]; a emergéncia [(nimero de
pupas de D. saccharalis com emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de pupas
parasitadas) x 100)]; a duragéo do ciclo de vida (ovo-adulto); o nimero de parasitoides
emergidos por pupa (progénie) e a razdo sexual (nimero de fémeas/nimero de adultos).
A mortalidade natural do hospedeiro foi observada nas condi¢cdes do experimento, com
40 pupas de D. saccharalis individualizadas em tubos de vidro (1,5 x 10 cm) e vedados
com algodao, sem a presenca de parasitoides sendo determinado o nimero de adultos de
D. saccharalis emergidos. O sexo dos individuos parasitoides foi determinado de
acordo com dimorfismo das antenas de T. howardi (LA SALLE e POLASZEK, 2007).
Anélise estatistica.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado no
esquema fatorial 3 x 3 (trés densidades de fémeas e trés periodos de parasitismo), com
nove tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um grupo de

oito pupas de D. saccharalis individualizadas, totalizando 40 pupas por tratamento. Os
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dados das caracteristicas bioldgicas foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA),
a 5% de probabilidade e, quando significativos a anélise de regressdo. A equacao que
melhor se ajustou aos dados foi escolhida a partir do modelo que apresentou todos 0s
parametros significativos, com base no coeficiente de determinacdo (R?), na
significancia dos coeficientes de regressdo (Bi) e de regressdo pelo teste F (até 5% de

probabilidade), e no fendmeno bioldgico estudado.

RESULTADOS

O parasitismo e emergéncia de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi
de 100% em todas as combinacgdes de densidade de fémeas (uma, trés e sete) e periodo
de parasitismo (24, 48 e 72 horas) (Tabela 1).

A duracéo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi ndo foi influenciada
pela densidade de fémeas e periodo de parasitismo, apresentando média geral de 16,23
+ 0,05 dias (P>0,05) (Tabela 1). A razdo sexual de T. howardi foi semelhante nas
diferentes densidades de fémeas e periodos de parasitismo no hospedeiro D. saccharalis
com média geral de 0,92 + 0,01 (P>0,05) (Tabela 1).

O namero de descendentes de T. howardi ndo foi influenciado pelo periodo
de parasitismo (F= 1,755; P= 0,1744), mas houve efeito em funcdo da densidade de
fémeas (F= 499,9175; P= 0,0001), apresentando menor progénie na densidade 1:1
(84,88 + 1,97) e maior na densidade 7:1 (254,78 + 4,60) individuos (Figura 1) (Tabela
2).

O numero de fémeas produzidas por fémea de T. howardi foi semelhante
quando analisado o periodo de parasitismo (F= 1,031; P= 0,3577), porém significativa
para densidade de fémeas (F= 418,9665; P= 0,0001), sendo a quantidade de fémeas
produzidas inversamente proporcional ao aumento da densidade de fémeas, com 80,62
+ 2,28 fémeas na densidade 1:1 e 30,72 + 0,70 fémeas na densidade 7:1 (Figura 2)
(Tabela 2).

DISCUSSAO
A maior progénie, 0 maior nimero total de descendentes fémeas produzidas

por fémeas e a razdo sexual de T. howardi emergidos de pupas de D. saccharalis

indicam que esse inimigo natural deve ser multiplicado com a combinacdo de sete
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fémeas desse parasitoide por hospedeiro e 24 horas de parasitismo. Por outro, lado os
indices de parasitismo e emergéncia (100%) demonstram que T. howardi pode se
adaptar as variacdes de densidades de fémeas e periodos de parasitismo, fato que
permite maior plasticidade na utilizagdo, desse inimigo natural, em sistemas de
multiplicacdo massal. Resultados semelhantes foram observados com a exposi¢édo de
uma ou varias fémeas de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu
(Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de D. saccharalis, Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lepidoptera: Erebidae), Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) e
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), ou seja, as diferentes
densidades desse parasitoide, ndo influenciaram a porcentagem de parasitismo e
emergéncia (PARON; BERTI-FILHO, 2000). Por outro lado, o parasitismo e a
emergéncia de Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae)
criados em pupas de Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae) foram afetados
pela densidade de fémeas parasitoides com melhor desempenho da densidade de 45
fémeas por pupa desse hospedeiro (PEREIRA et al., 2010b). Em outro trabalho com T.
diatraeae em pupas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), a
densidade de 21 fémeas parasitoides foi considerada o namero apropriado por
hospedeiro com 100% de parasitismo e emergéncia (FAVERO et al., 2013). Influéncias
negativas no parasitismo e emergéncia do parasitoide Nasonia vitripennis (Walker)
(Hymenoptera: Pteromalidae) utilizando o hospedeiro Cochliomyia macellaria
(Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) sob diferentes densidades de fémeas parasitoides e
periodos de exposicdo ao hospedeiro também foram observados (BARBOSA et al.,
2008; 2010).

A progénie de T. howardi foi afetada pelo nimero de fémeas por pupa de D.
saccharalis. A producdo de descendentes foi proporcional ao aumento da densidade de
fémeas parasitoides. O desenvolvimento do parasitoide bem como, o nimero de
individuos produzidos estd intimamente associado ao tamanho e qualidade do
hospedeiro (PASTORI et al.,, 2012), a densidade de parasitoides e ao periodo de
exposicdo do hospedeiro (BARBOSA et al., 2008; 2010). A proporcdo de fémeas
parasitoides por hospedeiro pode afetar a fecundidade e a eficiéncia dos sistemas de
multiplicacdo massal, principalmente devido ao aumento da concorréncia dos imaturos
no hospedeiro (SAGARRA et al., 2000). Isto foi confirmado com P. elaeisis criados em
pupas de B. mori (PEREIRA et al.,, 2010b) e T. diatracae em pupas de T. molitor
(FAVERO et al., 2013). Além disso, quantidades inadequadas de fémeas parasitoides
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podem reduzir ou aumentar o nimero de ovos por hospedeiro e a quantidade de toxinas
injetadas nas pupas pelas fémeas parasitoides. As toxinas sdo necessarias para reduzir a
resposta imunologica do hospedeiro, um mecanismo de defesa utilizado para encapsular
ovos ou larvas do parasitoide (PENNACCHIO e STRAND, 2006). Assim, os ovos de
parasitoides podem ser encapsulados e mortos pelos hemdcitos das pupas quando a
densidade de fémeas do parasitoide por hospedeiro é baixa para suprimir a resposta
imune. No entanto, doses elevadas de toxinas injetadas por muitas fémeas por pupa
podem matar o hospedeiro antes que ocorra o desenvolvimento completo do imaturo
(STRAND, 2008; ANDRADE et al., 2010).

O numero de fémeas produzidas por fémea de T. howardi por pupa de D.
saccharalis foi inversamente proporcional ao aumento da densidade de fémeas.
Dependendo da espécie parasitoide, 0 superparasitismo decresce 0 numero de fémeas da
progénie (SOARES et al., 2009) e 0 que pode explicar a diminuicdo do numero de
descendentes do parasitoide nas maiores densidades de fémeas € que o hospedeiro
possui determinada capacidade de suporte acima do qual o alimento se torna um fator
limitante para desenvolvimento do parasitoide (PEREIRA et al., 2010b). Por outro lado,
0 superparasitismo pode aumentar a sobrevivéncia da progénie por sobrecarregar a
resposta imune celular do hospedeiro (ANDRADE et al., 2012).

A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi em pupas de D.
saccharalis ndo foi influenciada pela combinacédo de densidade de fémeas e periodo de
parasitismo. O que pode ser consequéncia de uma melhor adaptacdo do parasitoide ao
hospedeiro e da condicdo do hospedeiro oferecido em termos de quantidade e qualidade
de nutrientes disponiveis. A menor duracdo do ciclo de vida de parasitoides em
hospedeiros pode ser causada pela concorréncia entre imaturos, pelo combate fisico ou
pela supressao fisioldgica, que pode reduzir o tempo de desenvolvimento (ovo-adulto)
do parasitoide (BRODEUR e BOIVIN, 2004).

A razdo sexual de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi superior a 0,84
para todas as densidades de fémeas e periodos de parasitismo testados 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
laboratdrio e selecdo de individuos para liberacdo no campo, pois as fémeas parasitoides
sdo responsaveis pela geracdo subsequente (AMALIN et al., 2005). Algumas espécies

de parasitoides sdo capazes de ajustar o nimero e o sexo dos descendentes em fungéo da
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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 obtencdo de maior quantidade de fémeas
parasitoides em relacdo a machos, a escolha do hospedeiro deve ser levada em
consideracdo na multiplicacdo de inimigos naturais.

A utilizacdo de parasitoides em programas de controle bioldgico depende do
seu desenvolvimento e reproducdo em hospedeiros preferenciais ou alternativos, que
devem apresentar adequada condigdo nutricional e baixo custo de produgdo (FAVERO
et al., 2013). O numero de fémeas e o periodo de parasitismo de T. howardi por pupa de
D. saccharalis séo fatores importantes verificados no controle de qualidade das criacdes
em laboratdrio, pois interferem em aspectos bioldgicos do parasitoide e quanto maiores
forem os indices de parasitismo e o nimero de fémeas de boa qualidade produzidas,
maior sera a possibilidade de expandir a utilizacdo de T. howardi no controle de insetos
considerados pragas.

Os resultados aqui apresentados revelam a capacidade de T. howardi se
desenvolver em uma ampla faixa de densidade de fémeas e periodos de parasitismo em
pupas de D. saccharalis. Parasitar e se desenvolver no hospedeiro em diversas
combinagdes de densidades de fémeas parasitoides e periodos de parasitismo pode
favorecer a sobrevivéncia desse inimigo natural em condi¢cfes de laboratério e campo,
pois as fémeas parasitoides ampliam as chances de reproducéo e podem diminuir os
efeitos deletérios devido a perda de variabilidade genética. Estas informacdes podem ser
Uteis para diversas finalidades, seja para aprimorar producdes em larga escala em
laboratdrio, estudos cientificos e também possiveis liberacdes de T. howardi em campo

para o controle de insetos, especialmente D. saccharalis.

CONCLUSAO

A combinacdo de sete fémeas de T. howardi com 24 horas de parasitismo
em pupas de D. saccharalis é a mais apropriada para multiplicacdo desse parasitoide por
proporcionar a maior progénie, o maior numero total de descendentes fémeas

produzidas por fémea parasitoide e elevada razéo sexual.
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(Hymenoptera:

Eulophidae) com uma, trés e sete fémeas por pupa de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera: Crambidae), combinadas com os periodos de parasitismo de 24, 48 e 72

horas a 25 + 2°C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Densidades de fémeas

Periodos de parasitismo 19 32 79

Parasitismo (%0)"°

24 h 100+0,00 10040,00 100£0,00

72 h 100+0,00 100+0,00 100+0,00

96 h 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Emergéncia (%)"°

24 h 100+0,00 100+0,00 100+0,00

72h 100+0,00 100+0,00 100+0,00

96 h 100+0,00 100+0,00 100+0,00

Ciclo de vida (ovo-adulto)™

24 h 16,40+0,13 16,33%0,10 16,33+0,11

72 h 16,35+0,13 16,00£0,00 16,00+0,00

96 h 16,30%0,10 16,33+0,11 16,00+0,00

RazAo sexual™

24 h 0,94+0,01 0,93+0,00 0,93£0,01

72 h 0,95+0,00 0,91+0,01 0,87£0,01

96 h 0,96+0,00 0,93+0,01 0,84+0,01

"S N4o significativo pela analise de variacia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com uma, trés e
sete fémeas por pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) combinadas
com os periodos de parasitismo de 24, 48 e 72 horas a 25 + 2°C, umidade relativa de 70

+ 10% e fotofase de 14 horas mantidas constantes (= 74,478 + 26,6446x +
0,0793401y) (RZZ 0,7369) (F= 499,9175; P=0,0001).
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(Hymenoptera:

Eulophidae) com uma, trés e sete fémeas por pupa de Diatraea saccharalis

(Lepidoptera: Crambidae), independente do periodo de parasitismo a 25 + 2°C, 70 +
10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Caracteristicas bioldgicas

Densidades de fémeas

Progénie

Fémeas produzidas por fémeas
Total fémeas produzidas por fémeas

19 39 72
84,88+1,97 188,29+4,92 254,78+4,60
80,62+2,28 57,91+1,73 30,72+0,70

80,62 173,73 215,04
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Figura 2. Progénie de fémeas produzidas por fémea de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) com uma,trés e sete fémeas por pupa de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) combinadas com os periodos de parasitismo de
24, 48 e 72 horas a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas
mantidas constantes (§= 85,7523 - 8,09969x + 0,0075638y) (R*= 0,7012) (F= 418,9665;
P=0,0001).
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Capitulo 111
Eficiéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia flavipes
(Hymenoptera: Braconidae) para localizar e parasitar lagartas de Diatraea

saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em cana-de-acucar
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Eficiéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia flavipes
(Hymenoptera: Braconidae) para localizar e parasitar lagartas de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em cana-de-acucar

RESUMO: O controle bioldgico de insetos que ocasionam danos nas culturas agricolas
depende da capacidade do parasitoide localizar e parasitar o hospedeiro. O objetivo foi
verificar a habilidade dos parasitoides Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera:
Braconidae) e Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) em localizar e
parasitar lagartas de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae). Em laboratério foram utilizados 300 internddios de cana-de-agtcar (20 cm)
com orificios onde foram introduzidas duas lagartas de D. saccharalis de terceiro instar.
Cada internddio foi colocado em recipientes de Politereftalato de etileno (PET), com
capacidade de (2 L), com 28 fémeas de C. flavipes ou 28 de T. howardi ou ainda 14
fémeas de C. flavipes + 14 fémeas de T. howardi. Apds 96 horas de exposicdo ao
parasitismo, as lagartas foram individualizadas em placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) e
mantidas a 25 + 1°C, 70 £ 10% UR e 14 horas de fotoperiodo. No segundo
experimento, para analisar a capacidade de busca e parasitismo em campo, em cada
repeticdo foi utilizado um internddio de cana-de-agucar (20 cm) com orificios onde
foram introduzidas duas lagartas de terceiro instar de D. saccharalis. Os internodios
foram presos em um colmo de planta de cana-de-aclucar e estas cobertas,
individualmente, com uma gaiola de tecido ‘voil” sendo posteriormente liberadas em
seu interior, 56 fémeas de T. howardi ou 56 de C. flavipes ou ainda 28 fémeas de T.
howardi + 28 de C. flavipes. Ap0s 96 horas de exposicdo ao parasitismo, as lagartas
foram coletadas e individualizadas em placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) e mantidas a 25 +
1°C, 70 £ 10% UR e 14 horas de fotoperiodo. Em laboratorio houve emergéncia de
progénie apenas ao se utilizar T. howardi (16%), apesar de o parasitismo ser realizado
na fase de lagarta de D. saccharalis, a emergéncia dos parasitoides ocorreram nas fases
de lagarta e de pupa desse inseto. A progénie de T. howardi foi de 139,00 + 0,00 e
164,19 + 8,19 individuos emergidos nas fases de lagarta e pupa de D. saccharalis,
respectivamente. Em campo houve emergéncia de progénie com C. flavipes (50%) e na
interacdo de C. flavipes e T. howardi (23,08%). O numero de individuos emergidos de
lagartas parasitadas por C. flavipes foi de 53,55 + 3,34. Lagartas submetidas ao
parasitismo pelos dois parasitoides apresentaram emergéncia de 62%. Por outro lado,
essa emergéncia foi de somente individuos da espécie C. flavipes. Os parasitoides C.
flavipes e T. howardi localizaram e parasitaram lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis em internddios de cana-de-agucar em condic@es de laboratdrio e campo.

Palavras-chave: Parasitismo, localizacdo do hospedeiro, associacao de parasitoides.
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ABSTRACT: The biological control of insects that cause damage to crops depends on
the ability of the parasitoid to locate and parasitize the host. The objective was to verify
the ability of the parasitoids Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae)
and Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) to locate and parasitize
larvae of third instar Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). In
laboratory were used 300 internodes of sugarcane (20 cm) with orifice where they were
introduced two caterpillars of D. saccharalis third instar. Each internode was placed in
recipient of Polyethylene terephthalate (PET), with capacity of (2 L), with 28 females of
C. flavipes or 28 of T. howardi or 14 of females C. flavipes + 14 females of T. howardi.
After 96 hours of exposure to parasitism, the larvae were kept individually in Petri
dishes (6.5 x 2.5 cm) and maintained at 25 + 1°C, 70 + 10% RH and 14 h photoperiod.
In the second experiment, to analyze the ability of localize and parasitize in the field,
each repetition was used internode of sugarcane (20 cm) with two orifices which were
introduced from third instar larvae of D. saccharalis. Internodes were arrested in a plant
sugarcane and they covered individually with a cage of fabric ‘voil” being released later
in its interior, 56 females of T. howardi or 56 C. flavipes or 28 females of T. howardi +
28 C. flavipes. After 96 hours of exposure to parasitism, the larvae were collected and
individually placed in Petri dishes (6.5 x 2.5 cm) and maintained at 25 + 1°C, 70 + 10%
RH and 14 h photoperiod. Emergency laboratory progeny was only when using T.
howardi (16%), although the parasitic be performed during the caterpillar D.
saccharalis, the emergence of parasitoids occurred in the stages of caterpillar and pupa
of this insect. The progeny of T. howardi was 139.00 £ 0.00 and 164.19 + 8.19
individuals emerged in the larval and pupal stages of D. saccharalis, respectively. In the
field there was emergence of progeny with C. flavipes (50%) and in the interaction of C.
flavipes and T. howardi (23.08%). The number of emerged individuals of parasitized by
C. flavipes was 53.55 + 3.34. Caterpillars subjected to parasitism by the two parasitoids
showed emergence of 62%. On the other hand, it was only emergency individuals of the
species C. flavipes. The parasitoid C. flavipes and T. howardi located and parasitized
third instar D. saccharalis in internodes of sugarcane in the laboratory and field.

Keywords: Parasitism, host location, association of parasitoids
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INTRODUCAO

Entender os tipos de interacdes ao se utilizar maltiplas espécies de
parasitoides é fundamental para a eficiéncia desses inimigos naturais em programas de
controle bioldgico aplicado (MILLS, 2006; CHICHERA et al., 2012; YANG et al.,
2013). Programas de controle bioldgico que utilizam mdaltiplos agentes de controle tém
mais chances de serem bem sucedidos que aqueles que utilizam agente Unico
(DENOTH et al,, 2002). Parasitoides tém alta especializacdo comportamental e
fisioldégica na competicdo por recursos, porém, aqueles que parasitam o mesmo estagio
de desenvolvimento do hospedeiro podem apresentar competicdo interespecifica
(ULYSHEN et al., 2010).

Competicdo interespecifica entre parasitoides podem afetar seu
estabelecimento ou eficicia no controle biologico de pragas alvo (YANG et al., 2013).
Interacdes interespecificas envolvendo parasitoides podem ocorrer entre adultos em
busca de hospedeiros ou quando suas larvas se desenvolvem no mesmo hospedeiro
(HARVEY et al., 2013). No entanto, a maioria das pesquisas tem evidenciado que
quando o mesmo hospedeiro é atacado por parasitoides concorrentes, apenas um
parasitoide pode concluir com éxito o desenvolvimento devido a competicdo intrinseca
entre larvas do parasitoide (LIU et al., 2001; ULYSHEN et al., 2010). Poucos estudos
mostraram que duas espécies competidoras de parasitoides foram capazes de coexistir
dividindo o recurso (MAGDARAOG et al., 2012).

Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) é um
endoparasitoide larval gregario eficiente no controle da broca-da-cana-de-acUcar
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) (PINHEIRO; ROSSI;
CONSOLLI, 2010). Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide gregario e apresenta potencial para ser utilizado como alternativa de
controle de lepiddpteros-praga (BAITHA et al.,, 2004; LA SALLE e POLASZEK,
2007; PRASAD et al., 2007). A espécie T. howardi foi registrada como parasitoide das
familias Crambidae (CRUZ et al., 2011), Noctuidae, Pyralidae (KFIR et al., 1993; LA
SALLE e POLASZEK, 2007) e Plutellidae (SILVA-TORRES et al., 2010), as quais
incluem diversos lepidopteros que ocasionam danos as culturas agricolas.
Recentemente, Vargas et al. (2011) registraram a capacidade desse inseto em parasitar e

se desenvolver em larvas e pupas de D. saccharalis.
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Insetos-praga sdo fator limitante na producdo de cana-de-agucar e D.
saccharalis é considerado de grande importancia por causar prejuizos expressivos nessa
cultura (DINARDO-MIRANDA et al., 2011; 2012) e em menor escala em culturas
como arroz (LV et al., 2011), milho e sorgo. As lagartas desse lepidoptero se
desenvolvem no interior dos colmos das plantas, impossibilitando a eficacia de controle
com produtos quimicos (CRUZ et al., 2011), sendo importante a utilizacdo de métodos
alternativos para o controle do inseto.

O sucesso de programas de controle biolégico depende da avaliagdo da
capacidade de localizacdo dos inimigos naturais por seus hospedeiros (PRATISSOLI et
al., 2005a; CHICHERA et al., 2012; PASTORI et al., 2013). Além de ser capaz de
localizar o hospedeiro, um bom agente de controle bioldgico da broca-da-cana deve
conseguir penetrar nas galerias produzidas nas plantas (VARGAS et al., 2013).

Informacdes sobre as interagdes antagdnicas ou sinérgicas entre C. flavipes
e T. howardi ainda sdo desconhecidas. Entretanto, para uso desses agentes de controle
biologico é fundamental o conhecimento de suas caracteristicas biologicas e suas
interacdes com o hospedeiro (PASTORI et al., 2012b). Dessa forma, o objetivo do
estudo foi comparar a capacidade de C. flavipes e de T. howardi em localizar e parasitar
lagartas de terceiro instar de D. saccharalis no interior de internodios de cana-de-agucar

em laboratorio e campo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia/Controle
Biologico (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD) e em plantio comercial da Usina Monteverde
Agro-Energética S/A - Dourados (latitude 23° 32° 30” S; longitude 55° 37° 30” W) em

Mato Grosso do Sul, Brasil.

Multiplicacdo do hospedeiro e dos parasitoides.

D. saccharalis: Ovos viaveis foram acondicionados em frascos de vidro (8,5 x 13 cm)
contendo dieta artificial a base de farelo de soja, germe de trigo, vitaminas, sais
minerais e anticontaminantes para alimentacdo das lagartas recém eclodidas, onde
permaneceram até o terceiro instar (ANEXO 1). Essas lagartas foram transferidas para

placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) contendo uma por¢do de dieta de realimentacdo (3 x 1,5
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cm) até a formagdo das pupas (ANEXO 2). As pupas foram recolhidas, sexadas e
colocadas 50 (20 machos e 30 fémeas) por gaiola de PVC (10 x 22 cm) revestidas
internamente com folha de papel sulfite como substrato para oviposicdo. Estes tubos
foram fechados com folha de papel sulfite e elastico adaptando procedimentos descritos
por Parra (2007) (ANEXO 3).

C. flavipes: Adultos do parasitoide foram mantidos em gaiolas de inoculagdo
(recipientes plasticos com capacidade de 100 mL) contendo uma goticula de mel para
alimentacdo. Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis, foram expostas ao
parasitismo por fémea de C. flavipes acasalada com 24 horas de emergéncia. Apds
serem submetidas ao parasitismo, quatro lagartas foram transferidas para placas de Petri
(6,5 x 2,5 cm) contendo uma porcdo de dieta de realimentacdo (3 x 1,5 cm) até a
formacéo das pupas de C. flavipes a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 + 10% e
fotofase de 14 horas em sala climatizada. As massas (pupas) foram retiradas e
transferidas para as gaiolas de inoculacdo para a emergéncia dos adultos parasitoides.
Esta metodologia foi adaptada dos procedimentos propostos por Garcia et al. (2009)
(ANEXO 3).

T. howardi: Adultos do parasitoide foram mantidos em tubos de vidro (2 x 15 cm)
vedados com algodao e contendo uma goticula de mel para alimentacdo. Pupas de D.
saccharalis, com 24 a 48 horas de idade, foram expostas ao parasitismo de fémeas de T.
howardi durante 24 horas e, ap0s esse periodo, individualizadas e mantidas a 25 * 2°C,
umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas em cdmara climatizada até a
emergéncia dos adultos (VARGAS et al., 2011) (ANEXO 3).

Desenvolvimento experimental.

Experimento 1. Foram utilizados 300 internodios de cana-de-aclcar da variedade (SP
81-3250) com 20 cm de comprimento, nos quais foram feitos dois orificios e
introduzidas duas lagartas de terceiro instar de D. saccharalis. Apos a introducdo das
lagartas, cada internddio foi colocado em recipientes de Politereftalato de etileno (PET),
transparentes com capacidade de (2 L) e vedados com filme plastico de PVC. Vinte e
oito fémeas de T. howardi ou de C. flavipes ou ainda 14 fémeas de T. howardi + 14 de
C. flavipes com 24 horas de idade, foram liberadas nas garrafas representando os trés

tratamentos, e o parasitismo foi permitido por 96 horas (tempo de parasitismo
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determinado em teste preliminar). As lagartas foram retiradas dos orificios,
individualizadas em placas de Petri (6,5 x 2,5 cm) contendo uma porgéo de dieta de
realimentacdo e mantidas em sala climatizada a 25 + 1°C, 70 + 10% UR e 14 horas de
fotoperiodo até a emergéncia dos parasitoides A mortalidade natural do hospedeiro foi
observada nas condi¢cbes do experimento, com 40 lagartas de D. saccharalis
introduzidas nos orificios dos internddios, e submetidos as mesmas condicdes descritas
para 0s tratamentos, porém sem exposicdo a parasitoides, sendo determinado
posteriormente o nimero de adultos de D. saccharalis emergidos.

As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram o parasitismo [(numero de
lagartas de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides + lagartas sem emergéncia
de adultos de D. saccharalis)/(nimero de lagartas) x 100)]; a emergéncia [(nimero de
lagartas de D. saccharalis com emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de
lagartas parasitadas) x 100)]; a duracdo do ciclo de vida (ovo -adulto); o nimero de
parasitoides emergidos por lagarta (progénie) e a razdo sexual (numero de
fémeas/nimero de adultos). O sexo dos individuos parasitoides foi determinado de
acordo com o dimorfismo das antenas de T. howardi (LA SALLE e POLASZEK, 2007)
e C. flavipes (WILKINSON, 1928).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
tratamentos e 10 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 10 internodios de
cana-de-agucar e 20 lagartas de D. saccharalis, totalizando 200 lagartas por tratamento.
Os dados das caracteristicas biologicas foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) e, quando significativos, ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Experimento 2. Para o experimento em questdo, em cada repeticdo foi utilizado um
internddio de cana-de-acucar da variedade (SP 81-3250) com 20 cm de comprimento,
nos quais foram feitos dois orificios e introduzidas duas lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis. Os internodios foram fixados com elastico de borracha latex em um colmo
de planta de cana-de-acUcar de nove meses de idade, selecionado aleatoriamente na area
experimental. Apd6s a fixacdo dos internédios as plantas foram cobertas,
individualmente, com uma gaiola (1,5 m de didmetro e 3 m de altura), confeccionada
com tecido ‘voil’, sendo posteriormente liberadas, 56 fémeas de T. howardi ou de C.
flavipes ou ainda 28 fémeas de T. howardi + 28 de C. flavipes com 24 horas de idade
por gaiola. As fémeas foram contadas e colocadas em tubos de vidro (1,5 x 10 cm)

contendo uma goticula de mel para alimentacdo dos parasitoides. Na liberacdo, ocorrida
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na parte da manhd, os tubos com os parasitoides foram presos a base de cada planta
envolvida pela gaiola. A exposi¢do ao parasitismo foi permitida por 96 horas e, apos
esse periodo, os internddios foram retirados, catalogados e encaminhados ao
LECOBIOL. As lagartas foram retiradas dos orificios, individualizadas em placas de
Petri (6,5 x 2,5 cm) contendo uma porg¢éo de dieta de realimentacdo e mantidas em sala
climatizada a 25 + 1°C, 70 = 10% UR e 14 horas de fotoperiodo até a emergéncia dos
parasitoides. A mortalidade natural dos hospedeiros foi observada nas condi¢fes do
experimento, com 26 lagartas de D. saccharalis introduzidas nos orificios dos
internddios e fixados nas plantas, cobertas, individualmente, com uma gaiola (1,5 m de
didmetro e 3 m de altura), confeccionada com tecido ‘voil’, sem liberacdo de
parasitoides sendo determinado posteriormente o nimero de adultos de D. saccharalis
emergidos. Na &rea experimental, as temperaturas maxima e minima foram 26,91 + 0,87
e 18,00 = 0,75°C, respectivamente, a umidade relativa média foi 77 = 3,63% e a
pluviosidade média 10,68 + 10,06 mm .

O parasitismo, a emergéncia, a duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto), a
progénie e a razdo sexual dos parasitoides foram avaliados semelhante ao experimento
1.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com trés
tratamentos e 13 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por duas lagartas,
totalizando 26 lagartas por tratamento. Os dados das caracteristicas bioldgicas foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativos, ao teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Experimento 1.

Cotesia flavipes e T. howardi localizaram e parasitaram lagartas de terceiro
instar de D. saccharalis no interior de internddios de cana-de-acUcar laboratério. O
parasitismo foi 100, 67 e 99% de C. flavipes, T. howardi e na interacdo de C. flavipes e
T. howardi, respectivamente (F= 73,635; P= 0,0000).

Houve emergéncia de progénie ao se utilizar somente T. howardi (16%),
apesar de o parasitismo ser realizado na fase de lagarta de D. saccharalis, a emergéncia

dos parasitoides ocorreu nas fases de lagarta e de pupa desse inseto (Figura 1).
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A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi no hospedeiro D.
saccharalis foi de 17,00 + 0,00 dias com emergéncia de parasitoides na fase de lagarta e
17,65 £ 0,15 dias com emergéncia na fase de pupa (Tabela 1).

A progénie de T. howardi foi de 139,00 £ 0,00 e 164,19 + 8,19 individuos
emergidos nas fases de lagarta e pupa de D. saccharalis, respectivamente (Tabela 1). A
razdo sexual dos parasitoides em D. saccharalis nas fases de lagarta foi de 0,70 = 0,00 e
na pupa 0,63 + 0,03 (Tabela 1).

Experimento 2.

Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram localizadas em campo e
parasitadas por C. flavipes (61,54%), T. howardi (19,23%) e na interagéo de C. flavipes
e T. howardi (46,15%) (F= 5,417; P= 0,0114) (Figura 2). Houve emergéncia de
progénie com C. flavipes (50%) e na interacdo de C. flavipes e T. howardi (23,08%),
emergindo somente parasitoides de C. flavipes (F=9,779; P= 0,0000) (Figura 2).

A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) com C. flavipes e na interacdo de C.
flavipes e T. howardi em lagartas de D. saccharalis foi de 19,82 + 1,55 dias e 20,33
1,65 dias, respectivamente (Tabela 2).

O numero de individuos emergidos de lagartas parasitadas por C. flavipes
foi de 53,55 + 3,34. Lagartas submetidas ao parasitismo pelos dois parasitoides
apresentaram emergéncia de 62%. Por outro lado, essa emergéncia foi de somente
individuos da espécie C. flavipes (Tabela 2). A razdo sexual dos parasitoides foi 0,74 +
0,05 utilizando somente C. flavipes e 0,75 + 0,12 na interacdo de C. flavipes e T.
howardi (Tabela 2).

DISCUSSAO

Lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram localizadas e parasitadas
no interior de internddios de cana-de-agucar, em laboratorio, por C. flavipes e T.
howardi. Os maiores indices de parasitismo foram obtidos por C. flavipes (100%) e na
sua interacdo com T. howardi (99%). Esse fato pressupde que T. howardi na densidade
de 14 fémeas ndo reduziu o parasitismo total em lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis. E possivel que T. howardi ndo apresente implicacdes diretas na capacidade
de parasitismo de C. flavipes e, consequentemente, em sua possivel utilizacdo

complementar em programas de controle biolégico.
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Devido ao confinamento e a alta densidade de fémeas utilizadas nesse
experimento ndo foi observada emergéncia de C. flavipes no tratamento com a sua
utilizagdo individual e na interagdo com T. howardi. O que pode estar relacionado ao
fato de que fémeas parasitoides podem injetar toxinas durante a oviposicdo, estas séo
necessarias para reduzir a resposta imunoldgica do hospedeiro, um mecanismo de
defesa utilizado para encapsular ovos ou larvas do parasitoide (PENNACCHIO e
STRAND, 2006). No entanto, doses elevadas de toxinas injetadas por muitas fémeas
parasitoides pode matar o hospedeiro antes que ocorra o desenvolvimento completo do
imaturo (STRAND, 2008; ANDRADE et al., 2010). A adequacdo da densidade de
parasitoides por hospedeiro é utilizada para equilibrar 0 nimero e qualidade de
parasitoides produzidos, o que é atribuido aos recursos nutricionais para 0
desenvolvimento dos mesmos (PEREIRA et al., 2010b).

O parasitismo (69%) e a emergéncia (16%) de T. howardi sdo indicativos de
que a espécie é capaz de parasitar e se desenvolver em lagartas de D. saccharalis em
laboratorio. O parasitoide T. howardi tem sido registrado parasitando pupas (CRUZ et
al., 2011) e lagartas (VARGAS et al., 2011) desse lepidOptero e essa caracteristica de
parasitar e se desenvolver nessas duas fases de D. saccharalis pode garantir e favorecer
a sobrevivéncia do inimigo natural em laboratorio, visando sua multiplicacdo, enquanto
no campo, sdo aumentadas suas chances de encontrar o hospedeiro para reproducéo.
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) parasitou
50% das pupas de D. saccharalis introduzidas nos colmos de cana-de-acucar. Quando
estas pupas foram introduzidas juntamente com lagartas de D. saccharalis o parasitismo
foi de 83,33%. Segundo os autores a presenca de lagartas favoreceu a localizacdo e
parasitismo por T. diatraeae devido a percepcao e identificacdo de substancias liberadas
pelas lagartas (VARGAS et al.,, 2013). Chichera et al. (2012) observaram que
Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) e T. diatraeae
liberados em conjunto ndo parasitaram pupas de D. saccharalis no interior de colmos de
cana-de-acUcar. No entanto, T. diatraeae apresentou 56% de parasitismo e P. elaeisis
aproximadamente 35%, quando liberados individualmente. Nesse caso, a liberacdo
conjunta pode ter ocasionado competicdo interespecifica entre os parasitoides
impedindo o parasitismo. O mesmo ndo foi observado para T. howardi e C. flavipes
quando liberados em conjunto, apresentando 99% de parasitismo em lagartas de terceiro
instar de D. saccharalis, indicando que, possivelmente, ndo houve competicdo

interespecifica entre os parasitoides na densidade utilizada.
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O periodo total de desenvolvimento de T. howardi foi cerca de 17 dias,
enquanto que, o de D. saccharalis é de 40 dias (PINTO et al., 2009). Essa caracteristica
é importante para o controle bioldgico de D. saccharalis, pois o0 desenvolvimento mais
rapido do parasitoide permite que o mesmo tenha maior nimero de geracdes que 0
hospedeiro, podendo estabilizar ou reduzir a densidade populacional desse hospedeiro
no campo (DINARDO-MIRANDA et al., 2012; RODRIGUES, et al., 2013).

Fémeas de C. flavipes viveram de um a dois dias, morrendo antes do
periodo final de parasitismo permitido no experimento, enquanto que, a maioria dos
individuos de T. howardi permaneceram vivos ao final do periodo de parasitismo.
Maior longevidade de fémeas parasitoides, certamente favorece a localizagdo do
hospedeiro e reproducdo quando liberados em campo. Além disso, quanto maior a
longevidade do adulto, maior o tempo para transporte das biofabricas para os locais de
liberacdo (CHICHERA et al., 2012). Isso nos permite evidenciar que liberacdes de T.
howardi podem resultar em aumento na eficiéncia de parasitismo sobre D. saccharalis,
principalmente em situacbes em que fatores bidticos e abidticos influenciam
negativamente C. flavipes.

Apesar da razdo sexual ndo atingir taxas superiores a 90%, como relatado
para P. elaeisis e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis (CHICHERA et al., 2012), a
proporcao de fémeas foi maior em relacdo a de machos para T. howardi. Esse fato pode
ter ocorrido devido ao elevado numero de fémeas parasitoides ovipositando no mesmo
hospedeiro, dependendo da espécie o0 superparasitismo diminui o numero de
descendéncia de fémeas (SOARES et al. 2009). Uma fémea parasitoide pode evitar o
superparasitismo quando reconhece que um hospedeiro foi anteriormente parasitado
(GODFRAY, 1994). Entretanto, 0 superparasitismo pode ser uma estratégia adaptativa
em elevadas densidades de fémeas parasitoides, no sentido de que uma fémea, ao
ovipositar em um hospedeiro anteriormente parasitado, alcancaria uma expectativa
reprodutiva mais elevada do que se decidisse rejeita-lo (MANGEL, 1992). Algumas
espécies parasitoides sdo capazes de ajustar o numero e 0 sexo dos descendentes em
funcdo da relacdo nimero de fémeas progenitoras e 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., 2012a).

Lagartas de D. saccharalis foram localizadas e parasitadas em plantas de

cana-de-agucar quando C. flavipes e T. howardi foram liberados simultaneamente no
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campo, ou quando liberados sozinhos. Nao houve diferenca significativa no parasitismo
entre os tratamentos de C. flavipes e na interacdo dos parasitoides, indicando que T.
howardi ndo afetou o parasitismo total, quando utilizados em conjunto. Enguanto, a
maior eficiéncia em parasitar e se desenvolver em lagartas de D. saccharalis em colmos
de cana-de-acucar foi observada para C. flavipes. InteracBes entre Spathius agrili Yang
(Hymenoptera: Braconidae) e Tetrastichus planipennisi Yang (Hymenoptera:
Eulophidae) também evidenciaram que o braconideo foi mais eficiente em localizar e
parasitar larvas de Agrilus planipennis Fairmaire (Coleoptera: Buprestidae) em campo
(ULYSHEN et al, 2010). A eficiéncia de um parasitoide pode estar relacionada a sua
capacidade de encontrar o hospedeiro no campo (SILVA-TORRES et al.,, 2009) e
envolve quimicos volateis (LUO et al., 2013). A localizagcdo quimica é particularmente
valiosa quando os hospedeiros estdo ocultos da inspecédo visual, alojados em plantas ou
em outros tecidos. Em resposta ao ataque de herbivoros, as plantas produzem
semioquimicos denominados volateis induzidos por herbivoria, que agem para repelir
insetos-praga e atrair inimigos naturais (KHAN et al., 2008). As fémeas parasitoides
utilizam desses odores para se orientarem em direcdo ao hospedeiro e possuem
propensdo refinada e inata para responder em concentraces extremamente baixas
(EIRAS e GERK, 2001). Além de ser capaz de localizar o hospedeiro, um bom agente
de controle biologico deve conseguir penetrar nas galerias produzidas nas plantas pelos
hospedeiros (CHICHERA et al., 2012, VARGAS et al., 2013).

As diferencas no parasitismo de lagartas de D. saccharalis por T. howardi
em campo (19,23%) e no laboratorio (67%) podem ser atribuidas a arquitetura das
plantas, area de forrageamento e as condicdes ambientais (temperatura, chuva, vento,
intensidade de luz) que interagem e podem interferir na capacidade de parasitismo dos
parasitoides. Uma hipotese complementar € a competicdo interespecifica que pode
influenciar na capacidade de parasitismo de inimigos naturais. Ajustes na densidade de
fémeas parasitoides a serem liberadas devem ser realizados para maximizar o
parasitismo de hospedeiro no campo. O conhecimento do numero de fémeas de
parasitoides a serem liberados em campo pode aumentar a probabilidade de sucesso em
programas de controle biolégico aplicado (PEREIRA et al., 2010a), pois 0 nUmero de
fémeas por hospedeiro afeta a capacidade de parasitismo (SAMPAIO et al., 2001).
Além disso, a capacidade de dispersdo (PRATISSOLI et al., 2005a; PASTORI et al.,
2008a; 2013), o numero de pontos (PRATISSOLI et al., 2005b), a época e forma de

liberacdo, o periodo fenoldgico da planta mais susceptivel ao ataque (PASTORI et al.,
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2008b), e os mecanismos de dispersdo do inseto alvo (ALVES et al., 2005), precisam
ser determinadas para assegurar uma boa distribuigdo e eficiéncia do parasitoide na area
em que se deseja realizar o controle (PEREIRA et al. 2010a).

O meétodo de controle mais eficiente utilizado para a reducdo das populagdes
de D. saccharalis é com o uso do parasitoide larval C. flavipes e, a associacdo desse
com o parasitoide de ovos Trichogramma galloi Zucchi (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) é ainda mais eficiente na reducdo da populacdo de D. saccharalis
(BOTELHO et al., 1999; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2007; VACARI et al., 2012).
De maneira geral, o objetivo das associacdes é aumentar a eficiéncia dos inimigos
naturais dentro do programa de controle biolégico e a interacdo de T. howardi com 0s
parasitoides de ovos T. galloi e de larvas C. flavipes no controle de D. saccharalis pode
contribuir para controle desse inseto. Estudos a campo relatam que o parasitismo total
em pupas de D. saccharalis por T. howardi foi 15,93% e o de larvas por Lixophaga
diatraeae (Towns.) (Diptera: Tachinadae) 29,05%, no entanto, quando utilizada a
interacdo foi registrado 35,85%, ndo havendo interagdes antagbnicas entre o0s
parasitoides (FELIX et al., 2005).

Tetrastichus howardi apresenta potencial para ser utilizado como
complemento no controle de D. saccharalis, uma vez que foi capaz de parasitar lagartas
e pupas desse lepidoptero em laboratério e campo. Caso T. howardi seja utilizado como
método de controle biolégico aplicado, recomenda-se que esse parasitoide deve ser
liberado em momento diferente de C. flavipes para se evitar qualquer tipo de
competicdo interespecifica. O fato de T. howardi apresentar maior longevidade em
relacdo a C. flavipes pode propiciar um maior periodo de parasitismo em campo desse
inimigo natural, levando a complementacdo de parasitismo por T. howardi e C. flavipes.
Estudos visando determinar a quantidade de parasitoides a serem liberados por unidade
de area ou em funcdo da populacdo da praga alvo e ajustes para aprimorar 0
conhecimento da dispersdo desses parasitoides com liberagdo em uma mesma area,
mesmo em momentos diferentes devem ser realizados para se obter maior éxito em

programas de controle bioldgico.

CONCLUSAO

Os parasitoides C. flavipes e T. howardi localizaram e parasitaram lagartas

de terceiro instar de D. saccharalis em internodios de cana-de-aglcar em condicdes de
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laboratdrio e campo. No entanto, atributos de T. howardi como sua maior longevidade,
pode favorecer a sobrevivéncia desse inimigo natural no campo, aumentando as chances
de localizar e parasitar o0 hospedeiro por um periodo mais constante, e
consequentemente proporcionar o aumento da eficiéncia de parasitismo. A elevada
razdo sexual aliada a capacidade de parasitar duas fases do hospedeiro (lagartas e pupas)
e a facilidade de multiplicacdo em grandes quantidades sdo peculiaridades do
parasitoide T. howardi, que o capacita e justificam a possibilidade de ser associado com
C. flavipes em programas de controle biolégico de D. saccharalis com tendéncia a ser

mais efetivo.
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Figura 1. Parasitismo e emergéncia de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) e
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em lagarta de terceiro instar de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) introduzidas em internddios de cana-
de-acucar em laboratério a 25 £ 1°C, 70 = 10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas (parasitismo F= 73,635; P= 0,0000) (*Médias seguidas pela mesma letra, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade).
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) em

lagartas de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) introduzidas em internddios de cana-de-agtcar em laboratério a 25

+ 1°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.

Caracteristicas bioldgicas C.flavipes (n)  T.howardi C. flavipes + T. howardi (n)
Numero de lagartas parasitadas 200 a 134 b 198 a
Porcentagem de lagartas parasitadas 100% 67% 99%
Numero de lagartas com emergéncia de parasitoides - 1 -
NuUmero de pupas com emergéncia de parasitoides - 31 -
Duracdo do ciclo de vida (dias) com emergéncia em lagartas - 17,00£0,00 -
Progénie - 139,00+0,00 -
Razdo sexual - 0,70+0,00 -
Duracéo do ciclo de vida (dias) com emergéncia em pupas - 17,65+0,15 -
Progénie - 164,19+8,19 -
Razdo sexual - 0,63+0,03 -

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferementre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

(n) cada tratamento é composto por dez repeticdes sendo cada uma composta por 20 lagartas de D. saccharalis, totalizando 200 lagartas por tratamento

- ndo houve dados para a conducéo das analises
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Figura 2. Parasitismo e emergéncia de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) e
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de terceiro instar de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) introduzida em internddios de cana-de-
acucar em campo (parasitismo F= 5,417; P= 0,0114) (emergéncia F= 9,779; P= 0,0000)
(*Medias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade).
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1  Tabela 2. Caracteristicas biologicas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) e Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) em

2 lagartas de terceiro instar de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) introduzidas em internddios de cana-de-aglcar em campo.

3
Caracteristicas biologicas C. flavipes (n) T. howardi (n) C. flavipes + T. howardi (n)
NuUmero de lagartas parasitadas 16 a 5b 12 ab
Porcentagem de lagartas parasitadas 61,54% 19,23% 46,15%
Numero de lagartas com emergéncia de parasitoides 13 - 6
Duracéo do ciclo de vida (dias) 19,82+1,55a - 20,33+1,65a
Progénie 53,55+3,34 a - 62,00+9,48 a
Razdo sexual 0,74+0,05 a - 0,75+0,12 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferementre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
(n) cada tratamento é composto por 13 repeticdes sendo cada uma composta por 2 lagartas de D. saccharalis, totalizando 26 lagartas por tratamento
4 - ndo houve dados para a conducao das analises
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CONCLUSOES GERAIS

Os parasitoides T. howardi e C. flavipes parasitaram lagartas de terceiro
instar D. saccharalis em todas as combinacfes de densidades de fémeas (uma e trés) e
periodos de parasitismo (0,016; 0,5; 1; 12; 24; 48; 72 e 96 horas), porém com variacgdes.

A maior taxa de emergéncia da progénie de T. howardi foi proveniente do
aumento do periodo de parasitismo.

O nimero de descendentes de C. flavipes por lagarta de terceiro instar de D.
saccharalis decresceu com o aumento do periodo de parasitismo, o inverso foi
observado para o parasitoide T. howardi.

Trés fémeas de T. howardi com 96 horas de parasitismo e trés de C. flavipes
com trinta minutos de parasitismo em lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram
as combinacbes mais apropriadas para multiplicacdo desses parasitoides por
proporcionar 0 maior parasitismo, emergéncia e nimero de descendentes por fémea
parasitoide.

O parasitoide T. howardi parasitou e se desenvolveu em pupas de D.
saccharalis em todas as combinacbes de densidades de fémeas (uma, trés e sete) e
periodos de parasitismo (24, 48 e 72 horas).

A producdo de descendentes de T. howardi foi proporcional ao aumento da
densidade (uma, trés e sete) de fémeas parasitoides.

O nimero de fémea produzida por fémea de T. howardi por pupa de D.
saccharalis foi inversamente proporcional com o aumento da densidade de fémeas.

Sete fémeas de T. howardi com 24 horas de parasitismo em pupas de D.
saccharalis foi a combinacdo mais apropriada para multiplicacdo desse parasitoide por
proporcionar a maior progénie, o maior numero total de descendentes fémeas
produzidas por fémea parasitoide e elevada razéo sexual.

Os parasitoides C. flavipes e T. howardi localizaram e parasitaram lagartas
de terceiro instar de D. saccharalis em internddios de cana-de-acicar em condicdes de
laboratério e campo.

Atributos de T. howardi como sua maior longevidade, pode favorecer a
sobrevivéncia desse inimigo natural no campo, aumentando as chances de localizar e
parasitar o hospedeiro por um maior periodo, e consequentemente proporcionar o

aumento da eficiéncia de parasitismo. A elevada razdo sexual aliada a capacidade de
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parasitar duas fases do hospedeiro (lagartas e pupas) e a facilidade de multiplicacdo em
grandes quantidades sdo peculiaridades do parasitoide T. howardi, que o capacita e
justificam a possibilidade de ser associado com C. flavipes em programas de controle
bioldgico de D. saccharalis.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho incrementam o conhecimento sobre o
desenvolvimento e reprodugdo de T. howardi e C. flavipes no hospedeiro D.
saccharalis, visto que a técnica de multiplicacdo massal desse lepiddptero em
laboratorio ja € conhecida. Contribui também para o aprimoramento da técnica de
multiplicacdo de T. howardi, visando a obtencdo desse parasitoide para a realizacdo de
estudos cientificos ou para o estabelecimento de multiplicacdo massal, caso 0 mesmo
venha a ser utilizado em programas de controle bioldgico.

Além de C. flavipes, o parasitoide T. howardi também é indicado para
controle bioldgico de D. saccharalis, uma vez que possuem capacidade de localizar o
hospedeiro, penetrar nas galerias produzidas nas plantas pelos mesmos e parasita-los.
Estudos visando determinar a quantidade de parasitoides a serem liberados por unidade
de area ou em fungdo da populacdo da praga alvo e ajustes para o conhecimento da
dispersdo desses parasitoides com possiveis liberagdes em uma mesma area, mesmo em
momentos diferentes devem ser realizados para se obter maior éxito em programas de

controle biolégico com C. flavipes e T. howardi.
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ANEXO 1. Dieta artificial de alimentacdo modificada de Parra (2007) para a criacdo de

lagartas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Ingredientes Quantidade™* Finalidade
Farelo de soja 300¢g Proteina
Germe de trigo 150 g Proteina
Levedura de cana 225 ¢ Proteina
AcUcar 205 g Carboidrato
Nipagin 159 Conservante
Acido ascorbico 8¢ Vitamina
Cloreto de colina 290 Vitamina
Sais de wesson 159 Sais minerais
Caragenato 659 Espessante
Vita gold 3mL Solucéo vitaminica
Solugéo vitaminica 40 mL Solugéo vitaminica
Formol 6 mL Anticontaminante
Tetraciclina 1 comprimido Anticontaminante
Wintomylon 1 comprimido Anticontaminante
Agua destilada 38L Solvente

* Quantidade de ingredientes para 12 frascos de vidro (capacidade de 500 mL)
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ANEXO 2. Dieta artificial de realimentacdo modificada de Parra (2007) para a criagdo

de lagartas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Ingredientes Quantidade™* Finalidade
Farelo de soja 540 g Proteina
Levedura de cana 400 g Proteina
Acucar 360 g Carboidrato
Nipagin 409 Conservante
Acido ascorbico 8¢ Vitamina
Cloreto de colina 8¢ Vitamina
Caragenato 150 g Espessante
Vita gold 7mL Solucdo vitaminica
Solucéo vitaminica 40 mL Solucéo vitaminica
Acido acético 65 mL Anticontaminate
Formol 14 mL Anticontaminante
Tetraciclina 1 comprimido Anticontaminante
Wintomylon 1 comprimido Anticontaminante
Agua destilada 6,4 L Solvente

* Quantidade de ingredientes para 6 bandejas (capacidade de 1000 mL)
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ANEXO 3. Fases de exploracgdo do hospedeiro Diatraea saccharalis.
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