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RESUMO GERAL

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) em sua fase larval pode
trazer danos econdmicos para a cultura das Brassicas. Tetrastichus howardi (Olliff,
1893), Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle, 1993) e Trichospilus diatraeae
(Cherian & Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae) apresentam potencial
para serem usados como agentes de controle biologico de varios insetos-praga. O
objetivo geral foi comparar a capacidade de Te. howardi, Tr. diatraeae e P. elaeisis
parasitarem e se desenvolverem em lagartas e pupas de P. xylostella. Especificamente,
objetivou-se: comparar as caracteristicas como parasitismo, emergéncia, duragdo do
ciclo de vida, progénie, razdo sexual e longevidade de fémeas e machos de Te.
howardi, Tr. diatraeae e P. elaeisis criados em lagartas de 4° instar ¢ em pupas de P.
xylostella. Determinar o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae
em lagartas e pupas de P. xylostella de diferentes idades. Avaliar o parasitismo e
desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae em larvas de 2° 3° ou 4° instar e
pupas de P. xylostella de diferentes idades e por fim avaliar se densidade de lagartas
de P. xylostella pode comprometer o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e
Tr. diatraeae. Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
biologico de Insetos (Lecobiol) da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais
(FCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, MS.
Como resultado, Palmistichus elaeisis ndo parasitou lagarta de 4° instar e pupa de P.
xylostella. De maneira geral, Te. howardi e Tr. diatraecae parasitaram ¢ se
desenvolveram em lagartas de 4° instar e pupa de P. xylostella, sendo Te. howardi o
parasitoide mais eficiente. O parasitismo de lagartas de 4° instar de P. xylostella por
fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae foi proporcional e linear com o aumento do
periodo de parasitismo de 24 a 96 horas. De maneira geral, a progénie, razao sexual,
duracdo do ciclo de vida e longevidade de machos e de fémeas de Te. howardi e Tr.
diatraeae foram semelhantes quando estes parasitoides foram submetidos a diferentes
periodos de exposi¢do de parasitismo. Fémeas de Te. howardi ¢ de Tr. diatraeae
conseguem parasitar lagarta e emergir na pupa de P. xylostella. Em 48 horas uma
unica fémea de Te. howardi e de Tr. diatraeae conseguiram parasitar até cinco ou seis
lagartas de P. xylostella. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento sobre
a biologia reprodutiva de Te. howardi e Tr. diatraecae em lagartas e pupas de P.
xylostella.

Palavras-chave: Eulofideos, eficiéncia biologica, traca-das-crufiferas.
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ABSTRACT

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) in the larval stage can
bring economic damages to the culture of the Brasicas. Tetrastichus howardi (Olliff,
1893), Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle, 1993) and Trichospilus diatraeae
(Cherian & Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae) present potential to be
used as biological control agents for various pest insects. The overall aim was to
compare the capacity of Te. Howardi, Tr. diatraeae and P. elaeisis to parasite and
develop on caterpillars and pupae of P. xylostella. Was compared the biological
characteristics (parasitism, emergence, life cycle, progeny, sex ratio and longevity of
females and males) of Te. howardi, Tr. diatraeae and P. elaeisis reared in 4th instar of
caterpillars and P. xylostella pupae. Was determined the parasitism and development
of Te. howardi e Tr. diatraeae in P. xylostella caterpillars and pupae of different ages,
and evaluated the parasitism and development of Te. howardi e Tr. diatraeae in 2nd,
3rd or 4th instar larvae and pupae of P. xylostella of different ages and the density of P.
xylostella caterpillars for compromising parasitism and development of Te. howardi e
Tr. diatraeae. The experiments were carried out at the Laboratory of Biological
Control of Insects (Lecobiol) of the Faculty of Biological and Environmental Sciences
(FCBA) of the Federal University of Grande Dourados (UFGD), in Dourados, MS.
Palmistichus elaeisis did not parasitize 4th instar caterpillar and P. xylostella pupae. In
general, the Te. howardi e Tr. diatraeae parasitized and developed in 4th instar
caterpillars and P. xylostella pupae, being Te. howardi the most biologically efficient
parasitoid. The parasitism of 4th instar caterpillars of P. xylostella by females of Te.
howardi e Tr. diatraeae was proportional and linear with the increase of the parasitism
period from 24 to 96 hours. The progeny, sex ratio, life cycle length and longevity of
males on females of Te. howardi and Tr. diatraeae were similar when these
parasitoids were submitted to different periods of parasitism exposure. Females of Te.
howardi and Tr. diatraeae can parasite caterpillar and emerge in the pupa of P.
xylostella. A single female of Te. howardi parasitized up to five P. xylostella
caterpillars in 48 hours. A single female of 7r. diatraeae parasitized up to six P.
xylostella caterpillars in 48 hours. Results obtained in the works of this thesis are
unpublished and contribute to the knowledge about the reproductive biology of Te.
howardi e Tr. diatraeae in P. xylostella caterpillars and pupae.

Key words: Eulofideos, biological efficiency, diamondback moth.
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1. INTRODUCAO GERAL

Brassica oleracea pertencente a familia das Brassicas e pode ser produzida
durante o ano inteiro em praticamente todo o Brasil (KANO et al., 2010). Diversos
fatores influenciam a producdo de brassicas em diferentes regides produtoras, como a
competi¢ao com plantas hospedeiras, a sensibilidade aos extremos climaticos, o alto
poder reprodutivo, a presenga de insetos-praga (SILVA, 2018) e a auséncia de
inimigos naturais devido ao uso inadequado de inseticidas (COUTO et al., 2016).
Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) ¢ a principal praga de
culturas como repolho e couve (GODIN & BOIVIN, 1998) causando danos

econdmicos em escala mundial (CHENG et al., 2008).

Dentre os métodos de redugdo de populacdes de insetos-prga, destaca-se o
controle biologico com o uso de parasitoides (BARBOSA et al., 2008; PERIOTO et.,
2002). Insetos endoparasitoides se desenvolvem naturalmente quando na fase jovem
dentro de ovos, larvas, pupas ou adultos de outros artrépodes e sdo responsaveis pelo

equilibrio natural de populagdes de insetos em agroecossitemas (PARRA et al., 2002).

Parasitoides da familia Eulophidae ocorrem em regides tropicais e temperadas
do mundo sendo catalogados 297 géneros, 4472 espécies e 5 subfamilias: Entiinae,
Eulophinae, Entedoninae, Tetrastichinae ¢ Opheliminae (NOYES, 2003) parasitando
ovos, larvas, pupas ou adultos de lepidopteros considerados pragas (GAUTHIER et al.,
2000; UBAIDILLAH, 2006; PEREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2018).

Dentro desse complexo de parasitoides destacam-se Tetrastichus howardi
(Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) (BAITHA et al., 2004; PRASAD et al.,
2007; LA SALLE; POLASZEK, 2007; OLIVEIRA et., 2016), Palmistichus elaeisis
(Delvare & LaSalle, 1993) (Hymenoptera: Eulophidae) e Trichospilus diatraeae
(Cherian & Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: FEulophidae) que sao
endoparasitoides, preferencialmente de lepidopteros (PEREIRA et al., 2011;
OLIVEIRA et., 2016; BARBOSA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; TAVARES et
al., 2018).

Diversos fatores devem ser levados em consideragdo para se implementar um
programa de controle bioldgico aplicado com esses parasitoides, sendo essencial a

producao de hospedeiros naturais e alternativos para a sua multiplicagdo ¢ a selecao de
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espécies de parasitoides com elevado potencial bidtico para serem capazes de suprimir
a populacdo da praga (PEREIRA et al., 2010). Sendo assim, o objetivo dos trabalhos
foi comparar caracteristicas de Te. howardi, Tr. diatraeae e P. elaeisis quando criados
em larvas ou pupas de P. xylostella visando obter informagdes para elaboracao de um
programa de controle bioloégico de P. xylostella com as referidas espécies de

parasitoides.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

A couve-manteiga B. oleracea da familia Brassicaceae ¢ uma hortalica anual
arbustiva e no Brasil o seu consumo tem aumentado a cada ano (NOVO et al., 2010).
Rica em nutrientes, essa hortalica ¢ importante na alimentacdo humana (FILGUEIRA,
2008). Dentre os insetos que atacam essa cultura, destacam-se: pulgdes Brevicoryne
brassicae (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Aphididae), curuqueré-da-couve, Ascia
monuste orseis (Latreille, 1819) (Lepidoptera: Peiridae), lagarta-rosca, Agrotis ipsilon
(Hufnagel, 1767) (Lepidoptera: Noctuidae), lagarta-mede-palmo, Trichoplusia ni
(Hueb., 1802) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ a traga-das-cruciferas P. xylostella (GALLO,
2002).

Plutella xylostella é considerada a praga de maior importancia econdmica entre
as Brassicas, e este inseto ¢ encontrado em diversas partes do mundo, inclusive no
Brasil (FURLONG et al., 2013). Os prejuizos a cultura podem chegar a 100% de
perdas (REDDY et al., 2004) ou reduzir significativamente a producao (CHENG et al.,
2008). Seus ovos, geralmente sdo depositados isoladamente ou em grupos nas
concavidades das folhas e tem periodo de incubacao de trés a quatro dias. Quando as
larvas estdo proximas a emergéncia os ovos tornam-se escurecidos (GUPTA &
THORSTEINSON, 1960; CASTELO BRANCO et al., 1997). As larvas apresentam
uma coloragdo verde clara, com a cépsula cefalica de cor parda, medindo
aproximadamente de 8 a 10 mm de comprimento e sobre o corpo observa-se pequenas

cerdas escuras e esparsas (MOREIRA, 2011).
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A fase larval de P. xylostella possui quatro instares e dependendo das
condi¢cdes favoraveis para o seu desenvolvimento, pode variar 4 a 6 dias de duragdo, ja
o periodo pupal ¢ de 4 a 15 dias. O periodo entre a oviposicdo e a emergéncia dos
adultos ¢ de 22 a 33 dias dependendo da temperatura. As pupas ficam no interior de
pequenos casulos, possuem uma coloragdo verde e amarela parda quando estdo
préximas a emergéncia. As mariposas sdo microlepidopteros de coloragdo parda, sdao
ativas no final da tarde e inicio da noite quando ocorre o acasalamento, onde a postura
tem inicio logo apos a copula, e uma fémea pode ovipositar de 11 a 188 ovos por até

quatro dias (TALEKAR & SHELTON, 1993).
2.2. Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

As primeiras descri¢des de Te. howardi foram na Australia sendo denominado
Euplectus howardi a partir de individuos emergidos de uma pupa de Bathytricha
truncata (Walker, 1856) (Lepidoptera: Noctuidae) (BOUCEK, 1988). Amplamente
distribuido nas regides dos hemisférios Afrotropical e Neotropical, Te. howardi ja foi
registrado na Australia, China, Paquistdo, Taiwan, em paises da Africa e da América
do Sul (La SALLE e POLASZEK, 2007). Trabalhos foram realizados em Cuba em
plantios de cana-de-agticar com Te. howardi para controle de Diatraeae saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) sendo constatado um parasitismo de 20%

(GONZALEZ et al., 2003; FELIX et al., 2005).

No estado de Pernambuco, Te. howardi foi registrado em pupas de P.
xylostella .(SILVA-TORRES et al., 2010). No Estado de Mato Grosso do Sul, lagartas
e pupas de D. saccharalis foram parasitadas por Te. howardi em condi¢des de
laboratério e campo (VARGAS et al., 2011, PEREIRA et al., 2015). Sua ocorréncia
natural também foi relatada em pupas de D. saccharalis, porém na cultura do milho
(CRUZ et al., 2011).

Diversos trabalhos tém sido realizados visando desenvolver técnicas de
producdo e liberacdo de Te. howardi para controle de pragas da cana como D.
saccharalis (BARBOSA et al., 2018), do milho, a Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (LUCCHETTA, 2016), da soja como Anticarsia gemmatalis
(Hiibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) (FERNANDES, 2018) e brassicas, P.
xylostella (TIAGO et al., 2018). Especificamente estudos apontam que a idade da pupa
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do hospedeiro pode influenciar o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi

(COSTA et al., 2013).

A densidade de parasitoides/hospedeiro e o periodo de exposi¢do ao hospedeiro
também podem afetar o parasitismo, progénie, razao sexual, e o ciclo do ovo ao adulto
além da longevidade (SAGARRA et al., 2000; BARBOSA et al., 2008; SILVA-
TORRES et al., 2010ab), (FOERSTER et al., 2001; CHONG e OETTING, 2006;
CHOI et al., 2001; SILVA-TORRES ¢ MATTHEWS, 2003; BARBOSA et al., 2008;
SILVA-TORRES e MATTHEWS, 2003).

Neste contexto, obter informagdes sobre a melhor idade da pupa, densidade de
parasitoides e periodo de parasitismo, bem como sua combinagdo torna-se essencial
para assegurar o maior numero e qualidade de individuos parasitoides a serem
produzidos em laboratério (SILVA et al., 2015; PEREIRA et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2016; COSTA et al., 2014 a, b; SILVA et al., 2014).

2.3. Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)

Trichospilus diatraeae ¢ um parasitoide polifago, gregario e primario (PARON
e BERTI FILHO, 2000). As suas primeiras descri¢des foram feitas no sul da india com
exemplares que emergiram de pupas de Diatraea venosata (Walker, 1863)
(Lepidoptera: Crambidae) (CHERIAN e MARGABANDHU, 1942). Na Africa e na
india Tr. diatraeae foi relatado em pupas de vérias espécies de lepidopteros das
familias Pyralidae, Noctuidae e Crambidae como Chilo sacchariphagus
sacchariphagus (Bojer, 1856) e Sesamia calamistis (HAMPSON, 1910) (Lepidoptera:
Noctuidae) (BOURNIER, 1975; BOUCEK, 1976). E nos EUA foi registrado
parasitando pupas de Diatraea lineolata (Walker, 1856) (Lepidoptera: Crambidae)
(RODRIGUEZ-DE-BOSQUE, 1989).

No Brasil, os primeiros registros foram em pupas de Arctiidae em Piracicaba,
SP (PARON e BERTI FILHO, 2000) e em pupas de Cerconota anonella (Sepp, 1830)
(Lepidoptera: Oecophoridae), em plantios de gravioleira, no estado de Goias
(OLIVEIRA et al., 2001). Também foi coletado em pupas de Thyrinteina arnobia
(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) (PEREIRA et al., 2008) em plantios de
eucalipto em Minas Gerais e em pupas de Melanolophia consimilaria (Walker, 1860)

(Lepidoptera: Geometridae) em Botucatu, SP (ZACHE et al., 2010).
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A elevada capacidade reprodutiva de 7r. diatraeae em pupas de D. saccharalis,
Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818) (Lepidoptera: Erebidae), S. frugiperda
(Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae), 7. arnobia, Hylesia paulex (Hiibner, 1820)
(Lepidoptera: Sartuniidae) e S. frugiperda e Spodoptera cosmioides Walker, 1858
(Lepidoptera: Noctuidae) e Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) foi
evidenciada em diversos trabalhos (PARON & BERTI FILHO, 2000, ANDRADE et
al. 2010, PASTORI et al. 2012ab, ZACHE et al. 2012, FAVERO et al. 2013,
GLAESER et al. 2014, FAVERO et al. 2014, CALADO et al., 2014).

No laboratorio 7r. diatraeae pode ser criado em pupas dos hospedeiros
alternativos 7. molitor ¢ Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae)
(FAVERO et al., 2013, 2014; CALADO et al., 2014) e no hospedeiro natural D.
saccharalis (GRANCE, 2010). Te. diatraeae se desenvolveu entre as temperaturas de
16 a 28°C e umidade relativa de 45 a 85% em pupas de D. saccharalis (RODRIGUES,
2010). A densidade ideal para multiplicagao de Te. diatraeae em laboratorio ¢ de 14 a
21 fémeas por pupa de D. saccharalis, e em campo ¢ de pelo menos 50 parasitoides

por pupa (GRANCE, 2010).

Espécies de Trichospilus foram relatadas em diferentes paises da Asia, da
Africa, ¢ das Américas (BOUCEK, 1976; BENNETT et al., 1987, UBAIDILLAH,
2006). Trichospilus pupivorus (Ferrieri 1930) foi encontrado naturalmente em Opisina
arenosella (Walker 1864) (Lepidoptera: Oecophoridae) na india (MURALIMOHAN
et al., 2008) e T. diatraeae em espécies como Epimeces matronaria (Guenée in
Boisduval & Guenée, 1858), Oxydia vesulia (Cramer, 1779) (Lepidoptera:
Geometridae) e Anacamptodes defectaria (Guenée, 1857) (Lepidoptera: Geometridae)
em abacateiro na Florida (GLENN et al., 2003), S. frugiperda (Smith 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) milho no Caribe (ALAM, 1979) e P. xylostella na Jamaica
(ALAM, 1990).

2.4. Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)
Palmistichus elaeisis ¢ um endoparasitoide gregario, polifago, idiobionte com
potencial para parasitar pupas de Lepidoptera (PEREIRA et al., 2008; PEREIRA et al.,

2010), que foi relatado em pupas de Eupseudosoma involuta (Sepp 1852) (Lepidoptera:
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Arctiidae), Euselasia eucerus (Hewitson 1872) (Lepidoptera: Riodinidae) (DELVARE;
LASALLE, 1993), Sabulodes sp. (Lepidoptera: Geometridae) (BITTENCOURT;
BERTI FILHO, 1999), em Sascina violascens (Herrich-Schaeffer, 1856) (Lepidoptera:
Lymantriidae) (ZACHE et al., 2012), Thyrinteina leucoceraea (Rindge 1961)
(Lepidoptera: Geometridae) e 7. arnobia, (PEREIRA et al., 2008) .

Palmistichus elaeisis ¢ um agente de controle biologico de varios lepidopteros
desfolhadores que ocorrem simultaneamente em eucalipto (ZANUNCIO et al., 2003).
O fato de ser generalista permite sua multiplicacio em diversos hospedeiros
alternativos em laboratorio, o que justifica o desenvolvimento de pesquisas para
verificar seu pontecial bidtico e maximizar 3.sua producdo massal visando sua
utilizacdo em programas de controle bioldgico aplicado (PEREIRA et al., 2009). A
densidade de parasitoides, idade de pupa e do parasitoide (THOMAZINI; BERTI
FILHO, 2001; MATOS NETO et al., 2004) podem afetar a capacidade de parasitismo
e refletir diretamente na qualidade do parasitoide alterando caracteristicas como:
tamanho do corpo (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 1999), longevidade
(SILVATORRES; MATTHEWS, 2003) e duracdo do ciclo (BITTENCOURT; BERTI
FILHO, 2004). Nao se tem relato de parasitismo natural de P. elaeisis em larvas ou
pupas de P. xylostella, mas o fato deste parasitoide ser generalista nos motivou a

verificar sua capacidade de parasitar e se desenvolver em pupas desse inseto-praga.

Esta Tese esta de acordo com as “Normas para Redacdo de Dissertagdes e Teses” do Programa de Pos- Graduagao

em Entomologia e Conservagao da Biodiversidade da Universidade Federal da Grande Dourados.

3. OBJETIVO GERAL
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O objetivo foi comparar a capacidade de Te. howardi, Tr. diatraeae e P.

elaeisis parasitarem e se desenvolverem em lagartas e pupas de P. xylostella.
Objetivos especificos:

1. Comparar as caracteristicas como parasitismo, emergéncia, duracao do ciclo de vida,
progénie, razdo sexual e longevidade de fémeas e de machos de Te. howardi, Tr.

diatraeae e P. elaeisis criados em lagartas de 4° instar e em pupas de P. xylostella.

2. Avaliar o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae em lagartas

e pupas de P. xylostella de diferentes idades.

3. Avaliar o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae em larvas

de 2°, 3° ou 4° instar e pupas de P. xylostella de diferentes idades.

4. Avaliar se densidade de lagartas de P. xylostella por comprometer o parasitismo e

desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae.
Hipoteses

HI: Te. howardi, Tr. diatraeae ¢ P. elaeisis parasitam e se desenvolvem em lagartas e

pupas de P. xylostella de maneira semelhante.

HO: Te. howardi, Tr. diatraeae e P. elaeisis ndo parasitam ¢ nem se desenvolvem em

lagartas e pupas de P. xylostella de maneira semelhante.

HI: O instar larval e a idade de pupas de P. xylostella afetam caracteristicas bioldgicas
(parasitismo, emergéncia, duracdo do ciclo de vida, progénie, razdo sexual e

longevidade de fémeas e machos) de Te. howardi e Tr. diatraeae.

HO: O instar larval e a idade de pupas de P. xylostella ndo afetam caracteristicas
bioldgicas (parasitismo, emergéncia, duracao do ciclo de vida, progénie, razao sexual e

longevidade de fémeas e machos) de Te. howardi e Tr. diatraeae.

HI: O éxito reprodutivo de Te. howardi e de Tr. diatraeae em diferentes quantidades

de lagartas de P. xylostella é comprometido

HO: O éxito reprodutivo de Te. howardi e de Tr. diatraeae em diferentes quantidades

de lagartas de P. xylostella nao é comprometido.
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Biologia comparada de Tetrastichus howardi, Trichospilus diatraeae e
Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas e pupas
de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
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Biologia comparada de Tetrastichus howardi, Trichospilus diatraeae e
Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), conhecida como traca-
das-cruciferas, na sua fase larval causa danos econdmicos, principalmente em
Bréssicas. Dentre os parasitoides da familia Eulophidae, Tetrastichus howardi (Olliff,
1893), Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu, 1942) e Palmistichus elaeisis
(Delvare & La Salle, 1993) apresentam potencial para serem usados como agentes de
controle biologico de diversos insetos-praga. Por isto, o objetivo foi comparar as
caracteristicas biologicas desses eulofideos criados em lagartas de 4° instar e em pupas
de P. xylostella. O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Controle bioldgico
de Insetos (Lecobiol) da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, MS. Lagartas de 4°
instar e pupas de 24 horas foram individualizadas em tubos de vidro (15,0 cm x 2,0 cm)
e expostas a uma fémea de Te. howardi (24h de idade), Tr. diatraeae e P. elaeisis (72h
de idade). O parasitismo foi permitido por 24 horas em camara climatizada a 25+1°C,
70£10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e 10 repeticdes. Lagartas e pupas de P.
xylostella ndo foram parasitadas por P. elaesis. As porcentagens de parasitismo de Te.
howardi e de Tr. diatraeae em lagartas foram de 64,00£11,05 e 10,54+3,33,
respectivamente. A porcentagem de emergéncia de Te. howardi e Tr. diatraeae em
lagartas foi semelhante com 35,50+7,51 e 35,50+7,51. A duracdo do ciclo de vida de
Te. howardi em lagartas foi menor com 17,19+0,32 dias. A progénie foi semelhante
com 14,69+1,82 e 12,00+0,63 para Te. howardi e Tr. diatraeae, respectivamente. A
longevidade de femeas e de machos de Te. howardi e Tr. diatraeae também foi igual,
sendo 18,60+1,47; 11,00+£1,04 dias e 13,50+1,10; 10,88+0,83, respectivamente. A
porcentagem de parasitismo de Te. howardi em pupas de P. xylostella foi maior com
78,00+£5,73. A emergéncia e razdo sexual em pupas foram semelhantes com
14,49+5,53; 20,00+13,33 e 0,94+0,02 ¢ 0,95 + 0,05 para Te. howardi e Tr. diatraeae,
respectivamente. De maneira geral, Te. howardi apresentou as melhores caracteristicas
bioldgicas em lagartas e pupas de P. xylostella.

Palavras-chave: Eulofideos, traca-das-cruciferas, biologia reprodutiva.
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ABSTRACT

Plutella xylostella (Lineaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), in its larval phase
causes economic damages, especially in Bréasicas. Tetrastichus howardi Eulophidae
(Olliff, 1893), Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu, 1942) and
Palmistichus elaeisis (Delvare & La Salle, 1993) has potential to be used as biological
control agents for pest insects. For this reason, we compared the biological
characteristics of these eulofids in 4th instar caterpillars and P. xylostella pupae. The
experiment was carried out at the Laboratory of Biological Control of Insects
(Lecobiol) of the Faculty of Biological and Environmental Sciences (FCBA) of the
Federal University of Grande Dourados (UFGD), in Dourados, MS. Fourth stage
larvae and 24-hour pupae were individualized in milking glass (15.0 cm x 2.0 cm) and
exposed to a female of Te . howardi (24h old), Tr. diatraeae and P. elaeisis (72h old).
Parasitism was allowed for 24 hours in an air-conditioned room at 25 + 1°C, 70 + 10%
relative humidity and 14-hour photophase. The experimental design was completely
randomized, with three treatments and 10 replicates. P. xylostella larvae and pupae
were not parasitized by P. elaesis. As the percentages of parasitism Te. howardi and
Tr. diatraeae in caterpillars were 64.00 £ 11.05 and 10.54 + 3.33, respectively. The
percentage of emergence of Te. howardi and Tr. diatraeae in caterpillars was similar
with 35.50 = 7.51 and 35.50 + 7.51. The life cycle duration of Te. howardi in
caterpillars was lower 17.19 + 0.32 days. The progeny was similar with 14.69 + 1.82
and 12.00 £ 0.63 for Te. howardi and Tr. diatraeae, respectively. The longevity of
females and males of Te. howardi and Tr. diatraeae was also the same, being 18.60 +
1.47; 11.00 + 1.04 days and 13.50 = 1.10; 10.88 + 0.83, respectively. The percentage
of parasitism of Te. howardi in pupae of P. xylostella was higher with 78.00 + 5.73.
The emergence and sex ratio in pupae were similar with 14.49 + 5.53; 20.00 + 13.33
and 0.94 + 0.02 and 0.95 £ 0.05 for Te. howardi and Tr. diatraeae, respectively. In
general, Te. howardi presented the best biological characteristics in P. xylostella
caterpillars and pupae.

Key words: Eulofideos, Diamondback moth, reproductive biology.
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1. INTRODUCAO

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) ¢ praga de
couve-flor, mundialmente conhecida como traga-das-cruciferas (VILLAS BOAS et al.,
1990). No estagio larval, P. xylostella traz os maiores danos em plantagdes comerciais
de Brassicas (HAMILTON et al.,, 2005). Por ser cosmopolita e apresentar ciclo
bioldgico curto e sobreposicdes de geracdes durante o ano todo, hd dificuldade para

seu controle (ULMER et al., 2002).

O controle quimico de P. xylostella ainda é o método mais utilizado (BARROS
et al., 1993; VILLAS BOAS et al., 2004; CHENG et al., 2008). No entanto, sdo
crescentes as demandas de tecnologias que minimizem seu uso devido ao impacto
negativo que os produtos sintéticos podem causar no ambiente quando utilizados de
maneira inadequada (COUTO et al., 2016).

Diversos agentes de controle bioldgico tém sido registrados para P. xylostella
na cultura de brassicas como Qomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera:
Eulophidae) (SILVA-TORRES, 2010), Cotesia plutellae (Kurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Braconidae), Conura pseudofulvovariegata (Becker, 1989)
(Hymenoptera: Chalcididae) e Tetrastichus howardi (Olliff, 1983) (Hymenoptera:
Eulophidae) (SILVA-TORRES, 2010).

O endoparasitoide gregario Te. howardi em origem asiatica com ampla
distribuicdo nas regides Neotropicais (MELO et al., 2011). Foi relatado parasitando
naturalmente pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) (VARGAS et al., 2011) e de Helicoverpa armigera (Hiibner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae) e de Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Sphingidae) em condi¢des de laboratério (PRASAD et al, 2007; CRUZ et al., 2011,
KFIR 1995; COSTA et al., 2014; BARBOSA, 2015; OLIVEIRA et al., 2016).
Diversos também s3o os estudos de multiplicacdo e reproducao de 7. howardi em
pupas de Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae) (COSTA et al.,
2014; PINEYRO, 2016) como hospedeiro alternativo. Além disso, existem relatos de
sua capacidade de parasitar lagartas e pupas de D. saccharalis (VARGAS et al., 2011;
PEREIRA et al., 2015).

Trichospilus diatraecae (Cherian & Margabandhu, 1942) (Hymenoptera:

Eulophidae) ¢ outro endoparasitdide que foi relatado parasitando pupas de
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Helicoverpa armigera (Hiibner,1808) (Lepidoptera: Noctuidae) (OLIVEIRA, et al.,
2016) e Diaphania yalinata (Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) em condigdes
laboratoriais (SILVA et al., 2015). Além das familias Arctiidae (PARON, 2000),
Geometridae, Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae)
(PEREIRA et al., 2008), Pyralidae Diaphania hyalinata (Linnaeus, 1767) (MELO et
al., 2011) e em Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae)
(OLIVEIRA et al., 2018).

Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle, 1993) (Hymenoptera: Eulophidac)
outro parasitoide que vem se destacando com um amplo potencial de ser usado como
agente de controle biologico de 7. arnobia (BARBOSA 2016) e de Vanillae vanillae
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae) (GIL-SANTANA & TAVARES 2006,
RODRIGUEZ-DIMATE, 2016), E demais espécies de lepidopteros (PEREIRA et al.,
2008; TAVARES et al., 2012a, b, 2013). Além disso, B. mori (PEREIRA et al., 2009,
2010) e Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) podem ser usados como

hospedeiro alternativo no laboratorio para sua criacdo massal (ZANUNCIO et al.,

2008)

Os trés parasitoides sdo generalistas e apresentam potencial para serem usados
como agente de controle bioldgico de pragas. Assim, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar a eficiéncia biologica de 7. howardi, de T. diatraeae ¢ de P. elaeisis

sobre pupas e lagartas de P. xylostella em condi¢des de laboratorio.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Controle biologico de Insetos
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados (MS), com as

seguintes etapas:

2.1 Criacdo e manutencio de insetos para conduc¢ao dos experimentos.

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Inicialmente pupas de P. xylostella
foram coletadas em plantagdes de brassicas na zona rural do municipio de Dourados,
MS. Para continuidade da criagdo, estas pupas foram acondicionadas em gaiolas
plasticas (10,0 x 1,0cm) até a fase adulta, sendo estes alimentados com solugdo de mel
a 10% fornecida em algoddo. No interior das gaiolas, diariamente foram inseridos

discos de couve-manteiga organica (Brassica oleraceae var. acephala) sobre papel
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filtro umedecidos para oviposi¢ao dos adultos. Os discos de couve com os ovos foram
transferidos para recipientes de plastico (25 x 12 x 13 cm), onde continha também
folhas novas de couve que serviram de alimento para as lagartas recém-emergidas.
Estas foram alimentadas com folhas de couve até atingirem a fase de pupa e o ciclo

reiniado (BARROS, 2012).

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Lagartas de Diatraea saccharalis
foram colocadas em potes telados com dieta artificial (PARRA, 2007) até atingirem o
4° instar e depois transferidas, para Placas de petri medindo (6,5¢cm x 2,5¢cm) com dieta
artificial até a transformarem-se em pupas. As pupas foram recolhidas, sexadas (20
machos e 30 fémeas) e colocadas em gaiolas de PVC (10 x 22cm), e no seu interior
foram mantidas folhas de papel sulfite umedecido que serviram de substrato para
oviposicao, sobre placa de petri forrada com papel-filtro. As gaiolas de PVC foram
fechadas com tecido do tipo “voil” e elastico seguindo a metodologia proposta por
(PARRA, 2007). As lagartas de D. saccharalis foram utilizadas para criacdo dos

parasitoides 7. howardi, T. diatraeae e P. elaeisis.

Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de P.
elaeisis com 72 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de didmetro
e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algoddo e dentro desses tubos foram
inseridas goticulas de mel puro que serviram para alimentacdo dos parasitoides. Pupas
de D. saccharalis com até 24 horas de idade foram expostas individualmente ao
parasitoide por 24 horas. Apds esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos
de vidro e mantidas camara climatizada regulada 25 + 1°C, 70 £ 10% de umidade

relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a emergéncia dos adultos (PEREIRA et al., 2008).

Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de Te.
howardi com até 24 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0 x 2,0 cm)
tampados com pedagos de algoddo e dentro desses tubos foram inseridas goticulas de
mel puro que ser viram para alimentagdo dos parasitoides. Pupas de D. saccharalis
com até 24 horas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
Apo6s esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 £1°C, 70 £10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a
emergéncia de adultos (VARGAS et al., 2011).
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Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de Te.
diatraeae com 48 a 72 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de
didmetro e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algoddo e dentro desses tubos
foram inseridas goticulas de mel puro para sua alimentacdo. Pupas de D. saccharalis
com 24 hroas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
Apo6s esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 +£1°C, 70 +£10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até¢ a
emergéncia de adultos (GLAESER et al., 2011).

2.2. Desenvolvimento experimental

Uma fémea de Te. howardi, Tr. diatraeae ou de P. elaeisis com 24, 72, 72
horas de idade respectivamente, foram mantidas dentro de tubos de vidro medindo
(15,0cm x 2,0cm) com goticulas de mel para sua alimentagdo e fechados com algodao.
No interior dos tubos, lagartas de 4° instar ou pupas com casulo de 24 horas foram
separadas, individualizadas e expostas ao parasitismo por 24 horas em camara
climatizada (BOD) a 25 + 1° C, 70 = 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.
Apo6s 24 horas de contato para parasitismo, os parasitoides foram retirados dos tubos,
permanecendo somente as lagartas ou pupas no seu interior. O mesmo procedimento

foi realizado, sem a presenga dos parasitoides para se calcular a mortalidade natural do

hospedeiro (ABBOTT, 1925).

As caracteristicas avaliadas na fase larval de P. xylostella foram: A
porcentagem de parasitismo (%P) [(nimero de lagartas de P. xylostella com
emergéncia de parasitoides + lagartas sem emergéncia de adultos de P. xylostella
/(nimero total de lagartas) x 100]; a porcentagem de emergéncia (%E) [(nimero de
lagartas de P. xylostella com emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de
lagartas parasitadas) x 100]; a duragdo do ciclo de vida (tempo de desenvolvimento do
parasitoide imaturo contado a partir do dia do parasitismo até a emergéncia do adulto);
a progénie total (nimero de parasitoides emergidos por hospedeiro parasitado); a razao
sexual (nimero de fémeas/nimero de total de adultos emergidos) e a longevidade
média. Para avaliacdo da longevidade média de machos e de fémeas, foram
selecionados ao acaso 10 fémeas e 10 machos de Te. howardi e de Tr. diatraeae de
cada tratamento, sendo essa selecdo realizada no dia de sua emergéncia,

individualizados em microtubos (eppendorfs) vedados com algodao, e contendo uma
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goticula de mel puro, onde permaneceram sendo observados diariamente até a sua
morte. O sexo dos parasitoides foi determinado de acordo com o dimorfismo sexual
observado nas antenas de Te. howardi (LA SALLE & POLASZEK 2007) e o sexo dos
adultos de Te. diatraeae foi determinado baseado nas caracteristicas morfoldgicas da

antena ¢ abdome (PARON, 1999).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés
tratamentos (espécies dos parasitoides) com dez repetigdes, sendo cada repeticao,
constituida por um grupo de cinco pupas ou lagartas de P. xylostella individualizadas,

totalizando 50 pupas ou lagartas por tratamento.

Os dados das caracteristicas biologicas foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) ao nivel de 5% de probalidade.

3. RESULTADOS

A maior porcentagem de parasitismo em larvas de quarto instar de P. xylostella
foi de 64,00+11,05 para Te. howardi. Por outro lado, a porcentagem de emergéncia de
Te. howardi e Tr. diatraeae foram semelhantes sendo de 35,50+7,51 e 52,70+16,66,
respectivamente. Nao foi constatado o parasitismo de P. elaeisis em lagarta de P.
xylostella respectivamente (TABELA 1). Cabe destacar que fémeas de Te. howardi e
de Tr. diatraeae parasitaram a fase de larva, mas emergiram na fase pupal de P.
xylostella. A sintomatologia padrao de pupas de P. xylostella parasitadas por Te.
howardi e Tr. diatraeae foi a mudanga de coloracdo de verde para marron. Notou-se a

alteracdo na consisténcia do tegumento da pupa, com aspecto entumescido.

A menor duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) de Te. howardi em larvas de
quarto instar de P. xylostella foi 17,19+0,32 dias (TABELA 1). A razio sexual de Te.
howardi e de Tr. diatraeae foi semelhante com média geral de 0,9040,05. A progénie
de Te. howardi e de Tr. diatraeae foram semelhantes com média geral de 13,34 £ 1,41

respectivamente.

As longevidades de machos e de fémeas de Te. howardi e de Tr. diatraeae
também foram semelhantes com médias gerais de 15,90+2,51 dias e 10,94+0,06 dias

respectivamente.
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A maior porcentagem de parasitismo em pupas de P. xylostella foi de
78,00£5,73 para Te. howardi (TABELA 1.). Por outro lado, a porcentagem de
emergéncia, a duracdo do ciclo de vida (dias), a razdo sexual e a longevidade de
machos e de fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae foram semelhantes. Nao foi
constatado o parasitismo de P. elaeisis em pupa de P. xylostella (TABELA 2.). Neste
tratamento, emergiram adultos de P. xylostella de todas as pupas submetidas ao

parasitismo por P. elaeisis.
4. DISCUSSAO

Tetrastichus howardi foi o parasitoide que apresentou de maneira geral a maior
capacidade de parasitar larvas de quarto instar de P. xylostella. Esta afirmacao pode
ser atribuida a diversas hipdteses como: a) Fémeas adultas de parasitoides podem ter
injetar uma maior quantidade de virus, polidnavirus e venenos responsaveis por
paralisar o desenvolvimento do hospedeiro e preservar seus tecidos (PENNACCHIO
& STRAND 2006; KHAFAGI & HEGAZI 2008; HARVEY et al., 2013; MOREAU &
ASGARIL2015). Neste contexto, fémeas adultas de Te. howardi podem ter sido mais
eficientes que as fémeas de 7r. diatraeae e de P. elaesis. b) Fémeas adultas de Te.
howardi em relagdo as outras espécies de parasitoides podem ter a maior capacidade
de suprimir a resposta humoral de larvas de P. xylostella e de produzir enzimas para
auxiliar a digestdo de tecidos pupais (ANDRADE et al., 2010; HARVEY et al., 2013;
MOREAU & ASGARI, 2015). O tamanho do corpo de Te. howardi e de Tr. diatraeae
sdo semelhantes, mas menores que de P. elaesis. Como P. xylostella ¢ um
microlepidoptero, sua pupa ¢ menor que a maioria das pupas de hospedeiros naturais
de P. elaesis, o que pode ter impedido a aceitagdao € parasitismo por parte das fémeas

de P. elaesis.

A capacidade de uma fémea de Te. howardi e de Tr. diatraeae em parasitarem
diferentes fases de desenvolvimento de P. xylostella (lagarta ou pupa) demonstra a
habilidade destes parasitoides para se desenvolverem nesse hospedeiro, pois essas
fases podem apresentar ambientes nutricionais completamente diferentes, que
poderiam influenciar negativamente no desenvolvimento da progénie (CONSOLI &

VINSON 2009).

A duragdo do ciclo de ovo-adulto de P. xylostella quando alimentada com

couve ¢ de 17,8 dias, sendo 3,0; 6,8; 4,7 ¢ 3,3 dias para as fases de ovo, larva, pupa e
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adulto, respectivamente (CHAGAS FILHO et al., 2010). Ja o ciclo biologico destes
eulofideos depende do hospedeiro e da temperatura é geralmente esta na faixa de 18 a
21 dias (PEREIRA, 2006; GLAESER, 2011; COSTA et., 2014). Como o ciclo
bioldgico dos parasitoides ¢ maior que o do hospedeiro, ha necessidade de que estes
microhimenopteros regulem a fisiologia neste caso da fase de larva e de pupa
hospedeiro para que consigam completar seu ciclo. Esta é outra suposicdo para

explicar a auséncia de parasitismo de P. xylostella por P. elaesis.

A progénie de Te. howardi e Tr. diatraeae foi semelhante, mas em quantidade
menor que em hospedeiros como pupas de D. saccharalis. Isto de o pode ser atribuido
a menor biomassa da pupa de P. xylostella que sdo, em média, de 4,8 mg (CHAGAS
FILHO et al., 2010), enquanto as de D. saccharalis sdo de 190 mg (COSTA et al.,
2014).

A razdo sexual de Te. howardi e de Tr. diatraeae emergidos de larvas e pupas
de P. xylostella foi semelhante e acima de 80% Isto significa que a cada 10
descendentes gerados, 8 sdo fémeas e estas sdo as reponsaveis pelo processo de
parasitismo, portanto pelo impedimento da continuidade do ciclo do inseto-praga. Esta
elevada proporcdo de fémeas em relacdo a machos ¢ uma caracteristica singular destas
espécies de eulofideos e ndo foi comprometida pelo hospedeiro P. xylostella, pois a
razdo sexual de Te. howardi e de Tr. diatraeae em pupas de D. saccharalis é de 0,93

(COSTA et al., 2014) e 0,83 (GLAESER et al., 2014), respectivamente.

A longevidade de adultos machos e fémeas de Te. howardi e de Tr. diatraeae
emergidos de larvas e pupas de P. xylostella foi semelhante e acima de 10 dias, o que €
importante, pois parasitoides no campo, necessitam de tempo para encontrar seu
parceiro sexual, encontrar o hébitat, a planta e seu hospedeiro na idade e fase

preferidas (PEREIRA, 2006).

Espécies de eulofideos apresentam potencial para se desenvolverem em
hospedeiros de diferentes tamanhos e fases de desenvolvimento, familias e ordens
(PRASAD et al., 2007; SILVA-TORRES et al., 2010; PASTORI et al., 2012). Te.
howardi ja foi considerado parasitoide de larva-pupa de P. xylostella (KARINDAH et
al., 2005; SILVA-TORRES et al., 2010), e em larvas de quinto instar e pupas recentes
de D. saccharalis (PEREIRA et al., 2015).
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As informagdes aqui apontadas sobre a biologia reprodutiva de Te. howardi e
de Tr. diatraeae em larvas e pupas de P. xylostella sdo importantes para que novos
estudos sejam realizados visando verificar a capacidade de busca e eficiéncia bioldgica
desses eulofideos em localizarem, parasitarem e se desenvolverem em larvas e pupas
de P. xylostella em condigdes de semi-campo e campo, em cultivos de couve e de

repolho, bem como de outras brassicas.
5. CONCLUSOES

Palmistichus elaeisis ndo parasitou lagarta de 4° instar e pupa de P. xylostella.
De maneira geral, Te. howardi e Tr. diatraeae parasitaram e se desenvolveram em
lagartas de 4° instar e pupa de P. xylostella, sendo Te. howardi, o parasitoide mais

eficiente.
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TABELA 1. Médias (+erro padrdo) das caracteristicas biologicas de Tetrastichus
howardi, Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)
em lagartas de 4° instar de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) 25 +2 C, 70 +
10 % (UR) e 14 h de fotofase.

Caract. biolodgicas

T. howardi

T. diatraeae P. elaeisis

Parasitismo (%)
Emergéncia (%)
Duragao (ciclo)
Progénie

Razdo sexual
Long. de Fémeas

Long. de Machos

64,00+ 11,05a 10,00 +3,33 b *

3550+ 7,51 a 52,70 + 16,66 a
17,19+ 032 b 18,80+ 0,20 a
14,68+ 1,82 a 12,00+ 0,63 a
0,84+ 0,03 b 0,95+0,02 a
18,40 = 1,09 a 13,40+ 1,10 a
11,00+ 1,04 a 10,88 + 0,83 a

* Nao houve parasitismo e emergéncia de Palmistichus elaeisis. Médias seguidas pela
mesma letra na linha n3o diferem significativamente pela (ANOVA) a 5% de

probalidade.
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TABELA 2. Médias (+erro padrdo) das caracteristicas biologicas de Tetrastichus
howardi, Trichospilus diatraeae e Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)
em pupas de 24h de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) 25 + 2 °C, 70 = 10 %
(UR) e 14 h de fotofase.

Caract. bioldgicas T. howardi, T. diatraeae P. elaeisis
Parasitismo (%) 78,00 £ 5,73a 10,00 + 5,37b *
Emergéncia (%) 14,49 + 5,53a 20,00 + 13,33a

Duragao (ciclo) 17,60 + 0,24a 18,50 £ 0,50a

Progénie 13,00 +2,70a 13,5+ 0,50a

Razdo sexual 0,94 £ 0,02a 0,95 +£0,05a

Long. de Fémeas 15,09 +0,29a 14,40 £ 1,78a

Long. de Machos 15,00 + 0,60a 11,00 + 1,74b

* Nao houve parasitismo e emergéncia de Palmistichus elaeisis. Médias seguidas pela
mesma letra na linha n3o diferem significativamente pela (ANOVA) a 5% de
probalidade.
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Capitulo 11

Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) por diferentes idades e periodos de
exposiciao ao parasitismo
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Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
por diferentes idades e periodos

RESUMO

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) na fase larval podem
trazer danos econdmicos para a cultura das Brassicas. Tetrastichus howardi (Olliff,
1893) e Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu, 1942) da familia
Eulophidae e apresentam potencial para serem usados como agentes de controle
bioldgico de varios insetos-praga. Por isto, o objetivo foi comparar as caracteristicas
bioldgicas desses eulofideos criados em lagartas de 2°, 3° e 4° instares e em pupas de
24, 48, 72 e 96 horas de idade de P. xylostella. O experimento foi desenvolvido no
Laboratério de Controle bioldgico de Insetos (Lecobiol) da Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), em Dourados, MS. Lagartas e pupas de diferentes idades foram
individualizadas em tubos de vidro (15,0 cm x 2,0 cm) e expostas a uma fémea de 7e.
howardi (24h de idade), Tr. diatraeae (72h de idade). O parasitismo foi permitido por
24 horas em camara climatizada a 25+1°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de
14 horas. No segundo experimento, larvas de 4° Instar de P. xylostella foram separadas,
individualizadas e expostas ao parasitismo de 7r. howardi ou Tr. diatraeae por
periodos de 24, 48, 72 ou 96 horas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés tratamentos e 10 repeti¢cdes. As porcentagens de parasitismo de
Te. howardi em lagartas de 2°, 3° e 4° instar foram de 8,00+4,42; 30,00+6,10 e sendo
maior no 4° instar 64,00+11 respectivamente. As porcentagens de emergéncia de 7e.
howardi em lagartas em lagartas de 2° e 3° instar foram semelhantes com 26,66+12,96
e 35,50+7,71. A progénie foi semelhante com 11,50+0,86 ¢ 14,68+1,73 para 3° e 4° de
Te. Howardi, respectivamente. Razdo sexual e duracdo de dias em lagartas foram
semelhantes com 0,92+0,03; 0,84+0,04 ¢ 17,75+0,25 e 17,19+0,32 para Te. howardi
respectivamente.A longevidade de femeas ¢ de machos de Te. howardi também foi
igual, sendo 17,50+1,15; 18,40+1,09 e 13,00+1,40; 11,00+1,04, dias respectivamente.
As porcentagens de parasitismo de 7r. diatraeae em larvas do 2° (ndo houve
parasitismo), 3° e 4° instar foram semelhantes 2,00+2,00 e 10,00+3,33. As
porcentagens de emergéncia também foram semelhantes com 10,00+£10,0 para 2° instar
e 50,00£16,66 para 3° instar. Progénie e Razao sexual foram iguais. De maneira geral,
Te. howardi apresentou as melhores caracteristicas biologicas em lagartas de 4° instar
de P. xylostella. No segundo experimento, a porcentagem de parasitismo de lagartas de
4° instar de P. xylostella por fémeas de Te. howardi foi de 98,00% e 64,00% com 96
horas e 24 horas, respectivamente. A porcentagem de parasitismo de lagartas de 4°
instar de P. xylostella por fémeas de Tr. diatraeae foi proporcional e linear com o
aumento do periodo de parasitismo alcangando 96,00% e 10,33% com 96 horas e 24
horas, respectivamente. De maneira geral, a progénie, razdo sexual, duracao do ciclo
de vida e longevidade de machos em fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae foram
semelhantes quando estes parasitoides foram submetidos a diferentes periodos de
exposicao de parasitismo.

Palavras-chave: Eulofideos, eficiéncia biologica, traga-das-crufiferas.
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ABSTRACT

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) in the larval stage can
bring economic damages to the culture of the Brasicas. Tetrastichus howardi (Olliff,
1893) and Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu, 1942) from the
Eulophidae family and have potential to be used as biological control agents for
several insect pests. Therefore, the aim was to compare the biological characteristics
of these eulofideos raised in 2nd, 3rd and 4th instar caterpillars and in P. xylostella 24,
48, 72 and 96 hour old pupae. The experiment was carried out at the Laboratory of
Biological Control of Insects (Lecobiol) of the Faculty of Biological and
Environmental Sciences (FCBA) of the Federal University of Grande Dourados
(UFGD), in Dourados, MS. Caterpillars and pupae of different ages were
individualized in glass tubes (15.0 cm x 2.0 cm) and exposed to a female of Te.
howardi (24h old), Tr. diatraeae (72h old). Parasitism was allowed for 24 hours in an
air-conditioned room at 25 £ 1°C, 70 £ 10% relative humidity and 14-hour photophase.
In the second experiment, 4" instar larvac of P. xylostella were separated,
individualized and exposed to the parasitism of 7r. howardi or Tr. diatraeae for
periods of 24, 48, 72 or 96 hours. The experimental design was completely
randomized, with three treatments and 10 replicates. The percentages of parasitism of
Te. howardi in 2nd, 3rd and 4th instar caterpillars were 8.00 = 4.42; 30.00 + 6.10 and
being higher in the 4" instar 64.00 + 11 respectively. The percentages of emergence of
Te. howardi on caterpillars on 2" and 3™ instar caterpillars were similar with 26.66 +
12.96 and 35.50 = 7.71. The progeny was similar with 11.50 + 0.86 and 14.68 + 1.73
for 37 and 4% Te. howardi, respectively. Sex ratio and duration of days in caterpillars
were similar with 0.92 + 0.03; 0.84 + 0.04 and 17.75 + 0.25 and 17.19 + 0.32 for Te.
howardi respectively. The longevity of females and males of Te. howardi was also the
same, being 17.50 = 1.15; 18.40 = 1.09 and 13.00 = 1.40; 11.00 £ 1.04, days
respectively. The percentages of Tr. diatraeae in larvaec of 2% (there was no
parasitism), 3" and 4" instar was similar 2.00 + 2.00 and 10.00 + 3.33. The emergency
percentages were also similar with 10.00 £ 10.0 for 2" instar and 50.00 + 16.66 for 3™
instar. Progeny and Sexual Reason were the same. In general, Te. howardi presented
the best biological characteristics in P. xylostella 4™ instar caterpillars. In the second
experiment, the percentage of parasitism of P. xyplostella 4™ instar caterpillars per
females of Te. howardi was 98.00% and 64.00% with 96 hours and 24 hours,
respectively. The percentage of parasitism of P. xylostella 4" instar caterpillars by Tr.
diatraeae was proportional and linear with the increase of the parasitism period
reaching 96.00% and 10.33% with 96 hours and 24 hours, respectively. In general, the
progeny, sex ratio, life cycle length and longevity of males in females of Te. howardi
and Tr. diatraeae were similar when these parasitoids were submitted to different
periods of parasitism exposure.

Key words: Eulofideos, biological efficiency, diamondback moth.
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1. INTRODUCAO

Parasitoides se destacam como reguladores populacionais de outros insetos em
diversos agroecossistemas. Estes agentes de controle bioldgico podem optar por
parasitar fases especificas do inseto hospedeiro como ovos, larvas, pupas ou adultos
(HE et al., 2011, PEREIRA et al., 2015). Além disso, a idade do hospedeiro pode
alterar a qualidade e a quantidade de recursos alimentares disponiveis para os imaturos
do parasitoide, o que pode comprometer as caracteristicas bioldgicas do inimigo
natural, prejudicando os sistemas de criagdo em programas de controle bioldgico
(ELZINGA et al., 2005; PEREIRA et al., 2009).

O parasitoide Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae)
tem sido estudado como agente de controle bioldgico de lepidopteros-pragas incluindo
os da familias Plutellidae, Noctuidae ¢ Crambidae (PRASAD et al., 2007; CRUZ et al.,
2011; COSTA et al.,, 2014). Em estudo realizado por VARGAS et al., 2011 no
municipio de Dourados em Mato Grosso do Sul foi registrada a capacidade de Te.
howardi parasitar lagartas e pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae). Trichospilus diatraecae (Cherian & Margabandhu, 1942)
(Hymenoptera: Eulophidae) ¢ outro parasitoide que vem sendo estudado em
programas de controle bioldgico de pupas de lepidopteros-pragas (BOUCEK, 1976)
(PARON & BERTI-FILHO, 2000; FAVERO, 2009; GRANCE, 2010; RODRIGUES,
2010). Tr. diatraeae pode ser criado no laboratério em hospedeiro natural D.
saccharalis e alternativos com Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae) (FAVERO, 2009) e Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (PASTORI,
2010).

O parasitismo de Te. howardi em pupas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae), conhecida como traga-das-cruciferas, considerada a
principal praga das brassicas em praticamente todo o mundo (CHENG et al., 2008), ja
foi registrado no estado de Pernambuco (SILVA-TORRES et al., 2010). O parasitismo
de Te. diatraeae foi registrado durante levantamento de pragas e inimigos naturais do
repolho na Jamaica, em quatro diferentes localidades entre margo de 1989 e julho de

1990 (ALAM, 1990).

O aumento da idade do hospedeiro (COSTA et al., 2014), assim como vérias
outras variaveis abioticas e bidticas (HARVEY e GOLS, 1998; HARBISON et al.,
2001, UCKAN & GULEL, 2002), podem comprometer o éxito do processo de
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parasitismo (COSTA et al., 2014). O aumento da idade de fémeas de parasitoides pode
também reduzir a reproducdo e o parasitismo, com implicagdes no sistema de criagdo
massal e na sele¢ao de individuos para liberagdes (AMALIN et al., 2005). A idade do
parasitoide pode, também, afeta a taxa de emergéncia (HARBINSON et al 2001), a
produgdo de descendentes totais (COOPERBAND et al., 2003) e a razdo sexual da
prole (GUNDUZ e GULEL, 2005).

O periodo de exposicao do parasitoide ao hospedeiro pode afetar a capacidade
de parasitismo (SAGARRA et al., 2000; SILVA-TORRES et al., 2010ab), a producao
de progénie (FOERSTER et al., 2001; CHONG e OETTING, 2006), a razao sexual da
progénie (CHOI et al., 2001), a duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto) (SILVA-
TORRES e MATTHEWS, 2003; BARBOSA et al., 2008) e a longevidade de adultos
(SILVA-TORRES ¢ MATTHEWS, 2003). Deste modo, o conhecimento do periodo
ideal de parasitismo por hospedeiro é importante para assegurar o numero ¢ qualidade
de individuos produzidos.

Escassas s3o as informagdes sobre a adequabilidade da idade de pupas e
preferéncia por instares e larvais de P. xylostella a Te. howardi e Te. diatraeae e isto
nos motivou a desenvolver esta pesquisa. Assim, o objetivo foi comparar as
caracteristicas biologicas desses eulofideos criados em lagartas de 2°, 3° e 4° instares ¢

em pupas de 24, 48, 72 e 96 horas de idade de P. xylostella.

1. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Controle biologico de Insetos
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas ¢ Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados (MS), com as

seguintes etapas:

2.1. Criacio e manutencao de insetos para conducio dos experimentos.

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Pupas de P. xylostella foram coletadas
em plantas Brassicas em Dourados, MS. Para manuten¢do e criagdo, as pupas foram
acondicionadas em gaiolas plasticas (10,0cm x 1,0cm) até a fase adulta, sendo
alimentados com solugdo de mel a 10%, fornecida em algodao. No interior das gaiolas,
diariamente, os discos de couve sobre papel filtro umedecidos foram trocados, para
que os adultos podessem ovipositar. Em seguida, os discos de couve com 0s ovos
foram colocados em vasilhas de pléstico de dimensdes 25%18%13 cm, juntamente com
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as folhas novas de couve até eclosdo das lagartas. Estas foram alimentadas com folhas
de couve organica (Brassica oleraceae var. acephala), até atingirem a fase de pupas

(BARROS, 2012).

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Lagartas de D. saccharalis foram
colocadas em potes telados com dieta artificial (PARRA, 2007) até atingirem o 4°
instar e depois transferidas, para Placas de petri medindo (6,5cm x 2,5¢cm) com dieta
artificial até se formacdo de pupas. As pupas foram recolhidas, sexadas (20 machos ¢
30 fémeas) e colocadas em gaiolas de PVC (10 x 22 cm), e no seu interior com folhas
de papel sulfite umedecido, como substrato para oviposi¢ao, sobre placa de petri
forrada com papel-filtro. As gaiolas de PVC foram fechadas com tecido do tipo “voil”

e elastico seguindo a metodologia (PARRA, 2007).

Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de Te.
howardi com 24 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de
didmetro e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algoddo e dentro desses tubos
foram inseridas goticulas de mel puro para sua alimentacdo. Pupas de D. saccharalis
com 24 hroas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
Apobs esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 +£1°C, 70 +£10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a
emergéncia de adultos (VARGAS et al., 2008).

Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de Te.
diatraeae com 48 a 72 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de
diametro e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algodao e dentro desses tubos
foram inseridas goticulas de mel puro para sua alimentacdo. Pupas de D. saccharalis
com 24 hroas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
Apoés esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 £1°C, 70 £10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a
emergéncia de adultos (GLAESER et al., 2011).
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Desenvolvimento experimental

1°. EXPERIMENTO

Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
de diferentes idades

Uma fémea de Te. howardi com 24 horas de idade (OLIVEIRA, 2013) e uma
fémea de 7r. diatraecae com 72 horas de idade (GLAESER, 2011) foram
individualizadas em tubos de vidro (15,0 x 2,0cm) com gotas de mel para sua
alimentagdo, fechados com de algodao. Larvas de 2° 3° ou 4° instar alimentadas com
2cm? de couve e pupas de 24, 48, 72 ou 96 horas de idade de P. xylostella foram
separadas, individualizadas e expostas ao parasitismo de 77. howardi ou Tr. diatraeae
em camara climatizada a 25 £ 1° C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas. Apos 24 horas de contato permitindo o parasitismo, os parasitoides foram
retirados dos tubos contendo o hospedeiro e mantidos na mesma em camara
climatizada até emergéncia dos descendentes do parasitoide ou hospedeiro.

As caracteristicas biologicas avaliadas dos parasitoides na fase larval de P.
xylostella foram a porcentagem de parasitismo (%P) [(nimero de lagartas de P.
xylostella com emergéncia de parasitoides + lagartas sem emergéncia de adultos de P.
xylostella /(nimero total de lagartas) x 100]; a porcentagem de emergéncia (%E)
[(mimero de lagartas de P. xylostella com emergéncia de adultos dos
parasitoides)/(nimero de lagartas parasitadas) x 100]; a duracdo do ciclo de vida
(tempo de desenvolvimento do parasitoide imaturo contado a partir do dia do
parasitismo até a emergéncia do adulto); a progénie total (nimero de parasitoides
emergidos por hospedeiro parasitado); a razdo sexual (numero de fémeas/niimero de
total de adultos emergidos) ¢ a longevidade média. Para avaliagdo da longevidade
média de machos e de fémeas, foram selecionados ao acaso 10 fémeas e 10 machos de
Te. howardi ou de Tr. diatraeae de cada tratamento, sendo essa selecao realizada no
dia de sua emergéncia, individualizados em microtubos (eppendorfs) vedados com
algodao, e contendo uma goticula de mel puro, onde permaneceram sendo observados
diariamente até a sua morte. O sexo dos parasitoides foi determinado de acordo com o
dimorfismo sexual observado nas antenas de Te. howardi (LA SALLE & POLASZEK
2007) e o sexo dos adultos de Te. diatraeae foi determinado baseado nas

caracteristicas morfologicas da antena e abdome (PARON, 1999).
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado para os dois
bioensaios, com 3 tratamentos para as lagartas (2°, 3° ou 4° instar) e 10 repetigoes,
sendo cada repeticao consituida por um grupo individualizado de cinco lagartas de
diferentes instares com uma fémea de cada dos parasitoide individualmente. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste Tukey e Test T ao nivel

de 5 % de probabilidade.

No segundo bioenssaio do primeiro experimento foram 4 tratamentos (pupas de
24, 48, 72 ou 96 horas), ambos com 10 repeti¢cdes, sendo cada repeti¢do consituida por
um grupo individualmente de cinco pupas de diferentes idades com uma fémea de
cada dos parasitoide. Os dados de parasitismo foram submetidos a analise de regressao.
A equagdo que melhor se ajustou aos dados foi escolhida com base no coeficiente de
determinagdo (R?), na significancia dos coeficientes de regressdo (Bi) e na analise de
regressao pelo teste F (ao nivel de 5% de probabilidade). Os demais dos dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao Teste de Scott-Knot (SASM-agri-

sistema), pois nenhuma modelo de regressao se ajustou.

2°. EXPERIMENTO

Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) por
diferentes periodos

Uma fémea de Te. howardi com 24 horas de idade (OLIVEIRA, 2013) e uma
fémea de 7r. diatraecae com 72 horas de idade (GLAESER, 2011) foram
individualizadas em tubos de vidro (15,0cm x 2,0cm) com gotas de mel para sua
alimenta¢do, fechados com de algoddo. Larvas de 4° Instar de P. xylostella foram
separadas, individualizadas e expostas ao parasitismo de 77. howardi ou Tr. diatraeae
por periodos de 24, 48, 72 ou 96 horas. Apds cada periodo de parasitismo, os
parasitoides foram retirados dos tubos e o hospedeiro foi mantido em camara
climatizada a 25+1°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas até
emergéncia dos descendentes do parasitoide. As mesmas caracteristicas biologicas

citadas no experimento 1 foram avaliadas.

O delineamento experimental do segundo experimento foi o inteiramente
casualizado com 4 tratamentos, sendo os periodos de exposi¢ao 24, 48, 72 ou 96 horas.

e 10 repeticdes, sendo cada repeti¢do consituida por um grupo individualizado de
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cinco lagartas de diferentes com uma fémea dos parasitoides. Os dados do parasitismo
foram submetidos a andlise de regressdo. A equagdo que melhor se ajustou aos dados
foi escolhida com base no coeficiente de determina¢do (R?), na significincia dos
coeficientes de regressdo (Bi) e na andlise de regressao pelo teste F (ao nivel de 5% de
probabilidade). O restante dos dados foi submetido a andlise de variancia (ANOVA) e
ao agrupamento de Scott-Knot (SASM-agri) pois nenhum modelo de regressdao se

ajustou.
2. RESULTADOS

1° EXPERIMENTO. Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) de diferentes instares e idades

Fémeas de Te. howardi conseguiram parasitar lagartas de segundo, terceiro e
quarto instar de P. xylostella, sendo que a maior porcentagem de parasitismo foi de
64,00£11,08 observada em lagartas de ultimo instar. Te. howardi conseguiu se
desenvolver e sua progénie emergir com razdo sexual, duracdo do ciclo de vida e
longevidade de fémeas e de machos de maneira semelhante em lagartas de terceiro e
quarto instar de P. xylostella (TABELA 1).

Fémeas de Tr. diatraeae nido conseguiram parasitar e se desenvolver em
lagartas de segundo instar de P. xylostella, sendo 10,00+3,33 e 50,00+16,66 as
maiores porcentagens de parasitismo e de emergéncia, respectivamente observadas em
lagartas de quarto instar. Da mesma forma 7r. diatraeae conseguiu se desenvolver e
sua progénie emergir com razdo sexual, duracdo do ciclo de vida e longevidade de
fémeas e de machos de maneira semelhantes em lagartas de terceiro e quarto instar de
P. xylostella (TABELA 2).

A porcentagem de parasitismo de pupas de P. xylostella por fémeas de Te.
howardi foi inversamente proporcional ao aumento da idade da pupa alcangando
78,00% e 34,00% em pupas de 24 horas e 96 horas, respectivamente (Figura 1). Por
outro lado, a menor porcentagem de emergéncia foi constatada em pupas de 24 horas.
J4 a maior razdo sexual (maior n° de fémeas) foi constada em pupas de 24 horas. De
maneira geral, a progénie, duracdo do ciclo de vida dias e longevidade de machos em
fémeas de Te. howardi foram semelhantes quando este parasitoide emergiu de pupas

de idades diferentes (Tabela 3).
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Fémeas de Tr. diatraeae ndo conseguiram parasitar ¢ se desenvolver em pupas
de 96 horas de idade de P. xylostella. Mas de maneira geral, praticamente todas as
caracteristicas bioldgicas ndo foram influenciadas pela idade da pupa de 24 a 72 horas

(TABELA 4).

2°. EXPERIMENTO

Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatracae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) por diferentes
periodos

A porcentagem de parasitismo de lagartas de 4° instar de P. xylostella por
fémeas de Te. howardi foi ascendente de maneira linear com o aumento do periodo de
parasitismo alcancando 98,00 e 64,0% com 96 e 24 horas, respectivamente (Figura 2).
Por outro lado, a menor porcentagem de emergéncia foi constatada no periodo de 24
horas. A porcentagem de parasitismo de lagartas de 4° instar de P. xylostella por
fémeas de Tr. diatraeae foi proporcional e linear com o aumento do periodo de
parasitismo alcangando 96,00% e 10,33% com 96 horas e 24 horas, respectivamente
(Figura 3). De maneira geral, a progénie, a razdo sexual, duracdo do ciclo de vida e a
longevidade de machos em fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae foram semelhantes
quando estes parasitoides foram submetidos a diferentes periodos de exposicdo de

parasitismo (Tabelas 5 ¢ 6).
4. DISCUSSAO

1° EXPERIMENTO. Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas e pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) de diferentes idades

Te. howardi parasitou largartas de P. xylostella de segundo ao quarto instar. A
oviposicao de fémeas de Te. howardi causou alteragdes no corpo da lagarta desse
microlepidoptero. Esta mudanga na coloragdo e na consisténcia do corpo de lagartas de
P. xylostella parasitadas por 7. howardi podem estar relacionadas com as alteragdes
promovidas pelos fluidos que sdo injetados durante a oviposicdo. Essas substancias
causam disturbios fisiologicos que auxiliam na supressdo do sistema imunolégico do
hospedeiro (DANNEELS et al., 2010; ASGARI e RIVERS, 2011; COLINET et al.,
2013).
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O fato de fémeas de Te. howardi conseguirem parasitar trés instares larvais e
pupa de P. xylostella, sendo que no 2° instar foi minimo. Para tanto, ja nos permite
evidenciar que este parasitoide podera evitar a continuidade do ciclo desse inseto e por
consequéncia, diminuir sua populacdo. Além disso, o parasitoide conseguiu parasitar
lagartas e emergir na pupa deste hospedeiro. Segundo CONSOLI ¢ VINSON (2009)
estas fases de vida do inseto caracterizam-se como ambientes fisioldgicos e
nutricionais diferentes. Além disso, a pupa ¢ uma fase séssil enquanto a lagarta
apresenta movimentos e é passivel de se defender do ataque do parasitoide (CONSOLI
e VINSON, 2009; GREENEY et al., 2012). Confirmando o nosso fato, Te. howardi foi
considerado anteriormente como um parasitoide larva-pupa de P. xylostella

(KARINDAH et al., 2005).

Uma fémea de Te. howardi, em alguns casos, ndo causou morte imediata das
lagartas de D. saccharalis, isso foi evidenciado quando lagartas de diferentes instares
morreram apods atingirem a fase de pupa (VARGAS, 2013). De acordo com esta autora
pupas mortas e ocas ocorreram, possivelmente, devido ao sistema imune do
hospedeiro que ativou o metabolismo da profenoloxidase, que resultou em uma
melanizagdo generalizada (KANOST, 1999; SILVA et al., 2000; AJAMHASSANI et
al., 2012).

O parasitoide ndo completou o desenvolvimento nas lagartas de segundo instar,
nao havendo, portanto emergéncia nesse estadio do hospedeiro. Isso pode ser devido
ao excesso de toxina injetada no hospedeiro no momento da oviposi¢ao, considerando
principalmente a propor¢ao de quatro fémeas parasitoides por lagarta de segundo
instar de P. xylostella. Esse fato também pode ser atribuido ao menor tamanho da
lagarta, pois ndo houve emergéncia de Te. howardi, demonstrando que o recurso
disponivel nessas lagartas ndo foi suficiente para os imaturos completarem o
desenvolvimento. Alta mortalidade também foi observada em larvas de primeiro e
segundo instar de Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae),
90 e 86% respectivamente, indicam que estas larvas sdo inadequadas para a cria¢do de
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) (VAN
NIEUWENHOVE e OVRUSKI, 2011).

A fase larval de P. xylostella possui quatro instares e dependendo das

condi¢cdes favoraveis para o seu desenvolvimento, pode variar 4 a 6 dias de duragao, ja

52



o periodo pupal ¢ de 4 a 15 dias (TALEKAR & SHELTON, 1993). Ou seja, trata-se de
um ciclo muito curto quando comparado com Te. howardi que ¢ de 18 a 20 dias
dependendo do hospedeiro ¢ da temperatura, principalmente (FAVERO et al., 2015).
Parasitoides desenvolveram estratégias para aproveitar os recursos nutricionais do
hospedeiro, como, substancias do ovario que podem bloquear a defesa, provocar a

morte, paralisar ou proteger os ovos contra o sistema imune (KAESLIN et al., 2005).

Essas estratégias indicam a influéncia do parasitoide na supressdo da defesa
celular do hospedeiro, sendo importante para permitir que formas imaturas do
parasitoide se desenvolvam mesmo em larvas e pupas de diferentes idades regulando
sua fisiologia (ANDRADE et al., 2010). Estas inferéncias no permitem justificar
também a semelhanca de caracteristicas biologicas de Te. howardi como progénie,
duragdo do ciclo de vida dias e longevidade de machos em fémeas, quando emergiram

de larvas de diferentes instares de P. xylostella.

O fato de Tr. diatraeae parasitar ¢ se desenvolver em pupas de 24 a 72 horas o
credencia como outro importante parasitoide de P. xylostella, porém sendo mais

exigente quando comparado a Te. howardi que parasitou pupas de 96 horas de idade.

2°. EXPERIMENTO

Parasitismo de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) por diferentes
periodos

Com o aumento do periodo de contato da fémea de Te. howardi e Tr. diatraeae
com larvas de quarto de P. xylostella ficou envidente o aumento do parasitismo e as
demais caracteristicas biologicas foram de maneira geral idénticas. Da mesma forma o
parasitismo, emergéncia e a producdo de descendentes de Te. howardi foi proporcional
ao acréscimo do periodo de parasitismo em lagartas de terceiro instar de D.

saccharalis.

A biologia do parasitoide depende do tamanho e qualidade do hospedeiro
(PASTORI et al., 2012a), bem como a densidade de parasitoides e periodo de
exposicao do hospedeiro, ja que esse altera o tamanho da progénie (BARBOSA et al.,
2008; 2010). Fazendo um paralelo com Qomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Eulophidae) criado em lagartas de terceiro instar de P. xylostella

(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) observou-se que a taxa de parasitismo passou de
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40%, em 24 horas, para 80%, em 72 horas de exposi¢cdo 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 exposi¢do de
larvas de segundo instar de Mythimna sequax Franclemont, 1951 (Lepidoptera:
Noctuidae) ao parasitoide Glyptapanteles muesebecki (Blanchard, 1947)
(Hymenoptera: Braconidae) (FOERSTER et al., 2001). E possivel que em condigdes
de confinamento, com o aumento do periodo de exposi¢do do hospedeiro os
parasitoides sejam estimulados a continuar parasitando por estar em contato com o0s

mesmeos.

O maior periodo de exposicdo ao hospedeiro D. sacharalis foi um fator
importante para incremento na taxa de parasitismo de Cotesia flavipes e Te. howardi
(COSTA, 2013). A maior taxa de emergéncia da progénie de Te. 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 (COSTA,
2013). Insetos parasitoides sinovigénicos precisam de tempo para gerar de novos ovos
durante a vida adulta e, portanto, sdo limitados pelo tempo para demonstrar todo a sua
capacidade de parasitismo e emergéncia (PAPAJ, 2000). No entanto, sugere-se que
estudos fisiologicos sobre a produgdo e maturacdo de ovos em Te. howardi e de Tr.

diatraeae sejam realizados para confirmar esta suposicao.

Observagdes contrarias ao de Te. howardi ¢ Tr. diatraeae foram constatadas
com o parasitoide G. muesebecki em lagartas de segundo instar de M. sequax,
confirmando uma relagao diretamente proporcional entre o periodo de exposi¢ao e o
tamanho da progénie (FOERSTER et al., 2001). E possivel que o tamanho
relativamente pequeno da larva de P.xylosttela (6 mm) (HUANG et al., 2016) limite o
tamanho da progénie dos parasitoides estudados, independende do periodo de

parasitismo.

O potencial bioldgico observado de Te. howardi e Tr. diatraeae em larvas e
pupas de P.xylostella independente do instar, da idade e do periodo de exposi¢ao de
fémeas adultas, nos permite sugerir que estudos de semi-campo e campo sejam
realizados para a se obter as informagdes necessarias para compor um protocolo de uso

destes parasitoides no controle biologico aplicado de de P.xylostella.
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5. CONCLUSOES

Tetrastichus howardi apresentou as melhores caracteristicas biologicas em
lagartas de 4° instar de P. xylostella. O parasitismo de lagartas de 4° instar de P.
xylostella por fémeas de Te. howardi e de Tr. diatraeae foi proporcional e linear com
o aumento do periodo de parasitismo. De maneira geral, a progénie, razdo sexual,
duracdo do ciclo de vida e longevidade de machos em fémeas de Te. howardi e Tr.
diatraeae foram semelhantes quando estes parasitoides foram submetidos a diferentes

periodos de exposi¢ao ao parasitismo.
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TABELA 1. Médias (+erro padrdo) das caracteristicas biolodgicas Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) com 24 horas de parasitismo a 25 £ 2 °C, 70 = 10 % (UR) e 14 h de
fotofase.

Caracteristicas bioldgicas 2° Instar 3° Instar 4° Instar
Parasitismo (%) 8,00+4,42b 30,00+ 6,10b 64,00 = 11,08a
Emergéncia (%) * 26,66 £12,96a 3550+ 7,71a
Progénie 11,50 + 0,86a 14,68 +1,73a
Razdo sexual 0,92 £0,03a 0,84 £ 0,04a
Duragao do ciclo (dias) 17,75 £ 0,25a 17,19 £ 0,32a
Longevidade & (dias) 17,50 £ 1,15a 18,40 + 1,09a
Longevidade ¢ (dias) 13,00 + 1,40a 11,00 + 1,04a

* Nao foram obtidos dados para conducao das analises devido ao ndo parasitismo nulo.
Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste
Tukey e Test T a 5 % de probabilidade de erro.
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TABELA 2. Médias (+erro padrdo) caracteristicas biologicas de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de 3° Instar de 4° Instar de Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) 25 + 2 °C, 70 £ 10 % (UR) e 14 h de fotofase.

Caracte. bioldgicas 2° Instar 3° Instar 4° Instar
Parasitismo (%) * 4,00 £ 4,00b 10,00 + 3,33a
Emergéncia (%) 5,00 = 500b 50,00 + 16,66a
Progénie 12,00 + 0,00a 13,40 £ 0,81a
Razdo sexual 0,94 £ 0,00a 0,95+0,19a
Duracao do (ciclo dias) 18,00 =+ 0,00b 18,80 £ 0,20a
Long. & 14,50 + 1,52a 11,20+ 1,10a
Long. @ 10,00 £ 1,52a 13,10+2.21a

* Nao foram obtidos dados para conducdo das analises devido parasitismo nulo.
Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste
Tukey e Test T a 5 % de probabilidade de erro.
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Figura 1. Parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas

de 24, 48, 72 e 96 horas de idade de Plutella xylostella 25 + 2 °C, 70 £ 10 % (UR) e
14 h de fotofase.
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TABELA 3. Médias (+erro padrdo) caracteristicas biologicas de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de 24, 48, 72 e 96 horas de idade de Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) 25 + 2 °C, 70 £ 10 % (UR) e 14 h de fotofase.

Caracteristicas
s Pupas Pupas Pupas Pupas
Biologicas (2451) (4511) (7511) (9gh)
Emergéncia (%) 14,49+ 5,00b 61,49+9,83a 66,60+1291a 46,67 +£14,49a
Progénie 13,00+2,70a 10,08 £1,07a 10,67 + 1,65a 9,97 +1,10a
Razao sexual 0,94 +0,02a 0,86 + 0,08b 0,86 +0,02b 0,85+ 0,02b
Duragao do ciclo 17,60 £0,24b 18,22+ 0,33a 17,03 +£0,36b 18,86 £0,27a
Longevidade & 15,09+ 0,29a 18,40+1,02a 18,10+ 1,48a 17,80 + 1,26a
Longevidade ¢ 13,10+ 0,68a 12,40+0,95a 13,30+ 1,04a 12,90 £ 1,07a

Meédias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem significativamente pelo teste
(Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.
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TABELA 4. Médias (+erro padrdo) das caracteristicas bioldgicas de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de 24, 48, 72 e 96 horas de idade de
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).

Caracteristicas
C Pupas Pupas Pupas Pupas

Biologicas 24h) (48h) (7h) 96h)
Parasitismo (%) 10,00+ 5,37a 12,00 + 8,50a 12,00 £ 6,79a *
Emergéncia (%) 20,00 +13,33a 17,50+ 11,81a 25,00 £ 13,43a
Progénie 14,69 £+ 0,00a 12,42 +£0,13a 11,17 £ 1,74a
Razdo sexual 0,95+ 0,05a 0,88 £ 0,00a 0,91+0,01a
Duracao de ciclo 19,00 +0,00a 18,17 +£0,07a 18,22 +£0,22a
Longevidade & 15,70 +1,78a 15,50+ 0.41a 13,90 £ 0,97a
Longevidade @ 13,50 + 1,50a 10,50 + 0,04a 11,00 £ 1,52a

* Nao foram obtidos dados para conducdo das andlises devido parasitismo nulo.
Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste
(Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.
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Figura 2. Parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em larvas
de 4° instar de Plutella xylostella por diferentes periodos a 25 £ 2 °C, 70 £ 10 % (UR)
e 14 h de fotofase.
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TABELA 5. Médias (+erro padrdo) das caracteristicas biologicas de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae) a lagartas de 4° instar de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) por diferentes periodos de exposi¢ao a 25 £2 °C, 70 + 10 %
(UR) e 14 h de fotofase.

Caracteristicas
Bioldgicas (24h) (48h) (72h) (96h)
Emergéncia (%) 35,50 +7,71b 89,66 +5,72a 71,00 + 8,24a 4,00+7,77a
Progénie 15,50 + 2,36a 14,56 + 0,83a 16,52 + 1,23a 6,50 + 0,63a
Razao sexual 0,84 + 0,04a 0,87+0,01a 0,90 + 0,04a 0,90 + 0,06a
Duragao do ciclo 18,08 + 0,34a 18,96 + 0,09a 14,50 + 0,30b 15,00 £ 0,12b
Long. & 17,00 £0,29a 16,20 + 1,33a 15,10 + 1,40a 15,30 £ 1,13a
Long. @ 11,30 £ 1,04a 11,30 £2,00a 12,00 + 0,76a 13,00 = 1,05a

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste
(Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.

67



® Observado

120 - R2=0.9102
p=0,0460
—— 9=-7,57+ 1,1780x
100 A
®
80 A
)
2
0z 60 -~
'z
g
40 -
20 -
O T T T T
24 48 72 9

Periodo de parasitismo (horas)

Figura 3. Parasitismo de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em larvas
de 4° instar de Plutella xylostella por diferentes periodos a 25 £ 2 °C, 70 £ 10 % (UR)
e 14 h de fotofase.
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TABELA 6. Médias (+erro padrao) das caracteristicas bioldgicas de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) a lagartas de 4° instar de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) por diferentes periodos de exposi¢do a 25 + 2 °C, 70 £ 10 %
(UR) e 14 h de fotofase.

Caracteristicas
Biologicas (24h) (48h) (72h) (96h)
Emergéncia (%) 50,00+16,66a  40,10+12,68a  41,50+6,0la  55,50+6,34a
Progénie 12,40+0,60b 19,61+1,67a 16,25+1,09a 17,10+0,87a
Razao sexual 0,95+0,19a 0,93+0,01a 0,94+0,008a 0,92+0,01a
Duragao do ciclo  18,8+0,20a 15,00+0,00a 16,00+0,10a 17,00+0,00a
Longevidade & 13,50+1,10a 14,60+1,36a 15,30+1,36a 14,80+1,22a
Longevidade ¢ 11,50+ 2,21a 11,90+0,99a 10,90+1,12a 10,50+0,95a

Meédias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem significativamente pelo teste
(Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.
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CAPITULO III

Reproducao de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) com diferentes densidades
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Reproducio de Tetrastichus howardi e Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) com
diferentes densidades

RESUMO

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) e Trichospilus diatraeae (Cherian & Margabandhu,
1942) (Hymenoptera: Eulophidae) sdo parasitoides, principalmente de lepiddpteros
com destaque para Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae). O
objetivo deste trabalho foi avaliar se densidade de lagartas de P. xylostella pode
comprometer o parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae. O
trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Controle biolégico de Insetos
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados (MS). Uma fémea
de Te. howardi ou de Tr. diatraeae com 24 ou 72 horas de idade, respectivamente,
previamente alimentadas com mel, foi individualizadas em tubos de vidro com
lagartas de 4° instar de P.xylostella nas respectivas proporcdes de parasitoide :
hospedeiro (1:2; 1:4; 1:6; 1:8, 1:10). O periodo de parasitismo foi de 48 horas. O
material permaneceu em camara climatizada a 25 +£1°C, 70 £10% de umidade relativa
(UR) e 14 h de fotofase, at¢ a emergéncia de adultos dos parasitoides ou do inseto
hospedeiro. O nimero de pupas parasitadas por Te. howardi e Tr. diatraae foi
proporcional ao aumento da densidade de lagartas de P. xylostella. O nimero de pupas
com emergéncia, a duragdo do ciclo de vida e progénie e razdo sexual foram
semelhantes entre os tratamentos avaliados com média geral de 2,01+0,28, 17,79 +
0,11 dias, 24,89 £ 1,95 individuos ¢ 0,91 £+ 0,01, respectivamente (p> 0,05) para Te.
howardi. A longevidade de machos e fémeas descresceu com o aumento da densidade
de lagartas disponiveis para Te. howardi alcangando 16 e 11, 3 dias respectivamente.
O menor nimero de pupas com emergéncia de 7r. diatraeae foi ao se utilizar 2
lagartaspor fémea do parasitoide. Aa duragdo do ciclo de vida e razdo sexual foram
semelhantes entre os tratamentos avaliados com média geral de 17,56+0,18 dias e
0,92+0,01, respectivamente (p> 0,05) para Tr. diatraeae. A longenvidade dee machos
e fémeas descresceu com o aumento da densidade de lagartas disponiveis alcancando
8,0 e 6 dias, respectivamente. As maiores progénies 50,65 + 3,23 e 47,42 + 2,68 foram
observadas na densidade de 8 e 10 lagartas, respectivamente disponibilizadas por
fémea de 7r. diatraecae. Fémeas de Te. howardi e de Tr. diatraeae conseguem
parasitar lagarta e emergir na pupa de P. xylostella. Uma Unica fémea de Te. howardi
parasitou até cinco lagartas de P. xylostella em 48 horas. Uma tnica fémea de T77.
diatraeae parasitou até seis lagartas de P. xylostella em 48 horas.

Palavras-chave: Endoparasitoid, Traga-das-crufiferas, Biologia reprodutiva.
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ABSTRACT

Tetrastichus howardi (OIlliff, 1893) and Trichospilus diatracae (Cherian &
Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae) are parasitoids, mainly of
Lepidoptera like the Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae).
The objective of this work was to evaluate if the P. xylostella caterpillar density can
compromise parasitism and development of Te. howardi e Tr. diatraeae. The paper
was carried out at the Laboratory of Biological Control of Insects (LECOBIOL) of the
Faculty of Biological and Environmental Sciences (FCBA) of the Federal University
of Grande Dourados (UFGD), in Dourados (MS). A female of Te. howardi or Tr.
diatraeae with 24 or 72 hours of age, respectively, previously fed with honey, were
individualized in glass tubes with P. xylostella 4™ instar caterpillars in the respective
proportions of parasitoid: host (1: 2, 1: 4, 1: 6, 1: 8, 1:10). The period of parasitism
was 48 hours. The material was kept in an air conditioned chamber at 25 = 1 °C, 70 +
10% relative humidity (RH) and 14 h photophase until the emergence of parasitoids or
host insects. The number of pupae parasitized by Te. howardi e Tr. diatraeae was
proportional to the increase in P. xylostella caterpillar density. The number of pupae
with emergence, duration of life cycle and progeny and sex ratio were similar among
treatments evaluated with a general mean of 2.01 £ 0.28, 17.79 + 0.11 days, 24.89 £ 1,
95 individuals and 0.91 + 0.01, respectively (p>0.05) for Te. howardi. The longevity
of males and females declined with increasing density of caterpillars available for Te.
howardi reaching 16 and 11, 3 days respectively. The lowest number of pupae with
emergence of 7r. diatraeae when using 2 female larvae of the parasitoid. Life-cycle
duration and sex ratio were similar among treatments evaluated with an overall mean
of 17.56 = 0.18 days and 0.92 + 0.01, respectively (p>0.05) for 7r. diatraeae. The
longevity of males and females declined with increasing density of available
caterpillars reaching 8.0 and 6 days, respectively. The highest progenies 50.65 + 3.23
and 47.42 + 2.68 were observed in the density of 8 and 10 caterpillars, respectively
available by female of 7r. diatraeae. Females of Te. howardi and Tr. diatraeae can
parasite caterpillar and emerge in the pupa of P. xylostella. A single female of Te.
howardi parasitized up to five P. xylostella caterpillars in 48 hours. A single female of
Tr. diatraeae parasitized up to six P. xylostella caterpillars in 48 hours.

Key words: Endoparasitoid, Reproductive biology, diamondback moth.
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1. INTRODUCAO

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um
parasitoide, principalmente de pupas de Lepidoptera (KFIR et al., 1993; KARINDAH
et al., 2005; CRUZ et al., 2011; OLIVEIRA, 2013, BARBOSA et al., 2018). Ja foi
registrado parasitando lagartas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) e de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)
(KARINDAH et al., 2005; SILVA-TORRES et al., 2010; PEREIRA et al., 2015).

Tetrastichus howardi foi estudado como agente de controle de D. saccharalis
nos plantios de cana-de-agticar em Cuba e também foi utilizado por produtores que
participaram de programas integrados de controle de P. xylostella em cultivos de
repolho na Indonésia (GONZALEZ et al., 2003a; FELIX et al., 2005). O parasitismo
em laboratorio foi superior a 90% quando Te. howardi foi exposto a pupas de D.
saccharalis (PEREZ et al., 2008, P. xylostella (KARINDAH et al., 2005), Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (LUCCHETTA, 2016) e Erinnyis
ello (Linnaeus, 40 1758) (Lepidoptera: Sphingidac) (BARBOSA et al., 2015). O
parasitismo de Te. howardi em pupas de P. xylostella, conhecida como traca-das-
cruciferas, considerada a principal praga das brassicas em praticamente todo o mundo;
(CHENG et al., 2008), ja foi registrado no estado de Pernambuco (SILVA-TORRES et
al., 2010)

Trichospilus diatraeae pode ser criado no laboratdrio em hospedeiro natural D.
saccharalis e alternativos com Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae) (FAVERO, 2009) e Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (PASTORI,
2010). O parasitismo de Te. diatraeae foi registrado durante levantamento de pragas e
inimigos naturais do repolho na Jamaica (ALAM, 1990).

A criagdo de Te. howardi e de Tr. diatraeae e sua possivel utilizacdo em
programas de controle bioldgico exigem a avaliacdo de sua capacidade reprodutiva,
em func¢do das densidades do parasitoide e de seu hospedeiro. O nimero de
parasitoides por hospedeiros interfere na qualidade e quantidade de parasitoides
produzidos, devido as exigéncias nutricionais para o desenvolvimento dos mesmos
(PEREIRA et al., 2010, (PENNACCHIO & STRAND 2006; MOREAU & ASGARI
2015). Em adi¢do, conhecer como os parasitoides respondem as variagdes da
densidade do hospedeiro permite compreender a habilidade do inimigo natural em

controlar a populacdo da praga (SILVA-TORRES et al., 2010). O objetivo deste
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trabalho foi avaliar se densidade de lagartas de P. xylostella pode comprometer o

parasitismo e desenvolvimento de Te. howardi e Tr. diatraeae.
3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Controle biologico de Insetos
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas ¢ Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados (MS), com as

seguintes etapas:

2.1. Criacio e manutencio de insetos para conduc¢io dos experimentos.

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Inicialmente pupas de P. xylostella
foram coletadas em plantagdes de Brassicas em Dourados, MS. Para manutengdo da
criagdo, estas pupas foram acondicionadas em gaiolas plésticas (10,0cm x 1,0cm) até a
fase adulta, sendo alimentados com solug¢dao de mel a 10%, fornecida em algoddo. No
interior das gaiolas, diariamente, os discos de couve sobre papel filtro umedecidos
foram trocados, para que os adultos podessem ovipositar. Em seguida, os discos de
couve com os ovos foram colocados em vasilhas de plastico de dimensoes
25%x18%13cm, juntamente com as folhas novas de couve até eclosdo das lagartas. Estas
foram alimentadas com folhas de couve organica (Brassica oleraceae var. acephala),

até atingirem a fase de pupas (BARROS, 2012).

Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Lagartas de D. saccharalis foram
colocadas em potes telados com dieta artificial (PARRA, 2007) até atingirem o 4°
instar e depois transferidas, para Placas de petri medindo (6,5¢cm x 2,5¢cm) com dieta
artificial até se formacdo de pupas. As pupas foram recolhidas, sexadas (20 machos ¢
30 fémeas) e colocadas em gaiolas de PVC (10 x 22cm ), e no seu interior com folhas
de papel sulfite umedecido, como substrato para oviposi¢ao, sobre placa de petri
forrada com papel-filtro. As gaiolas de PVC foram fechadas com tecido do tipo “voil”

e elastico seguindo a metodologia (PARRA, 2007).

Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de Te.
howardi com 24 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de
didmetro e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algoddo e dentro desses tubos
foram inseridas goticulas de mel puro para sua alimentagdo. Pupas de D. saccharalis

com 24 hroas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
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Apo6s esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 £1°C, 70 £10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a
emergéncia de adultos (VARGAS et al., 2008).

Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae). Cinco fémeas adultas de T77.
diatraeae com 48 a 72 horas de idade foram mantidas em tubos de vidro (14,0cm de
didmetro e 2,0cm de altura) tampados com pedacos de algoddo e dentro desses tubos
foram inseridas goticulas de mel puro para sua alimentagdo. Pupas de D. saccharalis
com 24 hroas de idade foram expostas individualmente ao parasitoide por 24 horas.
ApoOs esse periodo, as pupas foram individualizadas em tubos de vidro em camara
climatizada a 25 +£1°C, 70 +£10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até a
emergéncia de adultos (GLAESER et al., 2011).

2.2. Desenvolvimento experimental

Uma fémea de Te. howardi ou de Tr. diatraeae com 24 (OLIVEIRA, 2013) ou
72 horas de idade (GLAESER, 2011), respectivamente, previamente alimentadas com
mel, foi individualizada em tubos de vidro com lagartas de 4° instar de P.xylostella nas
respectivas proporgdes de parasitoide:hospedeiro (1:2; 1:4; 1:6; 1:8, 1:10). O periodo
de parasitismo foi de 48 horas. Apoés este, as fémeas dos parasitoides foram removidas
com o auxilio de um pincel e as lagartas de P. xylostella receberam discos de couve de
2 cm? para sua alimentagdo. O material permaneceu em camara climatizada a 25 +1°C,
70 £ 10% de umidade relativa (UR) e 14 h de fotofase, até¢ a emergéncia de adultos

dos parasitoides ou do inseto hospedeiro.

Para constatar a viabilidade do hospedeiro, 25 lagartas de 4° instar de P.
xylostella foram individualizadas em placas de petri de poliestireno cristal nas mesmas
condigdes anteriormente citadas, contendo discos de couve de 2 c¢m? para sua
alimentagdo, porém sem a presenga de parasitoides (testemunha), dessa forma

determinando o nimero de adultos de P. xylostella.

O numero de lagartas parasitadas = [(nimero de lagartas de P. xylostella com
emergéncia de parasitoides nas pupas + lagartas que se transformaram em pupa sem
emergéncia de adultos de P. xylostella /(nimero total de lagartas)]; a porcentagem de
emergéncia (%E) [(nimero de lagartas que viraram pupas de P. xylostella com
emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de lagartas ou parasitadas) x 100]; a

duracdo do ciclo de vida (perido de desenvolvimento do parasitoide imaturo contado a
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partir do dia do parasitismo até a emergéncia do adulto); a progénie total (nimero de
parasitoides emergidos por hospedeiro parasitado); a razdo sexual (numero de
fémeas/nimero de total de adultos emergidos) e a longevidade média foram

parametros bioldgicos avaliados.

Para avaliagdo da longevidade média de machos e de fémeas, foram
selecionados ao acaso 10 fémeas e 10 machos de Te. howardi ou de Tr. diatraeae de
cada tratamento, sendo essa selecdo realizada no dia de sua emergéncia,
individualizados em microtubos (eppendorfs) vedados com algoddo, e contendo uma
goticula de mel puro, onde permaneceram sendo observados diariamente até a sua
morte. O sexo dos parasitoides foi determinado de acordo com o dimorfismo sexual
observado nas antenas de Te. howardi (LA SALLE & POLASZEK 2007) ¢ o sexo dos
adultos de Tr. diatraeae foi determinado baseado nas caracteristicas morfologicas da

antena e abdome (PARON, 1999).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos (densidade do hospedeiro), sendo cada tratamento composto por
cinco repeti¢des, e cada repeticdo representada pela individualizacdo de cinco lagartas
de P. xylostella e uma fémea de Te. howardi ou de Tr. diatraeae, totalizando vinte e

cinco lagartas (unidades experimentais) por tratamento.

Os dados do parasitismo e da longevidade de machos e de fémeas de cada
parasitoide foram submetidos a andlise de regressdo. A equacdo que melhor se ajustou
aos dados foi escolhida com base no coeficiente de determinagdo (R?), na significancia
dos coeficientes de regressdo (Bi) e na andlise de regressdo pelo teste F (ao nivel de
5% de probabilidade). Os demais dados foram submetido a anélise de varidncia e ao
Teste de Scott-Knot (SASM-agri-sistema para andlise e separacdo de médias em

experimentos agricolas), pois ndo nenhuma equacao de regressao se ajustou.
3. RESULTADOS

O aumento da densidade de pupas de P. xylostella contribuiu para o incremento
no parasitismo desse hospedeiro por Te. howardi ¢ Tr. diatraae. Uma tinica fémea de
Te. howardi ou de Tr. diatraae parasitou até cinco ou seis lagartas de P. xylostella,

respectivamente em 48 horas de contato das lagarta com a fémea parasitoide. E
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importante ressaltar que ndo houve emergéncia dos parasitoides na fase de lagarta e

sim na fase de pupa.

O numero de pupas parasitadas por Te. howardi e Tr. diatraae foi proporcional
ao aumento da densidade de lagartas de P. xylostella (p= 0,0168 e¢ p=0,0164). O
nimero de pupas com emergéncia, a duragdo do ciclo de vida a progénie e a razdo
sexual foram semelhantes entre os tratamentos avaliados com média geral de
2,01+0,28, 17,79 £ 0,11 dias, 24,89 + 1,95 individuos ¢ 0,91 + 0,01, respectivamente
(p> 0,05) para Te. howardi. Por outro lado, a longevidade de machos e de fémeas
descresceu com o aumento da densidade de lagartas disponiveis para Te. howardi

alcancando 16 e 11,3 dias respectivamente.

O menor niimero de pupas com emergéncia de 7r. diatraeae foi observado
quando se utilizou duas lagartas por fémea do parasitoide (TABELA 2). Por outro lado,
a duragdo do ciclo de vida e a razdo sexual foram semelhantes entre os tratamentos
avaliados com média geral de 17,56+0,18 dias e 0,92+0,01, respectivamente (p=> 0,05)
para Tr. diatraeae. A longenvidade de machos e fémeas descresceu com o aumento da
densidade de lagartas disponiveis alcangando 8,0 e 6 dias, respectivamente. Importante
ressaltar que as maiores progénies 50,65 + 3,23 ¢ 47,42 + 2,68 foram observadas na
densidade de 8 e 10 lagartas, respectivamente disponibilizadas por fémea de 77

diatraeae.
4. DISCUSSAO

Fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae ficaram mais estimuladas a parasitar
quando expostas a um maior nimero de lagartas de P. xylostella devido ao numero de

parasitismo dos parasitoides

. Isto pode ser explicado pelo potencial reprodutivo peculiar dessas espécies de
eulofideos visando garantir a sucessdao de suas geracdes. Tendo em vista que lagartas
ou pupas parasitadas podem ser predadas ou mortas por fatores abidticos. Entdo
quando maior o numero de hospedeiros parasitados, maior serd a chance de
sobrevivéncia de seus descendentes. O parasitismo de até seis lagartas do hospedeiro
em 48 horas de contato nos permite afirmar que uma fémea de Te. howardi pode
parasitar mais de uma lagarta por dia. Isto procede com as informacdes na literatura de

Te. howardi utiliza de 6 a 14 min para ovipositar em uma lagarta de P. xylostella e
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aproximadamente 30 min para parasitar uma pupa de Galleria mellonella (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Pyralidac) em laboratorio (GONZALEZ et al., 2003;
KARINDAH et al., 2005).

A exposi¢do de uma fémea de Te. howardi a seis, nove ou doze pupas de D.
saccharalis resultou em parasitismo médio de quatro pupas (VARGAS, 2013).
Resultado semelhante foi observado ao se disponiblizar diariamente pupas de
Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) para fémeas de Te.
howardi, as quais causaram a mortalidade de até quatro pupas desse hospedeiro (KFIR
et al., 1993). Em adicdo apenas uma fémea de Te. howardi parasitou até cinco pupas
de G. mellonella durante sua fase reprodutiva. Ressalta-se que o ajuste de capacidade
de se reproduzir de acordo com a variacdo da densidade do hospedeiro ¢ uma
caracteristicas importante de parasitoides eficientes com elevado potencial bidtico
(VAN LENTEREN, 2009). Ou seja, mesmo que Te. howardi e Tr. diatraeae nao
consigam emergir de todas as lagartas e pupas parasitadas, o simples fato de causar a
mortalidade do hospedeiro ou reduzir sua alimentagdo, ja ¢ um fato importante para a

reducdo da populacao do inseto-praga.

O numero de pupas com emergéncia de Te. howardi foi igual, independente do
aumento da disponibilidade de hospedeiro. No trabalho de (VARGAS, 2013), o
nimero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de Te. howardi aumentou com a
densidade do hospedeiro. A autora pressupoe que esse comportamento da fémea de Te.
howardi seja um mecanismo para garantir sua descendéncia em um hospedeiro.
Apesar de ndo ser possivel afirmar que as pupas com maior progénie foram as
primeiras a serem parasitadas, sabe-se que as fémeas parasitoides gastam energia com
a oviposi¢io e sua fecundidade reduz com a idade (ROITBERG et al. 2001; GUNDUZ
e GULEL, 2005; PASTORI et al., 2012b). Isto foi afirmado por Gonzalez (2004) que
observou que Te. howardi, ao ser exposto diariamente a pupas de G. mellonella,

produziu maior numero de descendentes nas primeiras 72 horas.

O superparatismo pode ser uma estratégia adaptativa, pois uma fémea, ao
ovipositar em um hospedeiro previamente parasitado, alcancaria uma expectativa
reprodutiva mais elevada do que se decidisse rejeitd-lo (MANGEL, 1992).
Dependendo do parasitoide, o superparasitismo decresce o numero de fémeas da

progénie (SOARES et al., 2009). Algumas espécies de parasitoides sdo capazes de
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ajustar o numero e o sexo dos descendentes em funcdo da relagdo 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., 2012).

A razdo sexual de Te. howardi e de Tr. diatraeae emergidos de larvas de P.
xylostela foi semelhante, independente da disponibilidade do hospedeiro sendo acima
de 0,90. A alta propor¢do de fémeas em relagdo a machos também ¢ caracteristica de
outro parasitoide da familia Eulophidae conhecido como P. elaeisis (CHICHERA et
al., 2012; PASTORI et al., 2012; FAVERO et al., 2013). Sabe-se que razao sexual ¢
um atributo importante para sistemas de multiplicagdo de parasitoides, experimentos
de laboratorio e selecdo de individuos para liberagdo no campo, pois as fémeas

parasitoides sdo responsaveis pela geragcoes posteriores (AMALIN et al., 2005).

O fato de Te. howardi e de Tr. diatraeae apresentarem a capacidade de
parasitar ¢ completarem o seu desenvolvimento em diferentes fases do hospedeiro ¢
um diferencial destas espécies. Sabe-se que a mudanca da fase de pupa para adulto ¢
regulada pelos hormoénios ecdisonio e de eclosdo, que promovem a formagdo da
cuticula do adulto e a ecdise (COSTA e IDE, 2006). Neste caso, os imaturos de Te.
howardi e de Tr. diatraeae superaram as alteragdes hormonais do processo de
metamorfose e atingiram a fase adulta. Essa relagdo entre parasitoide e hospedeiro
pode ser regulada por parasitoides visando tornar o hospedeiro adequado para
sustentar as necessidades nutricionais especificas da fase imatura desses inimigos

naturais (SALVADOR e CONSOLI, 2008).

Tetrastichus howardi e Tr. diatraeae apresentaram alta capacidade reprodutiva
ao parasitar, emergir ¢ produzir um grande nimero de fémeas parasitoides em
diferentes densidades de larvas de P. xylostella. Assim visando dar continuidade a este
trabalho, novos estudos devem ser conduzidos para se verificar a eficiéncia bioldgica
de fémeas de Te. howardi e de Tr. diatraeae em suprimir as populacdes de P.

xylostella em condi¢des de semi-campo e campo.
5. CONCLUSOES

Fémeas de Te. howardi ¢ de Tr. diatraeae conseguem parasitar lagartas e

emergir na pupa de P. xylostella. Uma unica fémea de Te. howardi parasitou até cinco
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lagartas de P. xylostella em 48 horas. Uma unica fémea de Tr. diatraeae parasitou até

seis lagartas de P. xylostella em 48 horas.
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Figura 1. Numero de lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
parasitadas por fémea de Tetratichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Por 48
horas em ambiente de laboratorio a 25+2 °C, 70+10% (UR) e fotofase de 14 h.
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Tabela 1. Médias (£ erro padrdo) das caracteristicas bioldgicas de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae) criado em lagarta com emergéncia na pupa de
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).

Fémea de T.

Numero de
pupas com

Duragao do

howardi/lagartas de o ciclodevida  Progénie Razao sexual
P. wylostella emergéneia de = dulto)
T. howardi
1:2 1,20+0,20a 18,200,202 21,04+£2,14b  0,92+0,01 a
1:4 2,12+ 0,54a 17,80£0,20a 22,12+1,00b  0,90+0,08 a
1:6 1,80+ 0,37a 17,64+0,18a 27,224336a 0,91+0,11a
1:8 2,00£0,54a 17,55+0,15a 22,05+3,32b 0,90+0,01 a
1:10 296+0,13a 17,80+0,12a 31,08+1,57a 0,91+£0,01 a
Média geral + EP 2,01+0,28 17,79+0,11 24,89+195 0,91 +0,01

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo de
teste (Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.
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Fig 2. Longevidade de fémeas adultas de Tetratichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) emergidas de pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) a
2542 °C, 70£10% (UR) e fotofase de 14 h.
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Fig 3. Longevidade de machos adultos de Tetratichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) emergidos de pupas Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). 2542
°C, 70+£10% (UR) e fotofase de 14 h.
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Fig.4 Porcentagem de lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)
parasitadas por fémea de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em
ambiente de laboratdrio a 25+2 °C, 70£10% (UR) e fotofase de 14 h
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Tabela 2. Médias (+ erro padrdo) das caracteristicas bioldgicas de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) criado em lagarta e emergido nas pupas de
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) a 25+2 °C, 70+10% (UR) e fotofase de

14 h.

Fémea de T.

Numero de

pupas com

Duragao do

diatraeae : lagartas o ciclodevida  Progénie Razao sexual
de P. xylostella emergénela de U dulto)
T. diatraeae
01:02 1,48+0,22b  18,10£0,05a 23,39+1,52b  0,93+0,01 a
01:04 2,60+0,50a  17,11+0,12a 28,87+0,24b 0,934+0,01 a
01:06 2,68+0,38a  17,60+0,24a 17,98+£3,23b  0,924+0,03 a
01:08 2,96+0,42a  17,20£0,37a 50,65+3,23a  0,93+0,01 a
01:10 3,84+0,38a  17,80+0,20a 47,42+2,68a 0,93+0,01 a
Média geral + EP 2,30+56 17,56+ 0,18  33,66+6,54 0,92+0,01

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste
(Scott-Knot) a 5 % de probabilidade de erro.
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Fig.5 Longevidade de fémeas adultas de Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) emergidas de pupas Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) a 2542
°C, 70£10% (UR) e fotofase de 14 h.
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Fig.6 Longevidade de adultos machos de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) emergidas de pupas Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). 2542
°C, 70+£10% (UR) e fotofase de 14 h.
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CONCLUSOES GERAIS

Palmistichus elaeisis ndo parasitou lagarta de 4° instar e pupa de P. xylostella.
De maneira geral, Te. howardi e Tr. diatraeae parasitaram e se desenvolveram em
lagartas de 4° instar e pupa de P. xylostella, sendo Te. howardi o parasitoide mais

eficiente.

Tetrastichus howardi apresentou as melhores caracteristicas biologicas em
lagartas de 4° instar de P. xylostella. O parasitismo de lagartas de 4° instar de P.
xylostella por fémeas de Te. howardi e Tr. diatraeae foi proporcional e linear com o
aumento do periodo de parasitismo. De maneira geral, a progénie, razdo sexual,
duracdo do ciclo de vida e longevidade de machos em fémeas de Te. howardi e Tr.
diatraeae foram semelhantes quando estes parasitoides foram submetidos a diferentes

periodos de exposi¢ao de parasitismo.

Fémeas de Te. howardi ¢ de Tr. diatraeae conseguem parasitar lagartas e
emergir na pupa de P. xylostella. Uma tnica fémea de Te. howardi parasitou até cinco
lagartas de P. xylostella em 48 horas. Uma unica fémea de 7r. diatraeae parasitou até

seis lagartas de P. xylostella em 48 horas.
CONSIDERACOES FINAIS

Resultados obtidos nos trabalhos desta tese sdo inéditos e contribuem para o
conhecimento sobre a biologia reprodutiva de Te. howardi e Tr. diatraeae em lagartas
e pupas de P. xylostella. Além disso, sdo basais para compor um programa de controle
biologico da traca-das-cruciferas. Assim visando dar continuidade a este trabalho,
novos estudos devem ser conduzidos para se verificar a eficiéncia bioldgica de fémeas
de Te. howardi e de Tr. diatraeae em suprimir as populagdes de P. xylostella em
condi¢des de semi-campo e campo, como por exemplo avaliar a capacidade de
dispersao vertical e horizontal de acordo com a fenologia das diferentes espécies de

brassicas.
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ANEXO 1. Fémeas de Trichospilus diatraeae (A) e de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupas de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) (C) e (D).
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