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RESUMO GERAL

O endoparasitoide pupal e larval Tetrastichus howardi (OIliff, 1893) (Hymenoptera:
Eulophidae) de lepidopteros-praga possui potencial para ser utilizado em programas de
controle bioldgico, e tem sido objeto de estudo como potencial agente a ser utilizado em
programas de controle bioldgico com énfase em pragas-chaves de diferentes culturas de
importancia econdmica. Objetivou-se avaliar as caracteristicas biologicas de T. howardi em
lagartas de quarto instar, em pré-pupas e pupas do hospedeiro alternativo Anticarsia
gemmatalis Hlbner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), com diferentes densidades de fémeas do
parasitoide em condi¢es de laboratério e semi-campo. Os bioensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL), e 0 ensaio de semi-campo
realizado em casa-de-vegetacdo da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). No
primeiro ensaio em laboratdrio, lagartas foram individualizadas em placas de Petri contendo
dieta e expostas ao parasitismo por diferentes densidades (1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 ou 25:1,
parasitoide: hospedeiro) por um periodo de 96 horas. Em semi-campo, 4 lagartas foram
distribuidas por vaso, contendo duas plantas de soja, individualizadas em gaiolas (80x50 cm).
Posteriormente, foram liberadas 4, 20, 40, 60, 80 ou 100 fémeas de T. howardi, representando
as mesmas proporgdes utilizadas no laboratério, permanecendo nessas condi¢fes por 96
horas. ApoOs o parasitismo, as fémeas foram removidas e as lagartas foram individualizadas
em placas de Petri contendo uma porcdo de dieta de alimentacdo até a morte ou até a
emergéncia da progénie, permanecendo em camara climatizada (BOD) a 25+£1°C, 70+10% de
UR e fotofase de 14 horas. Nos seguintes bioensaios, pré-pupas e pupas foram expostas ao
parasitismo por fémeas de T. howardi com diferentes densidades (1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 ou
25:1, parasitoide: hospedeiro) e ap6s 24 horas, as fémeas parasitoides foram removidas e 0s
hospedeiros foram transferidos para tubos de vidro (15x1 cm) a 25+1°C, 70+£10% UR. Com o
primeiro trabalho é possivel concluir que 1 fémea de T. howardi é capaz de parasitar e se
desenvolver em lagartas de 4° instar de A. gemmatalis em laboratorio e causar mortalidade em
condicdes de semi-campo. No segundo trabalho, podemos concluir que T. howardi parasitou
com éxito pré-pupas e pupas de A. gemmatalis, permitindo-nos considerar a faixa de 5 a 10
fémeas de T. howardi a indicada para a multiplicacdo desse parasitoide em laboratorio. De
forma geral, os resultados nos permitem sugerir este parasitoide como um potencial agente de
controle bioldgico.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Eulophidae; densidade de parasitoides; desempenho
reprodutivo; multiplicacdo massal.



GENERAL ABSTRACT

The pupal and larval endoparasitoid Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera:
Eulophidae) lepidoptera pest has the potential to be used in biological control programs, and
has been studied as a potential agent for use in biological control programs with an emphasis
on principal pests of important cultures. The objective of this study was to evaluate the
biological characteristics of T. howardi in fourth instar larvae, in pre-pupae and pupae of the
alternative host Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), with different
densities of female parasitoids in laboratory and semi-field conditions.The bioassays were
conducted at the Laboratorio de Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL), and the semi-
field test conducted in a greenhouse at the Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD). In the first laboratory test, caterpillars were individualized in Petri dishes containing
diet and exposed to parasitism by different densities (1: 1, 5: 1, 10: 1, 15: 1, 20: 1 or 25: 1,
parasitoid: host ) for 96 hours. In semi-field, 4 caterpillars were distributed per plant pot,
containing two soybean plants, individualized in cages (80x50 cm). Subsequently, 4, 20, 40,
60, 80 or 100 females of T. howardi were released, representing the same proportions used in
the laboratory, remaining in these conditions for a period of 96 hours. After the parasitism, the
females were removed and the caterpillars were individualized in Petri dishes containing a
portion of the diet fed until death or progeny emergence, remaining in a climatic chamber
(BOD) at 25 + 1°C, 70 £ 10% of UR and photophase of 14 hours. In the following bioassays,
pre-pupae and pupae were exposed to parasitism by T. howardi females at different densities
(1: 1, 5: 1, 10: 1, 15: 1, 20: 1 or 25: 1, parasitoid: host) and after 24 hours the parasitoid
females were removed and the hosts were transferred to glass tubes (15x1 cm) at 25+ 1 ° C,
70 £ 10% RH. In the first work, it is possible to conclude that 1 T. howardi female is able to
parasitize and develop on 4th instar larvae of A. gemmatalis in the laboratory and cause
mortality in semi-field conditions. In the second work, we can conclude that T. howardi
successfully parasitized pre-pupae and pupae of A. gemmatalis, allowing us to consider the
range of 5 to 10 T. howardi females the most suitable for multiplication of this parasitoid in
the laboratory. In general, the results allow us to suggest this parasitoid as a potential
biological control agent.

Keywords: Biological control; Eulophidae; parasitoids density; reproductive performance;
mass multiplication.



1. INTRODUGCAO GERAL

No Brasil, as regides Centro-Oeste e Sul sdo as maiores produtoras de soja,
com destaque para a Regido Centro-Oeste, principal regido produtora dessa leguminosa
no pais. Em Mato Grosso do Sul a produtividade da soja na safra 2017/2018 atingiu a
média de 3.593 kg/ha, com uma area plantada de 2,82 milhdes de hectares para a safra
2018/2019 (MOURAO et. al. 2014; CONAB 2018).

A expansdo de extensas areas cultivadas na ultima década, caracterizando o
aumento da monocultura da soja, favorece o aumento populacional e desenvolvimento
de diversas espécies de artropodes-praga que se tornam desafios na conducéo da cultura.
Durante todo o ciclo de desenvolvimento fenoldgico, diferentes insetos desfolhadores
atacam a planta de soja e dentre eles a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hibner,
1818 (Lepidoptera: Erebidae) destaca-se como sendo uma das principais espécies
desfolhadoras, de ocorréncia frequente e abundante em todo o territério brasileiro onde
a soja é cultivada, além de estar presente desde as regides Norte e Central da Argentina
até o Sudeste, e Estados do Golfo do México nos Estados Unidos, desenvolvendo-se
preferencialmente em climas tropical e subtropical (HOMRICH et. al. 2008;
MOSCARDI et. al. 2012).

Com o intuito de controlar o0s insetos-praga, 0s produtores utilizam
prioritariamente grandes quantidades de inseticidas sintéticos sem o devido
monitoramento, agravando problemas como os riscos de residuos nos alimentos,
contaminacdo ambiental, toxicidade aos aplicadores, fitotoxidez as plantas, o
desenvolvimento de artrépodes-praga resistentes devido a aplicagcdes inadequadas e
consequentemente o desequilibrio ambiental, nem sempre proporcionando resultados de
controle eficiente (CHOUNG et. al. 2010; DI MARZIO et. al. 2010; FOUAD et. al.
2012; SILVA & BRITO 2015; COLL & WAJNBERG 2017).

O controle biolégico é uma metodologia bem estabelecida para a supressao de
artrépodes-praga por meio da preservacao e/ou liberacdo de predadores, parasitoides,
entomopatogenos ou populagbes antagonistas no campo (HEIMPEL & MILLS 2017). A
utilizacdo de himendpteros parasitoides como agentes de controle natural e aplicado no
manejo de insetos considerados pragas, tem se tornado uma alternativa promissora
devido a eficiéncia de acdo (reducdo da populacdo da praga para seu nivel de

equilibrio), a facilidade e aos baixos custos de criacdo/producdo (BARBOSA et. al.
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2008; VAN LENTEREN 2012; FAVERO et. al. 2013), além de ndo representarem
riscos de poluicdo ambiental (BARRAT et. al. 2010), motivando diversas pesquisas que
visam ampliar o conhecimento na area de controle biolégico no manejo integrado de
pragas da cultura da soja.

Tetrastichus howardi (OIlliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide gregério e polifago, utilizado como agente potencial no controle
biologico de diferentes lepiddpteros-praga de importancia agricola (BAITHA et. al.
2004; PRASAD et. al. 2007; LA SALLE & POLASZEK 2007). Originario da Asia, sua
presenca foi registrada em paises como Africa do Sul, Australia, Cuba e mais
recentemente no Brasil, desenvolvendo-se em pupas das familias de Lepidoptera:
Crambidae, Noctuidae, Pyralidae, Plutellidae, Sphingidae; além de Coleoptera
(MOORE & KFIR 1995; KFIR 1997; GONZALEZ et. al. 2003; BAITHA et. al. 2004;
SILVA-TORRES et. al. 2010; CRUZ et. al. 2011; VARGAS et. al. 2011; BARBOSA
et. al. 2015; OLIVEIRA et. al. 2016). Uma peculiaridade deste parasitoide é a sua
capacidade de parasitar duas diferentes fases de desenvolvimento do seu hospedeiro
natural (larvas e pupas) e emergir em adultos (VARGAS et. al. 2011; COSTA et. al.
2014; PEREIRA et. al. 2015), além da sua facilidade de multiplicacdo em hospedeiro
alternativo (OLIVEIRA et. al. 2016), aumentando as chances de permanéncia e
sobrevivéncia em condicGes de campo para realizar o controle eficiente.

Idealizando conhecer o potencial desse agente de controle bioldgico, estudos
aplicados devem ser realizados para garantir o sucesso de futuros programas de controle
biolégico de pragas agricolas. Fatores como o efeito da densidade de fémeas
parasitoides por hospedeiro, a preferéncia e o comportamento de escolha, além da
possibilidade de utilizar novos hospedeiros para producdo e multiplicacdo do agente de
controle natural sdo técnicas de criacdo essenciais para maximizar a eficiéncia dos
inimigos naturais em condi¢des controladas (PARRA 2001; SAMPAIO et. al. 2001;
FAVERO et. al. 2013; BARBOSA et. al. 2016).

Nesse contexto, considerando-se a importancia do controle bioldgico de pragas
em manejo integrado e tendo em vista o potencial biolégico do parasitoide T. howardi,
propde-se avaliar as caracteristicas bioldgicas e o desenvolvimento do parasitoide T.
howardi em lagartas de A. gemmatalis em laboratério e semi-campo e determinar a
densidade de fémeas adequada para multiplicacdo de T. howardi em pré-pupas e pupas

da lagarta-da-soja.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura da Soja no Brasil

A soja [Glycine max (Linnaeus) Merril] pertence a Classe das Dicotiledbneas,
familia Fabaceae e tribo Phaseoleae. Suas folhas séo trifolioladas, com excecdo do
primeiro par de folhas que é simples no primeiro nd acima dos cotilédones, e realiza
fecundacdo autégama (EMBRAPA SOJA 2014).

A cultura é originaria do continente asiatico, mais precisamente da China,
existindo relatos hd mais de 5000 anos, na qual a leguminosa representava a base
alimentar dessa populacdo (CAMARA 1998), e assim como na antiguidade, a China
continua sendo o maior importador/consumidor desse grdo atualmente.

Correspondente a uma das principais culturas cultivadas no mundo, representa
a mais importante ‘commodity’ comercializada pelo Brasil, pais que se destaca como
segundo maior produtor mundial de soja, devido a sua alta produtividade e geracédo de
renda. Nos principais estados produtores, as boas condi¢des climaticas tém favorecido a
ascensdo da producdo e o aumento das areas de cultivo de soja, com expectativas para a
safra 2018/2019 de uma continuada tendéncia de crescimento da area plantada,
atingindo 1,7% em relacdo a safra anterior, correspondendo ao plantio de 35,8 milhGes
de hectares de soja (CONAB 2018; IBGE 2018). A exportacdo de soja em graos
correspondeu a 51,6 milhdes de toneladas (U$ 19,3 bilhdes) e o total exportado do
complexo soja a U$ 25,4 bilhdes de dolares (EMBRAPA 2018).

A monocultura da soja tem sido a protagonista ho aumento de area plantada
(35,1 milhdes de hectares) e producdo de grdos de soja no Brasil (119,3 milhdes de
toneladas) na safra 2017/2018 (EMBRAPA 2018; CONAB 2018). A produtividade
média nacional manteve-se entre 2.629 e 3.394 kg/ha, nos ultimos dez anos. O
crescimento da area cultivada com soja para o ano de 2018 foi estimado em 3,5%,
saindo de 33,9 milhdes de hectares (safra 2016/17) para 35,1 milhGes de hectares, na
safra 2017/2018 (CONAB 2018). Em decorréncia da evolucdo desse cenario, justifica-
se 0 aumento da producdo de soja no Brasil ser devido tanto ao aumento da &rea
cultivada quanto da produtividade de grdos (BALBINOT-JUNIOR et. al. 2017).

As principais regides que se destacam como produtoras dessa ‘commodity’ sdo
as regifes Centro-Oeste e Sul. Os principais estados produtores compreendem Mato

Grosso, com producédo de 32,2 milhdes de toneladas de grdos; Parana com produgéo de
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19,2 milhdes de toneladas de graos; Rio Grande do Sul, com 18,7 milhdes de toneladas;
e Goias com producdo de 10,82 milhdes de toneladas. Na regido Centro-Sul como um
todo, estima-se uma producdo média de 102,1 milhGes de toneladas de soja e
produtividades médias para a regido de 3.348 kg/ha para a safra 2018/2019 (CONAB
2018).

Devido ao desempenho produtivo do estado de Mato Grosso, considerado
maior produtor nacional da oleaginosa, o incremento na &rea plantada atingiu 2,6% em
relacdo a safra 2017/2018, ultrapassando os 16 milhGes de hectares semeados. Em Mato
Grosso do sul, estima-se uma producdo de 9 milhdes de toneladas de graos de soja, com
produtividade de 3.200 kg/ha, em uma &rea de 2,8 milhGes de hectares para a safra
2018/2019 (CONAB 2018). O impulso dado a producdo de soja nas ultimas décadas
estd diretamente relacionado com o aumento da demanda de carnes e outras proteinas
animais, como resultado do crescimento da economia mundial que, paralelamente,
promoveu 0 aumento da renda per capita e, como consequéncia, resultou no aumento do
consumo de proteina animal, que exige grandes demandas de farelos proteicos
(HENCHION et. al. 2014; RIGO et. al. 2015).

Considerado um dos principais cultivos da agricultura mundial, devido ao seu
alto potencial produtivo, composi¢do quimica e valor nutritivo, os produtos gerados,
denominados de ‘complexo soja’ possuem diferentes formas de aplicagdes, tanto na
alimentac¢do humana como animal, sobretudo por constituir matéria-prima indispensavel
para impulsionar diversos complexos agroindustriais no Brasil, tais como as industrias
de sementes, fertilizantes, maquinas agricolas, dentre outros (MAUAD et. al. 2010),
composto pela soja em graos (114,97 milhdes de toneladas) e seus derivados, como 6leo
(8,3 milhdes de toneladas), usado principalmente para o consumo humano e para
fabricacdo de biodiesel (CASTANHEIRA et. al. 2015); e farelo de soja (33,1 milhdes
de toneladas), consumidos principalmente na industria alimenticia humana e animal,
como suplementacdo proteica de aves, suinos e bovinos (CONAB 2018).

Em relacdo aos cultivos, a soja organica vem se destacando também em area
cultivada e volume de producdo, ndo s6 pela crescente demanda dos mercados
consumidores, como 0 japonés e europeu principalmente (GARCIA 2003; HIRAKUR
et. al. 2011), no qual agrega valor ao grdo, mas também por maximizar o

aproveitamento de nitrogénio, nestes sistemas (HIRAKUR et. al. 2011).
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Fatores como variagfes climaticas e incidéncia de pragas e doencas, por
influenciarem principalmente na quantidade produzida e na qualidade de gréos,
possuem significativa importancia na definigdo do preco de mercado. O monocultivo da
soja tem favorecido o surgimento e a permanéncia de populacGes de diversos
artropodes-praga durante todo seu desenvolvimento, da semeadura a colheita, devido a
oferta de alimento em grande escala de cultivo.

Nesse cenario, os individuos possuem condigdes Otimas e atingem facilmente o
nivel de dano econémico, podendo trazer sérios prejuizos aos agricultores. As lagartas
desfolhadoras destacam-se como uma das principais pragas da cultura da soja, pois em
altas populac6es provocam grandes perdas de produtividade, causadas por danos diretos
e indiretos, através da diminuicdo de area foliar fotossinteticamente ativa, entrada de
patdgenos devido as injdrias que prejudicam consequentemente o desenvolvimento de
vagens e grdos (HOFFMANN-CAMPO et. al. 2012; MOSCARDI et. al. 2012). Dentre
o complexo de lepiddpteros-praga da sojicultura, a lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae), €é considerada uma das
desfolhadoras de soja mais recorrentes no Brasil (PANIZZI et. al. 2004; MOSCARDI
et. al. 2012).

2.2 Lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae)

Na Argentina, Chile e Uruguai e Brasil, ocorrem 69 espécies de Lepiddpteros-
praga que consomem a soja durante todo o seu desenvolvimento no campo
(FORMENTINI et. al. 2015). Considerada como praga desfolhadora da soja nos EUA,
México, Colébmbia, Venezuela, Brasil e Argentina, A. gemmatalis conhecida
popularmente como lagarta-da-soja, destaca-se por causar prejuizos econémicos na
cultura, por sua abundancia e ocorréncia frequente em todas as regides do pais onde a
soja € cultivada, podendo ocorrer durante todo o ciclo fenolégico da cultura, desde a
emergéncia das plantas até a maturagdo fisiologica dos grdos (HOFFMANN-CAMPO
et. al. 2000; PANIZZI 2006; MARTINS et. al. 2009; MOSCARDI et. al. 2012).

As mariposas apresentam envergadura de asas de 30 a 38 mm, apresentando
uma linha diagonal de cor marrom canela unindo as pontas do primeiro par de asas,
caracteristica essa, que auxilia em seu reconhecimento e diferenciacdo com outras
especies de lagartas, pois possuem uma coloracdo variavel na parte dorsal (de cinza

claro ao marrom-escuro). Devido ao seu habito noturno, ao final do dia elas iniciam
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VOO0S curtos e orientados, em grande parte pela emissdo do feroménio sexual liberado
pelas fémeas, e dessa forma localizam seus parceiros para 0 acasalamento e,
posteriormente encontram plantas para a oviposi¢do. Durante o dia sdo encontradas sob
a vegetacdo ao redor de areas de soja e se escondem nas partes baixas e sombreadas das
plantas (SOSA-GOMEZ et. al. 2010; MOSCARDI et. al. 2012).

A oviposicdo ocorre geralmente de forma isolada nas folhas ou hastes das
plantas (GREENE et. al. 1973; PRACA et. al. 2006) e com maior propor¢do de ovos
depositada na parte média e inferior das plantas de soja (FERREIRA & PANIZZI
1978). Os ovos recém ovipositados sdo inicialmente de cor esbranquicada a verde-clara,
de tamanho diminuto (aproximadamente 0,6 mm de didmetro), dificeis de serem
detectados, pois se camuflam com o mesmo tom de verde das folhas, peciolos e hastes,
eclodindo apés um periodo que varia de 2,2 a 3,9 dias (dependendo da temperatura
local) (SOSA-GOMEZ et. al. 2010; MOSCARDI et. al. 2012).

A fase larval geralmente apresenta coloracdo verde, com trés estrias brancas
longitudinais sobre o dorso e possui quatro pares de pernas abdominais, sendo que dois
deles sdo vestigiais e também possuem mais um par de pernas anais. Durante 0s
primeiros instares o consumo foliar € muito pequeno e nesse estadio menos
desenvolvido, o dano é minino resultante de raspagens em tecidos foliares mais tenros.
Também é nesse inicio de desenvolvimento que a fase larval € confundida com lagartas
falsas-medideiras, da familia Plusiinae como a Chrysodeixis (= Pseudoplusia) includens
(Walker, 1858) devido ao caminhamento caracteristico ‘“medindo palmos”
(MOSCARDI et. al. 2012; AVILA & GRIGOLLI 2014).

A partir do quarto instar, as lagartas possuem tamanho igual ou superior a 1,5
cm, e apresentam trés linhas longitudinais brancas no dorso, podem apresentar
coloracdo do tegumento verde ou escura. Possuem quatro pares de falsas pernas
abdominais (propernas) e, dependendo das condi¢Ges ambientais, podem apresentar de
cinco a seis instares larvais, chegando a medir de 40-50 mm de comprimento. Em
condicdes de alta populacdo e ataque intenso a cultura, assumem a coloracdo
negra/escura mantendo as estrias brancas, devido a uma modificacdo fisioldgica
atribuida a essa espécie, induzida/causada pela competicdo ao alimento (SOSA-
GOMEZ et. al. 2010; MOSCARDI et. al. 2012; AVILA & GRIGOLLI 2014).

Apds o ultimo instar larval, a lagarta transforma-se em pré-pupa, momento no

qual cessa sua alimentacdo e prepara-se para virar pupa. Inicialmente, a pré-pupa
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permanece encolhida e apresenta dorso de cor rosada ou esverdeado (PRACA et. al.
2006). Em seguida, a pré-pupa se desloca para a parte inferior da planta de soja e
constroi na superficie do solo sob folhas secas uma camara pupal ou, usualmente
protegem-se em até dois centimetros de profundidade no solo (LEE & JOHNSON
1990). As pupas apresentam coloragcdo marrom escuro e apés o periodo de 10 a 12 dias
em média, emergem as mariposas, que acasalam na primeira noite apds a emergéncia,
iniciando a oviposi¢do trés a quatro dias depois, com pico de postura acontecendo
préximo ao quinto dia de vida do adulto (MAGRINI et. al. 1999; MOSCARDI et. al.
2012).

Anticarsia gemmatalis pode apresentar até quatro geragdes em uma safra da
cultura, passando pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Esse lepidéptero na fase
larval consome cerca de 100 a 150 cm? de area foliar, e aproximadamente 96% desse
consumo ocorre do quarto ao sexto instares larvais (HOFFMANN-CAMPO et. al. 2000;
BATISTELA et. al. 2012), causando danos severos a soja em areas cultivadas por todo
0 Brasil (MOSCARDI & SOUZA 2002), além de se alimentar do limbo e das nervuras
foliares, podendo ocasionar desfolhamento total das plantas (LOURENCAO et. al.
2010).

Existem, também, outras culturas de importancia econémica em que a lagarta-
da-soja causa prejuizos, como cultura da alfafa, 0 amendoim, o arroz, a ervilha, o feijao,
o feijdo-vagem e o trigo, atacando durante a fase vegetativa e, em alguns casos, até no
periodo da floracdo (PRATISSOLI 2002; RAHMAN et. al. 2007). Em paises como o
Brasil, com flora diversificada, diferentes espécies de plantas silvestres hospedam A.
gemmatalis e encontram-se presentes no decorrer de todo o ano, ofertando abrigo e
servindo de fonte de alimento, possibilitando a sobrevivéncia desse inseto-praga e sua
permanéncia entre uma safra e outra (SAVIO & PINOTTI 2008; MOSCARDI et. al.
2012).

A dinamica populacional e a bioecologia de A. gemmatalis podem variar
consideravelmente nas diferentes regides onde ocorrem, principalmente devido as
diferencas observadas na temperatura e nutricdo dos insetos (MILANO 2008). Regi0es
com altas temperaturas favorecem a ocorréncia de dessa praga-chave, como no Centro-
Oeste do Brasil, assim como em todas as regiGes de cultivo que ocorrem anos mais
secos, j& que essa condicdo desfavorece a ocorréncia natural de fungos

entomopatogénicos que regulam sua populacdo naturalmente (CORREA et. al. 1977;
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GAZZONI et. al. 1981,1994; HOFFMANN-CAMPO et. al. 2000, PRACA et. al. 2006;
SOSA-GOMEZ et. al. 2010).

Grande incidéncia de lagartas A. gemmatalis gera enormes consequéncias pela
rapida reducdo da area foliar fotossinteticamente ativa da soja, e devido ao seu ataque
voraz ocorrem perdas na producao de grdos, portanto o desfolhamento antecipado ao
periodo reprodutivo da cultura é primordial por afetar o processo de enchimento das
vagens (MENDONCA et. al. 2009).

2.3 Manejo integrado de pragas com parasitoides na sojicultora

Devido a cultura da soja ser cultivada extensivamente em areas agricolas por
todo o mundo e principalmente no Brasil, os produtores necessitam controlar os
artrépodes fitofagos com a adocdo de estratégias, geralmente recorrendo ao uso
excessivo de produtos fitossanitarios utilizados sem a correta precaucdo. Medidas para o
manejo de pragas, mais tarde conhecidas por Manejo Integrado de Pragas da Soja
(MIP), tm como objetivo reduzir o uso excessivo de produtos quimicos aplicados e 0s
consequentes surtos de artrépodes-pragas, além de melhorar a produtividade da cultura
de forma sustentavel (PEDIGO 1995; HOFFMANN-CAMPO et. al. 2012; GAZZONI
2012; BUENO et. al. 2013).

No passado, a soja no Brasil era cultivada com o uso de agroquimicos
aplicados sem a adocdo de qualquer limiar econémico para fundamentar essa decisao.
Os programas de manejo de pragas de soja foram realizados com sucesso no Brasil
durante as décadas de 1970 e 1980, e o uso de agroquimicos foi reduzido a cada safra
(PANIZZI 2013). Com a introducédo e o estabelecimento da ferrugem asiatica da soja
Phakopsora pachyrhizi, a introducéo de variedades de soja transgénica, a falta de niveis
de acdo para esse novo cenario, além dos custos reduzidos dos agroquimicos, o uso do
MIP foi sendo cada vez mais deixado de lado e o uso indiscriminado de produtos
fitossanitarios voltou a crescer. O atual cenario demonstra que o Brasil é o maior
consumidor de produtos fitossanitarios do mundo, apesar de possuir a fauna de insetos
benéficos mais rica e abundante (SOSA-GOMEZ et. al. 2003, 2012; GAZZONI 2012;
PEDLOWSKI et. al. 2012; BUENO et. al. 2013; RIGOTTO et. al. 2014;
BORTOLOTTO et. al. 2015).

Como consequéncia, as aplicacfes de inseticidas atingiram novamente niveis

que excedem os limites por safra (PANIZZI 2013), prejudicando a eficiéncia dos
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agentes de controle biologico existentes que sobrevivem em lavouras de soja (CARMO
et. al. 2010). Nesse contexto, deve-se ressaltar também que o uso irracional de produtos
fitossanitarios, além de ndo proporcionar controle eficiente e possuir custos mais
elevados, afeta diretamente a saide humana e a contaminacao do agroecossistema, bem
como agrava o ressurgimento de pragas, pois causa surtos secundarios de pragas e
aumenta os riscos de fitotoxidez as plantas e o desenvolvimento de artropodes-praga
resistentes (MEISSLE et. al. 2010; CHOUNG et. al. 2010; DI MARZIO et. al. 2010;
FOUAD et. al. 2012).

O MIP compreende uma filosofia que consiste na integracdo de praticas e
métodos apropriados de controle de pragas, de um modo compativel, que possibilita a
manutencdo das populacdes de artropodes-praga abaixo do nivel de dano econémico,
incluindo a combinacdo de vérias estratégias e taticas de controle sustentaveis de
artropodes-praga (KOGAN 1998). Dentre os diferentes componentes do MIP, o
Controle Bioldgico se destaca pela utilizacdo de inimigos naturais, dentre eles
parasitoides, predadores e microrganismos entomopatogénicos, que naturalmente
regulam as populacBes de artropodes-pragas, mantendo-a em equilibrio no
agroecossistema. Mesmo em cultivos tdo simplificados como os extensos monocultivos
de producdo de soja, existe uma considerdvel populacdo de inimigos naturais que
podem competir entre si em busca de melhores presas ou hospedeiros, para garantir o
desenvolvimento de sua descendéncia, estabelecendo nichos separados e dessa forma
coexistir (MESQUITA & LACEY 2001; GAZZONI 2012; PANIZZI 2013; WU et. al.
2014; BORTOLOTTO et. al. 2015; HEIMPEL & MILLS 2017).

Na histéria da sojicultura, ha exemplos de sucesso de utilizacdo do controle
biolégico aplicado para o controle de A. gemmatalis, como a utilizacdo do virus
entomopatogénico Baculovirus anticarsia (AgMNPV) e parasitoides de ovos de
percevejos que ja sdo realidade na cultura da soja, mas sua ado¢do ainda precisa ser
expandida para todo o territério nacional e novos programas precisam ser
desenvolvidos. Além dos exemplos mencionados anteriormente, existem ainda outros
agentes de controle biolégico, como os hymendpteros parasitoides reguladores de
populacdes de leidopteros-praga, que poderdo ser selecionados para o desenvolvimento
de novos programas de controle bioldgico aplicado, por sua eficiéncia, menor custo de
producdo, facilidade no processo de criacdo e alta capacidade de reproducédo (VAN
LENTEREN 2012; FAVERO et. al. 2013; 2014; DE ABREU et. al. 2018) e por nédo
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causarem risco ambiental comparado ao controle quimico (BARRAT et. al. 2010;
BUENO et. al. 2012a).

No Parand, segundo maior produtor de soja do Brasil (CONAB 2018) existem
oito espécies registradas como parasitoides de ovos de A. gemmatalis. Telenomus
cyamophylax Polaszek, 1997 (Hymenoptera: Platygastridae) (POLASZEK &
FOERSTER 1997) e Encarsia porteri (Mercet, 1928) (Hymenoptera: Aphelinidae)
(FOERSTER & AVANCI 1999). As demais espécies pertencem ao género
Trichogramma, como Trichogramma acacioi Brun, Moraes e Soares, 1984,
Trichogramma atopovirilia Oatmann & Platner, 1983, Trichogramma lasallei Pinto,
1999, Trichogramma pretiosum Riley, 1879, e Trichogramma rojasi Nagaraja &
Nagarkatti, 1973, e Trichogramma bruni Nagaraja, 1983 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (CANETE & FOERSTER 2003; AVANCI et. al. 2005;
DUDCZAK et. al. 2017).

Dentre os parasitoides da fase larval de A. gemmatalis destacam-se alguns
dipteros, como: Patelloa spp., Euphorocera sp., Jurinella salla Curran, 1947 (Diptera:
Tachinidae); e hymenopteros parasitoides: Meteorus leviventris (Wesmael, 1835)
(Hymenoptera: Braconidae), Ophium flavidus Brullé, Campoletis sonorensis (Cameron,
1886), Microcharops bimaculata (Ashmead, 1895), Microcharops anticarsiae Gupta,
1987 (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Euplectrus chapadae Ashmead, 1904
(Hymenoptera: Eulophidae) (BUENO et. al. 2012b; HOFFMANN-CAMPO et. al.
2012).

O uso de controle biolégico de pragas por inimigos naturais tornou-se uma
estratégia relevante e eficiente em todo o mundo. Atualmente, o controle biolégico
aplicado é uma metodologia bem estabelecida com potencial para manter em niveis
razoavelmente baixos as populacGes de inUmeras pragas agricolas por meio da sua
multiplicacdo e liberagéo de inimigos naturais no campo (PARRA 2006; MASON et. al.
2008; HEIMPEL & MILLS 2017). O fato de que esse método pode ser compativel com
outras taticas de controle, suplementa o sucesso do MIP devido a integracdo de
diferentes taticas de controle. Tendo em vista o atual cenario agricola do Brasil, o
controle quimico ainda é indispensavel em grandes areas de producéo e o uso integrado
de inseticidas juntamente com inimigos naturais torna-se essencial para futuro do MIP

em soja, principalmente utilizando-se agroquimicos seletivos aos inimigos naturais
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(CARVALHO et. al. 2013; BORTOLOTTO et. al. 2015; VAN LENTEREN et. al.
2018).

Varios desafios estdo atrelados ao sucesso do controle bioldgico aplicado, tais
como o desenvolvimento de um conjunto tecnolégico que confira suporte aos
produtores, que seja fidedigno com a realidade do monocultivo de soja, permitindo a
sua adogdo em larga escala, minimizando os efeitos negativos da aplicagéo de produtos
fitossanitarios para o controle das pragas, como alternativas para o mercado crescente
do cultivo orgénico da soja, entre outras demandas crescentes da sociedade brasileira
(BUENO et. al. 2012b; HOFFMANN-CAMPO et. al. 2012; BORTOLOTTO et. al.
2015; VAN LENTEREN et. al. 2018).

Desenvolver tecnologias limpas que sejam tecnicamente eficientes e
economicamente competitivas também se torna um grande desafio, devido a grande
frequéncia de pragas presente no agroecossistema. Investigar a aptidao biologica desses
agentes no controle bioldgico, bem como determinar seus parametros bioldgicos e
capacidade de parasitismo/reprodutiva por fémea parasitoide, faz-se necessario para o
desenvolvimento de futuros programas de controle bioldgico, visando a sua manutencgéo
e/ou a liberacdo de inimigos naturais na cultura da soja (BUENO et. al. 2012a;
HOFFMANN-CAMPO et. al. 2012; PARRA 2014; BORTOLOTTO et. al. 2015; VAN
LENTEREN et. al. 2018).

2.4 Aspectos bioecoldgicos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

Dentre os inimigos naturais mais estudados, 0s himenopteros parasitoides sdo
aqueles cujas larvas se desenvolvem em outro artrépode, usualmente um inseto,
acarretando a sua morte ao final do seu desenvolvimento (GODFRAY 1994). Esse
grupo compreende o taxon mais rico em espécies (SANTOS & QUICKE 2011), e
incluem os insetos com menor comprimento corporal (QUICKE 2015), que exploram 0s
mais variados recursos bioldgicos (podendo suas larvas alimentar-se de ovos, larvas,
pupas ou adultos dos hospedeiros) de uma forma impressionante (GAULD & BOLTON
1988; GODFRAY 1994; YEFREMOVA 2008; JERVIS & FERNS 2011; MAYHEL
2016).

Parasitoides s@o reguladores populacionais especializados de insetos e se
destacam como o principal grupo de inimigos naturais em sistemas agricolas (PARRA
2014). A maioria dos parasitoides pertence as ordens Hymenoptera e Diptera (QUICKE
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1997; GODFRAY 1994) e podem ser endoparasitoides, ectoparasitoides, idiobiontes ou
cenobiontes, solitarios ou gregarios, primarios ou hiperparasitoides, especialistas ou
generalistas com potencial para o controle bioldgico (HARVEY et. al. 2013; HARVEY
& MALCICKA 2016).

Chalcidoidea é um grupo megadiverso pertencente a Ordem Hymenoptera,
constituido em sua maioria de vespas parasitoides de grande importéncia ecoldgica e
econdmica, apresentando uma surpreendente diversidade de morfologia e biologia
(GIBSON et. al. 1999), presentes em quase todos os habitats terrestres existentes
(PETERS et. al. 2018). Por ser um grupo altamente diversificado de insetos, apresenta
mais de 22.500 espécies descritas e estima-se que mais de 500.000 espécies ainda nédo
foram registradas e classificadas (NOYES 2004; HERATY 2017). Devido ao seu estilo
de vida ‘parasitico’ e ampla gama de hospedeiros, incluem algumas das espécies mais
bem-sucedidas e amplamente utilizadas para o controle biolégico de insetos-praga,
evidenciando sua importancia econdmica como agentes de controle bioldgico é
inestimavel (HERATY 2017; PETERS et. al. 2018).

Eulophidae é atualmente a maior familia pertencente a Chalcidoidea
(Hymenoptera), com cerca de 5000 espécies distribuidas mundialmente, seguidas por
Encyrtidae e Pteromalidae, que inclui 297 géneros e 4.472 espécies distribuidas em
quatro subfamilias: Entedoninae, Euderinae, Eulophinae e Tetrastichinae (AGUIAR et.
al. 2013; NOYES 2014; FERNANDES et. al. 2019). As espécies de Tetrastichinae
(Eulophidae) possuem uma grande variedade de hospedeiros (HANSON & GAULD
1995), considerados ambiental e economicamente importantes, sendo algumas espécies
identificadas como importantes agentes de controle bioldgico para um amplo espectro
de insetos-praga (MUNRO et. al. 2011; GADALLAH 2015).

A maioria das espécies de Eulophidae é constituida predominantemente por
minusculas vespas parasitoides (0,5-2 mm), presentes em todas as regifes tropicais e
temperadas, com desenvolvimento ecto e/ou endoparasitoides, idiobiontes ou
cenobiontes, solitarios ou gregarios, parasitoides primarios ou hiperparasitoides
facultativos ou obrigatorios, especialistas ou generalistas, geralmente em estagios
larvais de insetos holometabolos como lepiddpteros, coleopteros, dipteros e
himenopteros. Apresentam diversidade de hospedeiros de diferentes taxons, incluindo
mais de 100 familias e 10 ordens (GAUTHIER et. al. 2000; CANTOR et. al. 2006;
MUNRO et. al. 2011; MAIA 2012), embora o grupo inclua também espécies indutoras
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de galhas, especialmente nos tropicos (LA SALLE 2005; NIEVES-ALDREY &
ASKEW 2011).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) pertence a
subfamilia Tetrastichinae, na qual a progénie desenvolve-se no interior de outros insetos
(endoparasitoide) ocasionando a morte, tornando-se um inimigo natural com grande
potencial como agente de controle bioldgico, encontrando-se associado a um grande
namero de espécies de lepidopteros-pragas de culturas importantes (BAITHA et. al.
2004; LA SALLE & POLASZEK 2007; PRASAD et. al. 2007; VARGAS et. al. 2011).
O diferencial desse parasitoide polifago é a sua capacidade de parasitar diferentes fases
de desenvolvimento do hospedeiro, pois j& foi registrado o seu desenvolvimento em
larva, pupa e adulto do hospedeiro Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) (VARGAS et. al. 2011; PEREIRA et. al. 2015).

Testrastichus howardi € um parasitoide cosmopolita e gregério e o seu
desenvolvimento tem sido registrado preferencialmente em diferentes lepidopteros
desfolhadores/pragas, como pupas das familias Crambidae (CRUZ et. al. 2011;
PEREIRA et. al. 2015), Sphingidae (BARBOSA et. al. 2015), Plutellidae (SILVA-
TORRES et. al. 2010), Noctuidae e Pyralidae. Por ser uma espécie generalista
demonstra seu potencial como agente de controle biolégico (KFIR et. al. 1993;
MOORE & KFIR 1995; LA SALLE & POLASZEK 2007; SILVA-TORRES et. al.
2010; CRUZ et. al. 2011; VARGAS et. al. 2011), além de demonstrar a habilidade de
penetrar e buscar ativamente a praga como no caso da broca D. saccharalis nas galerias
produzidas em plantas de cana-de-agucar (FELIX et. al. 2005).

Testrastichus howardi é uma espécie originaria da regido Indo-Asiatica,
amplamente distribuida no norte da China e oeste do Paquistdio (LA SALLE &
POLASZEK 2007), nas Filipinas (RAO 1965; MOHYUDDIN 1990) e india
(CHERIAN & SUBRAMANIAM 1940; BAITHA & MAURYA 2012). Inicialmente o
parasitoide foi reportado como Aprostocetus (Aprostocetus Westwood) (Hymenoptera:
Eulophidae, Tetrastichinae), posteriormente devido a presenca de marcas caracteristicas
na sua morfologia foi reclassificado como Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae: Tetrastichinae) (LA SALLE 1994; GONZALEZ et. al. 2003; ALVAREZ
et. al. 2007).

Essa espécie foi introduzida das Filipinas na Africa do Sul, inicialmente para o

controle da broca Chilo partellus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Pyralidae), praga-
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chave importante para as culturas de milho e sorgo, além de causar danos em cultivos de
arroz, trigo, cana-de-agucar, milheto e gramineas silvestres quando na fase jovem e
posteriormente no controle de Busseola fusca (Fuller, 1901) (Lepidoptera: Noctuidae),
considerada o lepidoptero mais destrutivo em culturas de milho e sorgo na Africa (KFIR
et. al. 1993; MOORE & KFIR 1995; KFIR 2001; RAO et. al. 2001; PESSOA et. al.
2016).

Em cultivos de cana-de-aclcar na india, o controle da broca do interior da cana
Chilo sacchariphagus indicus (Kapur, 1950) (Lepidoptera: Crambidae) realizado por T.
howardi varia conforme a zona climética, apresentado melhor desempenho em areas de
clima quente e seco. O controle de outra broca-da-cana-de-agUcar também foi relatado
para Chilo infuscatellus Snellen, 1890 (Lepidoptera: Crambidae), e para Sesamia
inferens (Walker, 1856) (Lepidoptera: Noctuidae) uma das principais pragas do arroz
(SANKAR et. al. 2014; SRIKANTH 2016).

No sudeste do Vietnd, T. howardi foi considerado o mais importante
parasitoide pupal das brocas que depreciam a cana-de-agUcar, juntamente com o
parasitoide de ovos Trichogramma chilonis Ishii, 1941 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), o parasitoide larval Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae) e o predador Euborellia annulipes (Lucas, 1847)
(Dermaptera: Anisolabididae) (DUONG et. al. 2011). Na China, foi registrado seu
parasitismo natural em pupas de Chilo auricilia Dudgeon, 1905 (Lepidoptera:
Crambidae) e € discutida a possibilidade de usar T. howardi para controlar essa broca
que é praga no arroz e cana-de-agtcar (LIAO et. al. 2013). No Brasil, Cruz et. al. (2011)
identificaram o parasitoide em pupas de D. saccharalis coletadas em milho e Vargas et.
al. (2011) coletaram uma pupa de Diatraea sp. parasitada por T. howardi em plantio de
cana-de-aclcar, no municipio de Dourados - Mato Grosso do Sul. Shimbori et. al.
(2017) registraram sete espécies de eulofideos com ocorréncia no estado do Mato
Grosso do Sul, incluindo T. howardi.

O corpo do adulto possui coloracdo escura com brilho metalico, mas algumas
espécies podem apresentar coloragfes claras. T. howardi, no entanto, possui duas setas
na veia submarginal na superficie dorsal da asa anterior (LA SALLE & POLASZEK
2007). As caracteristicas que separam os eulofideos das demais familias é possuir todos
0s tarsos com quatro segmentos em ambos 0S Sex0s € antenas com sete a nove

segmentados, com no maximo quatro segmentos de funiculo; gaster com peciolo
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distinto para que haja um estreitamento distinto entre o propodeo e o gaster. Além disso,
0 espordo foretibial geralmente apresenta-se reto e simples (NOYES 2004).

Apbs as fémeas de T. howardi introduzirem os ovos no seu hospedeiro,
desenvolvem-se trés instares larvais, que posteriormente se transformam em pupas, das
quais emergem a progénie de adultos. Os ovos sdao do tipo “himenopteriforme”, de
coloragéo branco-leitosa, 0,28 e 0,30 mm de comprimento e 0,08 mm de largura. Uma
fémea pGe uma média de 30 ovos através da insercdo do ovipositor no hospedeiro, e
essa fase inicial dura em torno de 2 dias. O tamanho das larvas, pupas e adultos variam
devido a espécie, tamanho do hospedeiro e nimero de larvas que se desenvolvem nelas.
A duracdo da fase larval se d& em torno de 6 dias. Nos primeiros instares larvais (L1) a
cor das larvas é esbranquicada, e seu aparelho bucal é reduzido a duas mandibulas
opostas e arqueadas, com tamanho inicial de 0,8 mm, o segundo (L2) e terceiro (L3)
instares se diferenciam apenas pelo tamanho larval, com mandibulas mais robustas e
desenvolvidas e corpo ligeiramente curvado de cor creme. Os tamanhos de L2 variam
de 1,2 a 2 mm de comprimento e os tamanhos de L3 oscilaram de 2,5 a 2,9 mm. As
pupas apresentam inicialmente coloracdo amarelo-palido e aspecto esculpido/entalhado,
livre/exarada, ocorrendo o escurescimento com o tempo de desenvolvimento. A
coloragdo dos olhos compostos e ocelos variam desde o amarelo-claro ao laranja e
posteriormente tornam-se vermelho, para findar com a coloracdo vermelho-escuro
pouco antes da emergéncia do inseto adulto. O periodo de desenvolvimento conferido as
pupas dura cerca de 8 a 9 dias. Os adultos desenvolvem-se em um ciclo que varia entre
16 e 18 dias (ovo ao adulto), na temperatura média de 25 °C. O comprimento do corpo
das fémeas varia de 1,6 a 2,2 mm, enquanto os machos medem de 1,3 a 1,8 mm
(GONZALEZ et. al. 2003).

Os adultos apresentam um marcado dimorfismo sexual, sendo as diferencas
sexuais perceptiveis através das antenas, em estrutura, distribuicdo e abundéancia de
sensilas antenais. As antenas das fémeas apresentam flagelo contendo trés segmentos
cilindricos funicular e uma clava conica, mais longa que as masculinas, estes por sua
vez possuem mais um segmento de funiculo que as fémeas. O escapo e o pedicelo das
antenas das fémeas sdo castanho-amarelas claras e o flagelo e clava apresentam
coloragdo marrom escura a preta. Na antena masculina apenas a clava que possui
pigmentacdo escura e 0s demais segmentos apresentam coloragdo castanho-amarelada
clara (LA SALLE & POLASZEK 2007; ZHENG et. al. 2016). Devido ao dimorfismo
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sexual tdo marcante nessa espécie € possivel sexar suas pupas perfeitamente
esclerotizadas apenas examinando as particularidades de cada antena (machos possuem
o flagelo antenal branco com a clava preta, enquanto as fémeas possuem todos 0s
flagelos enegrecidos) (ALVAREZ et. al. 2003). Outra caracteristica que os diferencia é
a cor da coxa e fémur nas pernas anteriores, que nas fémeas sdo mogno e nos machos
s&o de coloracdo amarelo-clara (GONZALEZ 2003).

2.5 Criagao massal com parasitoides

Apols a coleta e correta identificacdo dos inimigos naturais, as etapas que
devem ser estudadas em um sistema que visa a producdo em grande escala de agentes
de controle bioldgicos, como eulofideos, por exemplo, sdo: manutencdo das linhagens
regionais atraves da selecdo de hospedeiros alternativos adequados para criagdo massal
dos parasitoides; estudo dos aspectos bioldgicos e comportamenteis em condicdes
laboratoriais, que posteriormente devem ser realizados em semi-campo e campo;
relagbes dindmicas entre o inimigo natural e a praga que se quer controlar; estudos
envolvendo quantidade de liberacdo e dispersdo por pontos em uma determinada area,
época e forma de liberacdo; controle de qualidade das linhagens; seletividade dos
inimigos naturais a agroguimicos, e avaliacdo da eficiéncia em campo (PARRA 2001,
PARRA & CONSOLI 2009; PARRA 2014).

Os métodos e técnicas de criagdo massal, o potencial reprodutivo e o
comportamento do parasitoide sdo necessarios para 0 melhor entendimento das relacdes
oriundas entre parasitoide-hospedeiro, e para aumentar as chances de sucesso em
futuros programas de controle bioldgico a serem desenvolvidos (PEREIRA et. al. 2009;
PEREIRA et. al. 2010a,b; PASTORI et. al. 2012; KUMAR et. al. 2016a). Os
parametros bioldgicos dos parasitoides requerem extensivas pesquisas para aprimorar as
técnicas de multiplicacdo em larga escala e reduzir os custos de producdo dos inimigos
naturais (PEREIRA et. al. 2009; FAVERO et. al. 2013). O desenvolvimento de
metodologias de multiplicacdo massal depende do conhecimento dos parametros
bioldgicos relacionados ao inimigo natural, além da sensibilidade dos inimigos naturais
aos fatores abidticos como temperatura, luz e umidade do ar (GODFRAY 1994;
FAVERO et al. 2013; RODRIGUES et al. 2013; COSTA et. al. 2014; KUMAR et. al.
2016a).
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A multiplicacdo do agente de controle bioldgico em criagdes massais
servem de suporte para a implementacdo de programas de controle bioldgico, fazendo
com que este se consolide como parte fundamental do manejo integrado de pragas
(BAITHA & MAURYA 2012; VARGAS et. al. 2013; PARRA 2014). Devido a
auséncia de dietas artificiais torna necessario o uso de um grande numero de
hospedeiros alternativos para a producgdo desses insetos (MILWARD-DE-AZEVEDO
et. al. 2004). A qualidade da producdo e criagdo massal de agentes de controle bioldgico
estd diretamente relacionada com a disponibilidade de hospedeiros naturais ou
alternativos para a multiplicacdo dos mesmos em criagfes massais (ZANUNCIO et. al.
2008).

T. howardi possui habito gregéario e alto potencial reprodutivo e o
desenvolvimento € restrito aos recursos nutricionais encontrados em um hospedeiro que
pode resultar na competicdo dos imaturos por estes recursos (HARVEY et. al. 2013;
KUMAR et. al. 2016a,b). De acordo com o exposto anteriormente, a densidade de
parasitoides ao hospedeiro podem afetar a capacidade de parasitismo (SAGARRA et. al.
2000; SILVA-TORRES et. al. 2010; PASTORI et. al. 2012; FAVERO et. al. 2013;
COSTA et. al. 2014), a producdo de progénie (FOERSTER et. al. 2001; CHONG &
OETTING 2006; PASTORI et. al. 2012; CHICHERA et. al. 2012; PINEYRO et. al.
2016), a razdo sexual da progénie (CHOI et. al. 2001; KUMAR et. al. 2016a), a duragéo
do ciclo de vida (ovo-adulto) (SILVA-TORRES & MATTHEWS 2003; BARBOSA et.
al. 2008) e a longevidade de adultos (SILVA-TORRES & MATTHEWS 2003). Dessa
forma, o conhecimento da adequacéo da densidade de parasitoides por hospedeiro torna-
se necessario para definir a proporc¢éo ideal de fémeas por pupa hospedeira e assegurar a
qualidade de individuos produzidos. Uma adequada proporcdo de fémeas parasitoides
resultard em uma progénie com alta capacidade de parasitismo da praga e reprodutiva
(FAVERO et. al. 2013; COSTA et. al. 2014).

Outro fator de grande importancia em um programa de controle bioldgico de
pragas agricolas é a escolha do hospedeiro alternativo adequado para criacdo massal do
inimigo natural (PEREIRA et. al. 2010a,b). A utilizag&o desses hospedeiros alternativos
¢ vantajosa, devido ao seu baixo custo de producdo, facilidade no processo, alta
capacidade de reproducdo e sem afetar a eficiéncia do inimigo natural no campo, como
¢ 0 caso de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (OTUKA et.

al. 2006) que apresenta resultados satisfatorios para criagdo de parasitoides de pupas
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(ZANUNCIO et. al. 2008; HERNANDEZ et. al. 2009; FAVERO et. al. 2013) e pupas
de Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), apresentando uma
producdo de progénie superior, diretamente relacionada ao tamanho da pupa do
hospedeiro alternativo comparado ao hospedeiro natural, sem a reducdo da sua eficacia
de controle natural (PINEYRO et. al. 2016).

Além disso, a multiplicacdo massal e a liberagdo de agentes de controle
bioldgico em programas de controle aplicado sdo muito importantes e podem ser viaveis
economicamente, se executados de maneira e condi¢cdes adequadas. Programas de
controle biologico aplicados ja sdo realidade na cultura da soja, com a utilizacdo de
baculovirus e de parasitoides de ovos de percevejos, no entanto, os desafios estdo
relacionados com a ampliacdo de sua importancia e aplicacdo em todo o territério
nacional e a existéncia de novos programas a serem desenvolvidos (DINIZ et. al. 2008;
BUENO et. al. 2012a; HOFFMANN-CAMPO et. al. 2012; PARRA 2014;
BORTOLOTTO et. al. 2015; VAN LENTEREN et. al. 2018).

Parasitoides de lepidopteros-pragas desempenham grande potencial de sucesso
e poderdo, em um futuro muito préximo, serem utilizados em escala maior. O uso de
agentes bioldgicos no controle de pragas agricolas no Brasil tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, e apesar desse fato ndo se conhecem 0s aspectos
bioldgicos de T. howardi em suprimir o ciclo biolégico de A. gemmatalis. Esse fato tem
motivado a busca por técnicas de criacdo de parasitoides, visando ampliar 0s
conhecimentos sobre a utilizacdo de parasitoides para reduzir a densidade populacional
desse lepiddptero-praga. Ndo ha relatos na literatura de fémeas de T. howardi
parasitando lagartas de A. gemmatalis, fato este que torna o trabalho inédito.

O desempenho bioldgico ja conhecido de fémeas de T. howardi sobre
lagartas de D. saccharalis (VARGAS et. al. 2011) e a versatilidade de parasitismo desse
inimigo natural motivaram a realizacdo de bioensaios com lagartas, pré-pupas e pupas
de A. gemmatalis nesta pesquisa, pois se trata de um lepiddptero-praga de grande

importancia econémica para a cultura da soja no Brasil.
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3. OBJETIVO GERAL!

Avaliar as caracteristicas biologicas de T. howardi em lagartas de A.
gemmatalis em laboratorio e semi-campo e determinar a densidade de fémeas mais

adequadas para multiplicacdo de T. howardi em pré-pupas e pupas da lagarta-da-soja.

4. HIPOTESES

[EEN
[

Tetrastichus howardi parasita e se desenvolve em lagartas de 4° instar de A.

gemmatalis;

2- Tetrastichus howardi consegue localizar e parasitar lagartas de 4° instar de A.
gemmatalis em plantas de soja em condic¢des de semi-campo;

3- Fémeas de T. howardi desenvolvem-se e multiplicam-se com éxito em pre-

pupas e pupas e do hospedeiro alternativo A. gemmatalis;

4- A densidade de fémeas influencia diretamente os parametros biol6gicos da
progénie oriunda do hospedeiro alternativo (lagarta, pré-pupa ou pupa) em
condicGes de laboratorio.

1 Esta Tese estd de acordo com as “Normas para Redacdo de Dissertagdes e Teses” do Programa de Pos-
Graduacdo em Entomologia e Conservacdo da Biodiversidade da Universidade Federal da Grande

Dourados.
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Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagartas de Anticarsia gemmatalis expostas a diferentes
densidades do parasitoide
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RESUMO?

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) é um endoparasitoide
larval e pupal de lepidopteros-praga e tem sido objeto de estudo como agente potencial
a ser utilizado em programas de controle bioldgico com énfase em pragas-chaves de
diferentes culturas de importancia econémica. Objetivou-se avaliar as caracteristicas
bioldgicas de T. howardi em lagartas de quarto instar de Anticarsia gemmatalis Hibner,
1818 (Lepidoptera: Erebidae), com diferentes densidades de fémea do parasitoide em
condicGes de laboratorio e semi-campo. O experimento foi conduzido no Laboratério de
Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL), e o ensaio de semi-campo realizado em
casa-de-vegetacdo na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). No
laboratdrio, lagartas foram individualizadas em placas de Petri contendo dieta e
expostas ao parasitismo por diferentes densidades (1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 ou 25:1,
parasitoide: hospedeiro) por um periodo de 96 horas. Em semi-campo, 4 lagartas foram
distribuidas por vaso, contendo duas plantas de soja, individualizadas em gaiolas (80 x
50 cm). Posteriormente, foram liberadas 4, 20, 40, 60, 80 ou 100 fémeas de T. howardi,
representando as mesmas propor¢des utilizadas no laboratério, permanecendo nessas
condic¢des por um periodo de 96 horas. Apos o parasitismo, as fémeas foram removidas
e as lagartas foram individualizadas em placas de Petri contendo uma porcao de dieta de
alimentacdo até a morte ou até a emergéncia da progénie, permanecendo em camara
climatizada (BOD) a 25+1°C, 70+10% de UR e fotofase de 14 horas. A porcentagem de
parasitismo de T. howardi em lagartas de A. gemmatalis variou de 56,00+£7,48
(densidade 1:1) a 92,00+8,00 (densidade 25:1) em condi¢bes de laboratério. A
porcentagem de emergéncia, progénie total e longevidade de machos e fémeas foram
semelhantes entre os tratamentos, com valores de 72,07+5,75%, 188,48+33,97,
13,23+0,87 e 9,48+0,41 dias, respectivamente. A duracdo do ciclo biolégico (ovo-
adulto) de T. howardi foi de 25,22+1,24 dias na densidade de 1:1 e 20,93+0,85 dias na
densidade de 25:1. A raz&o sexual decresceu com o aumento da densidade de fémeas,
sendo 0,96+0,01 para a densidade 1:1. A porcentagem de parasitismo de T. howardi em
lagartas de 4° instar foi em média 43,47+2,76%, sem emergéncia de progénie em
condigBes de semi-campo. De maneira geral, uma fémea de T. howardi é capaz de
parasitar e se desenvolver em lagartas de 4° instar de A. gemmatalis em laboratério e
causar mortalidade em condigdes de semi-campo, fato que nos permite sugerir este
parasitoide como um potencial agente de controle bioldgico desse inseto-praga.

Palavras-chave: Controle Biol6gico; Eulophidae; endoparasitoide; parasitoide larval.

2 Este Capitulo segue as normas da Revista FOLIA BIOLOGICA (Krakéw).
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ABSTRACT

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) is a larval and pupal
Lepidoptera pests endoparasitoid and has been studied as a potential agent for use in
biological control programs with an emphasis on important pests of economic
importance crops. The objective was to evaluate the biological characteristics of T.
howardi in Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) fourth instar
larvae, with different parasitoids densities under laboratory and semi-field conditions.
The experiment was conducted in Laboratorio de Controle Biologico de Insetos
(LECOBIOL) and the semi-field experiment was conducted in greenhouse at
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). In the laboratory, caterpillars were
individualized in Petri dishes containing diet and exposed to parasitism by different
densities (1: 1, 5: 1, 10: 1, 15: 1, 20: 1 or 25: 1, parasitoid: host) for a period of 96
hours. In semi-field, 4 caterpillars were distributed per plant pot, containing two
soybean plants, individualized in cages (80 x 50 cm). Subsequently, 4, 20, 40, 60, 80 or
100 females of T. howardi were released, representing the same proportions used in the
laboratory, remaining in these conditions for 96 hours. After the parasitism, the females
were removed and the caterpillars were individualized in Petri dishes containing a
portion of the diet fed until death or progeny emergence, remaining in a climatic
chamber (BOD) at 25+1°C, 70+£10% of UR and photophase of 14 hours. The percentage
of T. howardi parasitism in A. gemmatalis caterpillars ranged from 56.00+7.48 (1:1
density) to 92.00+£8.00 (density 25:1) under laboratory conditions. The percentage of
emergence, total progeny and males and females longevity were similar between the
treatments with 72.07£5.75%, 188.48+33.97, 13.23+0.87 and 9.48+0.41 days,
respectively. T. howardi (egg-adult) life cycle was 25.22+1.24 days at a density of 1:1
and 20.93+0.85 days at a density of 25:1. The sex ratio decreased with the increase of
females density, showing 0.96+0.01 for the density 1:1. The percentage of T. howardi
parasitism on 4th instar caterpillars was on average 43.47+2.76%, with no progeny
emergence in semi-field conditions. In general, a T. howardi female is able to parasite
and develop on 4th instar larvae in the laboratory and cause mortality in semi-field
conditions, which allows us to suggest this parasitoid as a potential agent of biological
control of this pest.

Keywords: Biological control; Eulophidae; endoparasitoid; larval parasitoid.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importancia para o0 cenario
econdmico nacional sendo um dos principais produtos do agronegdcio brasileiro
(CONAB 2018). Por ser considerada o principal produto de exportacdo do Brasil, a
ocorréncia de artropodes-praga comprometem a qualidade do grdo de soja
comercializado, exigindo métodos de controle adequados e sustentaveis (HOFFMANN-
CAMPO et. al. 2012; MOSCARDI et. al. 2012). Dentre o complexo de lepidopteros-
praga da soja, a lagarta Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Erebidae) € um dos
principais desfolhadores da cultura no Brasil (PANIZZI et. al. 2004).

O crescimento de extensivas areas do monocultivo de soja demanda uma
enorme quantidade de insumos agricolas e pulverizagdes com agroquimicos com o
intuito de controlar os artropodes-pragas causadores de danos econdmicos. Em
contrapartida, a pratica do manejo integrado de pragas (MIP) é cada vez mais requerida
na producgdo agricola sustentivel, com o uso de meétodos de controle alternativos ao
quimico, como é o caso do controle bioldgico aplicado que realiza a liberagdo de
inimigos naturais para efetivar o controle das pragas (PARON & BERTI FILHO 2000;
MONTEIRO et. al. 2006; BUENO et. al. 2013; BORTOLOTTO et. al. 2015; VAN
LENTEREN et. al. 2018).

Na familia Eulophidae (Hymenoptera: Chalcidoidea) encontram-se diferentes
agentes de controle bioldgico, importantes no controle de diversos insetos-praga da
Ordem Lepidoptera (PARON & BERTI FILHO 2000; ZACHE et. al. 2010;
GADALLAH 2015; PEREIRA et. al. 2015). Dentre eles, destaca-se Tetrastichus
howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae), um endoparasitoide gregario com
potencial no controle de diferentes lepidopteros-praga e que tem sido estudado como
peca-chave no desenvolvimento de futuros programas de controle biolégico de pragas
(VARGAS et. al. 2011; COSTA et. al. 2014; PEREIRA et. al. 2015).

Para que programas de controle biolégico de pragas tenham sucesso, premissas
basicas devem ser investigadas, como o conhecimento do potencial bioldgico do
parasitoide frente ao desafio de sua producdo massal e posterior utilizacdo para o
controle de pragas a nivel de campo (PEREIRA et. al. 2009; FAVERO et. al. 2013).

A utilizacdo de parasitoides para 0 manejo de insetos considerados pragas tem

se tornada alternativa promissora, devido a eficiéncia e a facilidade de producéo e
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multiplicacdo desses agentes benéficos (HERNANDEZ et. al. 2009; PEREIRA et. al.
2009; FAVERO et. al. 2013; PINEYRO et. al. 2016). O registro de parasitismo de
lagartas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) em
laboratério por T. howardi (VARGAS et. al. 2011) abre uma nova perspectiva de
pesquisa, pois ndo se conhece os aspectos bioldgicos de T. howardi suprimindo lagartas
de A. gemmatalis.

A pesquisa acerca dos parametros bioldgicos e reprodutivos de fémeas de
parasitoides torna-se parte essencial na adequacdo de técnicas de criacdo que visam
aperfeicoar/aprimorar a multiplicacdo desses inimigos naturais e tornar os custos de
producdo viaveis. Como parte desse processo, conhecer a densidade de fémeas
parasitoides adequada ao hospedeiro é essencial para assegurar a qualidade da progénie
produzida, além de poder elucidar o potencial do parasitoide em estudo para o controle
de pragas agricolas (BARBOSA et. al. 2008; PEREIRA et. al. 2010b; PASTORI et. al.
2012; FAVERO et. al. 2013; KUMAR et. al. 2016a).

Os recentes estudos tém motivado os pesquisadores em relacdo ao potencial de
parasitoides no controle biolégico de importantes insetos-praga, visando substituir ou
reduzir o uso de agroquimicos, tendo em vista uma tendéncia mundial em busca por
alternativas eficazes e sustentdveis para o controle de pragas na cultura da soja
(BUENO et al. 2013; BORTOLOTTO et. al. 2015; VAN LENTEREN et. al. 2018).

Dessa forma, objetivou-se avaliar os parametros bioldgicos de T. howardi em
lagartas de quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), com
diferentes densidades de fémeas do parasitoide em condicBes de laboratério e de semi-

campo.
2. MATERIAL E METODOS

A multiplicacdo dos insetos e 0s ensaios experimentais foram conduzidos no
Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL), e o ensaio de semi-campo
foi conduzido em casa-de-vegetacdo da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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2.1 Multiplicacéo do hospedeiro Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae)

Ovos de A. gemmatalis foram retirados da criagio do LECOBIOL e
acondicionados em potes de plastico de 1 L, contendo dieta artificial (ANEXO 1) a base
de feijdo cozido, germe-de-trigo, proteina de soja, caseina e levedura de cerveja para
alimentacdo das lagartas recém eclodidas (Adaptada de Greene et. al. 1976). As lagartas
permaneceram se alimentando dessa dieta até o ultimo instar, quando foram separadas
em grupos de, no maximo, 50 individuos/pote.

As pré-pupas foram individualizadas em potes plasticos transparentes
(retangular de 500 mL e 14,2 x 9,8 x 4,7 cm) onde permaneceram até a transformacao
em pupas. Cerca de 50 pupas foram separadas para transformarem-se adultos, em sala
separada.

As pupas foram sexadas, e os adultos recém emergidos foram transferidos para
gaiolas de PVC de 15 cm de didametro x 22 cm altura (DN 150), na relacdo sexual de 1:1
e alimentados com dieta liquida a base de mel e aglcar embebidas em algoddo (ANEXO
2). As gaiolas foram revestidas internamente com folhas de papel sulfite, na qual as
mariposas o utilizaram como substrato para oviposicao.

Os ovos foram coletados para manutencdo da criacdo e armazenados em sala
climatizada a temperatura de 25+2°C, umidade relativa (UR) de 70+10% e fotofase de
12 horas. Os procedimentos utilizados na criacdo de A. gemmatalis estdo de acordo com
a metodologia proposta Zanuncio Junior et. al. (2012), com dieta de Greene et. al.
(1976), adaptada por Hoffmann-Campo et. al. (1985).

2.2 Criagao do parasitoide Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

Adultos de T. howardi, obtidos da criacdo estoque do laboratério, foram
mantidos em tubos de ensaio (15 x 1 cm) tampados com algoddo e contendo uma
goticula de mel puro (alimento para os insetos). Para a manutencdo da criacdo, pupas de
A. gemmatalis com 24 a 72 horas de idade foram expostas ao parasitismo, a 25 + 1 °C,
umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas até a emergéncia da progénie
(VARGAS et. al. 2011).
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2.3 Desenvolvimento experimental em laboratério

Foram realizados testes preliminares para a escolha do instar larval na qual as
fémeas parasitoides demonstrassem preferéncia para oviposicdo e se haveria
mortalidade e emergéncia de progénie (FRANCISCO 2016), pois o instar larval do
hospedeiro muitas vezes influencia a escolha de oviposicdo de adultos e o desempenho
de imaturos (HU & VINSON 2000; MIRONIDIS & SAVOPOULOU-SOULTANI
2009; CHEN et. al. 2017).

Lagartas de 4° instar de A. gemmatalis foram expostas ao parasitismo por seis
densidades de fémeas de T. howardi (1, 5, 10, 15, 20 ou 25 parasitoides: 1 hospedeiro),
possuindo as fémeas parasitoides 24 horas de emergéncia e previamente alimentadas
com mel. Cada lagarta (unidade experimental) com seu respectivo tratamento foi
individualizada em placas de petri de poliestireno cristal (6 cm de diametro x 2 cm de
altura) contendo uma porcdo de dieta artificial para realimentacdo. O material foi
acondicionado em camara climatizada tipo BOD a 25 + 1°C, 14 h de fotofase e 70 *
10% umidade relativa.

O periodo de exposicdo foi de 96 horas de parasitismo durante a fase larval do
hospedeiro é determinado com base nos resultados de T. howardi parasitando lagartas
de terceiro instar de D. saccharalis, correspondendo ao tempo suficiente para o processo
de parasitismo e emergéncia de progénie (COSTA et. al. 2014). Apos o periodo de
parasitismo de 96 horas, as fémeas do parasitoide foram removidas com o auxilio de um
pincel e as lagartas submetidas ao parasitismo que atingiram a fase de pupa foram
transferidas para tubos de vidro (15 x 1 cm) e os demais (lagartas, pré-pupas e pupas
com mé-formagdo) permaneceram nos recipientes plasticos iniciais, com a retirada de
fezes e dieta antiga, afim de que houvesse o minimo de interferéncia no processo de
parasitismo e desenvolvimento da progénie de T. howardi. O material permaneceu em
camara climatizada, nas mesmas condigdes, até a emergéncia da progénie.

Para constatar a viabilidade do hospedeiro, 25 lagartas de 4° instar de A.
gemmatalis foram individualizadas em placas de petri de poliestireno cristal nas
mesmas condi¢des anteriormente citadas, contendo uma porcéo de dieta, porém sem a
presenca de parasitoides (testemunha), dessa forma determinando o nimero de adultos

de A. gemmatalis emergidos.
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A porcentagem de parasitismo (%P) [(nUmero de lagartas de A. gemmatalis
com emergéncia de parasitoides + lagartas sem emergéncia de adultos de A.
gemmatalis/(numero total de lagartas) x 100]; a porcentagem de emergéncia (%E)
[(ndmero de lagartas de A. gemmatalis com emergéncia de adultos dos
parasitoides)/(numero de lagartas parasitadas) x 100]; a duracédo 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 progénie por fémea (progénie de fémeas em fungdo do niumero
de fémeas utilizada em casa densidade avaliada); a razdo sexual (numero de
fémeas/namero de total de adultos emergidos) e a longevidade média foram pardmetros
bioldgicos avaliados.

Para avaliacdo da longevidade média de machos e de fémeas, foram
selecionados ao acaso 15 fémeas e 10 machos de T. howardi 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 T.
howardi (LA SALLE & POLASZEK 2007; ZHENG et. al. 2016).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (densidade de fémeas de T. howardi), cada tratamento composto por
cinco repeticdes, e cada repeticdo representada por cinco lagartas de A. gemmatalis e as
respectivas densidades de parasitoide, totalizando vinte e cinco lagartas (unidades

experimentais) por tratamento.

2.4 Desenvolvimento experimental no ensaio de semi-campo

O namero de lagartas por planta foi calculada a partir do nivel de controle (NC)
de lagartas de A. gemmatalis na soja, baseado no momento economicamente correto
para iniciar uma medida de controle e assim evitar que a populacdo de insetos cresga
demasiadamente e ultrapasse o nivel de dano econdmico (NDE) (PEDIGO et. al. 1986).
O NC recomendado corresponde a 20 lagartas grandes (> 1,5 cm) por metro linear de
soja (BUENO et. al. 2011; BATISTELA et. al. 2012; CORREA-FERREIRA et. al.

2013), representando aproximadamente 2 lagartas por planta.
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Nos vasos de 7 L contendo solo de barranco foram semeadas 6 sementes de
soja da cultivar BRS 284 convencional sendo realizado desbaste entre os estagios V3 e
V4, mantendo-se apenas 2 plantas por vaso, isentas de aplicacbes de defensivos
quimicos. Quatro lagartas de A. gemmatalis em 4° instar foram distribuidas por vaso
(repeticdo) contendo duas plantas de soja, individualizadas em gaiolas confeccionadas
com tela tipo ‘voil’ (80 x 50 cm).

Apos a distribuicdo das lagartas os vasos foram cobertos individualmente,
sendo posteriormente liberadas as quantidades de 4, 20, 40, 60, 80 ou 100 fémeas de T.
howardi com 24 horas de idade, representando as proporgoes de 1, 5, 10, 15, 20 e 25
parasitoides T. howardi por lagarta de A. gemmatalis. As fémeas foram contadas e
colocadas em tubos de vidro (15 x 1 cm) contendo uma goticula de mel para
alimentacdo dos parasitoides. Na liberacdo, ocorrida no final da tarde, os tubos de
ensaio com os parasitoides foram posicionado entre as duas plantas no vaso.

O parasitismo foi permitido por quatro dias (96 horas) e apds esse periodo as
gaiolas foram desmontadas e as lagartas (unidades experimentais) foram
individualizadas em placas de petri de poliestireno cristal (6 de didmetro x 2 cm de
altura) contendo uma porcdo de dieta artificial para realimentacdo, encaminhadas e
mantidas em camara climatizada (BOD) a 25 + 1°C, 70 = 10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas no LECOBIOL até a emergéncia da progénie. Como testemunha,
seis gaiolas foram instaladas nas mesmas condicGes anteriores, porém sem liberacao de
fémeas de T. howardi. Durante o periodo em que as lagartas estiveram na casa-de-
vegetacdo, as temperaturas maxima e minima foram 31,5 + 1,6°C e 22,5 + 0,8°C,
respectivamente e a umidade relativa média foi 69 + 3,8%.

Os tratamentos foram representados pelas densidades de fémeas de T. howardi
sendo zero (testemunha) ou 1, 5, 10, 15, 20 e 25 parasitoides por hospedeiro, sendo que
cada tratamento continha seis repeticdes (vasos com quatro lagartas), totalizando 24
lagartas por tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
totalizando 168 lagartas de A. gemmatalis utilizadas nesse ensaio de semi-campo.

A porcentagem de parasitismo (descontando-se a mortalidade natural do
hospedeiro), a porcentagem de emergéncia, o ciclo de vida (tempo de desenvolvimento
do parasitoide dentro do hospedeiro), a progénie (numero de parasitoides emergidos das
pupas) e a razdo sexual (nimero total de fémeas dividido pelo numero total da progénie)

foram os parametros avaliados.
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Os critérios para considerar o processo de parasitismo de A. gemmatalis por
fémeas de T. howardi concluido foram: ocorréncia de lagartas que ndo conseguiram
transformar-se em adultos de A. gemmatalis, lagartas com a presencga de imaturos de T.
howardi no seu interior ou ainda pela emergéncia de progénie do parasitoide (ANEXOS
5, 6, 7 e 8). Sobretudo, ndo foi constatada mortalidade natural de A. gemmatalis na
testemunha em condigdes de laboratorio, assim como em semi-campo, evidenciando
que as mortes resultantes dos tratamentos foram ocasionadas pela acdo das fémeas
parasitoides.

Para cada bioensaio, os dados das caracteristicas bioldgicas avaliadas foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade, e as
médias quando significativas foram submetidas a analise de regressdo. O melhor ajuste
da equacéo para os parametros avaliados teve como base 0 modelo que apresentou todos
os coeficientes significativos, ajustando-se melhor aos dados, com base no coeficiente
de determinacdo (R?), na significancia dos coeficientes de regressdo (Bi) e da regressido
pelo teste F (p < 0,05), além de se adequar ao fenémeno bioldgico estudado.

Foram adicionados os Intervalos de Confianca da Regressdo, ao nivel de 95%
de probabilidade, utilizando o aplicativo SigmaPlot 10.0. Os intervalos de confianga sdo
usados para indicar a confiabilidade de uma estimativa durante a pesquisa, e sua
interpretacdo indica que hd 95% de "chance" de esse intervalo conter as estimativas de

valores plausiveis para o parametro da populacéo.

3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas biolégicas de T. howardi em lagartas de A. gemmatalis em

laboratorio e semi-campo

Apds as 96 horas de parasitismo, observou-se a sintomatologia padrdo de
lagartas parasitadas, com a presenca/aparéncia de lagartas letargicas e apéticas. Torna-se
perceptivel também a mudanca de coloracdo do tegumento de A. gemmatalis, que
inicialmente apresentou perda de coloracdo natural e alteracdo na consisténcia do
tegumento, com aspecto entumescido (ANEXO 5 e 6).

O corpo da lagarta pos-morte, apresentou aspecto entumescido e descolorido,
comecou a secar e tornar-se rigido com coloragdo marrom (ANEXO 5-D), com
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aparéncia mumificada e o tegumento ao terminar de escurecer, adquiriu a coloracéo de
marrom escura a preta (ANEXO 6 e 8). Muitas lagartas de quinto instar que tentaram
realizar a transicao para a fase de pré-pupa, permaneceram em um estagio intermediario
aos dois (ANEXO 8-C e D).

O processo de parasitismo foi evidenciado em todas as densidades de fémeas
avaliadas/testadas em lagartas de quarto instar de A. gemmatalis (Figura 1), ocorrendo a
emergéncia de progénie em diferentes fases de desenvolvimento do hospedeiro em
questdo, tais como fase larval, fase de pré-pupa e pupa, devido ao periodo de
parasitismo proporcionado de quatro dias, em condicdes de laboratorio (Figura 2).

O desenvolvimento de imaturos ocorreu nas fases de pré-pupa e pupa,
independente da densidade de fémeas avaliadas. Interessante observar que o
desenvolvimento de imaturos e consequente emergéncia de adultos de T. howardi na
fase larval de A. gemmatalis, deu-se a partir da densidade de 10 fémeas por hospedeiro
(Figura 2), em relacdo as demais fases de desenvolvimento do hospedeiro (pré-pupas e
pupas). Ressalta-se que para todos os tratamentos houve uma porcentagem de
mortalidade ocasionada pelo processo de parasitismo de T. howardi, principalmente
para a densidade de 15 fémeas: 1 hospedeiro, que mesmo apresentando a menor taxa de
emergéncia de progénie de T. howardi em fase larval (16,67%), as fémeas ocasionaram
a morte de 56,00% das lagartas desse tratamento, sem que houvesse a possibilidade do
desenvolvimento da progénie no interior do hospedeiro. Outro fato interessante é que, a
medida que a densidade de fémeas aumenta e ha uma maior efetividade do parasitismo
sobre as lagartas, observa-se uma diminuicdo de emergéncias de mariposas de A.
gemmatalis, devido ao processo de parasitismo intensificado pelo T. howardi, que
variou de 44,00% (densidade 1:1) a 8,00% (densidade 25:1).

A porcentagem de parasitismo de fémeas de T. howardi sobre lagartas de A.
gemmatalis foi influenciada pela densidade de fémeas e diferiu significativamente em
todos os tratamentos (P = 0,0176 ¢ F = 15,1774), apresentando relagdo positiva direta ao
aumento da densidade de fémeas. Houve variacdo de 56,00 + 7,48 % de parasitismo na
densidade 1:1 a 92,00 + 8,00 % na densidade 25:1 (Figura 1 e 3).

A taxa de emergéncia de progénie, progénie total e longevidade de machos e de
fémeas foram semelhantes, independente dos tratamentos avaliados, apresentando
média de 72,07 + 5,75%, 188,48 + 33,97 individuos, 13,23 + 0,87 e 9,48 + 0,41 dias
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respectivamente, ndo havendo diferencga estatistica (p > 0,05) para esses parametros
bioldgicos (Tabela 1).

Apesar de a densidade de fémeas de T. howardi por lagartas de A. gemmatalis
ndo ter influenciado a descendéncia destes parasitoides, houve variacdo de producéo de
progénie total com minimo de 73,11 £ 8,89 e maximo de 271,88 + 38,44 descendentes
de T. howardi produzidos nas densidades de 1 e 10 parasitoides por hospedeiro,
respectivamente.

A proporcdo de fémeas de T. howardi por hospedeiro interfere no ciclo de vida
dos parasitoides emerggidos, pois a duracao do ciclo biolégico (ovo-adulto) decresceu
com o0 aumento da densidade de fémeas: hospedeiro, apresentando variagdo de 25,22 +
1,24 dias para densidade de 1 fémea: hospedeiro a 20,93 + 0,85 dias na densidade de 25
fémeas: hospedeiro (P =0,0251 ¢ F =12,1791) (Figura 4).

A progénie de fémeas produzidas por fémea (P = 0,0046 ¢ F = 52,9604)
(Figura 5) e a razdo sexual (P = 0,0489 ¢ F = 7,8282) (Figura 6) demonstraram relacao
inversa com 0 aumento da densidade de fémeas do parasitoide, apresentando maior
valor para a densidade 1:1, com 69,67 + 8,67 fémeas produzidas por fémea parasitoide e
0,96 £ 0,01 (numero de fémeas por numero total de adultos), respectivamente.

O potencial biologico de 1 fémea de T. howardi é destacado com 56,00 +
7,48% de parasitismo, 91,67 + 8,33% de emergéncia. A duracdo do desenvolvimento
(ovo-adulto) foi de 25,22 + 1,24 dias. A capacidade de producdo de descendentes total
foi de 73,11 + 8,89 e producdo de fémeas por fémea de 69,67 + 8,67, com razdo sexual
de 0,96 + 0,01.

Em semi-campo, observou-se uma taxa parasitismo de 50,00 + 10,21, 45,00 +
9,35, 50,00 + 14,43, 45,00 + 9,35, 33,33 * 8,33, 37,50 + 7,22 para as respectivas
densidades 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 e 25:1, parasitoide: hospedeiro. Devido a nédo
diferenca estatistica entre os valores desse parametro, foi considerada a média geral de
43,47 = 2,76% de parasitismo, sem emergéncia de progénie nas condi¢cdes de semi-

campo.
4. DISCUSSAO

O parasitismo por diferentes densidades de fémeas em lagartas de quarto instar
de A. gemmatalis, confirmam o potencial bioldgico de T. howardi como agente de

controle bioldgico dessa espécie-praga. Apesar da preferéncia de T. howardi por pupas
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de lepiddpteros-pragas ser relatada na literatura, todas as densidades testadas se
desenvolveram em lagartas de quarto instar de A. gemmatalis, com destaque para o
potencial bioldgico de 1 fémea que causou mortalidade e conseguiu superar as defesas
do hospedeiro para o seu desenvolvimento.

A densidade de fémeas de T. howardi por lagarta de A. gemmatalis afetou a
porcentagem de parasitismo, duragdo do ciclo de vida, a progénie de fémeas por fémeas
e a razdo sexual da prole deste parasitoide. Tendo em vista que o desenvolvimento do
parasitoide estd intimamente associado ao tamanho e a qualidade do hospedeiro
(PASTORI et. al. 2012), entdo a densidade de fémeas parasitoides e o periodo de
exposicdo do hospedeiro, influenciam diretamente no tamanho e qualidade da
prole/progénie (ANDRADE et. al. 2010; BARBOSA et. al. 2008; 2010).

Devido ao processo de parasitismo ser em um hospedeiro ndo habitualmente
utilizado pelo endoparasitoide T. howardi, espera-se que uma maior quantidade de
fémeas sejam requeridas para que o parasitoide supere satisfatoriamente as barreiras
imunolégicas do hospedeiro e consiga completar seu desenvolvimento (PEREIRA et.
al. 2010a,b; ALTOE et. al. 2012; HOOD et. al. 2012). Dessa forma, estratégias como
uma maior quantidade de virus, polidnavirus e substancias “venenosas” sao liberadas na
hemolinfa do hospedeiro juntamente com 0s ovos durante a oviposicdo em grandes
larvas, para interferir no reconhecimento do sistema imunolégico das larvas (SCHMID-
HEMPEL 2005; PENNACCHIO & STRAND 2006; KHAFAGI & HEGAZI 2008;
HARVEY et. al. 2013; MOREAU & ASGARI 2015), uma vez que o sistema imune do
hospedeiro é o principal causador da mortalidade de imaturos do parasitoide, e o grau de
encapsulamento tem fortes implicagfes para 0 sucesso reprodutivo dos inimigos
naturais (ANDRADE et. al. 2010; HARVEY et. al. 2013; MOREAU & ASGARI
2015).

Os parasitoides da familia Eulophidae Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle,
1993 e Trichospilus diatraesae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae) injetam “veneno” durante a oviposicdo em pupas de A. gemmatalis,
acarretando mudancas no numero total de hemdcitos circulantes, indicando que esta é
uma via comum para a imunossupressdo do hospedeiro (ANDRADE et. al. 2010). A
reducdo no numero de hemdcitos circulantes proporciona um ambiente favoravel para o

desenvolvimento da fase imatura do parasitoide e impede que o hospedeiro produza
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espécies reativas intermediarias de oxigénio, nitrogénio e melanina (UCKAN et. al.
2004; CARTON et. al. 2008; ANDRADE et. al. 2010).

Ao explicar a diminuigdo nos hemdcitos circulantes e as taxas de encapsulagdo
em pupas de A. gemmatalis parasitadas, 0s autores sugerem que esses parasitoides usem
diferentes estratégias para suprimir a imunidade do hospedeiro, resultantes de
substancias toxicas presentes no liquido ovariano, ricas em proteinas que induzem
alteracbes e morte dos hemacitos ou modificacdo de suas propriedades de adeséo,
liberadas pelos parasitoides durante a oviposicdo (AMAYA et. al. 2005; WU et. al.
2008; NALINI et. al. 2009; ANDRADE et. al. 2010).

O aumento da densidade de T. howardi por lagarta de A. gemmatalis tem papel
importante na diminuicdo da acdo desses hemdcitos e permite que as larvas imaturas de
T. howardi completem o seu desenvolvimento. De maneira semelhante, houve uma
reducdo na capacidade defensiva da imunidade de pupas A. gemmatalis, com
diminuicdo na taxa de encapsulamento, suprimindo a defesa celular do hospedeiro com
0 aumento das densidades dos parasitoides T. diatraeae e P. elaeisis (ANDRADE et. al.
2010).

Maiores densidades permitem que mais ovos dos parasitoides se desenvolvam,
diminuindo a capacidade do hospedeiro de encapsula-los, além de reduzir as defesas
humoral e celular, aumentando a concentracédo de fluidos injetados durante a oviposi¢ao
resultando em mudangcas fisioldgicas nos hemacitos do hospedeiro parasitado (NALINI
et. al. 2009; ANDRADE et. al. 2010). A oviposi¢do por um maior nimero de fémeas no
mesmo hospedeiro resulta em maior sucesso reprodutivo dos endoparasitoides com
habito gregario em comparacdo aos solitarios (VAN ALPHEN & VISSER 1990;
MOREAU & ASGARI 2015), ja que menores quantidades de larvas imaturas no
hospedeiro usualmente morrem devido a encapsulacdo, asfixia ou devido a ativacdo de
substancias antagonistas ao seu desenvolvimento (NAPPI & CHRISTENSEN 2005).

A falta de relagdo co-evolutiva entre hospedeiros alternativos e fémeas
parasitoides pode dificultar a supressdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, podendo
ocasionar falhas na producéo massal ou até possiveis problemas no uso desses inimigos
naturais no controle de pragas de insetos (ANDRADE et. al. 2010). Entretanto o
potencial bioldégico de uma fémea T. howardi em parasitar diferentes fases de
desenvolvimento de A. gemmatalis (lagarta, pré-pupa ou pupa) demonstra a habilidade

deste parasitoide em se desenvolver nesse hospedeiro, pois essas fases caracterizam-se
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em ambientes nutricionais completamente diferentes, que poderiam influenciar
negativamente no desenvolvimento da progénie (CONSOLI & VINSON 2009).

Os parasitoides imaturos que ndo conseguiram completar o desenvolvimento
nas lagartas de quarto instar de A. gemmatalis, ndo havendo emergéncia de T. howardi
nesse estadio, mas causando a morte do hospedeiro, pode ser explicado devido ao
excesso de toxina injetada no momento da oviposigédo, considerando principalmente a
proporcao de quinze fémeas parasitoides por lagarta de quarto instar de A. gemmatalis.

O desenvolvimento dos endoparasitoides depende, intrinsicamente das
caracteristicas do hospedeiro serem capazes de satisfazer as necessidades nutricionais
das larvas imaturas, em contrapartida a capacidade das fémeas do parasitoide em prover
substancias para lutar contra a resposta imune do hospedeiro (STRAND & PECH 1995;
STRAND 2008; PASTORI et. al. 2012). Sendo assim, doses elevadas de toxinas
injetadas por muitas fémeas podem levar o hospedeiro a morte antes que ocorra o
desenvolvimento completo dos imaturos (STRAND 2008; ANDRADE et. al. 2010).

E importante mencionar que o estoque de ovos também estd envolvido no
sucesso reprodutivo de fémeas parasitoides. Dessa forma, os parasitoides sinovigénicos
ndo possuem seu estoque de ovos limitado, isto é, podem aumentar a quantidade de
ovos em numero no decorrer da sua vida; em contrapartida os parasitoides
proovigénicos apresentam quantidade fixa de ovos na fase adulta (HEIMPEL &
ROSENHEIM 1998). Dessa forma, o periodo de exposi¢do de 96 horas foi essencial
para 0 processo de parasitismo neste experimento, pois parasitoides sinovigénicos como
T. howardi necessitam de tempo para a produgéo de novos ovos durante a vida adulta e,
portanto, maior tempo de exposi¢cdo ao hospedeiro para a expressao de todo o seu
potencial de parasitismo e emergéncia (PAPAJ 2000; SILVA-TORRES et. al. 2010;
COSTA et. al. 2014).

O numero de lagartas de terceiro instar de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae) parasitadas por Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Eulophidae), aumentou significativamente em funcdo da densidade de
lagartas ofertadas, com maior taxa de parasitismo ap6s 72 horas (24 horas, 52,4% e 72
horas, 80,7%, corroborando com o descrito anteriormente. A variabilidade no sucesso
reprodutivo pode estar relacionada a proporcdes inadequadas de fémeas de parasitoides

por hospedeiro, resultando em injecBes de toxinas tdo menores quanto as necessarias
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para reduzir a resposta imune do hospedeiro (ANDRADE et. al. 2010; CUSUMANO et.
al. 2010; HARVEY et. al. 2013).

Muitos parasitoides da familia Eulophidae apresentam a capacidade e
eficiéncia de parasitar hospedeiros de diferentes tamanhos e fases de desenvolvimento,
familias e ordens (BAITHA et. al. 2004; LA SALLE & POLASZEK 2007; PRASAD
et. al. 2007; SILVA-TORRES et. al. 2010; PASTORI et. al. 2012). As espécies
registradas no género Tetrastichus spp. séo consideradas parasitoides de fases larvais-
pupais, e assim como nessa pesquisa T. howardi foi analisado/estudado parasitando e se
desenvolvendo em larvas de P. xylostella, sendo dessa forma considerado parasitoide de
larva-pupa (KARINDAH et. al. 2005; SILVA-TORRES et. al. 2010), e em larvas de
quinto instar e pupas recém formadas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) (VARGAS et. al. 2011; PEREIRA et. al. 2015).

Importante levar em consideracdo que as larvas em estadio mais adiantado de
desenvolvimento, préximas ao estadio de pupa possuem um comportamento mais
agressivo de defesa, demonstrando que hospedeiros maiores e em instares finais podem
se defender melhor do que os hospedeiros em instares mais novos, apresentando um
desafio muito maior para o desenvolvimento de larvas dos parasitoides (BECKAGE
&TEMPLETON 1985; HARVEY & MALCICKA 2016).

Esse fato, possivelmente esta relacionado com as alteraces nos hormonios da
metamorfose, haja vista que a proximidade com a fase de pupa reduz a liberacdo do
horménio juvenil e estimula a producdo e liberacdo do horménio de ecdise na hemolinfa
dos lepiddpteros (COSTA & IDE 2006), influenciando o desenvolvimento/desempenho
dos imaturos dentro do hospedeiro, por serem processos caros que podem reduzir a
sobrevivéncia dos parasitoides imaturos nesses hospedeiros (HU & VINSON 2000;
MIRONIDIS & SAVOPOULOU-SOULTANI 2009; MAWELA et. al. 2013; HARVEY
& MALCICKA 2016).

Por esse motivo, o quarto instar da fase larval se apresentou no momento
adequado para ser parasitado, em um instar intermedidrio que permitiiu o
desenvolvimento de T. howardi e que ndo reagiu com movimentos defensivos ao ataque
do parasitoide como o quinto instar, favorecendo o parasitismo (CONSOLI & VINSON
2009; HARVEY et. al. 2013), e provavelmente por conter menores defesas
imunoldgicas do que os instares posteriores, dificultando muito menos o
desenvolvimento e sobrevivéncia da progénie de T. howardi (STRAND & PECH 1995).
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O aumento da taxa de parasitismo e a porcentagem de emergéncia média da
progénie de T. howardi proveniente do aumento da densidade de fémeas evidencia que
estes agentes de controle bioldgico consideram adequados para 0 seu desenvolvimento
as lagartas de quarto instar de A. gemmatalis. A emergéncia de progénie proveniente de
pré-pupas e pupas de A. gemmatalis pode ser explicada pela influéncia do parasitismo
exercido pela maior densidade de 25 fémeas para 1 hospedeiro, induzindo a mudanca de
fase ao hospedeiro pelo estresse do processo de parasitismo. Devido a esse processo de
desgaste do hospedeiro em se defender e ao possivel cessar de sua alimentacdo, o
metabolismo pode ter sido reduzido, e com isso as secre¢cdes das células do cérebro
passam a estimular a glandula protoracica em niveis suficientes para promover a
mudanca de fase (COSTA & IDE 2006; COSTA et. al. 2014).

O aumento na densidade de fémeas de T. howardi por lagartas de A.
gemmatalis ndo influenciou a progénie deste parasitoide. A maior quantidade em média
de individuos de T. howardi produzidos por lagarta de A. gemmatalis nas densidades de
10 e 25 parasitoides por hospedeiro, demonstra a capacidade de producdo desse inimigo
natural, em produzir mais de 200 individuos por lagarta parasitada. Apesar de ndo haver
diferenca entre os tratamentos, as densidades de fémeas por lagarta de A. gemmatalis
que proporcionaram menor producdo de progénie desse parasitoide, sugerem que
propor¢oes inadequadas de fémeas por hospedeiro resultam em reducéo da oviposicao e
morte de parasitoides imaturos que ndo conseguiram se desenvolver adequadamente
(PEREIRA et. al. 2010b).

Proporg¢des inadequadas de fémeas parasitoides por hospedeiro podem reduzir
ou aumentar o nimero de ovos ovipositados e a quantidade de toxinas injetadas pelas
fémeas parasitoides. As toxinas sao necessarias para reduzir a resposta imunoldgica do
hospedeiro, um mecanismo de defesa utilizado para encapsular ovos ou estagios
imaturos do parasitoide (PENNACCHIO & STRAND 2006; MOREAU & ASGARI
2015). Dessa forma, os ovos podem ser encapsulados e mortos pelos hemdcitos do
hospedeiro quando a densidade de fémeas do parasitoide for baixa para suprimir a
resposta do sistema imune (STRAND 2008; ANDRADE et. al. 2010).

Entretanto, na densidade de uma fémea de T. howardi por hospedeiro houve
producdo de progénie, evidenciando que o mesmo superou as barreiras do sistema
imunoldgico satisfatoriamente, provavelmente devido as substancias injetadas pela

fémea parasitoide durante a oviposi¢do ou secretada por sua progénie, influenciando a
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qualidade do hospedeiro de forma a beneficiar o sucesso do desenvolvimento da
progénie (HARVEY et. al. 2013).

Observou-se que a progénie resultante de altas densidades de fémeas sob um
unico hospedeiro resultou em individuos visualmente com menor tamanho corporal,
provavelmente devido a competicdo dos imaturos por recurso e espaco limitado no
interior de A. gemmatalis. Essa associagdo entre pequeno tamanho corporal da progénie
e o alto indice de ovigenia é entendida como uma relacdo que pode ocorrer
aleatoriamente, em oportunidades reprodutivas combinadas com recursos totais
minimos, para alocacdo de sua progénie e devido a sobrevivéncia, resultando em
individuos de menor tamanho corporal comparado com progénies resultantes de
menores densidades de fémeas. Entre as diversas espécies de parasitoides, o tamanho do
hospedeiro, o tamanho da progénie e o tamanho do corpo tendem a covariar (ASGARI
& RIVERS 2011; MAYHEW 2016; HARVEY & MALCICKA 2016).

O sistema reprodutivo de T. howardi é tipico dos himendpteros eulofideos,
consistindo de dois ovarios, cada um geralmente compreendendo 8 a 9 ovariolos. A
00génese e a vitelogénese iniciam-se 12 horas apds a emergéncia e 0s ovos maduros sdo
observados em 24 horas ap6s a emergéncia. O numero de ovos nos ovarios de T.
howardi apresentou correlacdo positiva significativa com o comprimento corporal e a
largura da cabeca da fémea adulta (ZHONG et. al. 2016), fato importante ao escolher
uma densidade Otima de fémeas parasitoides que resulte em uma progénie com
qualidade e suficientemente eficiente para parasitar novos hospedeiros.

Resultados semelhantes foram obtidos para a progénie de P. elaeisis com
individuos maiores na densidade de uma fémea parasitoide para um hospedeiro. Os
autores justificaram esse fato pela menor competicdo das larvas por nutrientes no
interior do hospedeiro e pelo menor nimero de descendentes gerados por pupa nessa
densidade. Indicadores de qualidade como preferéncia de copula, fecundidade,
longevidade, porcentagem de emergéncia da progénie e razdo sexual tem correlacéo
positiva ao tamanho do corpo das fémeas parasitoides, indicando a eficiéncia desses
agentes de controle bioldgico (PASTORI et. al. 2012).

Embora a aptiddo da descendéncia possa diminuir com o aumento do tamanho
da progénie em consequéncia da competicdo dos imaturos, existe um valor maximo de
aptiddo a ser atingido proveniente de um hospedeiro (STRAND, PECH, 1995;

HARVEY et. al. 2013). O aumento na competicdo pelos recursos alimentares
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fornecidos pelo hospedeiro resultante do superparasitismo em parasitoides gregarios
pode reduzir a qualidade dos parasitoides, demonstrando a importancia da escolha da
relacdo adequada de fémeas parasitoides por hospedeiro (MOREIRA et. al. 2009;
PASTORI et. al. 2012).

Entretanto, apesar do superparasitismo inicialmente ser tratado como uma
desvantagem adaptativa devido ao gasto de tempo e deposicdo de ovos em um
hospedeiro j& parasitado (SOARES et. al. 2009), por outro lado novos ataques recebidos
pelo mesmo hospedeiro podem causar danos irreparaveis e leva-lo a morte (GODFRAY
1994). Fémeas parasitoides que ovipositam em hospedeiros recentemente parasitados,
reconhecem que 0s mesmo possuem o sistema imunoldgico enfraquecido que permite a
sobrevivéncia de sua prole (KHAFAGI & HEGAZI 2008).

N&o obstante, alguns registros tém abordado o superparasitismo como
estratégia adaptativa dos parasitoides gregarios, podendo ser benéfico em situagdes
como quando os hospedeiros sdo escassos, e/ou quando a prole de uma segunda fémea
parasitoide ndo sera fortemente afetada através da competicdo por recursos com 0s
descendentes da primeira fémea parasitoide (VAN ALPHEN & VISSER 1990;
GODFRAY 1994; HARVEY et. al. 2013).

A capacidade reprodutiva de uma fémea de T. howardi foi de
aproximadamente 70 fémeas parasitoides por lagarta de quarto instar de A. gemmatalis,
assim como a progénie de uma fémea de T. howardi em lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis com uma exposic¢do de 96 horas (COSTA et. al. 2014). A razdo pela qual
houve decrescimento da progénie de fémeas produzidas por fémeas esta relacionada
com o quanto os parasitoides regulam sua postura e respeitam a quantidade de alimento
disponivel para o desenvolvimento de sua progénie, atraveés da determinacdo do
tamanho do seu hospedeiro, a fim de evitar a competicdo excessiva dos estagios
imaturos pelo recurso nutricional restrito. Dessa forma, as fémeas ovipositam um menor
namero de ovos quando ha uma maior forrageamento de outras fémeas parasitoides em
um mesmo ambiente (ZAVIEZO & MILLS 2000).

T. howardi é um parasitoide cosmopolita e gregario e o seu desenvolvimento é
restrito aos recursos nutricionais encontrados em um unico hospedeiro que, dependendo
da proporcéo de fémeas parasitoides pode resultar na competicdo dos estagios imaturos
por estes recursos (SAGARRA et. al. 2001; KHAFAGI & HEGAZI 2008; VARGAS et.
al. 2011; HARVEY et. al. 2013; COSTA et. al. 2014). O hospedeiro representa o



60

recipiente para o desenvolvimento da progénie e 0s requerimentos nutricionais dos
parasitoides sdo geralmente altamente especificos para cada inimigo natural, variando
de acordo com as espécies hospedeiras, tamanho corporal ou fase de desenvolvimento.
Dessa forma a espécie hospedeira afeta o desenvolvimento dos parasitoides e seu ciclo
biologico (CONSOLI & VINSON 2009; HARVEY et. al. 2013; HARVEY &
MALCICKA 2016).

A reducdo do ciclo bioldgico (ovo-adulto) com o aumento da densidade de
fémeas pode ser explicado pela maior pressdo de selecdo existente devido a competicéo
entre os imaturos de T. howardi, como relatado para o eulofideo P. elaeisis em
diferentes densidades de fémeas parasitando pupas de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae) (BARBOSA et. al. 2016) e para o periodo de ovo a adulto
de T. howardi em lagarta de terceiro instar de D. saccharalis (COSTA et. al. 2014),
além de outros trabalhos que apresentam o mesmo padrdo (FAVERO et. al. 2013;
RODRIGUES et. al. 2013; PASTORI et. al. 2012).

Progénies maiores frequentemente consomem mais rapidamente a quantidade
de recursos ‘per capita’ disponivel no hospedeiro, que sao compartilhados entre as
inimeras larvas de parasitoides em desenvolvimento, contribuindo para a reducdo do
ciclo de desenvolvimento, que consequentemente resultara em individuos de menor
tamanho corporal (MACKAUER & SEQUEIRA 1993; HARVEY et. al. 2013,
HARVEY & MALCICKA 2016). A duracdo do ciclo de vida de vida dos parasitoides
pode desempenhar papel importante na determinacdo de individuos mais competitivos
sob o hospedeiro, e dessa forma devido ao combate fisico dos imaturos ou supressdo
fisioldgica, podem reduzir o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto do parasitoide
(BRODEUR & BOIVIN 2004; PEREIRA et. al. 2010b).

A razdo sexual (predominancia de fémeas em relacdo a populacdo/progénie
total) da progénie de T. howardi em lagartas de A. gemmatalis € um parametro muito
relevante para seu uso como agentes de controle biolégico, pois as fémeas parasitoides
sd0 0s agentes responsaveis pelo parasitismo e sucesso no controle de pragas,
proporcionando o aumento da criagdo massal e seu desempenho no campo
(RODRIGUES et. al. 2013; COSTA et. al. 2014; KUMAR et. al. 2016a).

Os valores de razdo sexual variam devido as diferengas no valor nutricional,
barreiras fisiologicas, capacidade de defesa e disponibilidade dos diferentes hospedeiros
(ZACHE et. al. 2012; PASTORI et. al. 2012). Valores de razdo sexual acima de 0,80
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demonstra o potencial do parasitoide T. howardi, como relatado para este parasitoide
em lagartas de terceiro instar de D. saccharalis (COSTA et. al. 2014), e também para o
desenvolvimento em pupas de D. saccharalis, de Chilo auricilius Dudgeon, 1905
(Lepidoptera: Crambidae), Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae) (PEREIRA et. al. 2015; PINEYRO et. al. 2016; KUMAR et. al. 2016;
HARVEY & MALCICKA 2016).

A densidade de fémeas parasitoides por hospedeiro pode afetar a razdo sexual
da prole (CHOI et. al. 2001) assim como observado nessa pesquisa, provavelmente
devido ao aumento de imaturos no interior do mesmo hospedeiro e consequentemente,
devido ao alto grau de competicdo exercido por individuos da mesma espécie, a medida
que h& uma maior pressdo de selecdo pelas fémeas parasitoides ocorre um aumento
proporcional da progénie total (machos e fémeas), e uma consequente reducdo na
producdo de fémeas (progénie de fémeas produzidas por fémeas) (SOARES et. al.
2009). A progénie resultante geralmente apresenta um menor tamanho corporal
(FIDGEN et. al. 2000; RIDDICK, 2008), todavia com progénies superiores a 100
parasitoides (como observado a partir da densidade de 5 fémeas parasitoides por
hospedeiro) com desempenho reprodutivo de alta qualidade (PEREIRA et. al. 2010a,b;
CHICHERA et. al. 2012).

Algumas espécies de parasitoides sdo capazes de ajustar o nimero e 0 sexo dos
descendentes em funcdo da relacdo entre o numero 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). Altos valores de razdo sexual de T. howardi
demonstram a importancia deste parametro para 0s experimentos de laboratério e o
estudo de multiplicacdo massal de parasitoides, anteriormente a selecdo de individuos
para liberacdo no campo, pois as fémeas parasitoides sdo responsaveis pela geracdo
subsequente (AMALIN et. al. 2005; PASTORI et. al. 2012; COSTA et. al. 2014).
Todavia, menores valores de razdo sexual de fémeas parasitoides em funcdo da espécie
hospedeira, pode reduzir a eficicia do parasitismo, uma vez que a porcentagem de
parasitismo é maximizado quando h& uma grande progénie de fémeas geradas
(PEREIRA et. al. 2009; 2010a,b; 2011).

Apesar de ndo haver diferenga entre as médias de longevidade (fémeas e

machos) em relacéo a densidade de fémeas parasitoides, o periodo de sobrevivéncia das
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fémeas correspondeu a 10 dias em média aproximadamente, tempo esse que 0s agentes
de controle bioldgico utilizam para localizar o hospedeiro no habitat, avaliando e
elegendo aqueles que refletirem/apresentarem melhor qualidade para o desenvolvimento
da prole, interferindo diretamente no desempenho da progénie (ROYER et. al. 1999).
Os machos adultos emergidos de A. gemmatalis vivem em média 13 dias, tempo esse
necessario para seu maior sucesso em achar uma parceira para realizar o acasalamento
(SAGARRA et. al. 2001).

A longevidade dos adultos (machos e fémeas) de P. elaeisis e T. diatraeae
superior a 10 dias foi suficiente para que, quando liberados, encontrassem seus
hospedeiros e realizassem o parasitismo (CHICHERA et. al. 2012). J& a longevidade de
fémeas de T. howardi foi de 21 dias (25°C) em pupas de D. saccharalis, variando de 50
dias (16°C) a 2 dias (31 °C), importante principalmente para essa espécie de parasitoide
que coloca ovos ao longo do seu periodo reprodutivo, diretamente atrelada a
fecundidade (FAVERO et. al. 2015 ). Uma vantagem adicional é a de que quanto maior
o tempo de vida da fase adulta dos parasitoides, principalmente para as fémeas, maior
sera o tempo de transporte para os locais de liberacdo, garantindo a sobrevivéncia dos
inimigos naturais em campo.

A longevidade de machos e fémeas pode ser influenciada pela densidade de
hospedeiros (GONZALEZ 2003) como corroborado nessa pesquisa, pela espécie
hospedeira escolhida pelo parasitoide em particular (KFIR et. al. 1993), pela atividade
de acasalamento (KARINDAH et. al. 2005), pela temperatura ambiente (FAVERO et.
al. 2015) dentre outros fatores relatados na literatura.

Uma interessante teoria relaciona a longevidade de parasitoides com a
producdo de progénie total, ou seja, toda a capacidade reprodutiva das fémeas
parasitoides. Para as fémeas, aumentar o nimero de ovos produzidos pode compensar
com um investimento de energia e tempo e alocacdo de recursos, diminuindo assim a
longevidade. Sobretudo em situacbes em que haja uma auséncia de hospedeiros
adequados a escolha do parasitoide, imp&em-se/estimula-se a selecdo as fémeas para
aumentar a longevidade e diminuir a fecundidade, controlando a ovulagdo ou
reabsorvendo ovos (GODFRAY 1994; PEXTON & MAYHEW 2002; SILVA-
TORRES et. al. 2010; JERVIS & FERNS 2011; MAYHEW, 2016; SEGOLI et. al.
2018).



63

O fato de fémeas T. howardi parasitarem o hospedeiro em condicdes de semi-
campo, € uma vantagem importante, porque nessas condi¢Ges 0 parasitismo por si sO é
suficiente para impedir o ciclo continuo da praga (BARBOSA et. al. 2015). Devido aos
resultados obtidos no ensaio de semi-campo, ndo houve emergéncia de T. howardi de
lagartas de A. gemmatalis, podendo indicar que mesmo com a oviposi¢ao e insercdo de
venenos e toxinas, houve fatores que dificultaram a manipulacdo do hospedeiro, assim
como para P. elaeisis no interior de pupas de D. saccharalis supostamente parasitadas
(CHICHERA et. al. 2012).

O aumento da taxa de parasitismo de O. sokolowskii em funcdo da densidade
de larvas de P. xylostella disponiveis ndo foi observado em semi-campo, com média de
30 a 40% de parasitismo em campo (SILVA-TORRES et. al. 2010), de forma
semelhante aos resultados desse experimento. Em condi¢bes de campo, em que a
variabilidade ambiental foi maior, incluindo irrigacdo durante o experimento, mesmo
quando os parasitoides tiveram um periodo de 96 horas para localizar e parasitar o
hospedeiro, a taxa de parasitismo foi inferior a encontrada em laborato6rio. Dessa forma,
uma hipétese complementar ¢é a de que, além do tempo de exposi¢do, outros fatores tais
como as condi¢des ambientais (temperatura, precipitacdo, vento, intensidade de luz)
interagem e interferem na capacidade de parasitismo de T. howardi, assim como ocorreu
para O. sokolowskii parasitando lagartas de terceiro instar de P. xylostella (SILVA-
TORRES et. al. 2010).

As condicdes e a complexidade do sistema podem ser altamente variaveis, em
comparacao ao laborat6rio. Com o passar do tempo, o0 hospedeiro parasitado permanece
susceptivel a ser contaminado por microrganismos oportunistas presente no semi-
campo, aumentando assim o0s riscos de que o hospedeiro - e a descendéncia de
parasitoides que ele supostamente carregava - sucumbam a mortalidade causada pelo
meio ndo controlado. Esta é uma hip6tese pelo qual observamos apenas a mortalidade
de lagartas nas plantas de soja com os sinais de parasitismo sem que houvesse a
emergéncia de progénie, enquanto a mortalidade natural foi nula na testemunha.

Em campo, o crescimento populacional desses parasitoides podera ser mais
rapido que o de A. gemmatalis, tendo em vista que o numero de geracdes de T. howardi
sera quase o dobro desse desfolhador, pois a mesma completa o seu ciclo com 40 dias
aproximadamente. Essa informacdo torna-se importante para o controle bioldgico dessa

praga, que apresenta elevado potencial bidtico, na qual as larvas do 4° ao 6° instar sdo as
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principais causadoras de danos, com comprimento superior ou igual a 1,5 cm que
devem ser observadas durante a amostragem de pragas para tomadas de decisdes de
manejo (CHICHERA et. al. 2012; BATISTELA et. al. 2012; HOFFMANN-CAMPO et.
al. 2012; MOSCARDI et. al. 2012).

A maior eficiéncia de T. howardi em parasitar e se desenvolver em lagartas de
A. gemmatalis e gerar aproximadamente 200 descendentes, com uma razdo sexual
acima de 0,80, é importante para o estabelecimento de suas popula¢cdes em campo. O
aumento da densidade de fémeas de T. howardi por lagartas de A. gemmatalis gerou
maior numero de descendentes e a competicao entre imaturos pode ter reduzido no ciclo
(ovo-adulto) desse parasitoide. No entanto, isto pode ser benéfico, pois o0 menor ciclo de
vida leva a um maior nimero de gera¢des anuais e conseqiientemente maior populagao
presente no agroecossistema. (CHICHERA et. al. 2012).

A utilizacdo de parasitoides em programas de controle biolégico depende do
seu desenvolvimento e reproducdo em hospedeiros preferenciais ou alternativos, que
devem apresentar adequada condig¢do nutricional e baixo custo de producdo (FAVERO
et. al. 2013). Devido T. howardi ter parasitado lagartas de quarto instar de A.
gemmatalis e ter emergido em diferentes fases de desenvolvimento desse hospedeiro
(fase larval, pré-pupa e/ou pupa) demonstra a plasticidade das fémeas parasitoides e sua
capacidade de adaptacdo ao hospedeiro, superando as defesas imunoldgicas do mesmo.
Esse fato torna-se expressivo para o aumento da eficiéncia do controle bioldgico desta
praga, possivelmente aliado a um efeito combinado com espécies parasitoides de ovos
de lepiddpteros-praga, como Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
género mundialmente utilizado por produtores para controlar A. gemmatalis (AVANCI
et. al. 2005; VALVERDE et. al. 2009; DUDCZAK et. al. 2017).

Essa pesquisa permite estimar a quantidade de parasitoides que se desenvolvem
a uma dada densidade de fémeas de T. howardi sob a fase larval de A. gemmatalis. A
tendéncia futura é corroborar para a implementacdo de bases em um programa de
controle bioldgico desse lepiddptero-desfolhador da soja. A evidéncia de que apenas um
individuo de T. howardi tenha capacidade de parasitar uma lagarta de quarto instar de A.
gemmatalis tem relevante importancia para o manejo integrado de pragas da soja.

Este é o primeiro relato de lagartas de A. gemmatalis parasitadas por fémeas de
T. howardi, importante desfolhador de soja. Este parasitoide oferece novas perspectivas

para os programas de controle bioldgico desta espécie em agroecossistemas de soja no



65

Brasil. Dessa forma, novos estudos devem ser conduzidos para verificar a capacidade e
eficiéncia de T. howardi como parasitoide em condi¢des de campo, tendo em vista que
as pupas de A. gemmatalis localizam-se geralmente nos primeiros centimetros do solo,
impedindo a localizagdo das mesmas pelos inimigos naturais. Adicionalmente, a
dindmica populacional do parasitoide em conjunto com comportamento do lepiddptero-

praga nas lavouras também deve ser levada em consideracdo futuramente.

5. CONCLUSOES

Fémeas de T. howardi parasitam e se desenvolvem em lagartas de quarto instar
de A. gemmatalis nas densidades de 1, 5, 10, 15, 20 e 25, fémeas por hospedeiro em
condicBGes de laboratorio e causam mortalidade por meio do parasitismo em semi-

campo.
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Tabela 01. Caracteristicas biologicas (Média + EP) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de 4° instar de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) com diferentes densidades de fémeas do parasitoide, em condi¢des de laboratério, a temperatura de 25+2 °C,

70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas

Relacao Duragio do Progeénie Total
264 Parasitismo Emergéncia Ciclo og . Progénie/ Razio Longevidade (dias)
Parasitoide: (%) (n) (%) (n) de vida (n) (n°deinsetos (n) Fémea (n) Sexual (n) "
Hospedeiro ° ° . emergidos) Machos Fémeas
(dias) n (10) n (15)

1 Densidade 1:1 56,007,448 5 91,67+833 3 2522+1,24 3 73,11 £ 8,89 3 69,67+8,67 3 096+0,01 3 990+0,67 7,73+0,47
2 Densidade 5:1 76,00+748 5 73,40+13,79 5 20,61+0,93 5 191,55+37,13 5 36,19+7,04 5 094+0,01 5 14,40+1,9 10,20+0,99
3 Densidade 10:1 80,00+ 0,00 5 75,00+10,21 4 19,73+0,47 4 271,88+3844 4 2475+341 4 091+0,01 4 13,60+0,96 9,10+ 1,08
4 Densidade 15:1 80,00+6,32 5 5233+7.88 3 21,50+1,32 3 216,17+76,59 3 13,02+4,72 3 091+£0,01 3 14,40+1,98 10,40=0,90
5 Densidade 20:1 84,00+4,00 5 60,00=890 4 22,08+0,47 4 106,71+22,77 4 481+090 4 093+0,03 4 11,50+ 1,08 10,13+0,56

6 Densidade 25:1 92,00+8,00 5 80,00+10,95 5 20,93+0,85 5 271,48+79,90 5 832+227 5 0,83+0,05 5 1560+1,05 9,33+0,59

P 0,0176 ns 0,0251 ns 0,0046 0,0489 ns Ns

C.V. (%) 17,83 31,19 8,27 55,82 41,06 6,42 31,98 32,74

(n) — nimero de repeticdes
ns — N&o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.
C.V. — Coeficiente de variacao.

6.
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Figura 1. Porcentagem de parasitismo e emergéncia de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em fung¢do da densidade de fémeas por lagarta de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae).
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Figura 2. Porcentagem de emergéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) proveniente de diferentes fases de desenvolvimento de Anticarsia
gemmatalis, em fungdo da densidade de fémeas parasitoides.
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Figura 3. Porcentagem de parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por lagarta de 4° instar de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70£10% de umidade
relativa e fotofase de 14 horas. (P=0,0176 ¢ F = 15,1774).
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Figura 4. Duracdo do ciclo (ovo-adulto) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por lagarta de 4° instar de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade
relativa e fotofase de 14 horas. (P =0,0251 e F =12,1791).
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Figura 5. Progénie por fémeas (fémeas produzidas por fémeas) de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em fun¢do da densidade de fémeas por lagarta de 4° instar
de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+£2°C, 70+10%
de umidade relativa e fotofase de 14 horas. (P =0,0046 ¢ F = 52,9604).

— ¥=0,9677 - 0,0042x
Intervalo de Confianca 95%
1,00 - ® Observado
R®=0,6618
P =0,0489
0,95 ~
=
=
5
»n 0,90 -
2
3
a4
0,85 ~
0,80 ~
0,75 T T T T T T

1 5 10 15 20 25

Densidade de fémeas de Tetrastichus howardi

Figura 6. Razao Sexual de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em fungao
da densidade de fémeas por lagarta de 4° instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70£10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas. (P =0,0489 e F = 7,8282).



Capitulo 11

Reproducdo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pre-
pupas e pupas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) expostas a
diferentes densidades do parasitoide



84

RESUMO?

Investigar técnicas de producdo em larga escala de inimigos naturais é base para
programas de controle bioldgico. Objetivou-se avaliar a reproducdo de Tetrastichus
howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) em pré-pupas e pupas do hospedeiro
alternativo Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) com diferentes
densidades de fémeas do parasitoide. Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério
de Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). Pré-pupas e pupas foram expostas ao parasitismo por fémeas de T.
howardi com diferentes densidades (1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 ou 25:1, parasitoide:
hospedeiro). Apés 24 horas, as fémeas parasitoides foram removidas e 0s hospedeiros
foram transferidos para tubos de vidro (15x1 cm) mantidos a 25 £ 1°C, 70 =+ 10% UR.
No bioensaio com pré-pupas, 0 parasitismo e a emergéncia foram de 80 + 6,32% e
80,40 + 8,35% na densidade com 1 fémea, respectivamente, e nas demais houve 100 +
0,00% de parasitismo e de emergéncia. A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto)
decresceu com o aumento da densidade e variou de 21,33 + 0,48 a 16,44 + 0,12 dias. A
progénie total variou de 47,27 + 4,43 (1:1) a 389,40 + 4,03 descendentes (25:1). A razdo
sexual foi semelhante, com média geral de 0,85 + 0,02. A longevidade de fémeas média
foi de 8,74 + 0,85 dias e a longevidade de machos variou de 8,6 £ 0,86 (1:1) a 17,4 +
2,17 (25:1) dias. No bioensaio com pupas, observou-se 70,00 + 5,77 (1:1) e 92,00
4,90% (5:1) de parasitismo. A emergéncia foi de 77,25 *+ 7,81% na densidade 1:1. A
duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto) variou de 15,96 + 0,07 a 23,58 + 0,49 dias,
decrescendo com 0 aumento da densidade. A progénie variou de 41,06 £ 2,51 a 414 +
3,98 descendentes por pupa, com maior resultado na densidade 25:1. A maior razéo
sexual foi de 0,97 + 0,01 (1:1). A longevidade média para fémeas foi de 9,48 + 0,63 dias
e para machos houve variacdo de 7,80 = 0,81 dias a 21,20 + 1,53 dias. T. howardi
parasitou com éxito pré-pupas e pupas de A. gemmatalis, permitindo-nos considerar a
faixa de 5 a 10 fémeas de T. howardi, como a mais indicada para a multiplicacdo desse
parasitoide em laboratorio.

Palavras-chave: Controle biol6gico; endoparasitoide; hospedeiro alternativo; producao
massal; lagarta-da-soja.

3 Este Capitulo segue as normas da Revista FOLIA BIOLOGICA (Krakow).
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ABSTRACT

Investigate production techniques in large-scale is essential for biological control
programs. The objective of this study was to evaluate the reproduction of Tetrastichus
howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) in alternative host Anticarsia
gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) pre-pupae and pupae with different
host densities in laboratory. The bioassays were conducted at the Laboratorio de
Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL) of the Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). The bioassays were conducted at the Insect Biological Control
Laboratory (LECOBIOL) of the Federal University of Grande Dourados (UFGD). Pre-
pupae and pupae were exposed to parasitism by T. howardi at different densities (1: 1,
5:1,10: 1, 15: 1, 20: 1 or 25: 1, parasitoid: host). After 24 hours, the parasitoid females
were removed and the hosts were transferred to glass tubes (15x1 cm)at25+1°C, 70
+ 10% RH. In the pre-pupae bioassay, parasitism and emergence were 80 * 6.32% and
80.40 * 8.35% in density with 1 female, respectively, and in the others there were 100 £
0.00% parasitism and emergence. Life-cycle duration (egg-adult) decreased with
increasing density and ranged from 21.33 + 0.48 to 16.44 + 0.12 days. Total progeny
ranged from 47.27 + 4.43 (1: 1) to 389.40 £ 4.03 progeny (25: 1). The sex ratio was
similar, with a mean 0.85 £ 0.02. Mean female longevity was 8.74 + 0.85 days and male
longevity ranged from 8.6 £ 0.86 (1: 1) to 17.4 + 2.17 (25: 1) days. In the bioassay with
pupae were observed 70.00 £ 5.77 (1: 1) and 92.00 + 4.90% (5: 1) of parasitism. The
emergence was 77.25 £ 7.81% in the 1: 1 density. Life-time (egg-adult) ranged from
15.96 + 0.07 to 23.58 + 0.49 days, decreasing with increasing density. The progeny
ranged from 41.06 + 2.51 to 414 + 3.98 progeny per pupa, with the highest result at 25
females: 1 density. The highest sex ratio was 0.97 + 0.01 (1: 1). The mean longevity for
females was 9.48 + 0.63 days and for males there was variation from 7.80 + 0.81 days
to 21.20 £ 1.53 days. T. howardi successfully parasitized A. gemmatalis pre-pupae and
pupae, allowing us to consider the range of 5 to 10 females of T. howardi, the most
suitable for the multiplication of this parasitoid in the laboratory.

Keywords: Biological control; endoparasitoid; alternative host; mass production;
soybean caterpillar.
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1. INTRODUCAO

Os agentes e controle bioldgico, sobretudo os parasitoides sdo insetos valiosos
na supressdo de populacdes de artropodes-praga, seja por meio do controle bioldgico
natural ou aplicado, pois sdo especializados em regular populacfes de insetos-praga, e
por isso destacam-se como principal grupo de inimigos naturais nos sistemas de
producdo agricola (PARRA 2014; MOREAU & ASGARI 2015; VAN LENTEREN et.
al. 2018).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae), parasitoide
originario da Asia, esta presente em paises como Africa do Sul, Australia, Cuba e tem
seu recente registro no Brasil, desenvolvendo-se em pupas das familias de Lepidoptera,
como Crambidae (CRUZ et. al. 2011; PEREIRA et. al. 2015), Sphingidae (BARBOSA
et. al. 2015), Plutellidae (SILVA-TORRES et. al. 2010), Noctuidae e Pyralidae, e por
ser uma espécie generalista demonstra seu potencial no controle de pragas (KFIR et. al.
1993; MOORE & KFIR 1995; GONZALEZ et. al. 2003; BAITHA et. al. 2004; LA
SALLE & POLASZEK 2007; SILVA-TORRES et. al. 2010; VARGAS et. al. 2011;
BARBOSA et. al. 2015; OLIVEIRA et. al. 2016).

O endoparasitoide T. howardi tem sua importancia como agente potencial no
controle biologico de diferentes lepiddpteros-praga de importancia agricola,
principalmente por suas caracteristicas intrinsecas de ser polifago e ter seu
desenvolvimento gregario (BAITHA et. al. 2004; PRASAD et. al. 2007; LA SALLE &
POLASZEK 2007). Seu diferencial esta relacionado a sua capacidade de parasitar
diferentes fases de desenvolvimento do hospedeiro, tais como larvas, pupas e adultos do
hospedeiro natural Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)
(VARGAS et. al. 2011; COSTA et. al. 2014b; PEREIRA et. al. 2015).

A multiplicacdo do agente de controle bioldgico em criacbes massais,
representa o alicerce para a implementacao de programas de controle biolégico, fazendo
com que estes se consolidem como parte fundamental para a implementacdo do manejo
integrado de pragas agricolas (BAITHA & MAURYA 2012; VARGAS et. al. 2013;
PARRA 2014). A escolha do hospedeiro alternativo adequado é um fator de grande
importancia nesse processo, refletindo na qualidade da producéo e na criacdo massal de
parasitoides (PARON & BERTI-FILHO 2000; ZANUNCIO et. al. 2008; PEREIRA et.
al. 2010a,b).
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A utilizacdo de hospedeiros alternativos e vantajosa, devido ao seu baixo custo,
facilidade no processo de producdo, alta capacidade de reproducdo e sem afetar a
eficiéncia do inimigo natural no campo (MILWARD-DE-AZEVEDO et. al. 2004;
PARRA & CONSOLI 2009; ZANUNCIO et. al. 2008; HERNANDEZ et. al. 2009;
PASTORI et. al. 2012a). As pupas de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera:
Tenebrionidae), de Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae) e de
Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) sdo hospedeiros
alternativos estabelecidos para a multiplicacdo de T. howardi, por propiciarem alta
progénie por hospedeiro, sem reduzir a eficicia de parasitismo posteriormente no
hospedeiro natural D. saccharalis (ZANUNCIO et. al. 2008; PINEYRO et. al. 2016;
OLIVEIRA et. al. 2016).

Determinar a proporcdo ideal de fémeas de T. howardi por pré-pupa e pupa
hospedeira, com base na avaliagcdo dos parametros bioldgicos reprodutivos é essencial
para a adequacdo de técnicas de multiplicacdo em grande escala que visam aprimorar a
producdo desse inimigo natural (BARBOSA et. al. 2008; PEREIRA et. al. 2010b;
PASTORI et. al. 2012a,b; FAVERO et. al. 2013; KUMAR et. al. 2016a).

Anticarsia gemmatalis Hlbner, 1818 € praga-chave da cultura da soja
(PANIZZI et. al. 2004; BORTOLOTTO et. al. 2015), a qual pode ser criada com
facilidade em dieta artificial (GREENE et. al. 1976) e suas lagartas que se alimentam de
folhas de soja, podendo ser parasitadas por fémeas de T. howardi em condi¢des de
laboratério (FRANCISCO 2016; FERNANDES et. al. 2018) e de semi-campo
(FERNANDES et. al. 2018), o que abre a possibilidade do uso desse inimigo natural
como agente de controle bioldgico dessa praga A. gemmatalis na cultura da soja.

Pupas e pré-pupas de A. gemmatalis ficam geralmente no solo (LEE &
JOHNSON 1990), fato que impede fémeas de T. howardi encontra-las e parasita-las.
Mas em laboratdrio, estas fases do hospedeiro podem ser parasitadas por T. howardi.
Sabe-se que existe diferenga na progénie final, quando se coloca diferentes quantidades
de fémeas de eulofideos por pupa em um recipiente e que este fator bioldgico, também é
alterado de acordo com a espécie de hospedeiro utilizada (BARBOSA et. al. 2008;
PEREIRA et. al. 2010b; PASTORI et. al. 2012; FAVERO et. al. 2013; COSTA et. al.
2014b; BARBOSA et. al. 2016; OLIVEIRA et. al. 2018).

Isto nos motivou a determinar a quantidade ideal de fémeas de T. howardi por
pupas e pré-pupas A. gemmatalis em laboratorio para a reproducdo desse parasitoide em

maior quantidade e com qualidade bioldgica satisfatoria.
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2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico de
Insetos (LECOBIOL), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.1 Multiplicacdo do hospedeiro Anticarsia gemmatalis

Ovos de A. gemmatalis foram retirados da criagdo do LECOBIOL e
acondicionados em potes de plastico de 1 L, contendo dieta artificial especifica para a
espécie a base de feijdo cozido, germe-de-trigo, proteina de soja, caseina e levedura de
cerveja (ANEXO 1) para alimentacéo das lagartas recém eclodidas (adaptada de Greene
et. al. 1976). As lagartas permaneceram se alimentando da dieta reposta diariamente, em
grupos de no maximo 50 individuos/pote, até completarem o quinto instar de
desenvolvimento.

As pré-pupas foram individualizadas em potes plasticos transparentes
(retangular de 500 mL e 14,2 x 9,8 x 4,7 cm) onde permaneceram até se transformarem
em pupa. Aproximadamente 50 pupas foram separadas para atingirem a fase adulta em
sala separada.

As pupas foram sexadas, e os adultos recém-emergidos foram transferidos para
gaiolas de PVC de 15 cm de didametro x 22 cm altura (DN 150), na relacdo sexual de 1:1
e alimentados com dieta liquida a base de mel e acucar embebida em algoddo (ANEXO
2). As gaiolas foram revestidas internamente com folhas de papel sulfite, na qual as
mariposas utilizaram como substrato para oviposigé&o.

Os ovos foram coletados para manutencdo da criacdo e armazenados em sala
climatizada a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 12 horas. Os
procedimentos utilizados na criacdo de A. gemmatalis estdo de acordo com a
metodologia proposta Zanuncio Junior et. al. (2012), com dieta de Greene et. al. (1976),
adaptada por Hoffmann-Campo et. al. (1985) (ANEXO 4).

2.2 Criagéo do parasitoide Tetrastichus howardi

O parasitoide foi coletado na Fazenda experimental da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD) (22°13°16S, 54°48°2”W, 530 m), em pupa de Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) proveniente de colmo de cana-
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de-agticar, em dezembro de 2010. Os “espécimes vouchers” estdo depositados na
Colecdo Entomologica da UFES, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal do Espirito Santo (VARGAS et. al. 2011), Av. Fernando Ferrari,
514, Prédio Ciéncias Bioldgicas, Bloco a, sala 216-215, 29.075-919, Vitdria, ES, Brasil.
Tombos: 150792 a 150816 a 157187, dados disponiveis on-line no Splink. O parasitoide
foi identificado pelo Prof. Dr. Marcelo Teixeira Tavares.

Adultos de T. howardi obtidos da criacdo estoque do laboratério foram
mantidos em tubos de ensaio (15 x 1 cm) tampados com algoddo e contendo uma
goticula de mel puro (alimento para os insetos). Para a manutengdo da criacdo do
parasitoide, pupas de T. molitor (com 24 horas de idade) e de A. gemmatalis (com 24 a
72 horas de idade), foram expostas ao parasitismo por 3-4 fémeas ou por 7-8 fémeas
respectivamente, com 24 horas de idade (protocolo de criacdo estabelecido no
Lecobiol), & 25 £ 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas até a
emergéncia da progénie (VARGAS et. al. 2011) (ANEXO 4).

2.3 Desenvolvimento experimental em laboratério
2.3.1 Bioensaio com pré-pupas

Pré-pupas de A. gemmatalis com 24 horas de idade, foram expostas
individualmente ao parasitismo por fémeas de T. howardi com 24 horas de idade e
previamente alimentadas com mel, em tratamentos que corresponderam as seguintes
densidades: 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 e 25:1 fémeas parasitoides: hospedeiro (ANEXO
9). As pré-pupas foram selecionadas com mesmo padrdo corporal e peso médio de
0,244q, para evitar variacdo na biomassa disponivel do hospedeiro e individualizadas
em placas de Petri de poliestireno cristal (6 cm de didmetro x 2 cm de altura), com seu
respectivo tratamento. Ap6s 24 horas em contato com as pré-pupas, as fémeas
parasitoides foram retiradas das placas com o auxilio de um pincel e as pré-pupas foram
transferidas para tubos de vidro (15 x 1 cm) e mantidos em camara climatizada tipo
BOD a 25 * 1°C, 14 h de fotofase e 70 + 10 % umidade relativa até a emergéncia da
progénie de T. howardi.

Para constatar a viabilidade do hospedeiro, 25 pré-pupas de A. gemmatalis
foram individualizadas em placas de petri de poliestireno cristal (6 cm de diametro x 2

cm de altura) nas mesmas condi¢Oes anteriormente citadas, sem a presenca dos
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parasitoides (testemunha), para determinar o numero de adultos de A. gemmatalis

emergidos e a sua mortalidade natural.

A porcentagem de parasitismo (%P) [(numero de pré-pupas de A. gemmatalis
com emergéncia de parasitoides + pré-pupas sem emergéncia de adultos de A.
gemmatalis/(nimero total de pré-pupas) x 100]; a porcentagem de emergéncia (%E)
[(nmero de pré-pupas de A. gemmatalis com emergéncia de adultos dos
parasitoides)/(numero de pré-pupas 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 progénie por fémea (progénie de fémeas em
funcdo da densidade de fémeas utilizada em cada tratamento); a razdo sexual (niUmero
de fémeas/nimero total de parasitoides emergidos) e a longevidade média de adultos
(machos e fémeas), foram os parametros bioldgicos avaliados.

Para avaliacdo da longevidade média de machos e de fémeas em cada
tratamento, foram selecionados ao acaso 15 fémeas e 10 machos de T. howardi, sendo
esses parasitoides coletados no dia de sua emergéncia, individualizados em microtubos
(eppendorfs) vedados com algodao e contendo uma gota de mel puro para alimentacéo,
onde permaneceram até a sua morte. O sexo dos parasitoides foi determinado de acordo
com o dimorfismo sexual observado nas antenas de T. howardi (LA SALLE &
POLASZEK 2007; ZHENG et. al. 2016) (ANEXO 11 - A e B).

2.3.2 Bioensaio com pupas

As pupas foram selecionadas com peso médio de 0,200g, para evitar variacao
na biomassa disponivel do hospedeiro, e 0s mesmos procedimentos realizados para a
montagem e avaliacdo das caracteristicas bioldgicas do bioensaio com pré-pupas, foram
realizados com as pupas de A. gemmatalis (ANEXO 10).

Adicionalmente, o tamanho das fémeas da progénie de pupas foi avaliado para
cada tratamento, com base no comprimento da tibia posterior do parasitoide, para isso
selecionando 10 fémeas de T. howardi ao acaso (OLSON & ANDOW 1998; AMERI et.
al. 2013). O comprimento da tibia posterior das fémeas foi considerado a partir da
articulacdo com o fémur até a juncdo com o tarso (OLSON & ANDOW, 1998) e foram
obtidos com o auxilio de uma camera (AxioCam ICc5 ZEISS) acoplada a um
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microscopio estereoscopico Discovery.V8. Utilizou-se o Software ZEN Lite para fazer
as medicdes morfométricas (ANEXO 11 - B e C).

2.4 Analise de dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (densidade de fémeas de T. howardi), cada tratamento composto por
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por cinco pré-pupas ou cinco pupas
de A. gemmatalis nas respectivas densidades do parasitoide, totalizando vinte e cinco
(unidades experimentais) por tratamento testado em cada bioensaio.

Os dados das caracteristicas biolégicas avaliadas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade, e as médias quando significativas foram
submetidas a analise de regressdo. A equacdo escolhida para representar o fenémeno
bioldgico apresentou todos os coeficientes significativos, ajustando-se melhor aos
dados, com base no coeficiente de determinacéo (R?), na significancia dos coeficientes
de regressao (Bi) e da regressdo pelo teste F (p < 0,05).

Foram adicionados os Intervalos de Confianca da Regressao, ao nivel de 95%
de probabilidade, utilizando o aplicativo SigmaPlot 10.0. Os intervalos de confianga sdo
usados para indicar a confiabilidade de uma estimativa durante a pesquisa, e sua
interpretacdo indica que h& 95% de "chance" de esse intervalo conter estimativas de

valores plausiveis para o parametro da populacéo.

3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas bioldgicas de T. howardi em pré-pupas de A. gemmatalis em

laboratorio

A porcentagem de parasitismo de pré-pupas de A. gemmatalis por fémeas de T.
howardi variou de 80,00 £ 6,32% a 100% para as diferentes densidades avaliadas do
parasitoide, respectivamente (P = 0,0002; F = 163,4784; R* = 0,9761) (Figura 1). Ja a
porcentagem de emergéncia de pré-pupas de A. gemmatalis por fémeas de T. howardi
variou de 80,40 £ 8,35% a 100% para as diferentes densidades avaliadas do parasitoide,
respectivamente (P = 0,0002; F = 163,4784; R* = 0,9761) (Figura 2).
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A capacidade de uma fémea de T. howardi por pré-pupa de A. gemmatalis
apresentou taxa de parasitismo e emergéncia acima de 80%, diferindo das demais
densidades avaliadas com 100% para esses parametros.

A duracdo do ciclo de vida do parasitoide (ovo-adulto) decresceu com o
aumento da densidade de fémeas de T. howardi, variando de 21,33 + 0,48 a 16,44 +
0,12 dias (P = 0,0003; F = 150,9517; R* = 0,9742) (Figura 3).

A densidade de fémeas de T. howardi por pré-pupas de A. gemmatalis
influenciou a progénie total destes parasitoides, com menor descendéncia de 47,27 +
4,43 individuos na densidade de 1 fémea:1l pré-pupa, a uma produgdo maxima de
389,40 + 4,03 individuos na densidade 25 fémeas:1 pré-pupa do hospedeiro (Figura 4),
e verificou-se uma tendéncia positiva de aumento da progénie total com o aumento da
densidade de parasitoides por hospedeiro (P = 0,0002; F = 165,2906; R* = 0,9764).

A producéo de fémeas gerada por fémeas de T. howardi (Figura 5) diferiu entre
os tratamentos e foi inversamente proporcional ao aumento de densidade de fémeas do
parasitoide por pré-pupa (P = 0,0014; F = 118,0521; R* = 0,9875), variando
respectivamente de 41,33 + 2,35 a 12,31 + 0,33 fémeas produzidas por fémea nas
densidades de 1 e 25 fémeas de T. howardi por pré-pupa de A. gemmatalis.

A razdo sexual de T. howardi proveniente de pré-pupas de A. gemmatalis
variou de 0,89 + 0,02 a 0,79 = 0,02 (Tabela 1), mas ndo houve diferencas entre as
densidades de 1 a 25 fémeas por hospedeiro, apresentando uma razdo sexual média de
0,85 + 0,02 em pré-pupas de A. gemmatalis.

A longevidade de fémeas provenientes de pré-pupas de A. gemmatalis foi
semelhante nas densidades de fémeas testadas (p > 0,05), apresentando sobrevivéncia
média de 8,74 £+ 0,85 dias (Tabela 1). Ja a longevidade de machos de T. howardi
apresentou relacdo direta com o aumento da densidade de fémeas (P = 0,0268; F =
11,6963; R? = 0,7452), variando de 8,60 + 0,86 dias a 17,40 + 2,17 dias, para as
densidades de 1 e 25 fémeas de T. howardi por pré-pupa de A. gemmatalis,
respectivamente (Figura 6).

Pode-se observar que a densidade de 25 fémeas por uma pré-pupa de A.
gemmatalis resultou em taxas de 100% para parasitismo e emergéncia, maiores valores
de progénie total (389,40 £ 4,03 individuos produzidos por pré-pupa) e longevidade de
machos significativamente superiores aos demais tratamentos, com curto periodo de
desenvolvimento (17,04 + 0,04 dias) e proporg¢do de fémeas em relagdo aos individuos

produzidos acima de 0,70.
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3.2 Caracteristicas bioldgicas de T. howardi em pupas de A. gemmatalis em
laboratédrio

A densidade de fémeas de T. howardi influenciou a porcentagem de
parasitismo significativamente (Figura 7) (P = 0,0001; F = 216,2356; R? = 0,9818), com
70,00 £ 5,77 % e 92,00 = 4,90 % de pupas parasitadas nas densidades de 1 e 5 fémeas
por hospedeiro, respectivamente, e com 100,00% de parasitismo nas demais densidades
(Tabela 2).

Fémeas de T. howardi parasitaram todas as pupas de A. gemmatalis nas
densidades avaliadas, apresentando porcentagem de emergéncia de 77,25 £+ 7,81% na
densidade de 1 fémea de T. howardi por pupa, diferindo significativamente dos demais
tratamentos (Figura 8) (P = 0,0002; F = 163,4784; R? = 0,9761).

Apenas uma fémea de T. howardi foi capaz de apresentar valores acima de
70% de parasitismo e de emergéncia em pupas de A. gemmatalis, sendo o Unico
tratamento que diferiu significativamente dos demais.

A duracdo do ciclo de vida do parasitoide (ovo-adulto) resultou em valores de
15,96 + 0,07 dias a 23,58 + 0,49 dias, para a maior € menor densidade testadas
respectivamente, decrescendo significativamente com o aumento da densidade de
fémeas de T. howardi por pupa de A. gemmatalis (P = <0,0001; F = 263,6208; R? =
0,9851) (Figura 9).

A progénie total por pupa de A. gemmatalis foi também influenciada
significativamente pela densidade de fémeas T. howardi, na qual a producdo variou de
41,06 + 2,51 a 414 + 3,98 descendentes por pupa respectivamente, com maior resultado
para a densidade de 25 fémeas de T. howardi por hospedeiro (P = <0,0001; F =
1145,9418; R? = 0,9965) (Figura 10). A mesma tendéncia observada para o ciclo de
vida ocorreu para o nimero de progénie por fémeas, que variou de 13,11 + 0,36 fémeas
produzidas por cada fémea na densidade 25:1 pupa de A. gemmatalis, a 39,89 + 2,56
fémeas produzidas por fémea na densidade de 1:1 pupa de A. gemmatalis (P = 0,0072; F
= 38,8085; R? = 0,9628) (Figura 11).

A razdo sexual diferiu também significativamente entre as densidades de T.
howardi, com maior proporcao de fémeas de 0,97 + 0,01 para a densidade de 1 fémea
por pupa de A. gemmatalis e de 0,79 = 0,02 para a maior densidade do parasitoide
(Figura 12) (P = 0,0002; F = 157,9003; R* = 0,9753).
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A longevidade de fémeas proveniente de pupas de A. gemmatalis ndo variou
(ndo se ajustou significativamente a nenhum modelo de regressdo) com as densidades
de fémeas testadas (p > 0,05), apresentando sobrevivéncia média de foi de 9,48 + 0,63
dias (Tabela 2). Todavia, a longevidade de machos de T. howardi apresentou relacdo
positiva com o aumento da densidade de fémeas (P = 0,0140; F = 17,3760; R* =
0,8129), variando de 7,80 £ 0,81 dias a 21,20 + 1,53 dias, respectivamente para as
densidades de 1 e 25 fémeas de T. howardi por pupas de 24 horas de A. gemmatalis
(Figura 13).

O comprimento da tibia (mm) das fémeas emergidas de T. howardi variou de
0,56 + 0,02 a 0,44 £ 0,01 mm, com o aumento na densidade desse parasitoide (P =
0,0059; F = 28,4798; R? = 0,8768) (Figura 14) (ANEXOS 12, 13 e 14).

Algumas relacGes de interacdo foram realizadas para melhor visualizacdo dos
resultados, a fim de verificar a existéncia de diferencas entre a utilizacdo das fases do
hospedeiro (pré-pupas e pupas), quando oferecidas as fémeas de T. howardi (Figura 15,
16, 17 e 18). As interacOes entre a porcentagem de parasitismo, porcentagem de
emergéncia, progénie total e razdo sexual estdo representadas, e apenas observam-se
diferencas significativas (p > 0,05) para as densidades de 10 e 25 fémeas por hospedeiro
no parametro progénie total (Figura 17).

De forma geral, os valores resultantes para pupas de A. gemmatalis na maior
densidade testada foram similares aos de pré-pupas, com 100% de parasitismo e
emergéncia, maiores valores de progénie total produzida por pupa (414 + 3,98
individuos), maior longevidade de fémeas e dos machos em relagdo aos demais
tratamentos, apresentando um ciclo de desenvolvimento mais rapido (15,96 + 0,07 dias)

e razdo sexual de aproximadamente 0,80.

4. DISCUSSAO

A densidade de fémeas de T. howardi por pré-pupa de A. gemmatalis afetou
positivamente 0s parametros porcentagem de parasitismo, porcentagem de emergéncia e
quantidade de individuos emergidos (progénie), viabilidade da progénie e longevidade
de machos de T. howardi emergidos. De forma semelhante, a densidade de fémeas
influenciou todos os parametros avaliados para pupas, ndo influenciando apenas a

sobrevivéncia de fémeas de T. howardi emergidas de pupas de A. gemmatalis.
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Devido a elevada taxa de parasitismo e de emergéncia em pré-pupas (acima de
80%) e pupas (acima de 70%) realizada apenas por uma fémea de T. howardi, constata-
se 0 alto potencial bioldgico destas fémeas parasitoides no processo de parasitismo de
pré-pupas e pupas, na qual os imaturos de T. howardi exploraram eficientemente os
recursos nutricionais do hospedeiro. Esses os resultados demonstram que pré-pupas e
pupas de A. gemmatalis se enquadram perfeitamente como hospedeiros para a
multiplicacdo de T. howardi.

As fémeas parasitoides do parasitoide ao depositarem seus 0vos nos corpos de
outros insetos, aqui chamados de hospedeiros, desenvolveram estratégias ao longo do
seu processo de co-evolugdo com artropodes-pragas, para superar as defesas
imunoldgicas e aproveitar a0 maximo 0s recursos nutricionais do mesmo, utilizando,
por exemplo, substancias do ovario para bloquear a defesa, provocar a morte, paralisar
ou proteger 0s ovos contra o sistema imune (KAESLIN et. al. 2005). Essas estratégias
indicam a relacdo direta do parasitoide na supressao da defesa celular do hospedeiro,
refletindo no desenvolvimento efetivo das formas imaturas da progénie (ANDRADE et.
al. 2010).

A escolha de um hospedeiro alternativo representa uma das principais fases na
qual o inimigo natural ird se desenvolver, tornando-se fundamental tanto para sua
capacidade de controle quanto para a manutencdo de sua populacdo. Como relatado em
diversas pesquisas, a utilizacdo de hospedeiros mais jovens ou recém-formados favorece
6timos resultados de desenvolvimento do T. howardi, devido a observacdo da
preferéncia de fémeas do parasitoide por pupas recém-formadas e por fases pré-pupais
como descrito nos resultados dessa pesquisa (MOORE & KFIR 1995; PRASAD et. al.
2007 ; CRUZ et. al. 2011; BARBOSA et. al. 2015).

Ao contrario do que se relata na literatura, espera-se que maior quantidade de
fémeas sejam requeridas para que consigam superar satisfatoriamente as barreiras
imunologicas do hospedeiro, pois densidades menores de fémeas ndo seriam suficientes
para fornecer um ambiente adequado para o desenvolvimento de sua progénie
(PEREIRA et. al. 2010a,b; ALTOE et. al. 2012; HOOD et. al. 2012; BARBOSA et al;.
2016). Todavia, os resultados dessa pesquisa surpreendentemente demonstram que a
capacidade de 1 Gnica fémea de T. howardi por pré-pupa e pupa de A. gemmatalis foi
suficiente para parasitar e se desenvolver nesse hospedeiro alternativo.

O parasitismo de 99,20 + 0,80% e a emergéncia de 100,00% de apenas trés

fémeas parasitoides de T. howardi em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
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(Lepidoptera: Crambidae), demonstram a elevada capacidade biologica desse
parasitoide, pois os imaturos de T. howardi exploraram eficientemente 0s recursos
nutricionais do hospedeiro (COSTA et. al. 2014a). A capacidade de 1 fémea de
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) foi
relatado parasitando pupas de A. gemmatalis que resultou em um porcentagem de
parasitismo de 97,1 + 1,4 % e uma progénie por pupa de 103,7 + 10,4 individuos, dados
esses semelhantes a capacidade de T. howardi quando exposto individualmente a pupas
de A. gemmatalis, tendo em vista que a maior quantidade de individuos de T. diatraeae
por pupa, provavelmente se da devido a diferenca de tamanho entre os parasitoides, pois
T. howardi tem um maior tamanho corporal (PARON & BERTI-FILHO 2000).

O aumento da densidade de fémeas de T. howardi, independente da fase de
pré-pupa e pupa de A. gemmatalis, proporcionam incremento nas taxas de parasitismo,
emergéncia e producdo total de individuos por hospedeiro, permitindo uma maior
oviposicdo e desenvolvimento de imaturos de T. howardi, diminuindo a capacidade do
hospedeiro de encapsula-los, além de reduzir as defesas humoral e celular, aumentando
a concentracdo de fluidos injetados durante a oviposi¢do resultando em mudancas
fisiol6gicas nos hemacitos do hospedeiro parasitado (NALINI et. al. 2009; ANDRADE
et. al. 2010). Em outros trabalhos verificou-se uma reducdo na capacidade defensiva da
imunidade de pupas A. gemmatalis, com diminuicdo na taxa de encapsulamento do
hospedeiro, suprimindo a sua defesa celular com o aumento das densidades de T.
diatraeae e Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae)
(ANDRADE et. al. 2010).

As fémeas parasitoides da familia Eulophidae injetam veneno durante a
oviposicdo, e ao reduzir o numero de hemdcitos circulantes do hospedeiro,
proporcionam um ambiente favoravel para o desenvolvimento da sua fase imatura,
provavelmente devido a imunossupressao do sistema de defesa, impedindo que as larvas
do parasitoide morram devido a encapsulacdo, asfixia ou devido a ativacdo de
substancias antagonistas ao seu desenvolvimento (UCKAN et. al. 2004; NAPPI &
CHRISTENSEN 2005; CARTON et. al. 2008; ANDRADE et. al. 2010).

A reproducgdo de T. howardi diferiu do eulofideo P. elaeisis em pupas de
Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae), que resultou em menor
emergéncia de progénie nas densidades de 1 e 3 parasitoides por pupa, provavelmente
devido aos mecanismos de defesa e tamanho do hospedeiro avaliado (PEREIRA et. al.
2010b; BARBOSA et. al. 2016). Maiores densidades de fémeas parasitoides sob o
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mesmo hospedeiro geralmente proporcionam maior sucesso reprodutivo dos
endoparasitoides com habito gregéario em comparacdo aos solitarios (VAN ALPHEN &
VISSER 1990; MOREAU & ASGARI 2015), como relatado para fémeas de T.
diatraeae em pupas de A. gemmatalis (OLIVEIRA et. al. 2018).

A reducéo do ciclo de vida de T. howardi (ovo a adulto) devido a influéncia do
aumento da densidade de fémeas por hospedeiro (pré-pupa e pupa), provavelmente
ocorreu devido ao superparasitismo de fémeas, que causou uma maior pressdo de
selecdo devido a competicdo entre os imaturos de T. howardi, como ja foi relatado para
P. elaeisis em diferentes densidades de fémeas parasitando pupas de T. arnobia
(BARBOSA et. al. 2016) e pupas de A. gemmatalis (PASTORI et. al. 2012b)., assim
como para T. diatraeae parasitando pupas de A. gemmatalis (OLIVEIRA et. al. 2018).
Esse padrdo também foi observado para eulofideos se desenvolvendo em outros
hospedeiros (PEREIRA et. al. 2010a,b; FAVERO et. al. 2013; RODRIGUES et. al.
2013; VARGAS et. al. 2014; COSTA et. al. 2014b).

Maiores progénies de endoparasitoides gregarios frequentemente consomem
mais rapidamente a quantidade de recursos disponiveis no hospedeiro e a maior
competicdo entre os inimeros imaturos em desenvolvimento, contribuindo assim para a
reducdo do ciclo de desenvolvimento, o0 que consequentemente resultara em individuos
de menor tamanho corporal (MACKAUER & SEQUEIRA 1993; HARVEY et. al.
2013; HARVEY & MALCICKA 2016). Um periodo menor de desenvolvimento pode
beneficiar os adultos do parasitoide proporcionando um maior nimero de geracdes
anuais, e consequentemente uma maior populacdo presente no agroecossistema
(CHICHERA et. al. 2012).

O aumento da competicdo pelos recursos alimentares fornecidos pelo
hospedeiro ocorre devido ao combate fisico dos imaturos, ou também pela supressédo
fisiologica do mesmo, resultando na reducdo do periodo de desenvolvimento do
parasitoide (BRODEUR & BOIVIN 2004; PEREIRA et. al. 2010b; ANDRADE et. al.
2010; PEREIRA et. al. 2017). Por isso, a escolha da melhor proporcdo de fémeas
parasitoides por hospedeiro é um dos fatores que podem influenciar diretamente na
qualidade da progénie, pois como relatado anteriormente, essa situacao afeta parametros
biologicos importantes como o tempo de desenvolvimento da progénie (BARBOSA et.
al. 2008; PASTORI et. al. 2012a; CHEN et. al. 2017; OLIVEIRA et. al. 2018).

Determinadas espécies parasitoides apresentam uma maior taxa de parasitismo

com o aumento da densidade de fémeas, e além desse fato, o periodo de exposic¢do do
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hospedeiro as fémeas é crucial nesse processo de aceitacdo do hospedeiro, a fim de que
a fémea parasitoide atinja sua capacidade maxima e expresse todo seu potencial
biolégico reprodutivo (CHEN et. al. 2018). Baseado nos resultados desta pesquisa,
destacamos que 24 horas de exposicdo do hospedeiro foi mais do que suficiente para
obtencdo de resultados 6timos da capacidade de parasitismo T. howardi em pré-pupa ou
pupa de A. gemmatalis, também j& relatado para os eulofideos T. howardi e T. diatracae
parasitando pupas de Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae)
(OLIVEIRA et. al. 2016).

A capacidade de 1 fémea de T. howardi por pré-pupa e pupa de A. gemmatalis
foi suficiente para combater os mecanismos de defesas desse hospedeiro, devido aos
seus parametros bioldgicos avaliados, com desenvolvimento de imaturos nesse
hospedeiro alternativo. A maior quantidade de individuos de T. howardi produzidos por
hospedeiro (pré-pupa ou pupa) de A. gemmatalis, a partir da densidade de 5 fémeas,
demonstra que as taxas de parasitismo e 0 desenvolvimento de seus descendentes séo
maximizadas, e dessa forma ha garantia de um maior éxito na producdo e multiplicacao
desse inimigo natural. Ficou evidente nesta que com 0 aumento da densidade de fémeas,
h& um incremento direto na producdo de adultos de T. howardi gerados por pré-pupa e
por pupa de A. gemmatalis.

Embora tenha-se observado o aumento da progénie em uma tendéncia
crescente, concomitantemente observou-se a diminuicdo da razdo sexual de fémeas, ou
seja, 0 nimero de machos cresceu na progénie total, além do que influencia diretamente
na menor quantidade de fémeas produzidas por fémeas (progénie/fémeas) e na
diminuicdo do ciclo de vida. Em termos praticos, a utilizacdo de 25 fémeas de T.
howardi por hospedeiro resulta em um investimento muito maior de tempo, e
consequentemente, exige uma quantidade enorme de fémeas parasitoides para dar inicio
a multiplicacdo desse inimigo natural em média e grande escala de producdo.

Quando comparamos a producdo de individuos total para pré-pupa e pupa de A.
gemmatalis a uma exposicao de 25 fémeas de T. howardi, observa-se que ha diferenca
estatistica entre os valores obtidos. Independente dessa diferenca destaca-se a maior
producdo de individuos nos dois hospedeiros avaliados de A. gemmatalis para essa
densidade, na qual ambos estdo aptos ao desenvolvimento da progénie e multiplicagdo
massal de T. howardi.

A progénie méaxima de T. howardi que emergiu por pupa de A. gemmatalis foi

de 414 £ 3,98 individuos com uma producdo de 13,11 + 0,36 fémeas produzidas por
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fémeas e com razéo sexual de 0,79 + 0,02. Comparativamente com outros hospedeiros,
a progénie produzida por fémeas de T. howardi multiplicadas em pupas de H. armigera
foi de 669,3 + 33,47 individuos, com o peso das pupas variando de 0,328 a 0,418 g.
peso esse maior que o valor médio encontrado por pupas de A. gemmatalis (0,220 g)
(OLIVEIRA et. al. 2016).

Pode-se inferir que o tamanho e o peso do hospedeiro tém influéncia direta no
desenvolvimento de fémeas parasitoides bem como na quantidade e na qualidade da
progénie produzida por hospedeiro (OLIVEIRA et. al. 2016). Pupas maiores como a de
Erinnyis ello (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae), com peso variando de 3.397
a 3.807 g, exposta a uma densidade de 10 fémeas por hospedeiro, permitiu o
desenvolvimento de 466+0.44 individuos de T. howardi (BARBOSA et. al. 2015).

Os valores obtidos nesse estudo foram semelhantes aos apresentados por Costa
et. al. (2014a), na qual avaliaram os aspectos biolégicos de T. howardi em pupas D.
saccharalis, com peso variando 0,190 a 0,220 g, e progénie de 190,74 £ 9,33 individuos
produzidos em pupas de 24 horas, em uma densidade de 3 fémeas: 1 hospedeiro.

Em contrapartida, a progénie maxima produzida em pupas de A. gemmatalis
foi superior (414,0 £ 3,98 individuos) que a progénie maxima produzida em pupas de 72
h de D. saccharalis, com até 196,88 + 8,49 individuos (COSTA et. al. 2014b).
Importante ressaltar que a densidade testada por pupa de D. saccharalis foi de trés
fémeas parasitoides por hospedeiro, enquanto que nesse estudo a progénie maxima em
pupas de A. gemmatalis foi gerada com a densidade de 25 fémeas por hospedeiro. Esse
fato se da devido a tendéncia crescente observada no pardmetro progénie total e a
relacdo direta de aumento com a densidade de fémeas.

Tetrastichus howardi é um parasitoide cosmopolita e gregario, e 0
desenvolvimento de sua progénie depende dos recursos nutricionais encontrados em um
unico hospedeiro (VARGAS et. al. 2011; HARVEY et. al. 2013; COSTA et. al.
2014a,b). O hospedeiro representa condigdes para o desenvolvimento da progénie e as
necessidades nutricionais dos parasitoides sdo geralmente especificas para cada inimigo
natural, variando de acordo com a espécie hospedeira, 0 seu tamanho corporal ou sua
fase de desenvolvimento (KHAFAGI & HEGAZI 2008; CONSOLI & VINSON 2009;
HARVEY et. al. 2013; HARVEY & MALCICKA 2016). Portanto, os agentes de
controle biolégico sdo extremamente eficientes em explorar e utilizar 0s recursos
limitados do hospedeiro, para sua reproducgéo e sobrevivéncia (BRODEUR & BOIVIN
2004; PENNACCHIO & STRAND 2006; HARVEY & MALCICKA 2016).
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Muitos parasitoides da familia Eulophidae apresentam a capacidade de
parasitar hospedeiros de diferentes tamanhos e fases de desenvolvimento, familias e
ordens. Em razdo da espécie hospedeira afetar o desenvolvimento dos parasitoides,
observamos resultados diversos acerca dos seus parametros bioldgicos (BAITHA et. al.
2004; LA SALLE & POLASZEK 2007; PRASAD et. al. 2007; SILVA-TORRES et. al.
2010; PASTORI et. al. 2012a,b). A densidade de fémeas parasitoides € relatada
influenciando a producdo de progénie total de P. elaeisis por pupa de T. arnobia, com
um minimo de 30 e um méaximo de 724 descendentes de P. elaeisis produzidos nas
densidades de 1 e 15 parasitoides por pupa hospedeira, respectivamente (BARBOSA et.
al. 2016). De forma semelhante, dez fémeas de T. diatraeae por pupa de A. gemmatalis
sdo indicadas para ser usadas para multiplicacdo massal desse parasitoide, como a
melhor densidade escolhida, produzindo em média 300 individuos por pupa
(OLIVEIRA et. al. 2018).

A razdo sexual da progénie emergida para ambos os hospedeiros avaliados,
apresentou valores aproximadamente de 0,80, mesmo quando havia uma maior
densidade de fémeas por pré-pupa ou por pupa de A. gemmatalis (densidade de 25
fémeas). Uma maior predominancia de fémeas de T. howardi (razdo sexual) por
hospedeiro de A. gemmatalis, demonstra a relevancia para seu uso como agentes de
controle bioldgico, pois as fémeas parasitoides sdo 0s reais agentes responsaveis pelo
parasitismo do hospedeiro, proporcionando o aumento da criacdo massal e seu
desempenho em condic¢des de campo (RODRIGUES et. al. 2013; COSTA et. al. 2014b;
KUMAR et. al. 2016a).

O aumento da densidade de fémeas de T. diatracae em pupas A. gemmatalis
afetou a razdo sexual da progénie, apresentando reducdo dos valores desse parametro,
semelhante aos resultados encontrados nessa pesquisa (OLIVEIRA et. al. 2018).
Provavelmente, isso ocorre devido ao alto grau de competicdo exercido pelos imaturos
no interior do mesmo hospedeiro, pois ha uma maior pressdo de selecdo pelas fémeas
parasitoides, resultando no aumento proporcional da progénie total (machos e fémeas) e
uma consequente reducdo na producdo de fémeas (progénie de fémeas produzidas por
fémeas) (SOARES et. al. 2009).

Os valores de razdo sexual variam devido as diferengas no valor nutricional,
barreiras fisiologicas, capacidade de defesa e disponibilidade dos diferentes hospedeiros
(ZACHE et. al. 2012; PASTORI et. al. 2012a,b). Uma proporcio de fémeas acima de

0,80 demonstra o potencial do parasitoide T. howardi para 0 manejo de A. gemmatalis,
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como relatado para este parasitoide sendo multiplicado em pupas de Chilo auricilius
Dudgeon, 1905 (Lepidoptera: Crambidae), e D. saccharalis, e H. armigera (PEREIRA
et. al. 2015; PINEYRO et. al. 2016; KUMAR et. al. 2016; HARVEY & MALCICKA
2016; OLIVEIRA et. al. 2016) e fémeas de P. elaeisis e T. diatraeae parasitando pupas
de A. gemmatalis (PASTORI et. al. 2012b; OLIVEIRA et. al. 2018).

Essas variacOes na propor¢do entre os sexos do parasitoide podem ser
benéficas ou prejudiciais em programas de controle biologico (BARBOSA et. al. 2016),
e por isso maiores valores de razdo sexual devem ser selecionados (PANDEY &
TRIPATHI 2008). Devido ao aumento da presséo de selecdo em razéo da presenca de
competidores por hospedeiro, as fémeas parasitoides podem alterar a proporcao sexual
da progénie, investindo na producdo de um numero suficiente de machos na progénie
para fertilizar as fémeas geradas, estratégia conhecida como “competicdo local de
parceiros” (HAMILTON 1967; CARNEIRO et. al. 2009).

Altos valores de razdo sexual de T. howardi demonstram a importancia deste
parametro para os experimentos de laboratorio e os estudos de multiplicagdo massal de
parasitoides, anteriormente a selecdo de individuos para liberacdo no campo, pois as
fémeas parasitoides sdo as verdadeiras responsdveis pela manutencdo da geracao
subsequente (HEIMPEL & LUNDGREN 2000; AMALIN et. al. 2005; PASTORI et. al.
2012b; PEREIRA et. al. 2013; COSTA et. al. 2014b).

A medida que ha o aumento da densidade de fémeas, a progénie resultante de
pupas de A. gemmatalis apresenta um menor tamanho corporal, como foi demonstrado
pelo comprimento médio da tibia de fémeas de T. howardi. Todavia € possivel obter
progénies superiores a 100 parasitoides por pré-pupa e pupa de A. gemmatalis (como
observado a partir da densidade de 5 fémeas parasitoides por hospedeiro), com
desempenho reprodutivo de alta qualidade, fato este corroborado com outros estudos
com diferentes espécies (FIDGEN et. al. 2000; RIDDICK 2008; PEREIRA et. al.
2010a, b; CHICHERA et. al. 2012; PASTORI et. al. 2012b; BARBOSA et. al. 2016).

Os resultados de individuos gerados com menor tamanho corporal,
provavelmente se deve a competicdo dos imaturos por recurso e espaco limitado no
interior de pupas de A. gemmatalis. Outro fato interessante é de que o numero de ovos
nos ovarios de T. howardi apresenta correlacdo positiva significativa com o
comprimento corporal e a largura da cabeca da fémea adulta parasitoide (ZHONG et. al.
2016).
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Indicadores de qualidade e aptiddo do parasitoide, como fecundidade,
preferéncia de acasalamento, longevidade, porcentagem de emergéncia da progénie e
razdo sexual tem correlacdo positiva com o tamanho do corpo das fémeas parasitoides
(medida pelo comprimento médio da tibia), indicando a eficiéncia desses agentes de
controle biolégico (SAGARRA et. al. 2001; PEREIRA et. al. 2010a,b; PASTORI et. al.
2012b).

Entre outras espécies de parasitoides, foi comprovada a relagdo entre o
tamanho do hospedeiro, o tamanho da progénie gerada e o tamanho do corpo do
parasitoide (ASGARI & RIVERS 2011; HARVEY et. al. 2013; MAYHEW 2016;
HARVEY & MALCICKA 2016), fato importante ao escolher uma densidade 6tima de
fémeas parasitoides que resulte em uma progénie com qualidade e eficiéncia para
parasitar novos hospedeiros.

Apesar de ndo haver diferenca entre as médias de longevidade de fémeas de T.
howardi em relacdo a densidade de fémeas parasitoides estudadas, o periodo médio de
sobrevivéncia das fémeas correspondeu a 8,74 + 0,85 dias para fémeas emergidas de
pré-pupas, e 9,48 £ 0,63 dias para fémeas emergidas em pupas. Importante salientar que
0 comportamento dessa espécie garante o sucesso reprodutivo da mesma, devido a
emergéncia dos machos se dar primeiro que as fémeas de T. howardi, realizando assim a
copula nas primeiras horas apds sua emergéncia (GONZALEZ et. al. 2003).

A longevidade de machos e fémeas pode ser influenciada pela densidade de
hospedeiros (GONZALEZ et. al. 2003) como corroborado nessa pesquisa, pela espécie
hospedeira escolhida pelo parasitoide em particular (KFIR et. al. 1993), pela atividade
de acasalamento (KARINDAH et. al. 2005), pela temperatura ambiente (FAVERO et.
al. 2015) dentre outros fatores relatados na literatura. A longevidade dos adultos
(machos e fémeas) de P. elaeisis e T. diatraeae quando superior a 10 dias foi suficiente
para que, quando liberados, encontrassem seus hospedeiros e realizassem o parasitismo
(CHICHERA et. al. 2012). Ja a sobrevivéncia média de fémeas de T. howardi foi de
13,00 + 0,53 dias e a longevidade de machos em médias de 14 dias em pupas de D.
saccharalis de 24 horas de idade (COSTA et. al. 2014a), e a longevidade de T. howardi
de 15,00 + 0.57 dias para fémeas e 12 + 0.93 dias para machos emergidos de pupas de
E. ello em uma densidade de 10 fémeas por hospedeiro (BARBOSA et. al. 2015).

Todavia, hd casos em que a longevidade ndo é afetada com o aumento da
densidade de fémeas parasitoides, assim como foi observado para fémeas nessa

pesquisa, porém as densidades de fémeas testadas sob cada hospedeiro garantem o
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tempo de sobrevivéncia dos adultos, proporcionando as fémeas o tempo de vida
necessario para a busca de seus hospedeiros, seja em condi¢des de laboratério ou de
campo (CARNEIRO et. al. 2009). Esse fato ocorreu para a longevidade de machos e
fémeas quando diferentes densidades de T. diatraeae foram avaliadas por pupa de D.
saccharalis (VARGAS et. al. 2014), e para machos e fémeas de T. diatraeae em pupas
de A. gemmatalis (OLIVEIRA et. al. 2018).

O maior o tempo de vida da fase adulta de fémeas parasitoides, em criacdes de
agentes de controle biolégico em grande escala é ressaltado como um dos parametros
essenciais de controle de qualidade dos insetos (QUEIROZ et. al. 2017). Essa maior
sobrevivéncia garantird a localizacdo do hospedeiro no habitat, avaliando e elegendo
aqueles que apresentarem melhor qualidade para o desenvolvimento da prole,
interferindo diretamente no desempenho da progénie (ROYER et. al. 1999; PEREIRA
et. al. 2010a,b), pois o parasitismo por si s € suficiente para impedir a continuacao do
ciclo do artrépode-praga.

A utilizacdo de parasitoides em programas de controle biolégico depende do
seu desenvolvimento e reproducdo em hospedeiros preferenciais ou alternativos, que
garantam adequada condigdo nutricional e possuam baixo custo de producgéo, quando
multiplicados em criagbes de média a larga escala (PARRA, CONSOLI, 2009;
ZANUNCIO et. al. 2008; PEREIRA et. al. 2010a; FAVERO et. al. 2013; PEREIRA et.
al. 2013).

O fato de T. howardi conseguir parasitar e se desenvolver com éxito em
diferentes fases do mesmo hospedeiro demonstra a eficiéncia desse agente de controle
bioldgico, pela disponibilidade a mais de alternativas para multiplicacdo desse
parasitoide, permitindo ampliar a faixa de hospedeiros e maximizar a producdo de
progénie em laboratdrio para futuros experimentos de campo. Em adicdo, propiciar a
reducdo dos custos de producdo, antecipando o processo de parasitismo para a fase pré-
pupal, de modo que haja um ganho de tempo nas criagdes massais de parasitoides em
laboratdrio e permitir a producdo de uma progénie com qualidade.

Parasitar e se desenvolver em diferentes fases do mesmo hospedeiro garante a
sobrevivéncia desse inimigo natural em condigdes de campo, pois as fémeas
parasitoides buscam seu hospedeiro imediatamente apds sua emergéncia e podem
adequar e ampliar esse processo de forma exitosa, lembrando que trata-se de um
endoparasitoide gregario de larvas e pupas de diferentes lepidopteros-praga. Além do

mais, um alto desempenho reprodutivo de fémeas parasitoides, demonstra a viabilidade
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do hospedeiro alternativo utilizado para multiplicagdo em laboratério, com perspectivas
de melhorar e facilitar o controle biol6gico aplicado (FAVERO et. al. 2013; FAVERO
et. al. 2015; PINEYRO et. al. 2016).

As comparacOes entre os principais parametros biolégicos de T. howardi
multiplicados em pré-pupas e pupas, apenas reafirmam que estas duas fases de
desenvolvimento do hospedeiro s&o igualmente adequadas para o desenvolvimento e
multiplicacdo de fémeas de T. howardi. Vale salientar que a utilizacdo de pré-pupas de
A. gemmatalis permite antecipar o processo de multiplicacdo desse agente de controle
biolégico em producdo em grande escala, resultando em investimento de tempo, j& que
os resultados séo tdo satisfatorios quanto com a utilizagdo de pupas de A. gemmatalis.

Os resultados indicam a importancia de estudos em criagdes massais de
inimigos naturais, buscando hospedeiros alternativos viaveis para o desenvolvimento
dos mesmos, maximizando as qualidades bioldgicas dos inimigos naturais (GLAESER
et. al. 2014). Dessa forma, novos estudos devem ser realizados para o0 avanco da ciéncia
e do controle bioldgico de pragas, com pesquisas voltadas para a liberacdo/dispersédo
desse parasitoide, com outros ensaios focando sua eficiéncia em campo.

O parasitismo e o desenvolvimento de T. howardi, independente da densidade
de fémeas utilizadas sob o hospedeiro, demonstram que esse inimigo natural tem
potencial para se multiplicar com qualidade em pré-pupas ou pupas de A. gemmatalis,
proporcionando uma criagdo massal bem sucedida deste parasitoide, despertando novas

perspectivas para o desenvolvimento de pesquisas futuras.

5. CONCLUSAO

Tetrastichus howardi parasitou com éxito pré-pupas e pupas de A. gemmatalis
em todas as densidades 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 e 25:1 de fémeas parasitoides testadas
por hospedeiro, demonstrando a adequabilidade destas fases do hospedeiro para
multiplicacéo e producdo massal do parasitoide.

De maneira geral, 5 a 10 fémeas de T. howardi por pré-pupa ou por pupa de A.
gemmatalis é a faixa de densidade de fémeas indicada para a multiplicacdo desse
inimigo natural, proporcionando valores considerados Otimos para 0S pardmetros

biologicos.
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas (Média = EP) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pré-pupas do hospedeiro alternativo

Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) com diferentes densidades de fémea do parasitoide, a temperatura de 25 + 2 °C, 70 = 10% de

umidade relativa e fotofase de 14 horas

.. a . - .. .. . Longevidade (dias)
Tratamentos Parasitismo Emergéncia Duracio do Progénie Progénie/ Razao Comp. da
(%) (%) Ciclo (dias) Total Fémea Sexual Tibia (mm)  Machos Fémeas
N(10) N(15)
Densidade 1:1 80+6,32 80,4+835 21,33+0,48 47,27+4,43 41,33+235 0,86+0,06 0,56+0,02 8,60+0,86 10,00=+0,55
Densidade 5:1 100+0,00 100+0,00 17,32+0,10 196,8+8,51 35,12+2,39 0,89+0,02 0,54+0,01 8,60+0,95 6,87+0,29
Densidade 10:1 100+ 0,00 100+0,00 16,44+0,12 297,04 +£10,01 26,48+ 1,01 0,89+0,01 0,50+0,01 12,60+1,6 7,33+0,5
Densidade 15:1 100+ 0,00 100+0,00 16,68+0,14 290,56 + 19,61 16,59 +1,10 0,86+0,01 0,44+0,01 10,60+ 1,72 6,53 +0,48
Densidade 20:1 100+ 0,00 100+0,00 16,84+0,12 361,88+ 15,13 14,78+ 0,74 0,81 +0,01 0,44+0,01 12,20+ 0,88 11,13 +£0,79
Densidade 25:1 100+ 0,00 100+0,00 17,04+0,04 389,40+4,03 12,31+0,33 0,79+0,02 0,44+0,01 17,40+2,17 10,67+ 0,57
P 0,0002 0,0002 0,0003 0,0002 0,0014 ns 0,0059 0,0268 ns
C.V. (%) 5,97 7,88 2,80 9,92 14,04 7,02 7,55 39,31 24,35

ns — N&o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.

C.V. — Coeficiente de variacao.

orTT
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Figura 1. Porcentagem de parasitismo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em fun¢do da densidade de fémeas por pré-pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P =0,0002 ¢ F = 163,4784).
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Figura 2. Porcentagem de emergéncia Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pré-pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70£10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P =0,0002 ¢ F = 163,4784).
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Figura 3. Duracdo do ciclo (ovo-adulto) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em fun¢do da densidade de fémeas por pré-pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70£10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P =0,0003 ¢ F =150,9517).
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Figura 4. Progénie total (numero de descendentes emergidos) de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pré-pupa de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 254+2°C, 70+10% de
umidade relativa e fotofase de 14 horas. (P = 0,0002 ¢ F = 165,2906).
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Figura 5. Progénie por fémeas (fémeas produzidas por fémeas) de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em fun¢do da densidade de fémeas por pré-pupa de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de
umidade relativa e fotofase de 14 horas. (P =0,0014 e F = 118,0521).
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Figura 6. Longevidade de machos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
em fungdo da densidade de fémeas por pré-pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P = 0,0268 e F = 11,6963).



Tabela 2. Caracteristicas biologicas (Média + EP) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas do hospedeiro alternativo
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) com diferentes densidades de fémea do parasitoide, a temperatura de 25 = 2°C, 70 £ 10% de

umidade relativa e fotofase de 14 horas

Longevidade (dias)

Tratamentos Parasitismo Emergéncia Dl_Jragéo_ do Progénie Progénie/ Razéo i
(%) (%) Ciclo (dias) Total fémea Sexual Machos Fémeas

N(10) N(15)
Densidade 1:1 705,77 77,25+7,81 23,58+0,49 4106+251 3989+25 097+001 7,80+0,81 9,73+0,28
Densidade 5:1 92 +4,90 100 = 0,00 18,20+ 0,50 140,40+24,42 2598+451 092+0,01 9,50+0,89  8,93+0,36
Densidade 10:1 100+0,00 100+ 0,00 16,64 + 0,23 234,40+15,28 2082+1,15 089+0,01 10,30+1,59 8,97+0,57
Densidade 15:1 100+0,00 100+ 0,00 16,28 +0,15 296,36 +9,45 17,19+053 0,87+0,01 6,60+0,69 7,13+0,43
Densidade 20:1 100+0,00 100+0,00 16,24+0,25 352,16+20,20 14,45+0,78 0,83+0,01 14,10+1,27 10,90+0,76
Densidade 25:1 100+0,00 100+0,00 15,96 + 0,07 414+398  13,11+0,36 0,79+0,02 21,20+1,53 11,40=+1,17

P 0,0001 0,0002 <0,0001 0,0002 0,0072 0,0002 0,0140 ns
C.V. (%) 6,55 5,83 3,89 13,50 22,59 3,41 32,33 27,23

ns — N&o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade.

C.V. — Coeficiente de variacao.

0cT
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Figura 7. Porcentagem de Parasitismo Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a 25£2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.
(P =0,0001 e F = 216,2356).
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Figura 8. Porcentagem de Emergéncia Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas(P = 0,0002 e F = 163,4784).
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Figura 9. Duracdo do ciclo (ovo-adulto) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P = <0,0001 e F = 263,6208).
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Figura 10. Progénie Total (nimero de descendentes emergidos) de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de
umidade relativa e fotofase de 14 horas. (P = <0,0001e F = 1145,9418).
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Figura 11. Progénie por fémeas (fémeas produzidas por fémeas) de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de
umidade relativa e fotofase de 14 horas. (P =0,0072 e F = 38,8085).
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Figura 12. Razdo Sexual de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em
funcdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70£10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas. (P =0,0002 e F = 157,9003).
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Figura 13. Longevidade de machos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e
fotofase de 14 horas. (P =0,0140 e F = 17,3760).
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Figura 14. Comprimento médio das tibias de fémeas de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em funcgdo da densidade de fémeas por pupa de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade
relativa e fotofase de 14 horas. (P = 0,0059 e F = 28,4798).
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Figura 15. Porcentagem de parasitismo Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae), comparando pré-pupa e pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), nas densidades de 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 201:1 e 25:1 parasitoide por
hospedeiro, a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas.
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Figura 16. Porcentagem de Emergéncia Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae), comparando pré-pupa e pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae), nas densidades de 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 201:1 e 25:1 parasitoide por
hospedeiro, a temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14
horas.
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Figura 17. Progénie Total de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae),
comparando pré-pupa e pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), nas
densidades de 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 201:1 e 25:1 parasitoide por hospedeiro, a
temperatura de 25+£2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.
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Figura 18. Razdo Sexual de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae),
comparando pré-pupa e pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), nas
densidades de 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 201:1 e 25:1 parasitoide por hospedeiro, a
temperatura de 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas.
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CONCLUSOES GERAIS

Fémeas de T. howardi parasitam e se desenvolvem em lagartas de quarto instar
de A. gemmatalis nas densidades de 1, 5, 10, 15, 20 e 25, fémeas por hospedeiro em
condicdes de laboratorio e causam mortalidade por meio do parasitismo em semi-
campo.

Tetrastichus howardi parasitou com éxito pré-pupas e pupas de A. gemmatalis
em todas as densidades 1:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1 e 25:1 de fémeas parasitoides testadas
por hospedeiro, demonstrando a adequabilidade destas fases do hospedeiro para
multiplicacéo e producdo massal do parasitoide.

De maneira geral, 5 a 10 fémeas de T. howardi por pré-pupa ou por pupa de A.
gemmatalis é a faixa de densidade de fémeas indicada para a multiplicacdo desse
inimigo natural, proporcionando valores considerados Otimos para 0S parametros

bioldgicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho incrementam o conhecimento sobre o
desenvolvimento e reproducdo de T. howardi, apresentando resultados inéditos a respeito do
parasitismo de lagartas de quarto instar de A. gemmatalis por fémeas de T. howardi e por
ter emergido em diferentes fases de desenvolvimento desse hospedeiro (larva, pré-pupa
e pupa), demonstrando a plasticidade das fémeas parasitoides e sua capacidade de
adaptacao ao hospedeiro, superando as defesas imunoldgicas do mesmo.

Essa pesquisa permite estimar a quantidade de parasitoides que se desenvolvem
em dada densidade de fémeas de T. howardi sob a fase larval de A. gemmatalis. Ha
evidéncias de que apenas um individuo de T. howardi possui a capacidade de parasitar e
causar mortalidade a uma lagarta de quarto instar de A. gemmatalis. Essas informacgdes
sdo relevantes para 0 manejo integrado de pragas da soja, pois em condicdes de campo,
0 parasitismo por si so podera ser suficiente para impedir a continuacao do ciclo de vida
da praga-alvo, contribuindo assim para a diminuicdo da densidade populacional da
praga.

A tendéncia futura é corroborar para a implementacdo de bases em um
programa de controle biolégico desse lepidoptero-desfolhador, além de abrir novas
perspectivas de estudos para controle de outras pragas-chave da soja, como
Chrysodeixis includens (Walker, 1858), lepidoptero com grande destaque no cenario
agricola nacional. As pesquisas futuras tendem a buscar respostas para ajustar a
quantidade de parasitoides a serem liberados por unidade de area ou em funcdo da
populacdo da praga-alvo, realizando ensaios sobre a dispersdo desses parasitoides, a fim de
se obter maior éxito em programas de controle biolégico.

Dessa forma, novos estudos devem ser conduzidos para verificar a capacidade
e eficiéncia de fémeas de T. howardi em condi¢cdes de campo, objetivando avaliar sua
acdo sobre lagartas e pré-pupas, tendo em vista que as pupas de A. gemmatalis
localizam-se geralmente nos primeiros centimetros do solo e ndo sdo localizadas pelo
parasitoide. A possibilidade da utilizacdo combinada de T. howardi aliado a outras
espécies parasitoides de ovos de lepiddpteros-praga, como Trichogramma spp., no
controle de A. gemmatalis também € outra proposta para pesquisas futuras.
Adicionalmente, a dindmica populacional do parasitoide em conjunto com o
comportamento do lepidoptero-praga nas lavouras também deve ser levada em

consideragao futuramente.
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Os resultados obtidos nessa pesquisa sdo importantes, pois contribuem para o
aprimoramento da técnica de multiplicacdo de T. howardi, para a obtencdo desse agente de
controle biolégico com qualidade, na realizacdo de estudos cientificos ou para o
estabelecimento de multiplicagdo massal visando o seu emprego futuro. A maior
contribuicdo desse estudo esta relacionado a demonstracdo da capacidade bioldgica de
fémeas do parasitoide T. howardi frente a trés diferentes estagios de desenvolvimento deste
hospedeiro alternativo, demonstrando o quanto esse parasitoide € versatil quanto a sua
multiplicacdo nesse hospedeiro, pois pode-se utiliza-lo tanto nas pré-pupas como nas pupas
de A. gemmatalis para sua multiplicacdo em laboratorio, mantendo a eficiéncia dos agentes
de controle bioldgico.
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ANEXOS

ANEXO 1. Composicao da dieta artificial para manutencdo da criacdo de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) (Adaptada de Greene et. al. 1976)

Ingredientes Quantidade! Finalidade
Agua 3.400 mL Solvente

Agar 46 g Espessante

Feijao 250 g Proteina
Germe-de-trigo nao tostado 200 g Proteina

Caseina 759 Proteina
Levedura de cerveja 125¢g Proteina

Proteina de soja texturizada 100 g Proteina

Mistura vitaminica* 2049 Vitamina

Nipagin 159 Conservante
Acido sérbico 60 Conservante
Acido ascorbico 129 Vitamina
Formaldeido 40% 12 mL Anticontaminante
Tetraciclina 250 g Anticontaminante
*Composicao da mistura vitaminica de Vanderzant

Niacinamida 1,000 mg

Pantotenato de célcio 1,000 mg

Tiamina HCI 0,250 mg

Riboflavina 0,500 mg

Piridoxina HCI 0,250 mg

Acido félico 0,250 mg

Biotina 0,020 mg

Vitamina By 0,002 mg

1Quantidade correspontente a 6 potes plasticos transparentes (1000 mL).
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ANEXO 2. Composicdo da dieta para manutencdo dos adultos de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) (Adaptada de Greene et. al. 1976)

Ingredientes Quantidade Finalidade
Agua destilada 1000 mi Solvente
AcUcar 60 g Carboidrato
Mel 109 Carboidrato
Nipagin 19 Conservante
Acido sorbico 19 Conservante
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ANEXO 3. Fases de exploracdo do hospedeiro Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Erebidae) pelo parasitoide Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

Tetrastichus howardi
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ANEXO 4. Esquema de multiplicacdo do hospedeiro alternativo Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) e do parasitoide Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) no Laboratério de Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL), da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil

Anticarsia gemmatalis (LEPIDOPTERA: EREBIDAE)

Tetrastichus howardi (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)
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ANEXO 5. Ensaio de laboratorio desenvolvido com lagartas de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) e liberacfes de diferentes densidades de fémeas de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae), conduzido no laboratério de Controle Bioldgico
de Insetos (LECOBIOL), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil

C

A e B - Fémea de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando lagarta
de quarto instar de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae); C — Lagarta de
quinto instar parasitada por T. howardi ap6s 96 horas; D — Aspecto caracteristico do
processo de parasitismo por fémeas de T. howardi, adquirindo coloragdo escura e
enrijecimento do tegumento.
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ANEXO 6. Ensaio de laboratorio desenvolvido com lagartas de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae) e liberacbes de diferentes densidades de fémeas de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae), conduzido no laboratério de Controle Bioldgico
de Insetos (LECOBIOL), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil

: "'\ < ~ .

.

A — Lagarta de quinto instar parasitada por Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) apds 96 horas; B — Aspecto caracteristico do processo de parasitismo por
fémeas de T. howardi, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) adquirindo
tegumento flacido e sem brilho; C e D — Aspecto caracteristico do processo de
parasitismo por fémeas de T. howardi, coloracdo marrom escura e enrijecimento do
tegumento; C e D — A. gemmatalis parasitada com os orificios de saida dos adultos e
com emergéncia de progénie.
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ANEXO 7. Experimento de semi-campo desenvolvido com lagartas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e liberacBes de diferentes densidades de fémeas de
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), conduzido em casa-de-vegetacao da

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil

. A

A — Lagarta-da-soja de quarto instar liberadas por planta; B — Disposicdo da unidade de
parasitismo e liberacdo; C, D e E — Processo de parasitismo de Anticarsia gemmatalis

em soja; F e G — Lagartas com caracteristicas de parasitismo por Tetrasthicus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae.
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ANEXO 8. Experimento de semi-campo desenvolvido com lagartas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e liberagdes de diferentes densidades de fémeas de
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), conduzido em casa-de-vegetacdo da

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil
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A e B — Lagarta de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) parasitada por
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) apos 96 horas em condi¢des de semi-
campo; C e D — Aspecto caracteristico do processo de parasitismo de A. gemmatalis por
fémeas de T. howardi, com coloracdo marrom escura e enrijecimento do tegumento.
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ANEXO 9. Ensaio de laboratério desenvolvido com pré-pupas de Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) e diferentes densidades de fémeas de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae), conduzido no laboratorio de Controle Biologico
de Insetos (LECOBIOL), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil

A e B - Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pré-
pupa de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae); C e D — Imagem aproximada
de T. howardi inserindo seu ovipositor e realizando o parasitismo em pré-pupa de A.
gemmatalis.



139

ANEXO 10. Ensaio de laboratorio desenvolvido com pupas de Anticarsia gemmatalis
(Lepidotera: Erebidae) e diferentes densidades de fémeas de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae), conduzido no laboratério de Controle Bioldgico de Insetos

(LECOBIOL), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brasil

A — Pupas de A. gemmatalis com 24 horas de idade para montagem do bioensaio; B —
Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupa de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae); C e D — Imagem aproximada de T.
howardi inserindo seu ovipositor e realizando o parasitismo em pupa de A. gemmatalis.
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ANEXO 11. Adultos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), sob
microscopio estereoscdpico, na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil

A

L. il .

A — Macho de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae); B e C — Fémea de T.
howardi; D — Fémea de T. howardi evidenciando a tibia posterior do parasitoide.
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ANEXO 12. Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), sob
microscopio estereoscopico, com medicdo do comprimento de tibia posterior, na

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil

0,05 cm

. Distance 0,052 cm

C D 0,05 cm
005cm .

A e B — Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) provenientes da

densidade de 1 fémea: pupa; C e D — Fémeas de T. howardi provenientes da densidade
de 5 fémeas: pupa.
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ANEXO 13. Adultos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), sob
microscopio estereoscopico, com medicdo do comprimento de tibia posterior, na

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil
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A e B — Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) provenientes da
densidade de 10 fémeas: pupa; C e D — Fémeas de T. howardi provenientes da
densidade de 15 fémeas: pupa.
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ANEXO 14. Adultos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae), sob
microscopio estereoscopico, com medicdo do comprimento de tibia posterior, na

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil

0,05cm

0,05 cm

D

0,05cm

A e B — Fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) provenientes da
densidade de 20 fémeas: pupa; C e D — Fémeas de T. howardi provenientes da

densidade de 25 fémeas: pupa.



