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RESUMO GERAL

O sucesso da utilizacdo de insetos parasitoides em programas de controle bioldgico
aplicado depende, inicialmente, de varios fatores. Entres esses, os estudos relacionados a
biologia dos parasitoides; capacidade de busca pelo hospedeiro; propor¢do ideal do
nimero de fémeas parasitoides/hospedeiro e a qualidade durante sua producdo, em
hospedeiros naturais e alternativos, sdo indispensaveis. Portanto, nosso objetivo geral foi
avaliar as caracteristicas biolégicas do parasitoide Ooencyrtus submetallicus (Howard,
1897) (Hymenoptera: Encyrtidae) parasitando ovos de Euschistus heros (Fabricius,
1798), Chinavia pengue (Rolston, 1983), Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Podisus
nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) e Bombyx mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae), em condi¢des de laboratério. Bem como, testar se ovos de
N. viridula armazenados em ultrafreezer a -80 °C por diferentes periodos sdo eficientes
para multiplicacdo do O. submetallicus. Os experimentos foram realizados no Laborat6rio
de Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e
Ambientais (FCBA/UFGD). Para isso, foram desenvolvidos os seguintes bioensaios: 1)
avaliagdo do parasitismo e desenvolvimento de O. submetallicus em ovos de E. heros, C.
pengue, N. viridula, P. nigrispinus ou B. mori; 2) avaliar a eficiéncia do parasitismo de
ovos de B. mori sob diferentes densidades de fémeas de O. submetallicus; e 3) avaliagdo
da influéncia da temperatura de -80°C sobre as caracteristicas bioldgicas de O.
submetallicus parasitando ovos de N. viridula. Com base na avaliacdo das caracteristicas
bioldgicas, ovos de E. heros, C. pengue, N. viridula, P. nigrispinus e B. mori podem ser
utilizados para criagdo do parasitoide, sendo este o primeiro relato para B. mori. Novos
estudos para buscar melhorar o parasitismo e emergéncia em ovos de B. mori sdo
necessarios. As densidades de 10 e 15 fémeas de O. submetallicus foram as mais
adequadas para criacao desse parasitoide em ovos de B. mori. Fémeas de O. submetallicus
conseguem parasitar e se desenvolver em ovos de N. viridula armazenados em
ultrafreezer de 0 a 90 dias. Os resultados destes trabalhos sdo extremamente relevantes
para o uso desse parasitoide em programas de controle biolégico de pragas, especialmente
de percevejos pentatomideos pragas.

Palavras-chave: Criopreservacao; hospedeiro alternativo; endoparasitoide; percevejos
da soja.
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ABSTRACT

The success of using parasitoid insects in applied biological control programs initially
depends on several factors. Among these, studies related to the biology of parasitoids;
host search capability; ideal proportion of the number of parasitoid females/host and the
quality during their production, in natural and alternative hosts, are indispensable.
Therefore, our general objective was to evaluate the biological characteristics of the
parasitoid Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera: Encyrtidae)
parasitizing eggs of Euschistus heros (Fabricius, 1798), Chinavia pengue (Rolston, 1983),
Nezara viridula (Linnaeus, 1758), Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera:
Pentatomidae) and Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), under
laboratory conditions. As well as testing whether N. viridula eggs stored in an ultrafreezer
at -80 °C for different periods are efficient for O. submetallicus multiplication. The
experiments were carried out at the Laboratory of Biological Control of Insects
(LECOBIOL) of the Faculty of Biological and Environmental Sciences (FCBA/UFGD).
For this, the following bioassays were developed: 1) evaluation of the parasitism and
development of O. submetallicus in eggs of E. heros, C. pengue, N. viridula, P.
nigrispinus or B. mori; 2) to evaluate the efficiency of B. mori eggs parasitism under
different densities of O. submetallicus females; and 3) evaluation of the influence of the
temperature of -80°C on the biological characteristics of O. submetallicus parasitizing N.
viridula eggs. Based on the evaluation of biological characteristics, eggs of E. heros, C.
pengue, N. viridula, P. nigrispinus and B. mori can be used to rear the parasitoid, this
being the first report for B. mori. Further studies to improve parasitism and emergence in
B. mori eggs are needed. The densities of 10 and 15 females of O. submetallicus were the
most suitable for rearing this parasitoid in B. mori eggs. O. submetallicus females can
parasitize and develop in N. viridula eggs stored in an ultrafreezer for 0 to 90 days. The
results of these works are extremely relevant for the use of this parasitoid in biological
pest control programs, especially pentatomid stink bug pests.

Key words: Cryopreservation; alternate host; endoparasitoid; soybean stinkbugs.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais commodities brasileiras,
posiciona o pais em segundo lugar em termos de producéo e o primeiro em exportacdo
(TOLOI et al., 2021). Com producéo da cultura de 125 milhdes de toneladas em 40,5
milhdes de hectares na safra de 2021/2022, apresenta expectativas reais de crescimento
para as proximas safras (CONAB, 2022).

No entanto, o ataque de pragas que ocorre desde o periodo vegetativo e se
estendem até o final do reprodutivo, é um dos grandes problemas fitossanitarios para se
conseguir altas produtividades de soja (AVILA, VIVAN e TOMQUELSKI, 2013; CESB,
2018). O complexo de percevejos fitéfagos da familia Pentatomidae é um dos principais
responsaveis por grandes prejuizos econdémicos nas lavouras a cada ano, devido
principalmente pelo elevado potencial de dano, dificuldades de controle e constantes re-
infestacGes (SCOPELL et al., 2017). Durante sua alimentacéo, 0s percevejos penetram
seu estilete nas vagens, causando danos e queda de produtividade, caso medidas de
controle ndo sejam adotadas (PANIZZI et al., 2012; AVILA et al., 2020).

O controle dos percevejos fitdéfagos geralmente € realizado por meio de
aplicacdes de defensivos quimicos durante as fases de desenvolvimento da soja (AVILA
et al., 2020) ou, ainda, através do controle biolégico como por exemplo, a liberacbes de
parasitoides de ovos (VAN LENTEREN et al., 2018).

A utilizacdo de parasitoides em programas de controle biologico aplicado,
depende inicialmente de estudos de sua biologia, conhecimento de sua reproducdo em
hospedeiros naturais e alternativos, da capacidade de busca e de reproducdo em ovos de
hospedeiros, em condicdes de semi campo e campo (PINEYRO FERREIRA, 2016).

Parasitoides, especialmente os de ovos, fazem parte de um importante grupo de
agentes de controle biologico, pois impedem a eclosao das lagartas e ninfas, o que diminui
danos e a populacdo do inseto herbivoro (KOPPEL et al., 2009).

Os parasitoides do género Ooencyrtus (Ashmead, 1900) foram relatados como
inimigos naturais em pragas florestais e agricolas (HUANG e NOYES, 1994; TUNCA,
2016), dentre eles, o Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera:
Encyrtidae) esta descrito na literatura parasitando ovos de diversos pentatomideos
(BUSCHMAN e WHITCOMB 1980; CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1995;
GOLIN etal., 2011; EDUARDO et al., 2018; SANOMIA et al., 2020).
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No entanto, para a eficiente implantacdo de um programa de controle biologico
€ necessario que a producdo dos parasitoides e predadores seja continua, em grande escala
e de baixo custo (BOURDAIS et al., 2012; COLINET e BOIVIN, 2011). Dessa forma, o
estudo e aperfeicoamento de métodos de armazenamento eficientes, permitem a rapida
expansao da producdo de insetos benéficos e tornam os custos de produgdo mais baixos
(CHEN et al., 2008).

Diante do exposto, foi comparado o parasitismo de O. submetallicus em espécies
de percevejos pentatomideos Euschistus heros (Fabricius, 1798), Chinavia pengue
(Rolston, 1983), Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) e Nezara viridula (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Pentatomidae), além do hospedeiro alternativo Bombyx mori (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Bombycidae); Avaliamos a eficiéncia de parasitismo e
desenvolvimento sob diferentes densidades de fémeas do parasitoide em ovos de B. mori
e a reproducédo de O. submetallicus em ovos de N. viridula armazenados por diferentes

periodos em freezer especial a -80°C.

REVISAO DE LITERATURA

Cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill]

A soja Glycine max (L.) Merril é de origem asiatica e teve a primeira pesquisa
relatada no Brasil em 1882, pelo professor Gustavo D"Utra, na regido do Rec6ncavo
Baiano. Entretanto, por ndo estar adaptada ao clima tropical da regido, a soja ndo obteve
éxito nesse primeiro estudo. O éxito na producdo de soja no pais foi obtido a partir da
década de 40, quando foi semeada no Rio Grande do Sul. A cultura ganhou forga a partir
das décadas de 50/60 com a criagdo de 6rgdos de pesquisas, parcerias e contratacdo de
novos pesquisadores (DALL'AGNOL, 2016).

Em 1941, houve o primeiro registro estatistico da producdo de soja no pais,
quando foram colhidas cerca de 457 toneladas (DALL'AGNOL, 2016), depois disso a
producéo e a importancia da cultura aumentaram consideravelmente, atingindo a marca
de 140 milhdes de toneladas em 2021 (CONAB, 2022). Com os precos do grédo elevados
na década de 70, a soja acabou sendo levada para outras regides do pais, principalmente
no Cerrado, onde as terras possuiam baixo valor, com isso mais pesquisas foram sendo
feitas para encontrar variedades adaptadas aos mais diferentes ambientes presentes no
Brasil (DALL'AGNOL, 2016).
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A soja possui um imprescindivel papel no desenvolvimento da agroindustria
brasileira, possuindo uma grande importancia para o desenvolvimento socioecondmico
brasileiro, sendo responsavel por 14% das exportacdes do pais (DALL'AGNOL, 2016).

Os usos para a soja sao diversos, muitos alimentos proteicos possuem soja em
sua formulacéo, podendo chegar a 70% na formulagdo de racbes animais. E usada na
fabricacéo de diversos alimentos para consumo humano, animal, além de possuir outros
usos para a industria (DALL'AGNOL, 2016).

Desde o inicio da soja no Brasil, muitas pesquisas foram feitas buscando um
maior entendimento sobre a cultura, fertilidade e principalmente sobre as pragas e
doengas que afetam a lavoura. Para se conhecer melhor as pragas da cultura, foram
necessarias pesquisas buscando separar as pragas primarias das secundarias que
esporadicamente se alimentavam das plantas, porém sem provocar danos econdémicos
(DALL'AGNOL, 2016).

Dentre os insetos-praga frequentemente encontrados na cultura da soja e que séo
responsaveis por causarem grandes danos estdo os percevejos fitdfagos da familia
Pentatomidae, sendo o E. heros o principal deles, que é responsavel por perdas de até
30% na produtividade. O ataque dos percevejos é mais prejudicial no periodo em que as
plantas estdo iniciando a formacéo de vagens, mas podem causar danos até o periodo final
da maturac&o dos graos (AVILA et al., 2020).

Devido a maior ocorréncia de pragas nas lavouras de soja, os defensivos
quimicos tém sido utilizados com frequéncia cada vez maior e muitas vezes de forma
inadequada, o que tém levado ao aumento das contaminacfes ambientais e casos de
resisténcia, além da reducédo das populacdes de inimigos naturais (CASTRO et al., 2012).
Isto tem levado os produtores a buscarem tecnologias sustentaveis dentro do manejo

integrado de pragas em especial bioinsumos (MEYER et al., 2022).

Percevejos

A expansdo dos cultivos de soja e milho favorecem o aparecimento e
crescimento populacional da populagédo de percevejos nas lavouras. O complexo de
percevejos fitdfagos vem se tornando cada vez mais importantes, podendo provocar
grandes danos em cultivos comerciais e sobreviver em periodos de entressafra em outras
plantas hospedeiras (PANNIZI et al., 2012; CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMES,
2017).
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Os percevejos pentatomideos fazem parte de uma das maiores familias de
percevejos e dentro dessa familia algumas espécies s@o consideradas importantes pragas
para na soja, como € o caso do percevejo marrom E. heros e o percevejo barriga verde
Diceraeus melacanthus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae). Além desses
percevejos, outras espécies também podem ocorrer na cultura, como 0S percevejos
Chinavia spp e N. viridula (PANNIZI et al., 2012).

Euschistus heros é uma espécie muito adaptada ao clima brasileiro, estando
presente em grade parte dos cultivos de soja no Brasil atualmente (PANNIZI et al., 2012;
BETTIOL et al., 2017). Geralmente E. heros aparece nas lavouras de soja no final do
periodo vegetativo, podendo atingir grandes populacdes no final da maturacao dos gréos.
Normalmente o percevejo marrom completa trés ciclos na soja e apds a colheita ele passa
a se alimentar de outras plantas existentes na regido ou ataca a proxima cultura que é
semeada no local, muitas vezes o milho. No outono E. heros pode buscar abrigo na
palhada, ficando abrigado até o préximo cultivo, podendo ficar em estado de hibernacao,
sem se alimentar (CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMES, 2017). A longevidade dos
adultos dura em média 116 dias (PANNIZI et al., 2012) e podem ovipositar mais de 300
ovos/fémea (CALIZOTTI et al., 2009).

Os danos provocados pelos percevejos fitofagos sao importantes, pois como na
maioria das vezes se alimentam das vagens e dos grdos, esses danos acabam sendo
maiores, logo causam importantes perdas na produtividade, qualidade dos graos,
problemas no armazenamento, favorecendo a entrada de microrganismos nas plantas,
além da injecéo de toxinas (CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMES, 2017).

Os percevejos Chinavia spp sdo polifagos e considerados pragas secundarias,
ocorrendo por todo o Brasil. A cor predominante dos adultos é verde com mancha preta
no angulo basal do escutelo, ja as ninfas no geral apresentam coloracdo preta com
manchas. O tempo médio de desenvolvimento dos ovos varia de 6 a 8 dias, periodo ninfal
de 30 a 45 dias e longevidade dos adultos pode passar dos 100 dias. As fémeas podem
ovipositar uma média de 80 a 220 ovos (SCHWERTNER; GRAZIA, 2007), contendo em
cada postura 14 ovos em média (MATESCO et al., 2007).

O percevejo N. viridula tem distribuicdo por todo o planeta (PANIZZI et al.,
2000). E uma espécie que ja foi mais abundante nas lavouras de soja no Brasil, sua
ocorréncia vem diminuindo na cultura (KUSS et al., 2012).

O percevejo N. viridula é uma especie polifaga atacando diferentes culturas,

inclusive a soja, apresenta coloracdo em geral verde, com diferencas na tonalidade, podem
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atingir até 1,7 cm de tamanho e as fémeas podem sobreviver por mais de 100 dias
(PANIZZI et al., 2012). As fémeas possuem capacidade de ovipositar mais de 290 ovos
(AZAMBUJA et al., 2014) agrupados em massas hexagonais com até 200 ovos
(PANIZZI et al., 2012).

As ninfas de N. viridula de 1° instar apresentam coloracao alaranjada, ja no 2° e
3% instares possuem coloragdo preta com manchas brancas e somente apds o 3° instar que
as ninfas passam a apresentar coloracdo preta com manchas brancas e somente apés o 3°
instar 0 percevejo passa a apresentar coloracdo verde com manchas brancas (TODD,
1989; PANIZZI et al., 2012).

Além dos percevejos fitofagos, também existem algumas espécies que Ssao
predadores, sendo utilizados em programas de controle biolégico, como o que é realizado
com o percevejo P. nigrispinus (PANNIZI et al., 2012).

O percevejo predador P. nigrispinus possui as fases de ovo, ninfa e adulto
(BUENO et al., 2012). O tempo necessario para passar pelos ciclos de ovo até emergéncia
dos adultos dura em torno de 18 a 30 dias, variando conforme condi¢des ambientais e
nutricionais (TORRES et al., 2006).

Ao eclodirem, as ninfas de 1° instar possuem coloragéo escura, quase preta, de
até 1,4 mm de comprimento (BUENO et al., 2012). Ninfas de 2° instar apresentam as
mesmas caracteristicas que ninfas de 1° instar, porém sdo maiores, com até 2,5 mm
(TORRES et al., 2006) e ja iniciam a alimentagdo. A partir do 3° até o 5° instar, as ninfas
passam a apresentar colocaracdo avermelhada com manchas escuras no abddémen
(BUENO et al., 2012).

Adultos de P. nigrispinus possuem longevidade média de 1 a 3 meses,
diferenciam-se das ninfas pela coloracdo e por apresentarem hemiélitro formado e
espinhos laterais no pronoto (BUENO et al., 2012). A coloragédo dos adultos difere das
ninfas, sendo esverdeada para os machos e marrom-avermelhado para as fémeas,
atingindo cerca de 1,2 cm (TORRES et al., 2006).

Ovos de P. nigrispinus possuem coloragcdo variavel, sendo esbranquicados
quando sdo recém-ovipositados, mudando para cinza conforme envelhecem e
avermelhados quando estdo pertos da eclosdo. As fémeas possuem capacidade de
ovipositar, em média, 300 ovos durante seu ciclo, que sdo colocados em massas de ovos
de numero variavel, de 1 a 40 ovos (TORRES et al., 2006).
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Bicho-da-seda (Bombyx mori)

A criacdo do bicho-da-seda B. mori, também conhecida como sericicultura, teve
inicio ha milhares de anos na China. A sericicultura engloba a criacdo do inseto, do seu
alimento, que é a amoreira (Morus sp.) e a producio da seda (SANTOS et al, 2016). E
uma atividade com técnicas de criacdo ja bem conhecidas e grande parte da criacdo do
bicho da seda é realizada por pequenos produtores, geralmente agricultura familiar, pois
como é uma atividade de baixo impacto ambiental, permite a produgcdo em areas pequenas
e sem o uso de muita sofisticacio (BRANCALHAO et al., 2004; SANTOS et al, 2016).

O bicho da seda é um inseto holometabolo, ou seja, possui 0s estagios de ovo,
larva, pupa e adultos. S&o insetos que devido a sua domesticacdo pelo Homem perderam
a capacidade de voar, apesar de possuirem asas. As fémeas realizam postura de cerca de
400 ovos (PORTO et al., 2004), quando fecundados sua coloracéo é amarelada, depois
rosados, alaranjados e por fins cinzentos. Uma caracteristica que os ovos de B. mori
possuem é uma mucilagem que tornam os ovos muito duros, que é uma caracteristica da
espécie para proteger contra inimigos e atrasar o desenvolvimento dos ovos (SANTOS et
al, 2016).

Parasitoides

Diferentemente dos insetos predadores que necessitam de varias presas para
completarem seu ciclo de vida, os parasitoides necessitam de somente um hospedeiro, do
qual se alimentam, para completarem seu ciclo de vida, ja o adulto possui vida livre.
Estimativas apontam para existéncia de cerca de 200 mil espécies de parasitoides,
distribuidas entre as ordens Diptera e Hymenoptera, podendo ser classificados como
endoparasitoides ou ectoparasitoides, gregarios ou solitarios, conforme seu tipo de
desenvolvimento (PARRA et al., 2002).

Parasitoides que se desenvolvem no exterior do corpo dos insetos séo chamados
de ectoparasitoides, enquanto os insetos que realizam seu ciclo no interior do corpo dos
insetos sdo denominados de endoparasitoides. A divisdo entre parasitoides solitarios ou
gregarios esta relacionada ao numero de parasitoides desenvolvido no hospedeiro, onde

apenas um parasitoide se desenvolve é chamado de parasitoide solitario, porém se mais
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de um parasitoide se desenvolver no hospedeiro entdo é chamado de parasitoide gregario
(PARRA et al., 2002).

Na soja, os parasitoides mais estudados e pesquisados estdo relacionados aos
hemipteras e lepiddpteros, ja que sdo as pragas mais abundantes nas lavouras, possuindo
assim grande relevancia tanto para o controle natural das pragas quanto para 0 manejo
integrado de pragas (CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMES, 2017).

Parasitoides de ovos

Parasitoides de percevejos sdo importantes inimigos naturais por usarem ovos
depositados na parte aérea das plantas para o seu desenvolvimento, sendo muitas vezes
responsaveis por manter as populacdes dos percevejos em niveis mais baixos (BUENO
et. al., 2012).

A grande maioria dos parasitoides possuem habitos generalistas, atacando
diferentes espécies de percevejos, no entanto alguns parasitoides demonstram preferéncia
por algumas espécies de percevejo, como no caso do percevejo E. heros que é muito
atacado pelo parasitoide Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (Hymenoptera:
Platygastridae) (BUENO et. al., 2012; SILVA et al., 2018; OLIVEIRA, 2021).

A incidéncia dos parasitoides nas lavouras € fortemente influenciado pelo
manejo adotado em cada lavoura, por serem insetos muito sensiveis, dependendo do
produto quimico utilizado no local pode também afetar as populagdes dos parasitoides
(BUENO et. al., 2012).

Pesquisas foram desenvolvidas para estudar a viabilidade do uso de parasitoides
de ovos. Duas espécies passaram a ser mais utilizadas em programas de controle biol6gico
de percevejos, que sdo o0s parasitoides Trissolcus basalis (Wollaston, 1858)
(Hymenoptera: Scelionidae) e T. podisi (BUENO et al., 2012; OLIVEIRA, 2021), no
entanto, devido as mudancas climaticas com o consequente aumento de temperatura, 0
parasitoide T. podisi passou a ser o parasitoide mais adequado para o controle da maioria
das espécies de percevejos que ocorrem nas lavouras de soja no Brasil (OLIVEIRA,
2021).

O uso do controle bioldgico para percevejos possui bom potencial de utilizacao
podendo ser mais uma ferramenta para auxiliar no controle de pragas reduzindo a pressao
sobre 0s principios ativos registrados para 0s percevejos, reduzindo os riscos de

ocorrerem resisténcia das pragas aos defensivos quimicos utilizados (OLIVEIRA, 2021).
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Ooencyrtus submetallicus

Ooencyrtus possui grande importancia por ser um género muito diverso e
difundido por todo o mundo. Diversas espécies sdo reconhecidas por serem inimigos
naturais de pragas agricolas, possuindo assim um grande potencial em programas de
manejo de pragas. E muito relatado como parasitoide de pragas florestais (HUANG e
NOYES, 1994; SAMRA et al., 2018). Grande parte das espécies sdo parasitoides de ovos
de hemipteros ou lepiddpteros, no entanto existem espécies que parasitam outras familias
como Diptera e Coleoptera (HUANG e NOYES, 1994).

Ooencyrtus submetallicus possui reproducdo por partenogénese telitoca, onde 0s
descendentes sdo geralmente todas fémeas, nascendo machos em condicdes especificas
de temperatura. Os machos dessa espécie possivelmente ndo possuem fungdo, pois o
macho até persegue as fémeas, porém sem sucesso na cépula, ndo afetando assim a
reproducéo das fémeas (WILSON e WOOLCOCK, 1960).

Ooencyrtus submetallicus € um parasitoide de ovos, sendo sua ocorréncia
relatada naturalmente em ovos de diversos percevejos e outros insetos. Foi usado na
Austrélia na década de 1950 para o controle do percevejo N. viridula. O parasitoide faz a
postura de um ou varios ovos no interior do ovo hospedeiro, onde ird completar seu ciclo
bioldgico até a emergéncia dos adultos, podendo sair mais de um parasitoide por
hospedeiro parasitado (WILSON e WOOLCOCK, 1960).

Para que programas de controle biologico tenham sucesso, principalmente os
que utilizam parasitoides, sdo necessarios diversos estudos, como idade do hospedeiro e
parasitoide, periodo de parasitismo, armazenamento de parasitoides e hospedeiros em
baixas temperaturas para serem usados posteriormente e utilizagdo de hospedeiros
alternativos, caso contrario, ocorre grandes chances de os programas ndo prosperarem
(PINEYRO FERREIRA, 2016).

Para a multiplicacdo massal do parasitoide, sdo necessarios estudos da biologia
do parasitoide, como parasitismo, emergéncia, progénie, duragéo do ciclo de vida, razdo
sexual e longevidade. Com essas caracteristicas avaliadas € possivel estabelecer as
melhores condicdes de criacdo para os parasitoides com a melhor eficiéncia (PEREIRA
etal., 2004).

Existem relatos do parasitoide O. submetallicus parasitando naturalmente ovos

de diversos hospedeiros, sendo N. viridula nos Estados Unidos (WILSON e
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WOOLCOCK, 1960) e Brasil (BUSCHMAN e WHITCOMB 1980; CORREA-
FERREIRA e MOSCARDI, 1995), Edessa meditabunda (Fabricius, 1794) (GOLIN et al.
2011), foi também encontrado parasitando ovos de Erinnyis ello (Linneaus, 1758)
(Lepidoptera: Sphingidae) (SILVA, 2017). Apesar das pesquisas, as informag6es sobre
sua biologia, métodos de multiplicacéo e uso em programas de controle bioldgico ainda
s&0 poucos, necessitando de mais estudos (PINEYRO FERREIRA, 2016).

Eficiéncia bioldgica de parasitoides

Ultimamente vem ocorrendo um grande crescimento no uso do controle
bioldgico na América Latina, enquanto a América do Norte é o maior produtor e a Europa
€ 0 maior consumidor de produtos para controle biolégico (VAN LENTEREN et al.,
2018).

O controle biol6gico possui diversas vantagens em relagdo aos produtos
quimicos, como menores riscos de contaminagdo ambiental, ndo provoca resisténcia de
pragas aos produtos utilizados além de ser mais seguros para quem aplica ou reside
proximos das areas agricolas (VAN LENTEREN et al., 2018).

Estudos de biologia, capacidade de busca e parasitismo em hospedeiros em
condicdes de laboratdrio e campo, ciclo de vida, emergéncia de individuos, longevidade
dos parasitoides e razdo sexual sdo apenas alguns parametros importantes para se
conhecer e com isso fazer com que os programas de controle biol6gico tenham sucesso
(PINEYRO FERREIRA, 2016; TIAGO, 2019)

Estudos avaliando a interacdo entre parasitoides e hospedeiros permitem
determinar as melhores idades para uso do parasitoide, tanto em criagdes em laboratorio,
quanto para uso em programas de controle bioldgico. Em relacdo ao O. submetallicus, o
parasitismo de ovos e fortemente influenciado pela idade do parasitoide, sendo 120 horas
a melhor idade para conseguir um 6timo parasitismo, a partir desse tempo a qualidade do
parasitoide comeca a decrescer (FACA et al., 2021).

Testes do parasitoide em ovos armazenados em nitrogénio liquido por diferentes
periodos, apontaram que 0 armazenamento de ovos em temperaturas criogénicas €
eficiente, porém existe diferenca entre os diferentes hospedeiros. Por meio dessa técnica
é possivel armazenar ovos em periodos do ano que ocorra abundancia de ovos e utiliza-

los em momentos de escassez de hospedeiros (SANOMIA, 2019).
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Estudos sobre a temperatura ideal para liberacbes de parasitoides e
desenvolvimento sdo importantes para avaliar as melhores condi¢des para criacao e uso
dos parasitoides em programas de controle biolégico. O parasitoide O. submetallicus se
reproduz na faixa de temperatura entre 19°C e 31°C (CHAVES et al., 2021).

Bioensaios buscando analisar a seletividade de agrotoxicos aos parasitoides sdo
importantes para que se verifiqgue como os produtos afetam os parasitoides e com isso
saber a melhor forma de uso dos agrotéxicos, buscando sempre que possivel utilizar os
seletivos aos organismos bioldgicos. Estudos de seletividade para O. submetallicus
indicaram que os principios ativos novaluron e teflubenzuron foram classificados como
Classe 1 (inofensivos para o parasitoide), beta-ciflutrina + imidacloprido como Classe 3
(moderadamente nocivo); e lambda-cialotrina + tiametoxam e metomil como Classe 4
(nocivo ao parasitoide). Dessa forma é importante que se busque substituir produtos ndo
seletivos (Classe 3 e 4) para produtos seletivos (Classe 1), permitindo assim uma maior
sobrevivéncia de insetos benéficos na lavoura (SANOMIA et al., 2020).

Para multiplicacdo dos parasitoides em laboratério e em criagdes massais €
necessario saber a melhor proporcdo de parasitoides e hospedeiros utilizados. Para O.
submetallicus a proporc¢éo de 1:6 parasitoides e hospedeiros em um periodo de 24 horas
foi a melhor combinacdo (SANOMIA et al., 2021).

Com base no exposto, torna-se fundamental o conhecimento da biologia do
parasitoide O. submetallicus, sendo assim, este trabalho busca comparar hospedeiros
naturais e alternativo, através de métodos de conservacdo de hospedeiros em baixas
temperaturas e densidade de parasitoides utilizando B. mori como hospedeiro alternativo,
servindo de base para estudos posteriores com esse parasitoide em condi¢fes de semi

campo € no campo.

OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas biologicas de O. submetallicus parasitando ovos de E.
heros, C. pengue, N. viridula, P. nigrispinus e de B. mori, em condi¢des de laboratério.
Bem como, testar se ovos de N. viridula armazenados em ultrafreezer a -80°C por
diferentes periodos serdo eficientes para multiplicacdo de O. submetallicus em

laboratério.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o parasitismo e desenvolvimento de O. submetallicus em ovos de E. heros,
C. pengue, N. viridula, P. nigrispinus e de B. mori;

Avaliar a eficiéncia de parasitismo de O. submetallicus em ovos de B. mori sob
diferentes densidades de fémeas do parasitoide.

Avaliar a influéncia da temperatura de -80°C sobre as caracteristicas bioldgicas
de O. submetallicus parasitando ovos de N. viridula armazenados por diferentes

periodos;

HIPOTESES

Ooencyrtus submetallicus consegue se reproduzir em ovos de diferentes
hospedeiros com a mesma eficiéncia;

Ovos de B. mori podem ser utilizados para criagdo de O. submetallicus
independente da densidade de fémeas desse parasitoide.

Ooencyrtus submetallicus consegue parasitar e se desenvolver em ovos

armazenados a -80°C em ultrafreezer por diferentes periodos;
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CAPITULO I — Biologia de Ooencyrtus submetallicus em ovos de percevejos
pentatomideos e de Bombyx mori

RESUMO

Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera: Encyrtidae) é um eficiente
parasitoide de ovos de diversos insetos. Avaliamos seu parasitismo e desenvolvimento
em ovos dos percevejos Euschistus heros (Fabricius, 1798), Chinavia pengue (Rolston,
1983), Podisus nigrispinus (Dallas, 1851), Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera:
Pentatomidae) e do bicho-da-seda Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Bombycidae). Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Controle Bioldgico
de Insetos (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais
(FCBA/UFGD). Para cada hospedeiro foi utilizado um total de 100 ovos com 24 horas de
idade e 10 fémeas do parasitoide com 120 horas de idade. Foram feitas 10 repeticdes,
sendo que cada repeticao havia 10 ovos do hospedeiro e 1 fémea do parasitoide. Apds 24
horas de exposicéo as porcentagens de parasitismo de O. submetallicus, foram de 79,00
+ 8,09; 69,00 £ 9,00; 71,00 + 9,00; 67,00 £ 4,73 e 26,00 + 5,21% em ovos de E. heros,
N. viridula, P. nigrispinus, B. mori e C. pengue, respectivamente. Com relacdo a
porcentagem de emergéncia de O. submetallicus em ovos de percevejos, todos tiveram
resultados semelhantes, sendo de 62,17 + 10,48; 80,83 + 8,96; 79,37 = 9,55 e 85,55 *
10,08% para P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula e E. heros, respectivamente. Enquanto
a emergéncia do parasitoide em ovos de B. mori foi de 18,44 + 5,95%. A duragdo do ciclo
de vida de O. submetallicus foi semelhante em ovos de P. nigrispinus, C. pengue, N.
viridula e B. mori sendo de 16,67 = 0,29; 16,90 £+ 0,10; 17,00 £ 0,00 e 17,00 = 0,00 dias,
respectivamente. Enguanto, em ovos de E. heros, a duracdo do ciclo de vida do
parasitoide foi de 16,00 + 0,00 dias. O nimero de individuos por ovo obtidos em ovos de
C. pengue foi de 2,62 £ 0,33. Para P. nigrispinus, E. heros e B. mori, os resultados
encontrados foram de 1,63 + 0,18; 1,70 + 0,06 e 1,58 + 0,27, respectivamente. A
longevidade de fémeas de O. submetallicus emergidas em ovos de percevejos foram
semelhantes, porém, maiores quando comparadas as fémeas emergidas de ovos de B.
mori. Com base na avaliacdo das caracteristicas bioldgicas, ovos de E. heros, C. pengue,
N. viridula, P. nigrispinus e B. mori podem ser utilizados para criagdo do parasitoide,
sendo este o primeiro relato de parasitismo de O. submetallicus em ovos de B. mori. No
entanto, mais estudos devem ser priorizados para melhorar a capacidade adaptativa,
parasitismo e emergéncia de O. submetallicus em ovos do hospedeiro alternativo B. mori.
Uma vez que, o insucesso de um programa de controle biolégico, muitas vezes, pode estar
relacionado a escolha inadequada do hospedeiro durante a criacdo em larga escala.

Palavras-chave: Controle bioldgico; parasitoide de ovos; hospedeiro alternativo,
capacidade adaptativa.
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CHAPTER I - Biology of Ooencyrtus submetallicus reared eggs of pentatomid bugs
and Bombyx mori

ABSTRACT

Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera: Encyrtidae) is an efficient egg
parasitoid of several insects. We evaluated its parasitism and development in eggs of
stinkbugs Euschistus heros (Fabricius, 1798), Chinavia pengue (Rolston, 1983), Podisus
nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), Nezara viridula (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Pentatomidae) and the silkworm Bombyx mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae). The experiments were carried out at the Laboratory of
Biological Control of Insects (LECOBIOL) of the Faculty of Biological and
Environmental Sciences (FCBA/UFGD). A total of 100 eggs with 24 hours of age and 10
females of the parasitoid with 120 hours of age were used for each host, which were
introduced into glass tubes. There were 10 repetitions, and each repetition had 10 eggs of
the host and 1 female of the parasitoid. The percentages of parasitism were 79,00 + 8,09;
69,00 + 9,00; 71,00 £ 9,00; 67,00 £ 4,73 and 26 £ 5,21% in eggs of E. heros, N. viridula,
P. nigrispinus, B. mori and C. pengue, respectively. Regarding the percentage of
emergence of O. submetallicus in stinkbug eggs, all of them had similar results, being
62,17 + 10,48; 80,83 = 8,96; 79,37 + 9,55 and 85,55 + 10,08% for the species P.
nigrispinus, C. pengue, N. viridula and E. heros, respectively. While the emergence of
the parasitoid in B. mori eggs was 18,44 + 595%. The life cycle duration of O.
submetallicus was similar in eggs of P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula and B. mori,
being 16,67 + 0,29; 16,90 £ 0,10; 17,00 + 0,00 and 17,00 + 0,00 days, respectively. The
duration of the parasitoid life cycle in E. heros eggs was 16,00 + 0,00 days. The number
of individuals per egg obtained from C. pengue eggs was 2,62 * 0,33. For P. nigrispinus,
E. heros and B. mori, the results found were 1,63 + 0,18; 1,70 + 0,06 and 1,58 * 0,27,
respectively. The longevity of females of O. submetallicus emerged from stink bug eggs
were similar, however, higher when compared to females emerged from eggs of B. mori.
Based on the evaluation of biological characteristics, eggs of E. heros, C. pengue, N.
viridula, P. nigrispinus and B. mori can be used to create the parasitoid, this being the
first report of parasitism of O. submetallicus in eggs of B. mori. However, studies should
be prioritized to seek to improve parasitism and emergence in B. mori eggs.

Keywords: Biological control; egg parasitoid; alternate host; adaptive capacity
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INTRODUCAO

A expansao do cultivo de soja no Brasil, principalmente nas regides de Cerrado,
favoreceu o aumento de diversas pragas (WIEST e BARRETO, 2012). Somado a isso, as
mudancgas que ocorreram no ambiente agricola, desde alteragdes dos periodos da
semeadura; adocao de novas tecnologias e cultivares; e as intensas mudangas climaticas,
contribuiram para a diversificacdo e crescimento das populacBes de insetos fitdfagos.
Entre eles, os percevejos pentatomideos assumiram importancia entre as pragas que
ocorrem na cultura (CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMEZ, 2017).

O percevejo-marrom Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera:
Pentatomidae) € a espécie que possui maior ocorréncia nas lavouras e responsavel pelos
maiores danos econdmicos aos sojicultores (CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMEZ,
2017). Somados a isso, essa espécie desenvolveu resisténcia aos principais principios
ativos utilizados na soja, como o lambda-cialotrina e beta-ciflutrina (PITTA et al., 2018;
SOMAVILLA etal., 2020) tornando o manejo cada vez mais dificil. Porém, com a adocéo
do manejo integrado de pragas - MIP; monitoramentos constantes; uso de defensivos nas
dosagens adequadas e seletivos aos inimigos naturais é possivel manter as populacdes
dessas pragas abaixo do nivel de dano econdémico (CORREA-FERREIRA e SOSA-
GOMEZ, 2017)

Além de E. heros, o percevejo barriga-verde Diceraeus melacanthus (Dallas,
1851) e o percevejo-verde Nezara viridula (Linnaeus 1758) (Hemiptera: Pentatomidae)
que ja foi muito mais comum e hoje possui baixa ocorréncia, variando de intensidade
dependendo da regido, e os percevejos do género Chinavia sp. também sdo encontrados
na soja, porém em baixas populacBes e por isso sdo consideradas pragas secundarias
(PANNIZI et al., 2012).

De maneira geral, para evitar problemas com a ocorréncia de pragas na lavoura,
deve-se adotar diferentes formas de manejo para as pragas, comecando pelo
monitoramento, que permite verificar quais insetos estdo ocorrendo em maior nimero e
saber se precisa ou ndo de um controle para reduzir a populacio (CORREA-FERREIRA
e SOSA-GOMEZ, 2017).

A adocdo do MIP, busca adotar estratégias de amostragens e, se necessario,
controle para as pragas, adotando preferencialmente o controle bioldgico, pois assim
dificulta o desenvolvimento de resisténcia nas espécies alvo do controle. E caso seja

necessario, o controle quimico, optando por produtos seletivos aos inimigos naturais para
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preservar 0 maior nimero de insetos benéficos no ambiente agricola (CORREA-
FERREIRA e SOSA-GOMEZ, 2017).

A busca por lavouras de soja ambientalmente sustentaveis, a ado¢do do controle
bioldgico vem assumindo um papel cada vez maior nesse processo (CORREA-
FERREIRA e SOSA-GOMEZ, 2017). Dentro do controle bioldgico destaca-se 0s
parasitoides, que diferentemente dos predadores que necessitam de varias presas para seu
desenvolvimento, os parasitoides possuem ao menos uma fase de desenvolvimento
associada ao seu hospedeiro (FONTES e VALADARES-INGLIS, 2020). Os parasitoides
podem ser classificados entre gregarios ou solitarios, depende de quantos se desenvolvem
no mesmo hospedeiro e, posteriormente, de acordo com o desenvolvimento deles no
hospedeiro podem ser classificados em endoparasitoides ou ectoparasitoides, quando o
desenvolvimento ocorre dentro ou fora do corpo do hospedeiro, respectivamente
(PARRA et al., 2002; BUENO et al., 2012; FONTES e VALADARES-INGLLIS, 2020).

Parasitoides de ovos sdo um dos grupos mais importantes de agentes de controle
bioldgico, sendo responsaveis muitas vezes por manter as populacdes de insetos-praga
em baixos niveis de dano econémico nas lavouras (BUENO et al., 2012). Todos
pertencem & ordem Hymenoptera e muitos sdo generalistas, parasitando diferentes
hospedeiros, o que facilita a criagdo massal em hospedeiros alternativos (PARRA, 2002;
BUENO et al., 2012).

O género Ooencyrtus (Ashmead, 1900) frequentemente descrito como
parasitoide de pragas agricolas e florestais (HUANG e NOYES, 1994; TUNCA, 2016)
possui a capacidade de parasitar diversas espécies. O parasitoide Ooencyrtus
submetallicus (Howard, 1987) (Hymenoptera: Encyrtidae) foi relatado parasitando ovos
de E. heros (CHAVES et al., 2021; SANOMIA et al., 2021); Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837) (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1995); Edessa meditabunda
(Fabricius, 1794) (GOLIN et al. 2011); N. viridula (Hemiptera: Pentatomidae)
(BUSCHMAN e WHITCOMB 1980; FACA et al., 2021) e de Erinnyis ello (Linneaus,
1758) (Lepidoptera: Sphingidae) (SILVA, 2017).

Como O. submetallicus ja foi relatado parasitando ovos de lepidopteros (NOYES
1985; SILVA, 2017), procuramos utilizar Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Bombycidae) como hospedeiro alternativo, pelo fato de ser uma espécie com alta
producéo de ovos, cerca de 400 (PORTO et al., 2004), facilidade de obtencdo de ovos
grandes, com cerca de 1 mm, indicando que podem ser adequados ao desenvolvimento

do parasitoide.
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Desta forma, comparamos o desenvolvimento de O. submetallicus em ovos de
hospedeiros naturais E. heros, C. pengue, N. viridula e Podisus nigrispinus (Dallas, 1851)
(Hemiptera: Pentatomidae) e do hospedeiro alternativo B. mori em condi¢Ges de

laboratério.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nas dependéncias do Laboratorio de
Controle Bioldgico de Insetos (LECOBIOL), pertencente a Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),

em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

ETAPA I - Criacdo e manutencao de insetos utilizados nos experimentos

Parasitoide Ooencyrtus submetallicus

Adultos de O. submetallicus (Anexo 2) foram mantidos em tubos de vidro (1,0
cm x 10,0 cm) vedados com algoddo, e no interior do tubo, foi adicionado uma goticula
de mel para a alimentacgao do parasitoide. Dez ovos do percevejo D. melacanthus, fixados
com goma arabica a 20% em cartela de papel cartolina azul celeste (1 x 0,5 cm), foram
oferecidos aos parasitoides para sua reproducdo (FACA et al., 2021).

A criagdo foi conduzida em camara climatizada tipo BOD (modelo EL 222,
ELETROLab®, Sio Paulo, SP, Brasil) com temperatura de 25°C + 2°C, umidade relativa
do ar 70 £ 10% UR e fotofase de 14 horas. O parasitoide foi coletado pelo Dr. Antonio
de Souza Silva, em ovos de Edessa meditabunda (Fabricius 1974) (Hemiptera:
Pentatomidae) em plantas de tomate Solanum lycopersicum (Linnaeus, 1753) (Solanales:
Solanaceae), na regido de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A identificagdo foi

realizada pelo especialista Dr. Valmir Antonio Costa do Instituto Biologico de Séo Paulo.

Percevejos fitofagos

Os percevejos foram coletados em lavouras de soja na fazenda experimental
(FAECA) da UFGD na regido de Dourados — MS, sendo identificados por meio de
manuais de identificacdo de pragas e depois confirmado pela Dra. Jocélia Grazia,
taxonomista de percevejos pentatomideos (Universidade Federal do Rio Grande do Sul —
UFRGS).
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Os insetos foram criados em caixas plasticas no LECOBIOL. Nas gaiolas foram
inseridos chumacos de algoddo para oviposicdo dos percevejos E. heros e D.
melachantus, j& para os percevejos C. pengue e N. viridula a oviposicao era realizada em
papel dobrado tipo leque. A agua foi fornecida em placas de petri com um chumaco de
algodao. Todos os percevejos foram alimentados com vagens verdes de feijao (Phaseolus
vulgaris L.), sementes de ligustro (Ligustrum sp.), grdos crus de amendoim (Arachis
hypogaea L.) e grdos secos de soja (Glycine max). Parte dos ovos produzidos diariamente
eram destinados para a manutengdo dos percevejos em laboratorio e o restante para
experimentos e manutencdo das colbnias de parasitoides. A criacdo foi estabelecida e
conduzida em sala climatizada com temperatura de 25°C + 2 °C, umidade relativa do ar
de 70 £ 10% UR e fotofase de 14h (SILVA et al., 2008; CALIZOTTI e PANIZZI, 2010;
FACA etal, 2021).

Percevejo Podisus nigrispinus

Os percevejos predadores foram coletados em lavouras na regido de Dourados e
Trés Lagoas — MS, sendo identificados por meio de manuais de identificacdo de insetos
e depois confirmado pela especialista em percevejos pentatomideos, Dra. Jocélia Grazia,
taxonomista da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS. Os insetos foram
mantidos no LECOBIOL em sala climatizada (25 £ 2°C, fotofase de 14 horas e UR de 70
+ 10%). Para manutencdo da criagdo, os ovos foram mantidos em placas de Petri até a
eclosdo das ninfas. Como as ninfas comegam a se alimentar apenas a partir do 2° estadio,
nessa fase elas eram transferidas para potes plasticos transparentes de 1 litro, com o
fornecimento de dgua em placas de petri com um chumaco de algodao (TAGUTI et al.,
2019).

Ninfas e adultos foram criados nesses potes, separados por estadio para evitar
competicdo e foram alimentados com larvas e pupas de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Coleoptera: Tenebrionidae) provenientes da criacdo estoque do LECOBIOL. Os adultos
eram transferidos para caixas maiores para acasalarem e realizarem a oviposi¢do. Os ovos
eram retirados diariamente para manutencdo de coldnias do parasitoide, montagem do

experimento e para continuidade da cria¢do do percevejo em laboratorio.

Bicho-da-seda Bombyx mori
Pupas de B. mori foram adquiridas de sericicultores na regido de Gloria de

Dourados, MS, que realizam a criagdo comercial do Bicho-da-seda. As pupas foram
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mantidas no LECOBIOL até a emergéncia dos adultos em temperatura de 25 + 2°C e
umidade relativa do ar de 60 + 10% UR e fotofase de 14h. A retirada dos ovos era feita

diariamente e 0s ovos que sobravam eram armazenados em nitrogénio liquido.

ETAPA 11 — Desenvolvimento experimental e analises

Parasitismo de Ooencyrtus submetallicus em ovos de percevejos e bicho da seda
Bombyx mori
Ovos de C. pengue (Imagem 1), N. viridula (Imagem 2), P. nigrispinus (Imagem

3), B. mori (Imagem 4) e E. heros com 24 horas de idade foram fixados em papel cartolina
azul celeste (0,5 x 1,00 cm) com goma arabica 20% na densidade de 10 ovos. Foram
utilizados 10 tubos de vidro (1,00 cm x 6,00 cm) para cada espécie de hospedeiro testado.
Em cada repeticdo foi utilizada uma fémea de O. submetallicus de 120 horas de idade
(FACA et al., 2021) e uma cartela contendo 10 ovos de hospedeiro. No interior de cada
tubo de vidro foi colocado uma goticula de mel para alimentacdo do parasitoide (Anexo
1).

O parasitismo foi permitido por 24 horas, e ap0s este periodo, as fémeas foram
retiradas e as cartelas contendo os ovos foram mantidas em camaras climatizadas tipo
BOD com temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 70 + 10% UR e fotofase
de 14h, onde permaneceram até a emergéncia dos descendentes.

Apbs a emergéncia dos parasitoides, as caracteristicas biologicas avaliadas
foram: nimero de individuos por ovo; duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto);
porcentagem de parasitismo [(n° de ovos escuros/n® total de ovos) x 100] e de emergéncia
[(n° de ovos com orificio/n® de parasitados) x 100] e longevidade dos descendentes. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 5
tratamentos (espécies de hospedeiro) e 10 repeticdes (sendo cada repeticdo uma fémea
parasitando 10 ovos/hospedeiro). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, utilizando o software estatistico SigmaPlot
30-Day Trial, sob o serial “775050001.

RESULTADOS

Parasitismo de Ooencyrtus submetallicus em ovos de percevejos e bicho da seda
Bombyx mori
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As porcentagens de parasitismo entre as quatro espécies de percevejos tiveram
diferenca significativa apenas para C. pengue, onde obteve um resultado de 26,00 +
5,21%. Enquanto para E. heros, N. viridula e P. nigrispinus as porcentagens de
parasitismos foram de 79,00 * 8,09; 69,00 £ 9,00 e 71,00 £ 9,00%, respectivamente. E
para B. mori o parasitismo foi de 67,00 + 4,73% (Quadro 1).

Com relacdo a emergéncia de O. submetallicus, em ovos de percevejos, todos
tiveram resultados semelhantes, sendo de 62,17 + 10,48; 80,83 + 8,96; 79,37 £ 9,55 e
85,55 + 10,08% para as espécies P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula e E. heros,
respectivamente, ja a emergéncia em ovos de B. mori foi de 18,44 + 5,95% (Quadro 1).

A duracdo do ciclo de vida apresentou resultados estatisticamente iguais para as
especies P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula e B. mori sendo de 16,67 + 0,29; 16,90 £
0,10; 17,00 + 0,00 e 17,00 £ 0,00 dias, respectivamente. Enquanto, em ovos de E. heros
a duracdo do ciclo de vida do parasitoide foi de 16,00 + 0,00 dias (Quadro 1).

O ndmero médio de individuos oriundos de ovos de C. pengue foi de 2,62 + 0,33,
valor superior aos demais hospedeiros, que apresentaram resultados intermediarios. Para
as espécies N. viridula, P. nigrispinus, E. heros e B. mori, 0s resultados encontrados foram
de 1,84 £0,10; 1,63 £ 0,18; 1,70 £ 0,06 e 1,58 + 0,27, respectivamente (Quadro 1).

Fémeas emergidas de ovos de percevejos tiveram resultados de longevidade
inferiores as fémeas nascidas de ovos de B. mori. Os resultados encontrados para 0s 0vos
de P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula e E. heros foram de 5,90 + 0,28; 7,00 + 0,68;
5,20 £ 0,37 e 7,00 £ 0,33 dias, respectivamente. Enquanto para B. mori o resultado
avaliado foi de 10,10 £ 1,22 dias (Quadro 1).

DISCUSSAO

Ooencyrtus submetallicus conseguiu parasitar os diferentes hospedeiros
testados. Resultado bastante promissor foi o parasitismo de ovos de B. mori, indicando
assim o primeiro registro de parasitismo da espécie pelo parasitoide O. submetallicus, em
condicdes de laboratdrio, podendo servir de opcdo para multiplicagdo do parasitoide para
uso em programas de controle bioldgico.

As porcentagens de emergéncia do parasitoide emergidos dos ovos de percevejos
foram satisfatdrias, uma vez que porcentagens acima de 72% em condi¢6es de laboratério
séo consideradas adequadas, pois indicam boa qualidade do hospedeiro para o completo
desenvolvimento dos parasitoides (OLIVEIRA et al., 2008; BUENO et al., 2009). Esse
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fator indica a adaptacdo do O. submetallicus pelos ovos de percevejos para criacdo do
parasitoide e também para um eficiente controle da praga no campo em um programa de
controle bioldgico. Trabalhos adicionais sdo necessarios para confirmarem as
capacidades do parasitoide em um ambiente de sem campo e campo, onde poderéo ter
suas capacidades de busca e parasitismo das presas avaliadas em condi¢Ges naturais. A
baixa emergéncia do O. submetallicus em ovos de B. mori pode estar relacionado ao fato
dos parasitoides terem sido criados em ovos de percevejos, ou Seja, apresentam pouca ou
nula capacidade adaptativa, porém mesmo assim conseguiram se desenvolver em ovos de
outra espécie de hospedeiro.

A duracéo do ciclo do parasitoide foi semelhante entre os hospedeiros testados,
sendo menor para E. heros, com 16 dias e para as outras especies variando de 16, 67 até
17 dias, em temperatura de 25°C. Em programas de controle de pragas com liberagdes do
parasitoide a campo, a duragdo do ciclo de vida é importante, pois esta relacionado a
quantidade de geracOes alcancadas pelo parasitoide, pois para O. submetallicus esse
periodo dura em torno de 60% do ciclo de vida do seu hospedeiro, E. heros, que duraem
torno de 28,4 dias (PANIZZI, 2013). Em trabalhos realizados, o ciclo do parasitoide ficou
em torno dos 17 dias até 19 dias (PANIZZI, 2013; CHAVES et al., 2021; FACA et al.,
2021; SANOMIA et al., 2021)

A longevidade estd relacionada ao periodo de sobrevivéncia do parasitoide,
periodo esse influenciado por oferta de alimento, temperatura ou outras condi¢des de
estresse (OLIVEIRA, 2018). O parasitoide O submetallicus obteve uma maior
longevidade, 10,10 £ 1,22 dias, quando criado no hospedeiro B. mori. Quando criado nos
percevejos P. nigrispinus, C. pengue, N. viridula e E. heros, as longevidades foram de
5,90 £ 0,28, 7,00 £ 0,68, 5,20 + 0,37, 7,00 £ 0,33 dias respectivamente. Porém, se a oferta
de alimento for abundante, a longevidade do parasitoide pode chegar a 18 dias (CHAVES
etal., 2021) e 22 dias (PINEYRO FERREIRA, 2016; SANOMIA et al., 2021). Diversos
fatores podem afetar a duracdo da longevidade dos parasitoides, como o tipo de
hospedeiro utilizado, se consegue suprir as necessidades do parasitoide, condicdes
ambientais, busca por hospedeiro e disponibilidade de alimento (PACHECO e CORREA-
FERREIRA, 1998).

Todos os descendentes de O. submetallicus originados foram fémeas. Em
programas de controle bioldgico isso é uma vantagem, pois sdo as fémeas que realizam o
parasitismo dos hospedeiros, controle das pragas e a geracao de descendentes reduzindo

as geracdes de insetos pragas no campo e ndo precisam realizar a copula para poder gerar
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descendentes fémeas (UCKAN e GULEL, 2002; BUENO et al, 2008; FAVERO et al.
2014).

O numero de individuos por ovos gerados foram 1,63 + 0,18, 1,70 £+ 0,06, 1,84
+ 0,10 e 2,62 + 0,33 para as espécies de percevejos, P. nigrispinus, E. heros, N. viridula
e C. pengue, respectivamente. Em ovos de B. mori, a quantidade de individuos por ovo
encontrada foi de 1,58 + 0,27. O parasitismo de O. submetallicus em ovos de E. heros e
C. pengue, resultou em ndmero de individuos por ovo de 1,73 + 0,04 e 3,10 £ 0,13,
respectivamente (FERREIRA, 2016). Trabalho realizado com diferentes densidades de
ovos de E. heros para fémeas de O. submetallicus, foi obtido uma média geral de 1,40
individuos por ovos, variando de 1,78 na densidade de 3 ovos para cada fémea e 0,91 em
15 ovos do hospedeiro para cada fémea do parasitoide (SANOMIA et al., 2021). Ja em
estudos realizados utilizando o hospedeiro Erinnyis ello (Linneaus, 1758) (Lepidoptera:
Sphingidae), o numero encontrado foi de 2,08 individuos por ovo (SILVA, 2017). A
variacdo do numero de individuos por ovos estd relacionada ao superparasitismo dos
ovos, além também do tamanho do ovo hospedeiro (TUNCA, 2017).

Ooencyrtus submetallicus parasita e se desenvolve em hospedeiros naturais e
alternativos. Em relagdo ao hospedeiro B. mori, os resultados encontrados sé&o
promissores, primeiro por ndo ter registro ainda de parasitismo dos ovos de B. mori por
O. submetallicus e segundo por ser uma grande oportunidade para novos estudos com
esse hospedeiro em potencial. S&0 necessarios novos estudos em novas condi¢Bes para
avaliar a eficiéncia do parasitoide nesse hospedeiro, pois 0s ovos foram bem parasitados,
porém com baixa emergéncia. Para a producdo massal do parasitoide é necessario um
hospedeiro que produza grande quantidade de ovos e com baixo custo, o que se torna um
pouco mais complexo em relacdo aos percevejos E. heros, C. pengue, N. viridula e P.
nigrispinus que necessitam de grandes populacgdes para manter a alta produgédo de ovos.

CONCLUSOES

Ovos de E. heros, C. pengue, N. viridula, P. nigrispinus e B. mori podem ser
utilizados para criacdo do parasitoide, sendo este o primeiro relato para B. mori. No
entanto, novos estudos devem ser priorizados para melhorar a capacidade adaptativa,

parasitismo e emergéncia de O. submetallicus em ovos de B. mori.
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Quadro 1. Parasitismo (%), emergéncia (%), duracdo do ciclo de vida (dias) (£ EP), nimero médio de individuos por ovo, longevidade de fémeas
(dias) de Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae) parasitando ovos de hospedeiros naturais e alternativo. Dourados, MS, 2021

Parasitismo Emergéncia Duragdo do ciclo de

Hospedeiros (%) (%) vida (dias) Individuo/ovo (n) Longevidade ¢ (dias)
Podisus nigrispinus 71,00 + 9,00 a 62,17 £ 10,48 a 16,67 £ 0,29 a 1,63+0,18b 590+£0,28b
Chinavia pengue 26,00+5,21b 80,83 +8,96 a 16,90+ 0,10 a 2,62+0,33a 7,00+0,68b

Nezara viridula 69,00 £ 9,00 a 79,37 £9,55 a 17,00 £ 0,00 a 1,84 +0,10 ab 520+£0,37b
Euschistus heros 79,00 £8,09 a 85,56 + 10,08 a 16,00 £ 0,00 b 1,70+ 0,06 b 7,00£0,33b
Bombyx mori 67,00+4,73 a 18,44 +£595 b 17,00 £ 0,00 a 158 +0,27b 10,10+ 1,22 a

Cv 37,71 44,31 2,55 32,95 29,70

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade



45

5mm

=

Adulto de Chinavia pengue (Hemiptera: Pentatomidae) (B) ovos com 24
horas de idade de C. pengue. (C) ninfas de 1° instar de C. pengue. (D) detalhe da gaiola
de criacdo de adultos de C. pengue contendo dieta e substrato para oviposi¢cdo. UFGD,
Dourados-MS, 2021.

klrr-]agem 1. (A

Imagem: CARVALHO, A. P.
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Imagem 2. (A) Percevejo Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae) (B) ovos de N.
viridula com 24 horas de idade (Hemiptera: Pentatomidae). UFGD, Dourados-MS, 2021.

Imagem: CARVALHO, A. P.
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Imagem 3. (A) Adulto de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae). (B) ovos de
P. nigrispinus com 24 horas de idade. (C) ninfas de P. nigrispinus se alimentando de
lagarta de Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae). (D) adultos
de P. nigrispinus se alimentando de pupas de C. includens. UFGD, Dourados-MS, 2021.

Imagem: CARVALHO, A. P.
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Imagem: CARVALHO, A. P.
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Imagem 4. (A) Mariposa de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (B) ovos de B.
mori com 24 horas de idade. UFGD, Dourados-MS, 2021.
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Imagem 5. (A) Adulto de Euschistus heros (Hemlptera Pentatomldae) (B) ovos com 24
horas de idade de E. heros. (C) ninfas de 1° instar de E. heros. (D) detalhe da caixa com
adultos de E. heros apo6s coleta. UFGD, Dourados-MS, 2021.

Imagem: CARVALHO, A. P.
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CAPITULO Il — Parasitismo de Ooencyrtus submetallicus com diferentes
densidades de fémeas em ovos de Bombyx mori

RESUMO

A avaliacdo do nimero ideal de fémeas de Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897)
(Hymenoptera: Encyrtidae) ofertadas para parasitar ovos de Bombyx mori (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Bombycidae) € uma importante etapa para definir os melhores
resultados de parasitismo neste hospedeiro. Portanto, avaliamos o parasitismo e
desenvolvimento de O. submetallicus, em diferentes densidades, sobre ovos de B. mori.
Fémeas de O. submetallicus com 120 horas de idade foram individualizadas em tubos de
Duran (0,5 mm de didmetro x 4,0 cm de comprimento) vedados com algoddo. Foram
utilizadas 7 densidades de fémeas parasitoide, sendo elas: 1, 2, 3, 5, 10, 15 ou 20 fémeas
para cada 10 ovos do hospedeiro com 24 horas de idade em 10 repetigdes. O parasitismo
foi permitido por 24 horas e ap0s esse periodo as fémeas foram retiradas e 0s ovos
parasitados foram mantidos em BOD climatizada a 25°C + 2 °C, 70 + 10% de UR e
fotofase de 14 horas até a emergéncia dos descendentes. A porcentagem de parasitismo
foi afetada pelas diferentes densidades de fémeas de O. submetallicus parasitando ovos
de B. mori, no entanto, superiores a 66% para todas as densidades avaliadas. A maiores
porcentagens de emergéncia de fémeas apresentou resultados de 66.56 + 3.14 e 59.00 +
5.26% para as densidades 10 e 15 fémeas, respectivamente. A duracdo do ciclo de vida
dos parasitoides emergidos foi, em média, de 17 dias. O nimero de individuos por ovo
encontrado variou de 1.40 = 0.24 (densidade 1) a 2,86 = 0,28 (densidade 15). A
longevidade dos descendentes foram de 10.10 £+ 1.22; 8.40 + 1.54; 9.00 + 1.14; 16.80 *
2.72; 1750 £ 1.29 e 20.70 + 2.06 dias, para as densidades 1, 2, 3, 5, 10 e 15,
respectivamente. De maneira geral, as densidades de 10 e 15 fémeas de O. submetallicus
foram as mais adequadas para criagdo desse parasitoide em ovos de B. mori, podendo ser
utilizado como hospedeiro para criacdo em larga escala do parasitoide.

Palavras-chave: Criagdo massal, parasitoide de ovos, hospedeiro alternativo, proporgédo
ideal parasitoide:hospedeiro.
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CHAPTER Il - Parasitism of Ooencyrtus submetallicus with different densities of
females in Bombyx mori eggs

ABSTRACT

The evaluation of the ideal number of females of Ooencyrtus submetallicus (Howard,
1897) (Hymenoptera: Encyrtidae) parasitizing Bombyx mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae) eggs is an important step to define the ideal number of
females with the best results when parasitizing eggs of this lepidopteran, with potential
to be used in large-scale creations of the parasitoid. The objective of this work was to
evaluate the reproduction of O. submetallicus in eggs of the alternative host B. mori, under
different densities of females of this parasitoid. The experiments were carried out at the
Laboratdrio de Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL) of the Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais (FCBA/UFGD). 120 hours old females of O. submetallicus were
individualized in Duran tubes (0.5 mm in diameter and 4.0 cm in length) sealed with
cotton. Seven densities of females (1, 2, 3, 5, 10, 15 and 20 females) were used for 10
host eggs at 24 hours of age and 10 replicates for each treatment. Parasitism was allowed
for 24 hours. After this period, the females were removed and the parasitized eggs were
kept in an air-conditioned BOD at 25°C + 2°C, 70 + 10% RH and a 14-hour photophase
until the emergence of the offspring. The percentage of parasitism was affected by the
different densities of females of O. submetallicus parasitizing eggs of B. mori, being
higher than 66% for all densities evaluated. The emergence of females showed results of
66.56 + 3.14% and 59.00 £ 5.26% for densities 10 and 15 respectively. The life cycle
duration of the emerged parasitoids was, on average, 17 days. The number of individuals
per egg found ranged from 1.40 + 0.24 (density 1) to 2.86 + 0.28 (density 15). The
longevity of descendants was 10.10 + 1.22; 8.40 + 1.54; 9.00 + 1.14; 16.80 £ 2.72; 17.50
+ 1.29 and 20.70 + 2.06 days, for densities 1, 2, 3, 5, 10 and 15, respectively. In general,
the densities of 10 and 15 females of O. submetallicus were the most suitable for rearing
this parasitoid in B. mori eggs, which could be used as a host for large-scale rearing of
the parasitoid.

Keywords: Mass rearing, egg parasitoid, alternative host, ideal parasitoid:host ratio.
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INTRODUCAO

O uso do controle bioldgico vem crescendo a cada ano. Assume papel importante
na agricultura podendo ser um aliado aos agroquimicos utilizados, usando somente nos
momentos em que o uso do controle biologico ndo for suficiente para o controle das
pragas (PARRA e COELHO JR 2019). Além dos microrganismos e predadores utilizados
expressivamente no controle bioldgico aplicado, os parasitoides sdo importantes agentes
utilizados para o manejo eficaz de diversas pragas em campo.

Os parasitoides ocorrem naturalmente, porém muitas vezes, devido a alta
populacdo da praga, especialmente em lavouras de ciclo curto, torna-se necessario
realizar o controle bioldgico, podendo ser o inundativo, onde é realizada a criagdo massal
do parasitoide em laboratorio e, posteriormente, é feita a liberacdo desses individuos em
campo, ja em lavouras de ciclo longo ou perenes pode-se realizar o controle bioldgico
inoculativo, que consiste na liberacdo de uma menor quantidade de parasitoides, visando
0 estabelecimento do inimigo natural na area por sucessivas gerages (VAN LENTEREN
etal., 2018).

A utilizacdo de parasitoides de ovos tem grande importancia por manterem a
populacéo dos insetos alvos sob controle e busca-se também a permanéncia e preservagédo
dos insetos benéficos nas lavouras. A utilizacdo dos parasitoides ndo busca a erradicagdo
da praga na lavoura e sim o controle de sua populagdo para que permaneca abaixo do
nivel de dano econémico (PACHECO e CORREA-FERREIRA, 2000). Para um bom
programa de controle biolégico com parasitoides de ovos, € necessario a criacao e
manutencdo de hospedeiros em laboratdrio para a producdo continua de ovos e permitir
a criacdo massal do parasitoide (CORREA-FERREIRA, 1993).

A utilizagdo de hospedeiros alternativos para a multiplicagdo dos parasitoides
busca aumentar a producao e reduzir custos. Porém, vale ressaltar que se deve sempre ser
avaliado com cuidado o uso de hospedeiros alternativos, devido a possibilidade de os
parasitoides ndo se desenvolverem adequadamente (PRATISSOLI et al., 2004). A
escolha de hospedeiros alternativos deve ser feita com base na disponibilidade, facilidade
de criacdo e aceitacdo do hospedeiro pelo parasitoide (PARRA et al., 2002; PRATISSOLI
et al., 2004). E com a densidade correta para se evitar a ocorréncia de superparasitismo,
quando muitos individuos se desenvolvem no mesmo hospedeiro, que nao é vantajosa
quando se busca a criagdo em larga escala do parasitoide (KASER e ODE 2016; TUNCA
etal., 2017, SANOMIA et al., 2021).
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O parasitoide Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera:
Encyrtidae) é relatado parasitando ovos de diversos hospedeiros, como 0s percevejos
pentatomideos fitéfagos (SOUSA et al., 2019), Euschistos heros (CHAVES et al., 2021;
Sanomia et al., 2021) Piezodorus guildinii (Westwood, 1837) (CORREA-FERREIRA e
MOSCARDI, 1995); Edessa meditabunda (Fabricius, 1794) (GOLIN et al. 2011) e
Nezara viridula (Linnaeus 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) (BUSCHMAN e
WHITCOMB 1980; FACA et al., 2021), e lepidopteros (NOYES, 1985), como Erinnyis
ello (Linneaus, 1758) (Lepidoptera: Sphingidae) (SILVA et al. 2015). No entanto, o
sucesso da utilizacdo desses agentes depende de inimeros fatores, entre esses, destaca-se
0 conhecimento do numero ideal de fémeas ofertadas para parasitar seus hospedeiros,
tanto os naturais quantos os alternativos.

Por esse motivo, o objetivo foi avaliar a capacidade de parasitismo e o
desenvolvimento de O. submetallicus em ovos do hospedeiro alternativo Bombyx mori
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae), sob diferentes densidades de parasitoides,

podendo assim ser utilizado como hospedeiro alternativo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Controle Bioldgico de Insetos
(LECOBIOL), pertencente a Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,

Brasil.

ETAPA | - Criagéo de insetos utilizados nos experimentos

Parasitoide Ooencyrtus submetallicus

Adultos de O. submetallicus (Anexo 2) foram mantidos em tubos de vidro (1,0
cm x 10,0 cm) vedados com algod&o, contendo em seu interior, uma goticula de mel para
sua alimentag&o do parasitoide. Dez ovos de N. viridula, fixados com goma arabica a 20%
por cartela de cartolina azul celeste (1 x 0,5 cm), foram oferecidos aos parasitoides para
sua reproducédo (FACA et al., 2021).

A criagéo foi conduzida em camara climatizada tipo BOD (modelo EL 222,
ELETROLab®, Sdo Paulo, SP, Brasil). O parasitoide foi coletado em ovos de Edessa

meditabunda em plantas de tomate Solanum lycopersicum (Linnaeus, 1753) (Solanales:
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Solanaceae), na regido de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A identificacdo foi

realizada pelo especialista Dr. Valmir Antonio Costa do Instituto Biologico de Séo Paulo.

Bicho-da-seda Bombyx mori

Pupas de B. mori foram adquiridas de sericicultores na regido de Gléria de
Dourados, MS. As pupas foram mantidas em bandejas no LECOBIOL até a emergéncia
dos adultos, com temperatura de 25 + 2°C e umidade relativa do ar de 60 = 10% UR e
fotofase de 14h. A retirada dos ovos era feita diariamente e 0s ovos que sobravam eram

armazenados em nitrogénio liquido.

ETAPA 11 — Desenvolvimento experimental e analises

Fémeas de O. submetallicus com 120 horas de idade foram individualizadas em
tubos de Duran (0,5 mm de diametro e 4,0 mm de comprimento) vedados com algodéo.
Foram utilizadas 7 densidades de fémeas (1, 2, 3, 5, 10, 15 e 20 fémeas) para 10 ovos do
hospedeiro alternativo (B. mori) com 24 horas de idade em 10 repeticdes para cada
tratamento (densidade de fémeas). O parasitismo foi permitido por 24 horas e ap0s esse
periodo as fémeas foram retiradas e os ovos parasitados foram mantidos em BOD
climatizada a 25 + 2°C, 70 + 10% de UR e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos
descendentes (Anexo 3) (Anexo 4).

As caracteristicas biologicas avaliadas foram: Porcentagem de parasitismo [(n°
de ovos escuros/n® total de ovos) x 100] e de emergéncia [(n° de ovos com orificio/n® de
parasitados) x 100]; duracdo ciclo de vida (ovo-adulto); nimero de individuos por ovo e
longevidade de fémeas. A equacdo que melhor se ajustou aos dados avaliados foi
escolhida com base no coeficiente de determinacdo (R2) e de regressao pelo teste F (5%
de probabilidade), utilizando o software estatistico SigmaPlot 30-Day Trial, sob o serial
“775050001”.

RESULTADOS

A porcentagem de parasitismo foi afetada pelas diferentes densidades de fémeas
de O. submetallicus parasitando ovos de B. mori, sendo 67.00 £+ 4.73; 66.00 £ 9.68; 66.00
+11.18; 98.00 £ 1.33; 99.00 + 1.00; 100 £ 0,00 e 100 £ 0,00 % para as densidades 1, 2,
3,5, 10, 15 e 20 fémeas, respectivamente (Quadro 1) (Figura 1).
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A emergéncia média de fémeas de O. submetallicus obtidas a partir do
parasitismo em ovos de B. mori foi de 18.44 + 5.95; 7.61 £ 4.40; 5.00 + 3.07; 17.22
5.80; 66.56 + 3.14 € 59.00 * 5.26% para as densidades 1, 2, 3, 5, 10 e 15 respectivamente
(Quadro 1) (Figura 2) e quando utilizadas 20 fémeas ndo ocorreu nenhuma emergéncia.
A duracdo média do ciclo de vida (ovo-adulto) para todas as densidades, duraram em
torno de 17 dias (Quadro 3).

O nimero médio de O. submetallicus por ovo de B. mori foi de 1.40 + 0.24; 2.17
+0.17;2.33£0.33; 1.82 £ 0.37; 2.97 £ 0.15 e 2,86 + 0,28 para as densidades 1, 2, 3, 5,
10 e 15 fémeas, respectivamente (Quadro 1) (Figura 3) e a longevidade dos adultos,
alimentados uma Unica vez com mel, foram de 10.10 + 1.22; 8.40 + 1.54; 9.00 + 1.14;
16.80 £ 2.72; 17.50 = 1.29 e 20.70 £ 2.06 dias para as densidades 1, 2, 3, 5, 10 e 15
fémeas, respectivamente (Quadro 1) (Figura 4).

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sdo importantes para a compreensdo do
comportamento biolégico de O. submetallicus em funcdo da densidade de fémeas
parasitando ovos do hospedeiro alternativo B. mori por um periodo de 24 horas em
condig0es laboratoriais. As melhores densidades de fémeas para parasitar ovos de B. mori
foram 10:10 ou 15:10 (parasitoide: hospedeiro), ja para a densidade de 20 fémeas, mesmo
com 100% de parasitismo, ndo ocorreu nenhuma emergéncia do parasitoide.

Conforme a densidade de fémeas aumentou, 0 parasitisSmo aumentou até um
determinado ponto, no entanto, ndo foi inferior a 66% em nenhum tratamento.
Observando o parasitismo de O. submetallicus em ovos de Euschistus heros (Fabricius,
1798) (Hemiptera: Pentatomidae), a melhor densidade de parasitismo foi encontrada em
1:6 (parasitoide: hospedeiro) (SANOMIA et al., 2021). Em um estudo com parasitoide
do género Trissolcus foi relatado que o parasitoide, ao atingir o limite de sua capacidade
de parasitismo, deixa de parasitar os ovos do hospedeiro (LAUMANN et al., 2008).

O periodo de apenas 24 horas pode ser a causa do menor parasitismo para
densidades mais baixas, dificultando a avaliacdo do potencial de parasitismo do
parasitoide (POLANCZYK et al., 2011). Antes de efetivamente iniciar o parasitismo, a
fémea parasitoide necessita de um tempo de para explorar e analisar as caracteristicas do
hospedeiro para sé depois realizar a oviposicdo (MOREIRA et al., 2009).
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As porcentagens de emergéncia foram inferiores a 20% até a densidade de 5
fémeas, sendo de 66% e 59% para 10 e 15 fémeas respectivamente, sendo possivel
considerar que nesse caso, para se usar ovos de B. mori como hospedeiro alternativo é
necessaria uma densidade maior de fémeas, para que o parasitismo e emergéncia dos ovos
sejam satisfatérios, onde a porcentagem ideal de emergéncia estd acima de 70%
(SANOMIA et al., 2021).

Para bons resultados de parasitismo e emergéncia, é necessario que o parasitoide
supere as defesas do hospedeiro. Em estudos realizados com o parasitoide Ooencyrtus
telenomicida (Vassiliev, 1904) (Hymenoptera: Encyrtidae), foi observado que o
parasitoide injeta substancias para suprimir as respostas imunes do hospedeiro e com isso
favorecer o desenvolvimento dos seus descendentes em ovos de N. viridula
(CUSUMANO et al., 2018).

A duracéo do ciclo de vida do parasitoide é em torno de 60% do ciclo de vida do
percevejo E. heros, é 18 dias, o que representa cerca de 60% do ciclo de vida do percevejo
(em média 30 dias) (PINEYRO FERREIRA, 2016). Essa caracteristica é um dado
importante, sendo possivel estimar o tempo de sobrevivéncia do parasitoide no campo e
fazer os planejamentos para liberac@es e estimar o nimero de liberac6es necessarias a se
fazer (SORESEN et al., 2012). A duracdo do ciclo de vida para O. submetallicus pode
chegar a até 19 dias (SANOMIA, 2021) e neste trabalho foi observado ciclo de vida de
17 dias para todas as densidades de fémeas, apontando assim que B. mori € um hospedeiro
indicado para a reproducédo de O. submetallicus em laboratorio.

A longevidade dos parasitoides variaram positivamente conforme o aumento da
densidade de fémeas. Essa variacdo pode estar relacionada ao hospedeiro utilizado e
relacionado também com a densidade de fémeas utilizadas, tornando assim o hospedeiro
mais favordvel ao parasitismo. Quando O. submetallicus é criado no seu hospedeiro
natural, ovos de E. heros, a longevidade de fémeas ndo sofreu alteracdo, ficando em torno
dos 22 dias, sendo entdo adequado a multiplicacdo do parasitoide (SANOMIA et al.,
2021).

O desenvolvimento de varios individuos por ovo esta relacionado a
poliembrionia e pode ocorrer nas seguintes familias de parasitoides: Braconidae,
Dryinidae, Encyrtidae, Platygastridae. Apos a oviposicao, 0s ovos sofrem divisées dando
origem a varios individuos (STRAND, 2009). O numero de individuos por ovo
encontrado variou de 1,40 para densidade de 1 fémea até 2,97 e 2,86 para 10 e 15 fémeas,

respectivamente. O superparasitismo ocorre quando mais de um ovo é colocado no
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hospedeiro, normalmente ocorre quando a densidade de hospedeiros € baixa
(ROSENHEIM, 1993), gerando competi¢des entre as larvas parasitoides por recursos
(PEREIRA et al. 2017). Para criagBes massais isso ndo é benéfico, pois pode resultar em
competi¢cdes e comprometimento dos parasitoides (KASER e ODE 2016). Ooencyrtus
kuvanae (Howard, 1910) (Hymenoptera: Encyrtidae) exposto a diferentes densidades de
ovos de Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Erebidae) apresentou efeitos
deletérios como diminuicdo da expectativa de vida e reducdo do tamanho corporal
(TUNCA et al., 2017). O nimero alto de individuos por ovo pode ser vantajoso desde que
isso ndo afete negativamente a qualidade desse parasitoide, por isso estudos avaliando a
densidade de parasitismo serdo necessarios para avaliar a densidade e hospedeiro a ser
utilizado de acordo com cada objetivo a ser alcancado.

O uso de B. mori como hospedeiro alternativo é possivel, porém este estudo é
um ponto de partida para novas pesquisas que possam melhor analisar a viabilidade desse

hospedeiro para multiplicacdo do parasitoide em grande escala.

CONCLUSAO

As densidades 10:10 e 15:10 (parasitoide:hospedeiro) foram as mais adequadas
para criacdo de O. submetallicus em ovos de B. mori, podendo ser utilizado como

hospedeiro para criacdo em larga escala do parasitoide.
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Quadro 1: Ciclo de vida total (ovo-adulto) (média+EP) de Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae), com diferentes densidades, sobre
ovos de Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) (n=10). Dourados, MS, 2021.

- Densidade de fémeas de Ooencyrtus submetallicust
Caracteristica

bioldgica 1 2 3 5 10 15 20  Média Geral

Duracéo total do
o102 17,00 +0,00 17,23+0,12 17,08+0,08 18,00+0,00 16,20+0,11 17,10+0,06 --- 17,10+0,06 "*
ciclo

" N&o significativo (p > 0,05), teste F. n°® @ de Ooencyrtus submetallicus parasitando 10 ovos de B. mori, 2tempo entre o parasitismo dos ovos e
emergéncia dos adultos.
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CAPITULO Il Parasitismo e desenvolvimento de Ooencyrtus submetallicus em
ovos de Nezara viridula criopreservados por diferentes periodos

RESUMO

A preservacdo de ovos, em ultrafreezer, para a reproducdo de Ooencyrtus submetallicus
(Howard, 1897) (Hymenoptera: Encyrtidae) possuem poucos registros na literatura. Essa
técnica pode ser uma opcdo viavel para o armazenamento dos ovos do hospedeiro que
serdo utilizados na producdo do parasitoide conforme a demanda de producéo e liberacao.
Desse modo, foi avaliada a reproducédo de O. submetallicus em ovos de Nezara viridula
(Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) armazenados por 0, 15, 30, 60 e 90 dias em
ultrafreezer (-80°C). Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais
(FCBA/UFGD). Ovos de N. viridula com 24 horas de idade foram armazenados a -80°C
em ultrafreezer. Ap6s cada periodo de armazenamento os ovos eram retirados e
oferecidos para uma fémea de O. submetallicus, na densidade de 1:10
(parasitoide:hospedeiro), por um periodo de 24 horas. O experimento foi mantido em
camara climatizada (BOD) a 25 * 2°C, 70 + 10% de UR e fotofase de 14 horas até a
emergéncia dos descendentes. A porcentagem de parasitismo ndo foi afetada
negativamente pelos periodos de armazenamento de ovos de N. viridula oferecidos as
fémeas de O. submetallicus. J& a emergéncia do parasitoide, duragdo do ciclo de vida,
numero de individuos por ovo e longevidade dos parasitoides ndo tiveram diferenca
significativa. De maneira geral, fémeas de O. submetallicus conseguem parasitar e se
desenvolver em ovos de N. viridula armazenados em ultrafreezer de 0 a 90 dias, porém a
emergéncia dos parasitoide foi reduzida em 50% ap6s 0 armazenamento.

Palavras-chave: Técnica de multiplicacdo, Hospedeiro, Endoparasitoide
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CHAPTER Il Parasitism of Ooencyrtus submetallicus reared on Nezara viridula
cryopreserved for different periods

ABSTRACT

The preservation of Nezara viridula (Linnaeus, 1758) (Hemiptera: Pentatomidae) eggs
for the reproduction of Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897) (Hymenoptera:
Encyrtidae) in an ultrafreezer has few records in the literature. This technique may be a
viable option for the storage of host eggs that will be used in the production of the
parasitoid according to production and release demand. The objective of this work was to
evaluate the reproduction of O. submetallicus in N. viridula eggs stored for 0, 15, 30, 60
and 90 days in an ultrafreezer (-80°C). The experiments were carried out at the
Laboratdrio de Controle Biologico de Insetos (LECOBIOL) of the Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais (FCBA/UFGD). 24-hour-old N. viridula eggs were stored at -
80°C in an ultra-freezer. After each storage period, the eggs were removed and offered to
a female of O. submetallicus, at a density of 1:10 (parasitoid:host), for a period of 24
hours. The experiment was kept in a climatized chamber (BOD) at 25 + 2°C, 70 + 10%
RH and a 14-hour photophase until the emergence of the offspring. The percentage of
parasitism was not negatively affected by the storage periods of N. viridula eggs offered
to females of O. submetallicus. On the other hand, the emergence of the parasitoid,
duration of the life cycle, number of individuals per egg and longevity of the parasitoids
had no significant difference. Females of O. submetallicus can parasitize and develop in
N. viridula eggs stored in an ultrafreezer for 0 to 90 days, but with emergence reduced by
50% after storage.

Keywords: Multiplication technique, Host, Endoparasitoid
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INTRODUCAO

O controle biolédgico de pragas vem se destacando cada vez mais (FONTES e
VALADARES-INGLIS, 2020). Considerados pragas de grande importancia agricola, os
percevejos pentatomideos s&o um grande problema fitossanitario para muitas culturas
(PANNIZI et al., 2012; CORREA-FERREIRA e SOSA-GOMES, 2017).

Em razdo da crescente importancia dos parasitoides de ovos no manejo de
percevejos pragas, se faz necessdrio a producdo continua do hospedeiro e
desenvolvimento de métodos para armazenamento de ovos para utilizacdo em outros
momentos, conforme necessidade (CORREA-FERREIRA, 2002). Desse modo 0
aprimoramento das técnicas de criagdo do hospedeiro e a estocagem dos ovos séo de
fundamental importancia para a producdo e liberacdo dos parasitoides (CORREA-
FERREIRA, 1993; CORREA-FERREIRA, 2002; SILVA et al., 2019).

Técnicas de armazenamento de ovos de pentatomideos em baixas temperatura
foram estudadas e os resultados demonstram a viabilidade desse processo para
conservacao dos ovos e utilizagao para a producao dos parasitoides. Além de ser um fator
extremamente importante para o melhor aproveitamento das colénias dos insetos e
producdo dos parasitoides (CORREA-FERREIRA e MOSCARDI, 1993;
ALBUQUERQUE et al., 2000; FAVETTI et al., 2014).

Dessa forma a utilizagdo de meios para conservacdo dos ovos a baixas
temperaturas permitem a utilizacdo dos ovos por periodos prolongados sem que o
parasitoide perca a eficiéncia de parasitismo e emergéncia nesses ovos (CORREA-
FERREIRA e MOSCARDI, 1993; MAHMOUD e LIM, 2007), favorecendo a liberacédo
dos parasitoides no campo no mesmo periodo de ocorréncia da praga (COLINET e
BOIVIN, 2011).

A conservacdo de ovos em baixas temperaturas podem ser feitas em refrigerador
(RODRIGUES e SAMPAIO, 2011), freezer ou nitrogénio liquido (GRECO e
STILINOVIC, 1998; KRECHEMER, 2010). As temperaturas utilizadas no
armazenamento em refrigerador ficam em torno de 0 a 15°C (LEOPOLD et al., 1998),
porém é um meétodo que s é viavel para armazenamento por curtos periodos (AYVAZ
et al., 2008). No armazenamento em freezer, as temperaturas variam de 0°C a -140°C,
onde a principal vantagem estd no fato dos ovos poderem ser estocados por maiores
periodos, em torno de 1 ano (PEVERIERI et al., 2015). Entretanto, caso as temperaturas

negativas ndo sejam muito baixas, ocorrera o congelamento lento que pode afetar as
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estruturas internas do ovo, provocadas pela formacéo de cristais de gelo, causando perda
da qualidade do material armazenado (GRECO e STILINOVIC, 1998; CASTRO et al.,
2011).

A criopreservagdo, consiste no uso do nitrogénio liquido para realizar um
congelamento extremamente rapido, processo também chamado de vitrificacdo, que
consiste em retirar um material da temperatura ambiente e coloca-lo em contado com o
nitrogénio liquido, que estad a uma temperatura de -196°C (CASTRO et al., 2011). Esse
processo de congelamento rapido evita ou diminui as chances de os materiais sofrerem
danos em suas células por conta da formacdo de cristais de gelo, que é comum no
congelamento lento (MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2004).

A criopreservacdo tem sido usada com sucesso para 0 armazenamento de ovos
de diferentes espécies de pentatomideos (CORREA-FERREIRA e OLIVEIRA, 1998;
FAVETTI et al., 2014) e também para outras espécies, como Bombyx mori (Linnaeus,
1758) (Lepidoptera: Bombycidae) (BANNO et al., 2013), Musca domestica (Linnaeus
1758) (Diptera: Muscidae) (WANG et al., 2000) e Anastrepha ludens (Loew, 1873)
(Diptera: Tephritidae) (LEOPOLD et al., 2010).

A preservacdo de ovos de Nezara viridula (Linnaeus 1758) (Hemiptera:
Pentatomidae) para a reproducdo de Ooencyrtus submetallicus (Howard, 1897)
(Hymenoptera: Encyrtidae) em ultrafreezer possuem poucos registros na literatura, por
esse motivo, pode ser uma opc¢do viavel para a producdo de O. submetallicus com foco
na producdo em grande escala para uso em programas de controle bioldgico. Visto que €
um sistema que pode ser vantajoso em relacdo ao nitrogénio liquido, pelo fato de ndo
precisar fazer a recarga do nitrogénio. Portanto, neste trabalho buscou-se saber se ovos
de N. viridula podem ser armazenados em ultrafreezer (-80°C) por até 90 dias sem que as
caracteristicas dos parasitoides sejam comprometidas. Nosso objetivo foi avaliar a
reproducéo de O. submetallicus em ovos de N. viridula armazenados por 0, 15, 30, 60 e

90 dias em ultrafreezer a -80°C.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos
(LECOBIOL), pertencente a Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul,

Brasil.
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ETAPA I - Criacédo de insetos utilizados nos experimentos

Parasitoide Ooencyrtus submetallicus

Adultos de O. submetallicus (Anexo 2) foram mantidos em tubos de vidro (1,0
cm x 10,0 cm) fechados com algodao, contendo uma goticula de mel para a alimentacéo
do parasitoide. Dez ovos do percevejo Chinavia pengue (Rolston, 1983) (Hemiptera,
Pentatomidae), fixados com goma arabica a 20% por cartela de cartolina azul celeste (1
x 0,5 cm), foram oferecidos aos parasitoides para sua reproducdo (FACA et al., 2021).

A criacdo foi conduzida em camara climatizada tipo BOD (modelo EL 222,
ELETROLab®, S&o Paulo, SP, Brasil) com temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa do
ar 70 £ 10% UR e fotofase de 14 horas. O parasitoide foi coletado pelo Dr. Antonio de
Souza Silva, em ovos de Edessa meditabunda (Fabricius 1974) (Hemiptera:
Pentatomidae) em plantas de tomate Solanum lycopersicum (Linnaeus, 1753) (Solanales:
Solanaceae), na regido de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A identificacdo foi

realizada pelo especialista Dr. Valmir Antonio Costa do Instituto Biol6gico de Séo Paulo.

Percevejo Nezara viridula

Os percevejos foram coletados na fazenda experimental da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD). A espécie foi identificada pela Dra. Jocélia Grazia,
taxonomista de percevejos pentatomideos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
— UFRGS.

Os adultos e ninfas de N. viridula foram criados em potes plasticos de 5 litros
em laboratério e alimentados com vagens frescas de feijdo Phaseolus vulgaris
(Fabaceae), sementes de Ligustrum sp. (Oleaceae), gréos crus de Arachis hypogaea L.
(Fabaceae) e graos secos de Glycine max (Fabaceae) (FACA et al., 2021). As posturas
eram realizadas principalmente em papel filtro dobrado tipo leque. A criagdo foi
conduzida e estabelecida em sala climatizada com temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa do ar de 70 = 10% UR e fotofase de 14h.

ETAPA 11 - Congelamento de ovos de Nezara viridula

Ovos de N. viridula com 24 horas de idade, foram coletados e transferidos para
tubos criogénicos (Rosca Externa 2 mL, Corning®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
(CORREA-FERREIRA e OLIVEIRA, 1998). Onde esses tubos foram identificados e
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acondicionados no interior do ultrafreezer (Panasonic / Sanyo VIP® Green Initiative
Program) com capacidade de até 57.600 microtubos de 2 mL em caixas, armazenadas a
uma temperatura de até -80°C, para posteriormente serem oferecidas as fémeas do
parasitoide O. submetallicus. Os ovos foram armazenados ja nas quantidades que seriam
utilizados em cada tratamento. Os ovos para o tratamento sem armazenamento ndo foram

congelados (Anexo 5).

ETAPA 111 — Desenvolvimento experimental

Desempenho de Ooencyrtus submetallicus criados em ovos de Nezara viridula
armazenados em ultrafreezer por 0, 15, 30, 60 e 90 dias

Ovos de N. viridula previamente congelados em ultrafreezer e sem congelar para
0 tratamento sem armazenamento, na densidade de 1:10, parasitoide: hospedeiro, foram
colados em sec¢es retangulares (0,5 cm x 1,00 cm) de papel tipo cartdo, cor azul celeste
com goma arabica a 20% e, posteriormente, inseridos em tubos de vidro (1,00 cm x 6,00
cm), juntamente com uma fémea de O. submetallicus de 120 — 144 horas de idade
previamente alimentada (FACA et al., 2021). Os ovos foram retirados do ultrafreezer uma
hora antes de serem oferecidos as fémeas, para que pudessem descongelar corretamente.
O parasitismo foi permitido por 24 horas e apés este periodo, as fémeas de O.
submetallicus foram retiradas e os ovos permaneceram em tubos de vidro, mantido em
BOD (modelo EL 222, ELETROLab®, Sio Paulo, SP, Brasil) a 25 + 2 °C, 70 + 10 % de
UR e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos descendentes (Anexo 6).

O ensaio foi conduzido utilizando 5 tratamentos (periodos (dias) de
armazenamento) em 15 repeticGes cada. As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram:
Porcentagem de parasitismo [(n° de ovos escuros/n® total de ovos) x 100] e de emergéncia
[(n° de ovos com orificio/n® de parasitados) x 100]; duracéo ciclo de vida (ovo-adulto);
numero médio de individuos por ovo e longevidade de fémeas. A equacdo que melhor se
ajustou aos dados avaliados foi escolhida com base no coeficiente de determinacéo (R?)
e de regressdo pelo teste F (5% de probabilidade), e o fendmeno bioldgico estudado,
utilizando o software estatistico SigmaPlot 30-Day Trial, sob o serial “775050001”.

RESULTADOS

A porcentagem de parasitismo de fémeas de O. submetallicus em ovos de N.

viridula armazenados por diferentes periodos ndo foi afetada negativamente (Quadro 1)
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(Figura 1). Enquanto a emergéncia do parasitoide sofreu influéncia negativa e declinante
pelo periodo de armazenamento dos ovos do hospedeiro, onde os valores obtidos aos 0 e
90 dias foram de 81.24 £ 6.77 e 62.74 + 5.48%, respectivamente (Quadro 1).

A duracédo do ciclo de vida, nimero de individuos por ovo e longevidade dos

parasitoides ndo tiveram diferenca significativa (Quadro 1) (Imagem 1).

DISCUSSAO

Ovos do percevejo N. viridula armazenados em ultrafreezer podem ser utilizados
para reproducédo de O. submetallicus, sem reducdo na porcentagem de parasitismo. Pelo
contrério, houve um aumento na porcentagem de ovos parasitados em comparacdo a
testemunha que ndo continha ovos armazenados em ultrafreezer a -80 °C. Em ovos de E.
heros armazenados em nitrogénio liquido por até 180 dia, foi observado uma diminuicao
no parasitismo dos ovos, sendo 87,78 + 3,03 e 0 menor 73,33 £ 5,35, parasitismo obtidos
aos 0 e 180 dias, respectivamente. Valores de parasitismo acima de 70% sdo considerados
adequados para a multiplicacdo do parasitoide (SANOMIA et al., 2020). Além da
porcentagem de parasitismo, também é possivel avaliar a qualidade dos ovos
armazenados em baixas temperaturas por meio do desenvolvimento dos descendentes
produzidos nesses ovos (KIVAN e KILIC, 2005). Temperaturas mais frias, como -80° ou
-196°C, sdo mais adequadas para 0 armazenamento de ovos para multiplicacdo de
parasitoides (SILVA et al., 2019).

Conforme ocorre o envelhecimento dos ovos armazenados, pode ocorrer perda
de 4gua através da cuticula do inseto para 0 ambiente e com isso afetar as caracteristicas
dos embrides em desenvolvimento (KIVAN e KILIC, 2005; COLINET e BOIVIN, 2011).
Condig0es inadequadas de armazenamento influenciam negativamente as qualidades de
parasitismo dos parasitoides (MAINALI e LIM, 2013). A reducdo observada para o
parasitismo, mesmo ndo sendo significativa, pode estar relacionada a esses fatores
ocorridos com o armazenamento dos ovos.

Ocorreu uma variabilidade nas taxas de emergéncia dos parasitoides, sendo
acima de 80% para ovos sem armazenamento (testemunha), enquanto para os periodos de
armazenamento, 15 a 60 dias, as taxas ficaram no geral proximas ou abaixo dos 50%. E
somente no periodo de armazenamento por 90 dias que os valores ficaram superiores a
60%. Ovos de E. heros armazenados em nitrogénio liquido por até 180 dias, indicaram

taxas de emergéncia, superiores a 90%, indicando o nitrogénio liquido como adequado
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para garantir boa emergéncia aos ovos armazenados por periodos prolongados. Varios
autores encontraram diferentes resultados para emergéncia dos parasitoides em ovos
armazenados por diferentes periodos de armazenamento e de temperatura (CORREA-
FERREIRA, 1993, KIVAN e KILIC, 2005; MAHMOUD e LIM 2007; SANOMIA et al.,
2020).

A duracdo do ciclo de vida sofreu variacBes entre os diferentes periodos de
armazenamento, variando de 16,20 para 90 dias armazenados a 18 dias para 45 e 60 dias
de armazenamento e em ovos de armazenados por 0 a 30 dias o ciclo de vida foi de 17
dias. Em ovos de E. heros armazenados em nitrogénio liquido, o processo de vitrificacdo
pelo qual os ovos foram submetidos pode ser a causa de ndo ter sido encontrado
variabilidade no ciclo de vida dos parasitoides, devido ao rapido processo de
congelamento por qual os ovos passam, evitando assim danos as estruturas dos materiais
armazenados (VAJTA e NAGY, 2006).

O numero de individuos por ovo teve reducao a partir dos 60 dias. Ovos de E.
heros armazenados em nitrogénio liquido também tiveram reducdo no numero de
individuo por ovo a partir dos 60 dias de armazenamento (SANOMIA et al., 2020).

Os periodos de armazenamento dos ovos em ultrafreezer aparentemente
provocaram uma mudanca na longevidade das fémeas oriundas desses ovos. Ao
armazenar os ovos em ultrafreezer, foi possivel observar o aumento no periodo de
armazenamento, sendo maior aos 60 dias. Nos periodos de 0 e 15 dias, a longevidade foi
pouco superior a 5 dias, ja para os periodos mais longos, 60 e 90 dias, os resultados foram
de 11,50 e 9,80 dias, respectivamente. Em ovos de E. heros armazenados no nitrogénio
liquido a longevidade dos parasitoides ficou por volta dos 12 dias, nao sofrendo variagfes
conforme os periodos de armazenamento em nitrogénio alteravam (SANOMIA et al.,
2020).

A técnica de armazenamento de ovos em ultrafreezer pode ser adotada por até
90 dias, porém novos estudos utilizando periodos maiores sdo necessarios para comprovar
a viabilidade dos ovos apds os 90 dias, abrangendo periodos de um ano ou mais. Essa
técnica pode ser empregada quando se tem disponivel o ultrafreezer, ndo necessitando

das recargas que sdo necessarias quando se usa o nitrogénio liquido.

CONCLUSAO
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Fémeas de O. submetallicus conseguem parasitar e se desenvolver em ovos de
N. viridula armazenados em ultrafreezer de 0 a 90 dias, porém sua emergéncia é reduzida

em 50% apds o armazenamento.
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Figura 1. Porcentagem de parasitismo de Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera:
Encyrtidae) em funcdo dos diferentes periodos de armazenamento de ovos de Nezara
viridula (Hemiptera: Pentatomidae) armazenados em ultrafreezer a -80°C por diferentes
periodos. Dourados, MS, 2021.
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Quadro 1: Caracteristicas biologicas (médiatEP) de Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae) em ovos de Nezara viridula
(Hemiptera: Pentatomidae) armazenados por diferentes periodos em ultrafreezer (-80°C). Dourados, MS, 2021.

- Tempo de armazenamento (dias)
Caracteristicas
bioldgicas 0 15 30 60 90 Média geral
Emergéncia (%) 81,24 +6,77 44,37 + 6,94 43,78 + 5,87 40,76 £ 7,79 62,74 £ 5,48 5458 £ 6,57 s
Ciclo de vidat 17,00 £ 0,00 17,23 £0,12 17,08 £ 0,08 18,00 £ 0,00 16,20 £ 0,11 17,10£0,06 rs
Ind/ovo? 1,61+0,11 1,56 + 0,12 1,68 + 0,12 1,69+0,14 1,43 +0,10 1,59 +0,12 ns

Longevidade? 5,30+ 0,21 5,20+ 0,25 8,20+ 0,76 11,50 +£1,49 9,80 + 0,68 8,00 + 0,68 ns

"= N&o significativo (p > 0,05). ‘Tempo entre o parasitismo dos ovos e emergéncia dos adultos, 2n° de individuos/ovo, 3n° de dias dos
descendentes de O. submetallicus
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Imagem 1. Emergéncia de fémea de Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera:
Encyrtidae) de ovos de Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae) armazenados em
ultrafreezer. UFGD, Dourados, MS, 2021.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados encontrados, foi possivel compreender melhor a
capacidade de parasitismo de O. submetallicus em ovos de alguns percevejos e em ovos
do bicho da seda B. mori, que pode vir a ser usado na multiplicacdo massal do parasitoide
para controle biol6gico de percevejos pragas nas lavouras.

Ovos de B. mori, por ndo ser um hospedeiro natural do parasitoide, foi parasitado
com mais dificuldade pelo O. submetallicus e os parasitoides tiveram mais dificuldade
em sair dos ovos, porém quando a densidade foi aumentada os resultados de parasitismo
e emergéncia melhoraram.

O armazenamento de ovos de N. viridula em ultrafreezer a -80°C facilita a
producdo de O. submetallicus em periodos com baixa oferta de hospedeiro ou entdo
armazenar grandes quantidades de ovos e usa-los quando houver necessidade de grande

producéo de parasitoides.
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ANEXO 1. Detalhes da metodologia de Biologia Comparada com Ooencyrtus
submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae). UFGD, Dourados, MS, 2021.
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ANEXO 2. Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae) parasitando diferentes
hospedeiros(A — Chinavia pengue, B - Nezara viridula, C - Euschistus heros, D - Bombyx
mori, E - Podisus nigrispinus). UFGD, Dourados, MS, 2021.
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ANEXO 3. Monta(jem do experimnto com diferentes densidades de fmeas de
Ooencyrtus submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae) em ovos de Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae). UFGD, Dourados, MS, 2021.
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Parasitismo
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por 24 h
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(24 h de idade)
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fémeas em tubos de ensaio
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Ovos parasitados
acondicionados em
camara climatizada

ANEXO 4. Detalhes da metodologia de densidade de fémeas de Ooencyrtus
submetallicus (Hymenoptera: Encyrtidae) em ovos de Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae). UFGD, Dourados, MS, 2021.
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Ovos de V. viridula
(24 h de 1dade)

Acondicionamento dos
ovos em tubos criogénicos

Armazenamento dos ovos em
ultrafreezer (15, 30, 60 e 90 dias)

ANEXO 5. Detalhes do armazenamento de ovos de Nezara viridula (Hemiptera:
Pentatomidae) em ultrafreezer por diferentes periodos para montagem de experimento.
UFGD, Dourados, MS, 2021.
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ANEXO 6. Fluxograma do experimento de armazenamento de ovos de Nezara viridula
(Hemiptera: Pentatomidae) em ultrafreezer por diferentes periodos. UFGD, Dourados,
MS, 2021.



