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RESUMO

VARGAS, E.L. Universidade Federal da Grande Dourados, agosto 2013.
Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em lagarta e pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae). Orientador: Fabricio Fagundes Pereira.

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢é um
endoparasitoide gregario e polifago, que foi coletado em plantio de cana-de-aguicar
em Dourados-MS, parasitando pupas de Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae) e
criado no Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico da Faculdade de Ciéncias
Agrarias, da Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados - Mato Grosso
do Sul, Brasil, visando a realizacao de estudos sobre o seu potencial para controlar a
broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae).
Como o sucesso dos programas de controle bioldgico com parasitoides depende do
conhecimento da interacdo desses inimigos naturais com seus hospedeiros e do
desenvolvimento de técnicas de criacdes massais desses insetos, o objetivo geral
deste trabalho foi avaliar o parasitismo e o desenvolvimento de 7. howardi criado em
lagarta e pupa de D. saccharalis. Para isso, foram desenvolvidos os seguintes
trabalhos: Registro de 7. howardi parasitando Diatraea sp. em cultura de cana-de-
acucar no Brasil. Multiplicacdo de T. howardi por sucessivas geracdes em pupas de
D. saccharalis. Reprodugdo de T. howardi em pupa de D. saccharalis: relagdao de
diferentes densidades do parasitoide e do hospedeiro. Parasitismo e desenvolvimento
de T. howardi em lagartas de D. saccharalis. De maneira geral, além de parasitar
pupas, T. howardi parasitou lagartas de D. saccharalis em laboratério. A
multiplicacdo de 7. howardi em pupas de D. saccharalis por 25 geragdes sucessivas
nao compromete a qualidade bioldgica do parasitoide. A densidade de até 14 fémeas
de T. howardi por pupa de D. saccharalis é a mais efetiva para proporcionar aumento
da progénie sem perder caracteristicas bioldgicas essenciais numa criacdo de
laboratorio. Uma fémea de 7. howardi parasita até sete pupas de D. saccharalis. T.
howardi é capaz de completar seu ciclo e emergir de adultos de D. saccharalis.
Além disso, T. howardi parasitou lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto
instares de D. saccharalis. O terceiro instar de D. saccharalis é o mais indicado para
utilizacdo em criagdes de 7. howardi. Essas informacdes sdao importantes por
contribuirem para a otimizacdo da multiplicacio de 7. howardi em laboratorio,
visando o controle biol6gico de D. saccharalis com este inimigo natural em campo.

Palavras-chave: controle biolégico; parasitoide; broca-da-cana; criacdo massal;
desempenho reprodutivo.
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ABSTRACT

VARGAS, E.L. Universidade Federal da Grande Dourados, august 2013. Parasitism
and development of Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) on
caterpillar and pupae Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Advisor:
Fabricio Fagundes Pereira.

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) is a gregarious
endoparasitoid and polyphagous, was collected in sugarcane crop in Dourados-MS
parasitizing pupae of Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae) and is being created in
the Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico at Faculdade de Ciéncias
Agrérias, of Universidade Federal da Grande Dourados in Dourados - Mato Grosso
do Sul, Brasil, aimed at studies on its potential to control the sugarcane borer,
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). As the success of
biological control programs with parasitoids depends on knowledge of the interaction
of these natural enemies with their hosts, and the development of techniques for mass
rearing of these insects, the aim of this study was to evaluate the parasitism and
development of 7. howardi in caterpillar and pupae of D. saccharalis. For this, we
developed the following work: Record of 7. howardi parasitizing Diatraea sp. in
sugarcane crop in Brazil. Multiplication of 7. howardi by successive generations in
pupae of D. saccharalis. Reproduction of 7. howardi in pupae of D. saccharalis:
relationship of densities different of parasitoid and host. Parasitism and development
of T. howardi in D. saccharalis caterpillar. In general, in addition to parasitize pupae,
T. howardi parasite to caterpillar of D. saccharalis in the laboratory. The
multiplication of 7. howardi in pupae of D. saccharalis for 25 successive generations
did not compromised the biological quality of the parasitoid. The density of up to 14
females of T. howardi per pupa of D. saccharalis is more effective to provide
increased progeny without losing biological features essential in creating laboratory.
A female T. howardi parasite up to seven pupae of D. saccharalis. T. howardi is able
to complete its life cycle and emergence of adult D. saccharalis Also, T. howardi
parasited caterpillar of second, third, fourth and fifth instars of D. saccharalis. The
third instar of D. saccharalis is the most suitable for use in creations 7. howardi.
This information is important for contributing to the optimization of the
multiplication of 7. howardi in laboratory, aimed at biological control of D.
saccharalis with this natural enemy in the field.

Keywords: biological control; parasitoid; sugarcane borer, mass rearing; reproductive
performance.



INTRODUCAO GERAL

Programas de controle bioldgico tém apresentado crescimento devido ao novo
direcionamento internacional de produ¢do agropecudria, favorecendo a conservacao e o
uso sustentdavel dos recursos naturais (BARBOSA et al., 2008). Além disso, a utiliza¢io
de inimigos naturais no controle de pragas tem se mostrado uma alternativa promissora
devido a eficiéncia e aos baixos custos relativos (BARBOSA et al., 2008; VACARI et
al., 2012).

O sucesso do controle bioldégico com parasitoides estd relacionado com a
qualidade na produg¢do massal, pois inimigos naturais produzidos de forma adequada,
quando liberados no campo apresentam melhor capacidade para localizar e parasitar o
hospedeiro (PREZOTTI e PARRA, 2002; GANDOLFI et al., 2003; VREYSEN e
ROBINSON, 2010).

A implementacdo dos programas de controle biolégico com parasitoides
dependem do conhecimento dos fatores abidticos e bidticos que envolvem a interagdao
desses inimigos naturais com seus hospedeiros (ALTUNTAS et al., 2010; SALVADOR
e CONSOLLI, 2008).

O uso de parasitoides como ferramenta para o controle de pragas exige que os
mesmos sejam multiplicados em grandes quantidades. As criacdes massais referem-se a
producdo de milhdes de insetos, sendo criados de forma continua durante todo o ano,
que envolvem operagdes semelhantes as de uma fabrica e demandam de conhecimento
bésico das espécies a serem multiplicadas (PARRA e CONSOLI, 2009). A criacio
massal de parasitoides € a etapa inicial para seu uso no controle bioldgico aplicado e
esse processo depende do seu desenvolvimento adequado, para obtengdo de inimigos
naturais com qualidade (PREZOTTI et al., 2002; PRATISSOLI et al., 2005).

As caracteristicas bioldgicas dos parasitoides sao afetadas pela idade, densidade,
espécie de parasitoides e hospedeiros, além dos fatores abidticos como temperatura,
umidade e fotoperiodo (COSTA LIMA et al., 2009; SILVA-TORRES et al., 2009;
SILVA-TORRES et al., 2010; PEREIRA et al., 2011; CHICHERA et al., 2012;
PASTORI et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013). Além disso, quando uma quantidade
insuficiente de parasitoides é liberada em campo, em rela¢do a densidade populacional

do hospedeiro, ocorrem baixas taxas de parasitismo (PARON et al., 1998). Nesse caso,



€ preciso verificar como o inimigo natural ird responder funcional e numericamente ao
aumento da densidade do hospedeiro (FARIA et al., 2000; POLANCZYK et al., 2011).

Outro aspecto que influencia a otimizacdo das criacdes e o controle biologico
aplicado com parasitoides é o instar do hospedeiro (HARVEY et al., 1994; DORN e
BECKAGE, 2007; YANG e WAN, 2011). Isso acontece, porque o parasitoide fica
sujeito as alteragdes metabdlicas e as taxas de crescimento impostas pelo alimento
explorado pelo hospedeiro (CONSOLI e VINSON, 2009). A selecio dos nstares larvais
pelos parasitoides é baseada na facilidade de localizacdo, no comportamento, na idade e
no tamanho do hospedeiro (PASCUA e PASCUA, 2004).

Neste sentido, a manipulacdo dos fatores mencionados pode aprimorar as
técnicas de criacdo de parasitoides, possibilitando a producdo de um grande nimero de
individuos com alta capacidade reprodutiva (UCKAN e GULEL, 2002; PARRA e
CONSOLI, 2009).

Diatraea saccharalis ¢ uma importante praga da cana-de-acicar, devido a
intensidade do ataque e consequentes perdas na produgdo de agucar e dlcool (SEGATO
et al., 2006; DINARDO-MIRANDA et al., 2012). O controle biol6gico com
parasitoides tem sido a forma mais utilizada para combater a broca-da-cana, pois o
controle com produtos quimicos € dificil, devido a fase larval do inseto se desenvolver
em local protegido, dentro do caule da planta (VACARI et al., 2012).

Uma pupa de Diatraea sp. parasitada por Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) foi coletada em plantio de cana-de-aguicar, no municipio de
Dourados - Mato Grosso do Sul, (VARGAS et al., 2011). A ocorréncia do parasitoide
no Estado, onde o cultivo da cana-de-agucar € significativo (DINARDO-MIRANDA et
al., 2012), estimulou o desenvolvimento de pesquisas visando a utilizagao de 7. howardi
como mais uma alternativa no controle de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)

(Lepidoptera: Crambidae).

1. O parasitoide Tetrastichus howardi

A maioria das espécies de inimigos naturais utilizados no manejo de pragas
pertence ao Filo Arthropoda. Dentre os artropodes, destacam-se quatro grupos

taxondmicos de inimigos naturais mais utilizados: em primeiro lugar encontra-se



Hymenoptera, seguido de Acari, Coleoptera e Hemiptera/Heteroptera (VAN
LENTEREN, 2012).

Himendpteros parasitoides sdo importantes inimigos naturais de insetos-praga,
sendo utilizado grande nimero de espécies no controle bioldgico aplicado,
principalmente devido a especificidade e facilidade de criacio (CHERIAN e
SUBRAMANIAM, 1940; PARRA, 2002; VAN LENTEREN, 2012). Dentre os
himendpteros, destacam-se aqueles pertencentes a familia Eulophidae.

Eulophidae Westwood, 1829 é uma das familias mais diversas dentro de
Chalcidoidea, sendo constituida de 297 géneros e 4472 espécies distribuidas em cinco
subfamilias: Entiinae, Eulophinae, Entedoninae, Tetrastichinae e Opheliminae
(NOYES, 2003). Tetrastichinae ¢ a maior subfamilia de Eulophidae, que incluem
parasitoides de hospedeiros pertencententes a mais de 100 familias de insetos de
diferentes ordens (LA SALLE, 1994). Dentre as espécies deste grupo, 7. howardi é um
endoparasitoide de habito gregario, sendo um parasitoide primdrio ou hiperparasitoide
facultativo, que se encontra associado com um grande numero de espécies de
lepidépteros pragas de culturas importantes (KARINDAH et al., 2005; SULLIVAN e
VOLKL, 1999; BAITHA et al, 2004; PRASAD et al, 2007; LA SALLE e
POLASZEK, 2007; CRUZ et al., 2011; VARGAS et al., 2011).

Tetrastichus howardi é uma espécie asidtica, amplamente distribuida no norte da
China e oeste do Paquistao (LA SALLE e POLASZEK, 2007), nas Filipinas (RAO,
1965; MOHYUDDIN, 1990) e India (CHERIAN ¢ SUBRAMANIAM, 1940; RAO,
1965). Ocorre também nas Ilhas Mauricio (BOUCEK, 1988) e Australia (LA SALLE e
POLASZEK, 2007).

O género desta espécie apresenta duas caracteristicas que o identificam: uma
seta dorsal na veia sub-marginal e uma carena em forma de Y invertido no propédeo. O
corpo do adulto é preto ou de cor escura, com brilho metélico, mas algumas espécies
podem apresentar coloragdes claras. Tetrastichus howardi, no entanto, € a inica espécie
deste género que tém duas setas dorsais na veia submarginal (BOUCEK, 1988; ZHU e
HUANG, 2001; LA SALLE e POLASZEK, 2007).

Fémeas virgens de T. howardi se reproduzem por partenogénese arrendtoca,
quando ndo ocorre a cOpula. No caso de reproducdo sexuada a propor¢cdo € de um
macho para 15,2 fémeas (CHERIAN e SUBRAMANIAM, 1940; MOORE e KFIR,
1995a). Uma fémea deste parasitoide deposita de quatro a 28 ovos em lagartas de

Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) e aproximadamente 60



ovos em pupa de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (KARINDAH, 2005;
OLIVEIRA, 2013), demonstrando que a quantidade de ovos depositada varia com o
tamanho e a espécie do hospedeiro. Apds a oviposicdo no hospedeiro, os ovos
himenopteriformes, brancos, leitosos e internamente granulares apresentam tamanho
entre 0,288 e 0,304 mm de comprimento e aproximadamente 0,088 mm de largura
(GONZALEZ et al., 2003b).

As larvas se desenvolvem em trés estadios larvais: L1 (24-32 horas) — Larvas
esbranquicadas, cujas pecas bucais sdo reduzidas, sendo compostas por duas
mandibulas opostas e levemente triangulares. L2 (80-88 horas) — Larvas de cor creme,
cujo corpo € ligeiramente curvado longitudinalmente e sua segmentacdo € observada
mais claramente. As mandibulas sdo mais robustas do que L1, menos arqueada e sem
apice agudo. L3 (24 a 38 horas) - semelhante ao segundo estddio larval (L2) em
coloragdo e forma do corpo. Sdo maiores, variando entre 2,5 e 2,9 mm. Suas mandibulas
sdo triangulares e totalmente retas (GONZALEZ et al., 2003b; GONZALEZ, 2004).

As pupas inicialmente apresentam cor amarelo pélido e a medida que escurecem
verifica-se a presenca de olhos compostos e ocelos. A coloragdo dos olhos varia de
amarelo claro a vermelho, porém antes da emergéncia dos adultos, os olhos tornam-se
escuros (CHERIAN e SUBRAMANIAM, 1940; GONZALEZ et al., 2003b). Quando os
imaturos se desenvolvem a uma temperatura de 25°C, os adultos emergem do
hospedeiro, aproximadamente entre 14 a 16 dias apds o parasitismo (CHERIAN e
SUBRAMANIAM, 1940; GONZALEZ, 2004).

O dimorfismo sexual em 7. howardi é evidente, principalmente pelas antenas.
As fémeas apresentam funiculo das antenas pigmentado e com trés segmentos, além de
escapo sem placa sensorial na margem ventral. Nos machos, o funiculo contém quatro
segmentos, nesse caso apenas a clava € pigmentada, e o escapo apresenta uma placa
sensorial na margem ventral (LA SALLE e POLASZEK, 2007; GONZALEZ, 2004).
Outra caracteristica facilmente distinguivel € a cor da coxa e fémur nas pernas
anteriores, que nas fémeas sao mogno e nos machos sao amarelo claro (GONZALEZ,
2004).

As fémeas de T. howardi foram capazes de discriminar pupas parasitadas de ndo
parasitadas de Helicoverpa armigera (Huebner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) a partir
de 48 horas do parasitismo desse hospedeiro. Porém, nao demonstraram preferéncia por
pupas de H. armigera e Chilo partellus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Pyralidae) com
idades entre um a cinco dias (MOORE e KFIR, 1995b). Em condi¢des de laboratério, 7.



howardi se desenvolve em diversas espécies de Lepidoptera, assim como em
hospedeiros de outras ordens, como Coleoptera, Diptera, Mantodea e Hymenoptera
(BENNETT, 1965; MOORE e KFIR 1995a,b; KFIR et al., 1993, KFIR et al., 1997;
FELIX et al., 2005; BAITHA et al., 2004; LA SALLE e POLASZEK, 2007; PRASAD
et al., 2007; VARGAS et al., 2011).

Cherian e Subramaniam (1940) foram os primeiros a discutir o potencial de T.
howardi como agente de controle bioldgico. As vantagens da utilizacdo de 7. howardi
no controle de pragas estdo relacionadas com o ciclo de vida mais curto que dos seus
hospedeiros, elevada proporcdo de fémeas em relacdo a machos e alta longevidade das
fémeas.

Tetrastichus howardi proveniente das Filipinas foi introduzido na Africa do Sul,
visando o controle bioldgico de duas espécies de insetos-praga, C. partellus e Busseola
fusca (Fuller, 1901) (Lepidoptera: Noctuidae), nas culturas de milho e sorgo
(SKOROSZEWSKI e VAN HAMBURG, 1987; KFIR, 2001; RAO et al., 2001).
Posteriormente, liberacdes neste pais também foram realizadas para o controle de H.
armigera (MOORE e KFIR 1995a).

Na América, T. howardi foi introduzido em quarentena em Trinidad e Tobago
no ano de 1963 como um agente potencial de controle bioldgico de Diatraea spp.,
sendo criado em laboratério em diferentes hospedeiros, entretanto, como 0 mesmo
também parasitou espécies de parasitoides, Lixophaga diatraeae (Townsend, 1916)
(Diptera: Tachinidae) e Paratheresia claripalpis (Wulp, 1896) (Diptera: Tachinidae)
estoques desse inimigo natural foram destruidas e as liberacdes ndo foram realizadas
(BENNETT, 1965).

Entretanto, em 1997 foram encontradas em Cuba, pupas de D. saccharalis
parasitadas por T. howardi em cultura de arroz e cana-de-agticar (GONZALEZ et al.,
2003a). Desta forma, FELIX et al. (2005) ao estudarem a intera¢do dos parasitoides 7.
howardi e L. diatraeae em condicdes de campo, visando o controle de D. saccharalis,
observaram que a associacdo dos parasitoides contribuiu para o aumento das taxas de
parasitismo que foi de até 55%. Além disso, a competi¢do indireta ou a interferéncia na
utilizacdo de certos recursos no nicho, que podem ocorrer entre L. diatraeae e T.
howardi, ndo afetou significativamente a eficidcia dos parasitoides. Pupas de L.
diatraeae nao foram parasitadas por 7. howardi, podendo ser uma evidéncia de que o

hiperparasitimo nao é comum em campo (FELIX et al., 2005).



Embora este parasitoide seja um hiperparasitoide facultativo, na maioria das
vezes desenvolve-se como parasitoide primdrio, sendo possivel sua utilizacdo no
controle biolégico. Destaca-se ainda, a facilidade de localizagdo do hospedeiro no
interior do colmo da planta (KFIR et al., 1993; POLASZEK e LA SALLE, 1995).

As liberacdes de T. howardi em Cuba, inicialmente teve como objetivo o
controle biolégico de D. saccharalis (GONZALEZ, 2004). Posteriomente, com a
expansdo das tecnologias de criacdo, este parasitoide passou a ser utilizado também para
o controle de lepidopteros-praga em hortalicas e outras culturas (MORENO et al., 2010;
KARINDAH, 2005).

No Brasil, ha relatos de pupas de D. saccharalis parasitadas por 7. howardi na
cultura do milho (CRUZ et al., 2011) e cana-de-agicar (VARGAS et al., 2011). Relata-
se também o parasitismo de lagarta de D. saccharalis em condi¢des de laboratério
(VARGAS et al., 2011). O parasitoide T. howardi também foi encontrado parasitando
P. xylostella no Estado de Pernambuco (SILVA-TORRES et al., 2010) e pode ser
multiplicado no hospedeiro alternativo 7. molitor (OLIVEIRA, 2013). A ocorréncia do
parasitoide no Brasil abre uma nova perspectiva sobre a supressdo da broca-da-cana,
considerando os resultados promissores ja obtidos em paises asidticos (CRUZ et al.,
2011).

Devido a expansdo da cana-de-agicar no Brasil, e consequente danos
ocasionados pela broca-da-cana, estudos envolvendo o uso de 7. howardi como
alternativa para o controle de D. saccharlis nesta cultura estdo sendo realizados pela
equipe de pesquisa do Laboratério de Entomologia/Controle Biol6gico (LECOBIOL) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Estes estudos visam conhecer, de
forma detalhada, as principais caracteristicas bioldgicas de 7. howardi e as técnicas de
criacdo deste parasitoide em laboratdrio, tais como o efeito da densidade de parasitoides
e de hospedeiros, a multiplicacdo ao longo das geracdes, a influéncia da idade do
parasitoide e do hospedeiro, a criacio em hospedeiros alternativos, o efeito das
condic¢des abidticas (temperatura e umidade); assim como os métodos de liberacdes em
campo de forma a garantir um controle bioldgico eficaz, caso esse parasitoide seja

liberado em cultivos de cana-de-acticar para o controle bioldgico da broca.



OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o parasitismo e o desenvolvimento de
T. howardi criado em lagarta e pupa de D. saccharalis. Para isso, foram desenvolvidos

os seguintes trabalhos:

1. Registro de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando

Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae) em plantio de cana-de-agticar no Brasil;

2. Multiplicagdo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por

sucessivas geracoes em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae);

3. Reprodugdo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em
pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae): relacio de diferentes

densidades do parasitoide e do hospedeiro;

4. Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:

Eulophidae) em lagartas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).
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CAPITULO 1

Registro de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
parasitando Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae) em

plantio de cana-de-aciicar no Brasil

(Entomotropica, v. 26, p. 143-146, 2011)



15

REGISTRO DE Tetrastichus howardi HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)
PARASITANDO Diatraea sp. (LEPIDO!’TERA: CRAMBIDAE) EM PLANTIO
DE CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

RESUMO: O controle bioldgico tem sido considerado uma alternativa vidvel para o
controle de pragas e novas pesquisas estdo sendo realizadas constantemente para
encontrar novos inimigos naturais ou melhorar a eficiéncia dos ja conhecidos.
Registramos Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae)
parasitando lagarta e pupa da Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae). Uma pupa de
Diatraea sp. parasitada por T. howardi foi coletada em plantio de cana-de-acticar no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Sdo apresentados dados sobre o
parasitismo de lagartas de D. saccharalis, em laboratério, por T. howardi. Estes
resultados indicam que T. howardi parasitou e se desenvolveu em lagarta e pupa de
Diatraea sp., com isso, seu potencial como agente de controle biolégico deve ser
investigado.

Palavras-chave: controle biolégico, interacdo hospedeiro-parasitoide, hiperparasitismo,
Saccharum officinarum; broca-da-cana.

ABSTRACT: Biological control has been considered a viable alternative for pest
control and new research is being carried out constanly to find new natural enemies or
improve the efficiency of known ones. We record Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) parasitizing larvae and pupae of Diatraea sp. (Lepidoptera:
Crambidae). Diatraea sp. pupae parasitized by 7. howardi were collected in sugarcane
fields in Dourados, Mato Grosso do Sul State, Brazil. Data on parasitism of D.
saccharalis larvae in laboratory by T. howardi are presented. These results indicate that
T. howardi parasitizes and develops in Diatraea sp. larvae and pupae and the potential
as a biocontrol agent should be investigated.

Keywords: biological control, host-parasitoid interactions, hyperparasitism, Saccharum
officinarum, sugarcane borer.

1. INTRODUCAO

Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae) é uma praga da cana-de-agucar
amplamente distribuida e que causa grandes danos nessa cultura (BOTELHO et al.,
1999: MACEDO e ARAUJO, 2000). Atualmente, estudos visando o controle bioldgico
dessa praga, por meio da utilizagdo de parasitoides de ovo, lagarta e pupa estdo sendo
conduzidos por pesquisadores da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD),
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) é uma espécie
asidtica, amplamente distribuida do norte da Austrdlia ao norte da China e oeste do

Paquistdo (LA SALLE e POLASZEK, 2007). Na Africa do Sul foram feitas liberacoes
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de T. howardi para o controle biologico de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutelidae) (LA SALLE e POLASZEK, 2007), Chilo partellus (Swinhoe,
1885) (Pyralidae) e Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Noctuidae) (MOORE e
KFIR, 1995a). Em Trinidad, este parasitoide foi introduzido como um potencial agente
de controle biolégico de Diatraea spp. (BENNETT, 1965), sendo liberado em plantios
de cana-de-agicar em Cuba (GONZALEZ et al., 2003a; GONZALEZ et al., 2003b)
resultando em uma porcentagem de 20,00% de parasitismo (FELIX et al., 2005). No
Brasil, T. howardi foi relatado em pupas de P. xylostella no Estado de Pernambuco
(SILVA-TORRES et al., 2010) e em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) na cultura do milho, no Estado de Minas Gerais (CRUZ et
al., 2011).

Tetrastichus howardi é um endoparasitoide gregario e hiperparasitoide
facultativo (PRUTZ et al., 2004). Ele pode se desenvolver tanto como um parasitoide
primdrio ou secundério (SULLIVAN e VOLKL, 1999), sendo capaz de discriminar
entre os hospedeiros parasitados e ndo parasitados; inicialmente prefere os parasitados,
porém dois dias depois prefere hospedeiros nao parasitados (MOORE e KFIR, 1995b).
As espécies de Tetrastichus sao consideradas idiobiontes. Em condigdes de laboratorio,
T. howardi se desenvolveu em mantddeos, lepidopteros, coledpteros, dipteros, e
espécies de himendpteros (BENNETT, 1965; MOORE e KFIR, 1995a; MOORE e
KFIR, 1995b; KFIR et al., 1993; KFIR, 1997; FELIX et al., 2005; BAITHA et al., 2004;
PRASAD et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi registar a ocorréncia de 7. howardi parasitando
pupa de Diatraea sp. em plantio de cana-de-agicar em Dourados, Mato Grosso do Sul.
Além disso, avaliou-se o parasitismo e desenvolvimento de 7. howardi em lagartas de

D. saccharalis.

2. MATERIAL E METODOS

Durante a instalacdo de um experimento, uma pupa de Diatraea sp. foi coletada
em colmo de cana-de-acticar, em plantio situado na Fazenda Experimental da UFGD
(22°14°1.333”S, 54°59°15.462”W, 530m). A pupa foi colocada em um tubo de vidro
(2,5 x 14 cm) e mantida em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade

relativa e fotofase de 14 horas. Uma amostra com parasitoides fixados em éalcool 85%
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foram encaminhados ao Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal
do Espirito Santo, para identificagao.

Os adultos do parasitoide foram mantidos, no laboratério, em tubos de vidro (2,5
x 14 cm) vedados com algoddo e alimentados com gotas de mel puro. Para a
multiplicagdo do parasitoide, pupas de D. saccharalis (24 a 48h de idade) foram
expostas ao parasitismo por 24h. Apds esse periodo, as pupas foram individualizadas
em tubos de vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14h, até a emergéncia de adultos.

Para avaliar o parasitismo e desenvolvimento do parasitoide, quinze lagartas de
quinto instar de D. saccharalis foram isoladas em placas de Petri (9,0 x 1,5 cm). Cada
lagarta foi exposta ao parasitismo por cinco fémeas de 7. howardi por 72 h. Apds esse
periodo, os parasitoides foram removidos e as lagartas do hospedeiro foram mantidas
em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade relativa e fotofase de 14h até a

emergéncia dos parasitoides.

3. RESULTADOS

Ap6s 14 dias, 36 parasitoides (91,6% de fémeas) emergiram da pupa coletada no
campo. O parasitoide foi identificado pelo Dr. Marcelo Teixeira Tavares, como
Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae), sendo este o primeiro
registro dessa espécie parasitando naturalmente Diatraea sp. em plantio de cana-de-
acicar no Brasil. Espécime voucher do parasitoide foi depositada na colegdo
permanente do Departamento de Ciéncias Bioldgicas na UFES, Brasil.

O parasitismo de uma lagarta de D. saccharalis por T. howardi, em condicdes de
laboratério, foi outro fato inédito. O ciclo de vida de 7. howardi na lagarta de D.
saccharalis foi de 23 dias, com progénie de 170 individuos (92,3% de fémeas),

oriundos de um tnico hospedeiro.

4. DISCUSSAO

Tetrastichus spp. sdo parasitoides de larva-pupa. O desenvolvimento de T.
howardi em duas fases de D. saccharalis (lagarta e pupa) € um fato significativo para o
aumento da eficiéncia do controle bioldgico desta praga, possivelmente aliado a um

efeito combinado com outras espécies parasitoides, como Trichogramma galloi Zucchi,
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1988 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae), que sdo utilizados pelos produtores de cana para controlar
D. saccharalis (BOTELHO et al., 1999). Assim, o uso do controle biolégico é
importante para a manutencdo do equilibrio populacional de insetos-praga em dareas
agricolas e florestais (PRUTZ et al., 2004, NOFEMELA e KFIR, 2005; PEREIRA et
al., 2008; PEREIRA et al., 2010). Por essa razdo, o incremento de agentes de controle
bioldgico presentes no agroecossistema € prioritdrio, especialmente visando a reducao
dos custos aos produtores e de impctos negativos ao agroecossistema (MONTEIRO et
al., 20006).

Tetrastichus howardi parasitou lagarta e pupa de Diatraea sp. No entanto, para
sua utilizacdo no controle biolégico, devem-se aprimorar os métodos de criagao,
investigar sua dispersao no campo e sua associagdo com parasitoides de ovos (7. galloi)

e larvas (C. flavipes).

5. CONCLUSOES

Tetrastichus howardi ocorre naturalmente em cultivos de cana-de-acucar de
Dourados, Mato Grosso do Sul.
Tetrastichus howardi parasitou duas fases de desenvolvimento do hospedeiro D.

saccharalis, lagarta e pupa.
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CAPITULO 2

Multiplicacao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) por sucessivas geracoes em pupas de Diatraea

saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
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CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Tetrastichus howardi
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) MANTIDO EM PUPAS DE Diatraea
saccharalis LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) POR SUCESSIVAS GERACOES

RESUMO: O sucesso do controle biolégico com parasitoides esta relacionado com a
qualidade na produ¢do massal desses inimigos naturais. As caracteristicas bioldgicas de
Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) multiplicados por 25
geragOes sucessivas em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) foram avaliadas. O estudo das geracdes iniciou-se com parasitoides adultos
provenientes de pupa de Diatraea sp. coletada em plantio de cana-de-acucar. Cada pupa
de D. saccharalis foi individualizada em tubo de vidro (16 x 100 mm) e exposta ao
parasitismo por uma fémea de 7. howardi por 24h a 25 + 1°C, umidade relativa de 60 +
10% e fotofase de 14h. Doze fé€meas descendentes da primeira geracdo foram
selecionadas ao acaso e individualizadas em tubos de vidro, cada uma exposta a pupa de
D. saccharalis nas mesmas condi¢gdes mencionadas anteriormente, para compor a
segunda geracdo de 7. howardi. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a
geracdo F25. A reproducgdo de T. howardi em pupas de D. saccharalis por 25 geracdes
sucessivas ndo compromete a qualidade bioldgica do parasitoide.

Palavras-chave: controle de qualidade; criacdo de laboratério; controle bioldgico;
desempenho reprodutivo.

ABSTRACT: The success of biological control with parasitoids is related to quality in
mass production of these natural enemies. The biological characteristics of Tetrastichus
howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) reared for 25 successive generations
in pupae of Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) were
evaluated. The study of generations initiated with adults parasitoids from pupa of
Diatraea sp. collected in sugarcane fields in Dourados, Mato Grosso do Sul. Each pupa
of D. saccharalis was individualized in a glass tube (16 x 100mm) and exposed to
parasitism by a female 7. howardi for 24h at 25 + 1°C, relative humidity of 60 + 10%
and photophase of 14h. Twelve female descendants of the first generation were
randomly selected and individually placed in glass tubes, each exposed to pupae of D.
saccharalis the same conditions mentioned above, to form the second generation T.
howardi. This procedure was repeated successively until the F25 generation. The
reproduction of 7. howardi in pupae of D. saccharalis for 25 successive generations did
not compromised the biological quality of the parasitoid.

Keywords: quality control; laboratory rearing; biological control; reproductive
performance.

1. INTRODUCAO

O sucesso do controle biologico com parasitoides estd relacionado com a
qualidade na produ¢do massal, pois inimigos naturais produzidos de forma adequada

apresentam capacidade para localizar e parasitar o hospedeiro quando liberados no
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campo (PREZOTTI e PARRA, 2002; GANDOLFI et al., 2003; VREYSEN e
ROBINSON, 2010). O controle de qualidade visa determinar se um inimigo natural,
apods geragdes sucessivas em laboratdrio continua eficiente no controle de pragas (VAN
LENTEREN, 2009).

A criacdo de inimigos naturais em laboratdrio pode favorecer a maior producao
de individuos homozigbticos por meio da endogamia, em relacdo as populagdes de
ambientes naturais € em muitos casos, esses individuos possuem caracteres indesejaveis
(SORENSEN et al., 2012). O desempenho de parasitoides, mantidos em laboratério
durante muitas geracdes, pode sofrer alteracdes genéticas das populagdes por
constituirem apenas uma pequena amostra da variabilidade genética presente na espécie
e, portanto, podem nao se adaptar a criagdo em laboratério (DIAS et al., 2008). Uma
forma de minimizar o problema de endogamia é a obtenc¢do de grandes populacdes
desses individuos para manter uma variacdo genética suficientemente ampla
(BARTLETT, 1985). O tamanho ideal de uma populacdo fundadora é varidvel em
funcdo da espécie e em muitos casos, o tamanho da populacdo inicial ndo € importante,
especialmente se o numero de individuos aumenta significativamente durante as
primeiras geracdoes (PREZOTTI et al., 2004).

A degeneracdo das criacoes de laboratério € percebida pela ocorréncia de
alteracdes no tamanho, no periodo de desenvolvimento, na fecundiade, na razao sexual,
longevidade e no comportamento do parasitoide (VINSON e IWANTSCH, 1980;
GANDOLFI et al., 2003; VACARI et al., 2012). No entanto, mesmo com O
estabelecimento da criagdo do parasitoide em laboratério, € importante obter
periodicamente novos individuos coletados no campo para a melhoria das criagdes ja
instaladas (MCEWEN, 1997), e reduzir as chances de possiveis perdas de qualidade
desse inimigo natural.

A determinacdo da qualidade de parasitoides produzidos em laboratério € feita
pela avaliacdo de caracteristicas bioldgicas expressas por esses inimigos naturais apos
sucessivas geragoes. Dentre os caracteres avaliados citam-se o nimero de descendentes,
razdo sexual, fecundidade, longevidade, tamanho do adulto, envergadura da asa,
atividade de voo e desempenho em campo (HARVEY, 2000; WAJNBERG, 2004;
GONCALVES et al., 2005; DAHA, 2011; RULL et al., 2012).

A qualidade do parasitoide estd vinculada a qualidade do seu hospedeiro. O
desenvolvimento e sobrevivéncia dos parasitoides imaturos sdo influenciados pelo

tamanho, idade, estado nutricional, condi¢des sanitdrias, fase do hospedeiro parasitado e
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espécies hospedeiras (SEQUEIRA e MACKAUER, 1992; HARVEY et al., 1994;
HARVEY, 2000; SIMOES et al., 2012). Isso porque o consumo e utilizag¢io de alimento
constituem condicdo bdsica para o crescimento, desenvolvimento e a reproducdo do
parasitoide gregario, uma vez que a quantidade e qualidade do alimento utilizado na
fase larval afeta o desempenho reprodutivo dos adultos (GODFRAY, 1994;
HOHMANN e LUCK, 2004; DAHA, 2011).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) foi encontrado
parasitando larvas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) em
cultivo orgénico de couve, na cidade de Cha Grande, Pernambuco (SILVA-TORRES et
al.,, 2010). Esse parasitoide também foi coletado de pupas de Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) em colmos de plantas de milho no
municipio de Sete Lagoas, Minas Gerais (CRUZ et al., 2011). Em 2009, foi coletada
uma pupa de Diatraea sp. parasitada por T. howardi em plantio de cana-de-agicar no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul (VARGAS et al., 2011).

A ocorréncia do parasitoide no Estado, cujo cultivo da cana-de-actcar é bastante
significativo, estimula o desenvolvimento de pesquisas visando a utilizacdo de T.
howardi como mais uma alternativa para o controle de D. saccharalis e a criagdo massal
€ a etapa inicial para seu uso no controle biolégico. Esse processo depende do seu
desenvolvimento adequado, para obten¢do de inimigos naturais com qualidade
(PREZOTTTI et al., 2002; PRATISSOLI et al., 2005). Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar as caracteristicas bioldgicas de 7. howardi multiplicado por 25

geracdes sucessivas em pupas de D. saccharalis.

2. MATERIAL E METODOS

Local de conducao do experimento

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

Criacao de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
Pupas de D. saccharalis cedidas pela empresa BUG — Agentes Biol6gicos foram
separadas por sexo e colocadas em gaiolas de PVC (100 x 220 mm) para a formagao de

adultos. Essas gaiolas contendo 20 machos e 30 fémeas desse lepidoptero foram
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revestidas internamente com folhas de papel sulfite umedecido, onde as fémeas, apds o
acasalamento, ovipositaram. As folhas de papel sulfite contendo os ovos foram imersas
em dgua e sulfato de cobre (1,0%) durante dois minutos para desinfeccao e colocadas
para secar em varais. Depois de seco, o papel foi recortado de acordo com os espagos
em que os ovos se encontravam e colocado em placas de Petri contendo um chumaco de
algoddo umedecido em sulfato de cobre, para evitar o ressecamento e contaminacao dos
ovos. Préximo a eclosdo das lagartas de D. saccharalis (ovos escurecidos), essas
posturas foram colocadas em frascos de vidro (500 mL) vedados contendo dieta
artificial modificada de Hensley e Hammond (1968), a base de farelo de soja, germe de
trigo, vitaminas e sais minerais (Anexo A). Apds a inoculacdo dos ovos os frascos
foram acondicionados em estantes de aco e mantidos em sala climatizada a 25 + 1°C, 60
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 12h. Ao atingir o terceiro instar, as lagartas
foram transferidas para placas de Petri descartaveis (60 x 16 mm) contendo dieta de
realimentacdo (semelhante a dieta de alimentacdo, exceto pela adicdo de dcido acético e
remogado de sais de Wesson e germe de trigo), onde permaneceram até a formacao de

pupas (GARCIA et al., 2009).

Criacao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

A criacdo de T. howardi no LECOBIOL iniciou-se em outubro de 2009.
Parasitoides adultos foram provenientes de uma pupa de Diatraea sp. coletada em
plantio de cana-de-acticar na Fazenda Experimental das Ciéncias Agrarias (FAECA) da
UFGD (VARGAS et al., 2011).

Os adultos de T. howardi foram mantidos em tubos de vidro (16 x 100 mm)
vedados com algoddao e alimentados com gotas de mel puro. Cada pupa de D.
saccharalis com 48h de idade foi exposta a trés fémeas de 7. howardi (Apéndice A) por
24h para a criagdo do parasitoide. Apds esse periodo as pupas foram individualizadas
em tubos de vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14h, até a emergéncia dos adultos do parasitoide (VARGAS et al.,

2011).

Desenvolvimento experimental
A avaliacdo das geragdes foi iniciada com os parasitoides adultos provenientes
de unica pupa de Diatraea sp. coletada em plantio de cana-de-acticar (VARGAS et al.,

2011). Pupas de D. saccharalis, com 48h de idade e peso entre 0,160 a 0,200 g
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(GLAESER, 2011), foram colocadas em tubos de vidro (16 x 100 mm) e expostas ao
parasitismo por uma fémea de 7. howardi por 24h.

Ap6s este periodo, a fémea de 7. howardi foi retirada e as pupas permaneceram
individualizadas em tubos de vidro e mantidas em cimara climatizada a 25 + 1°C,
umidade relativa de 60 = 10% e fotofase de 14h até a emergéncia dos adultos de T.
howardi (VARGAS et al., 2011). Doze fémeas descendentes da geracdo F1 foram
selecionadas ao acaso e individualizadas em tubos de vidro, cada uma com uma pupa de
D. saccharalis nas mesmas condi¢des mencionadas anteriormente, para compor a
geracdo F2 de T. howardi. Esse procedimento foi repetido sucessivamente até a geracdo
F25 de T. howardi em pupas de D. saccharalis.

As caracteristicas bioldgicas avaliadas para cada uma das geracdes (F1, F3, F5,
F7, F9, F11, F13, F15, F17, F19, F21, F23 e F25) foram: a porcentagem de pupas
parasitadas [(ndmero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides +
pupas sem emergéncia de adultos de D. saccharalis)/(nimero total de pupas) x 100];
porcentagem de pupas com emergéncia de parasitoides [(nimero de pupas de D.
saccharalis com emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de pupas parasitadas)
x 100]; a progénie (nimero de parasitoides emergidos por pupa de D. saccharalis); a
duracdo do ciclo vida (ovo-adulto) (dias); a longevidade média em dias (para avaliacdao
dessa varidvel foram selecionados ao acaso 20 fémeas e 10 machos de 7. howardi de
cada tratamento, sendo esses parasitoides no dia de sua emergéncia, individualizados
em tubos de ensaio contendo uma gota de mel, onde permaneceram até a sua morte); o
tamanho da cépsula cefdlica (para avaliacdo dessa caracteristica foram escolhidos ao
acaso em cada tratamento, 15 fémeas e 15 machos de T. howardi, visando medir a
largura da cdpsula cefdlica em ocular micrométrica) e a razdo sexual (RS= nimero de
fémeas/ nimero de adultos) de 7. howard;.

O sexo dos adultos de T. howardi foi determinado de acordo com caracteristicas
morfoldgicas da antena, sendo que as fémeas apresentam funiculo das antenas
pigmentado e com trés segmentos e nos machos, o funiculo contém quatro segmentos e
apenas a clava € pigmentada (LA SALLE e POLASZEK, 2007). A mortalidade natural
do hospedeiro foi corrigida pela formula de Abbott (1925) nas condi¢cdes do
experimento, com pupas de D. saccharalis individualizadas em tubos de vidro (16 x 100
mm) sem parasitoides.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 13 tratamentos

(geracoes avaliadas do parasitoide) e 12 repeti¢des. Para avaliacdo das caracteristicas
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bioldgicas de T. howardi os valores das médias foram constiuidos por um grupo de
quatro pupas, que corresponderam as seguintes geracoes: F1, F3, F5, F7, F9, F11, F13,
F15, F17, F19, F21, F23 e F25. Os dados das caracteristicas bioldgicas avaliadas foram
submetidos a andlise de variancia e quando significativo a 5% de probabilidade foi
realizado o teste de Scott-Knott. Esse teste foi escolhido pois os dados ndo se ajustaram

a modelos de regressdo que explicassem os dados bioldgicos.

3. RESULTADOS

O periodo de tempo para obtencdo de 25 geragdes de T. howardi em pupas de D.
saccharalis foi de 17 meses.

O parasitismo nao foi afetado pelo nimero de geracdes avaliadas de 7. howardi
em pupas de D. saccharalis, apresentando média de 97,43 + 1,11 (p > 0,05) (Tabela 1).
Observaram-se diferencas significativas na emergéncia desse parasitoide em 25
geragOes consecutivas (F=2,967; p= 0,0098) (Tabela 1).

A duragdo do ciclo (ovo-adulto) de 7. howardi criado por geragdes sucessivas
em pupas de D. saccharalis variou de 17,00 £ 0,00 (F21) a 25,67 + 0,33 dias (F23) (F=
89,995; p=0,0000) (Tabela 1).

Todas as geracdes apresentaram maiores valores de progénie quando comparada
a primeira geracdo. Entretanto, para algumas geracOes estes valores nao diferiram
estatisticamente, sendo observada uma oscila¢do da progénie entre 56,25 + 5,73 (F1) e
135,66 + 4,40 (F19) individuos(F = 6,202; p = 0,0001) (Tabela 1).

A criacdo sucessiva de T. howardi em pupas de D. saccharalis ndao afetou a
razdo sexual, apresentando média de 0,93 + 0,01 (Tabela 1).

A longevidade de fémeas (F= 16, 239; p= 0,0000) e machos (F= 7,645; p=
0,0000) foi maior na nona geracdo de 7. howardi, totalizando 39,00 + 2,24 e 38,40 +
2,76 dias, respectivamente (Tabela 2). O tamanho da capsula cefélica de T. howardi
diferiu significativamente entre as 25 geragdes deste parasitoide em pupas de D.
saccharalis, variando de 0,51 a 0,62 mm para fémeas (F= 10,899; p= 0,0000) e de 0,42
a 0,49 mm para machos (F= 6,039; p=0,0000) (Tabela 2).
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4. DISCUSSAO

A manutencdo de altas porcentagens de parasitismo (97,43%) indica a qualidade
das criacdes de T. howardi em pupas de D. saccharalis por 25 geragdes sucessivas. A
multiplicagdo de T. howardi somente no hospedeiro natural pode ter favorecido sua
capacidade de parasitismo ao longo das geragdes. Uma vez que, parasitoides criados em
hospedeiros alternativos podem antecipar a reducdo na qualidade bioldgica, como
ocorreu com Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
que apresentou decréscimo na taxa de parasitismo ao ser multiplicado por 22 geracdes
em ovos de Sitotroga cerealella (Olivier, 1789) (Lepidoptera: Gelechiidae)
(GONCALVES et al., 2003).

O numero de pupas com emergéncia de 7. howardi foi influenciado pelas
sucessivas geracdes. No entanto, a porcentagem de emergéncia foi superior a 75%, o
que representa um valor satisfatério para manutencdo das criacdes de 7. howardi em
laboratério. Altas porcentagens de emergéncia em laboratério € uma caracteristica
favoravel para liberacdes massais de parasitoides, principalmente quando associadas a
um bom parasitismo (DIAS et al., 2008).

O ndmero de geragdo em laboratério influenciou a duragcdo do ciclo de T.
howardi. O periodo de desenvolvimento do parasitoide gregario dentro de um
hospedeiro ¢é afetado pelo nimero de imaturos em desenvolvimento (DORN e
BECKAGE, 2007). Sendo assim, reducdes nesse periodo estdo relacionadas a menor
disponibilidade de alimento e podem contribuir para o aumento do nimero de geracoes
produzidas em laboratério. J4 o incremento no tempo de desenvolvimento pode ser
utilizado pelo individuo para explorar de forma mais completa o recurso do hospedeiro
(DOYON e BOIVIN, 2005). A disponibilidade de alimento pode prolongar ou reduzir o
periodo ovo-adulto de T. howardi em pupas de D. saccharalis.

A progénie de T. howardi apresentou um aumento apds as primeiras geracoes
em laboratério. Isso acontece porque o parasitoide necessita de um periodo para
adaptar-se as novas condi¢Oes e expressar suas caracteristicas biolégicas (PREZOTTI e
PARRA, 2002). Da geracdo F5 a F13, o nimero de parasitoides emergidos por pupa
apresentaramm valores mais proximos. Na geracdo F25 o nimero de parasitoides
reduziu préximo aos valores obtidos na primeira geracdo de 7. howardi.

A razdo sexual de T. howardi emergidos por pupa de D. saccharalis nido se

alterou durante 25 geracgdes. Isso evidencia um importante fator de qualidade, pois sdo
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as fémeas que causam a mortalidade do hospedeiro e, portanto, realizam o controle
biologico dos insetos pragas nas culturas. A razdao sexual favorece a retencdo dos
parasitoides nas culturas e a propor¢ao de 60% de fémeas nas liberacdes € o suficiente
para um controle eficiente (CAMPOS-FARINHA et al., 2000; VACARI et al., 2012). A
propor¢do de fémeas de T. howardi foi superior a 85% nas sucessivas geracoes, 0 que
demonstra a adequacao da razdo sexual nessas criacoes.

A longevidade de fémeas e machos alimentados atingiu periodos superiores a 30
dias, sendo a maior longevidade observada na nona geracdo. O aumento da longevidade
€ considerado benéfico nas criacdes de agentes de controle biolégico, pois garante a
sobrevivéncia durante os procedimentos operacionais e favorece a maior permanéncia
dos inimigos naturais nas culturas (SORENSEN et al., 2012).

A variacdo do tamanho da cdpsula cefdlica foi menor nos machos de 7. howardi
do que nas fémeas. Isso pode ser devido as fémeas parasitoides serem mais exigentes
nutricionalmente do que os machos (GODFRAY, 1994; LI e SUN, 2011). Os
parasitoides maiores apresentam vantagem competitiva e as fémeas maiores possuem
maior capacidade reprodutiva, maior longevidade e maior capacidade de busca por
hospedeiros (GODFRAY, 1994; ELLERS et al., 1998; LYKOURESSIS et al., 2009).
Neste contexto, € importante a manutencao de parasitoides maiores na criacao sucessiva
de T. howardi em laboratdrio.

A obtencdo de parasitoides com qualidade em criacdes de laboratdrio €&
dependente da producdo de hospedeiros de qualidade. A criagdo de Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) em lagartas de D. saccharalis infectadas
por Nosema sp. influenciou na biologia de quatro geracdes deste parasitoide, reduzindo
a fertilidade, fecundidade e capacidade de localizar o hospedeiro (SIMOES et al., 2012).
Esse resultado € um indicativo de que as pupas de D. saccaharalis devem ser
criteriosamente selecionadas para a criagdo de T. howardi. Além disso, sdo necessarios
cuidados com a assepsia do laboratério e com a manipulacio no preparo da dieta
artificial para a criagdo de D. saccharalis, visando a qualidade dos insetos produzidos.

Sugere-se também, como medida para manter a qualidade dos parasitoides
produzidos, estimular a variabilidade dos insetos criados massalmente por meio do uso
de instalacdes com diferentes temperaturas, umidades e periodo de luz (VAN
LENTEREN e BIGLER, 2010). Além disso, manter linhagens separadas no laboratério

para um posterior cruzamento e multiplicar os parasitoides em diferentes espécies de
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hospedeiros (VAN LENTEREN, 2009; GLAESER, 2011), s@o a¢des pertinentes para
manuten¢do da qualidade da populagdo.

A capacidade reprodutiva de 7. howardi nao foi afetada pela criagdo sucessiva
durante trés geragdes no hospedeiro alternativo Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Coleoptera: Tenebrionidae) e posterior criagdo no hospedeiro natural D. saccharalis
(OLIVEIRA, 2013). Alternar a criacdo de T. howardi em pupas de T. molitor e D.
saccharalis pode minimizar os efeitos da reducdo da variabilidade genética deste
parasitoide.

Outra forma para inserir novos genes nas criacdes de laboratério € a coleta e
introducdo de individuos selvagens (CANCINO et al., 2002) e esse procedimento deve
ser realizado antes que a populacdo do laboratério apresente qualquer alteragdo ou
reducdo na variabilidade genética (VAN LENTEREN e BIGLER, 2010). A qualidade
das criacdes de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi mantida apds 25 geracoes
sucessivas em laboratério, mesmo assim, esse fato ndo impede a introdu¢do de novos
individuos para garantir a manutengao dessa qualidade.

A criagdo de T. howardi em pupas de D. saccharalis a partir de individuos
obtidos de uma unica pupa (coletada em plantio de cana-de-acticar) por 25 geracdes
sucessivas ndo afetou o parasitismo e a razdo sexual dos descendentes de 7. howardi.
Houveram variacdes na progénie, ciclo de vida, longevidade e tamanho da cépsula
cefdlica deste parasitoide, apesar disto, essas caracteristicas mantiveram-se em niveis

aceitdveis de qualidade (auséncia de reducdes drésticas das varidveis).

5. CONCLUSAO

A criagdo de T. howardi em pupas de D. saccharalis por 25 geragdes sucessivas

nao compromete a qualidade bioldgica do parasitoide.
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Tabela 1. Parasitismo, emergéncia, duracdo do ciclo (ovo adulto) (dias), progénie por pupa e razdo sexual (médias + erro padrao) de Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae) criado por 25 geracdes em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de
25 + 1°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 14h.

Geracdes de Parasitismo Emergéncia Duracdo do Ciclo Progénie por pupa Razdo sexual
T. howardi n Média + EP n  Média + EP n Média + EP n Médiaz EP n Média + EP
1 12 100,00 £ 0,00 ™ 12 100,00 £0,00a 12 2108 +0,17b 12 5625+573 b 12 093+0,01 "

3 11 91,66 +8,333™ 11 91,66 +8,33a 11 18,36 + 0,49 ¢ 11 87,05+ 19,83 b 11 092+0,05™

5 12 100,00 + 0,00 ™ 12 100,00 £0,00a 12 18,17 +0,22 ¢ 12 100,92 + 8,66 a 12 095+0,01™

7 11 91,66 +8333™ 10 75,00+£0,000b 10 1916+025d 11 88,02+375 b Il 096+0,00 "

9 12 100,00 +£0,00™ 12 100,00 £0,00a 12 17092+008e 12 11158+4,17a 12 091+0,01 w”

11 12 100,00 £0,00™ 12 100,00 +£0,00a 12 1817+028e 12 9858+443 a 12 095+0,01 "

13 12 100,00 + 0,00 ™ 12 100,00 £ 0,00a 12 18,25+0,25 ¢ 12 119,50 + 10,00a 12 0,86+0,02™

15 12 100,00 +£0,00™ 12 100,00 £0,00a 12 2075+0,66b 12 7383+630 b 12 093+0,02 "

17 12 100,00 +£0,00™ 10 8333+8333b 10 1980+0,10c 12 8683+0,85 b 12 095+0,00 "

19 12 100,00 + 0,00 ™ 12 100,00 £ 0,00a 12 17,92 +0,08 e 12 135,66 + 4,40 a 12 094+0,01™

21 11 91,66 + 8,333 ™ 10 83,33 +8,333b 10 17,00 + 0,00 f 11 111,99 + 16,36a 11 090+0,04™

23 11 91,66 +8333™ 10 8333+8333b 10 2567+033a 1! 6936+778 b 11 093+001 "

25 12 100,00 +£0,00™ 11 91,66 £0,010a 11  2483+0,08a 12 7288+210 b 12 092+0,01 "

™ Naio significativo pelo teste F a 5%
n: ndmero total de parasitoides
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Scott-knott (p < 0,05).
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Tabela 2. Longevidade e cdpsula cefélica (médias + erro padrao) de machos e fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) criado por
25 geracdes em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 60 + 10% e
fotofase de 14h.

Geracoes de Longevidade (dias) Cépsula Cefalica (mm)
T. howadi n Fémeas n Machos n Fémeas n Machos
1 20 24,45 +£221c 10 23,00 £3,71c 15 0,53 £0,01c 15 0,42 £0,01b
3 20 25,15+ 1,23¢ 10 27,60 + 1,95b 15 0,59 £0,01b 15 0,47 £0,01a
5 20 29,75 £ 1,27¢ 10 29,50 + 1,19b 15 0,55 £0,01c 15 0,46 £0,01a
7 20 26,20 + 1,21c 10 21,50 £ 1,51c 15 0,57 £ 0,00c 15 0,45 +0,01b
9 20 39,00 +2,24a 10 38,40 +£2,76a 15 0,55 £0,01c 15 0,43 £0,01b
11 20 28,40 £191c 10 30,70 £2,30b 15 0,61 +£0,01a 15 0,47 £0,01a
13 20 28,95 + 2,56¢ 10 29,30 + 3,37b 15 0,56 £0,01c 15 0,44 £ 0,00b
15 20 17,35 £ 0,94d 10 22,70 £ 1,64c 15 0,62 +0,01a 15 0,49 +0,01a
17 20 31,45 £ 1,86b 10 27,50 £2,51b 15 0,51 +£0,01d 15 0,47 £0,01a
19 20 19,90 £ 1,59d 10 29,70 £2,23b 15 0,58 + 0,00b 15 0,48 £0,01a
21 20 12,55 £ 1,42¢ 10 11,40 £2,26d 15 0,54 £0,01c 15 0,45 +0,01b
23 20 24,85 + 1,18¢c 10 19,10 £ 1,77¢c 15 0,62 +0,01a 15 0,49 +0,01a
25 20 33,50 + 1,90b 10 32,00 + 3,25b 15 0,59 £0,01b 15 0,49 £0,01a

n: ndmero total de parasitoides
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Scott-knott (p < 0,05).
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CAPITULO 3

Reproducao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae): relacao de diferentes densidades do parasitoide e

do hospedeiro
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REPRODUCAO DE Tetrastichus howardi HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)
EM PUPA DE Diatraea saccharalis LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE):
RELACAO DE DIFERENTES DENSIDADES DO PARASITOIDE E DO
HOSPEDEIRO

RESUMO: Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregério e polifago, que foi coletado em plantio de cana-de-acticar em
Dourados-MS, parasitando pupas de Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia da densidade de pupas de D. saccharalis e da
densidade de fémeas de T. howardi na reproducdo deste parasitoide, visando aprimorar
sua criacdo em laboratério. No primeiro experimento, pupas de D. saccharalis foram
expostas a T. howardi por 24h, nas densidades de 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 ou 35:1
(parasitoide: hospedeiro), respectivamente. No segundo experimento, verificou-se o
parasitismo de 7. howardi em diferentes densidades de pupa de D. saccharalis, por
meio da exposicao simultdnea de uma, trés, seis, nove ou 12 pupas do hospedeiro a uma
fémea do parasitoide. As pupas foram individualizadas em placas de Petri e ficaram
expostas por 96h aos parasitoides. As condi¢des experimentais foram a temperatura de
25+ 1°C, 60 £ 10% de umidade relativa e fotofase de 14h. O parasitismo de pupas de D.
saccharalis e a emergéncia de T. howardi foram semelhantes nas diferentes densidades
do parasitoide, resultando em média geral de 99,33% + 0,67 e 98,33% + 1,38,
respectivamente. A densidade de até 14 fémeas de 7. howardi por pupa de D.
saccharalis proporcionou aumento da progénie do parasitoide, com qualidade bioldgica
satisfatoria. Uma fémea de T. howardi parasitou em média quatro pupas de D.
saccharalis, com progénie total de 113,75 + 1,93.

Palavras-chave: criacdo massal; parasitismo de pupas; controle bioldgico.

ABSTRACT: Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) is a
gregarious endoparasitoid and polyphagous, was collected in crop sugarcane in
Dourados-MS parasitizing pupae of Diatraea sp. (Lepidoptera: Crambidae). The aim of
this study was to evaluate the influence of the density of pupae of D. saccharalis and
density of females of 7. howardi in the reproduction of this parasitoid, aiming to
improve its inception in the laboratory. In the first experiment, pupae of D. saccharalis
were exposed to 7. howardi for 24h, at densities of 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 or 35:1
(parasitoid: host), respectively. In the second experiment, there was the parasitism of 7.
howardi in different densities of pupae of D. saccharalis, by simultaneous exposure of
one, three, six, nine or twelve pupae of a host female parasitoid. The pupae were kept
individually in Petri dishes and were exposed for 96h to parasitoids. The experimental
conditions were a temperature of 25 + 1°C, 60 + 10% relative humidity and photophase
of 14h. The parasitism of pupae of D. saccharalis and the emergence of T. howardi
were similar at different parasitoid densities, resulting in overall average of 99.33% +
0.67 and 98.33 + 1.38%, respectively. The density of up to 14 females of T. howardi per
pupa of D. saccharalis provided to increase the progeny of the parasitoid, biological
satisfactory quality. One female 7. howardi parasitized an average of four pupae of D.
saccharalis, with progeny total of 113.75 + 1.93.

Keywords: mass rearing; parasitism of pupae; biological control.
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1. INTRODUCAO

A implementacdo dos programas de controle biolégico com parasitoides
depende do conhecimento dos fatores abidticos e bidticos que envolvem a interacdo
desses inimigos naturais com seus hospedeiros (SALVADOR e CONSOLI, 2008:
ALTUNTAS et al., 2010). O uso de parasitoides para o controle de pragas exige que 0s
mesmos sejam multiplicados em grandes quantidades. As criacdes massais referem-se a
producdo de milhdes de insetos de forma continua durante todo o ano, que envolvem
operacoes semelhantes as de uma fdbrica e demandam conhecimento bdsico das
espécies a serem multiplicadas (PARRA e CONSOLI, 2009). Neste sentido, as criacdes
em pequena escala para o desenvolvimento de pesquisas s@o importantes para coletar
dados referentes a biologia de determinado inimigo natural.

Pesquisas sobre criacdo de parasitoides tém demonstrado que as caracteristicas
bioldgicas desses inimigos naturais sdao afetadas pela idade, densidade, espécie de
parasitoide e hospedeiro, além dos fatores abidticos como temperatura, umidade e
fotoperiodo (COSTA LIMA et al.,, 2009; SILVA-TORRES et al., 2009; SILVA-
TORRES et al., 2010a; PEREIRA et al., 2011; CHICHERA et al., 2012; PASTORI et
al., 2012ab; RODRIGUES et al., 2013). Portanto, a manipulagdo desses fatores pode
aprimorar as técnicas de criagdo de parasitoides, possibilitando a producdo de grande
nimero de individuos com alta capacidade reprodutiva (UCKAN e GULEL, 2002;
PARRA e CONSOLI, 2009).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregdrio e polifago, parasita principalmente pupas de Lepidoptera e
Coleoptera (KFIR et al., 1993; KARINDAH et al.,, 2005; CRUZ et al., 2011;
OLIVEIRA, 2013). Além disso, foi registrado parasitando lagartas de Plutella xylostella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) e de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) (KARINDAH et al., 2005; SILVA-TORRES et al., 2010b;
VARGAS et al., 2011). Este inimigo natural foi estudado como agente de controle de D.
saccharalis nos plantios de cana-de-agicar em Cuba e também foi usado por
agricultores que participam de programas integrados de controle de P. xylostella em
cultivos de repolho na Indonésia (GONZALEZ et al., 2003a; KARINDAH et al., 2005;
FELIX et al.,, 2005). O parasitismo em laboratério foi superior a 90% quando T.

howardi foi exposto a pupas de D. saccharalis, P. xylostella, Erinnyis ello (Linnaeus,
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1758) (Lepidoptera: Sphingidae) e Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (PEREZ et al., 2008).

A criacdo de T. howardi e sua possivel utilizacdo em programas de controle
bioldgico exigem a avaliagdo de sua capacidade reprodutiva, em funcdo das densidades
do parasitoide e de seu hospedeiro. O nimero de parasitoides por hospedeiros interfere
na qualidade e quantidade de parasitoides produzidos, devido as exigéncias nutricionais
para o desenvolvimento dos mesmos (PEREIRA et al., 2010). Além disso, conhecer
como os parasitoides respondem as variacoes da densidade do hospedeiro permite
compreender a habilidade do inimigo natural em controlar a populacdo da praga
(SILVA-TORRES et al., 2010a). Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
densidade de fémeas de 7. howardi e a densidade de pupas de D. saccharalis e na

reproducgdo do parasitoide, visando aprimorar sua criagdo em laboratdrio.

2. MATERIAL E METODOS

Local de conducao do experimento

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

Criacao de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

Pupas de D. saccharalis cedidas pela empresa BUG — Agentes Biol6gicos foram
separadas por sexo e colocadas em gaiolas de PVC (100 x 220 mm) para a formagao de
adultos. Essas gaiolas contendo 20 machos e 30 fémeas desse lepidoptero foram
revestidas internamente com folhas de papel sulfite umedecido, onde as fémeas, apds o
acasalamento, ovipositaram. As folhas de papel sulfite contendo os ovos foram imersas
em dgua e sulfato de cobre (1,0%) durante dois minutos para desinfeccdo e colocadas
para secar em varais. Depois de seco, o papel foi cortado, de acordo com os espagos em
que os ovos se encontravam, e colocado em placas de Petri contendo um chumaco de
algoddao umedecido em sulfato de cobre para evitar o ressecamento e contaminagdo dos
ovos. Préximo a eclosdo das lagartas de D. saccharalis (ovos escurecidos), essas
posturas foram colocadas em frascos de vidro (500 mL) vedados contendo dieta
artificial modificada de Hensley e Hammond (1968), a base de farelo de soja, germe de

trigo, vitaminas e sais minerais (Anexo A). Apds a inoculacdo dos ovos os frascos
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foram acondicionados em estantes de aco e mantidos em sala climatizada a 25 + 1°C, 60
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 12h. Ao atingir o terceiro instar, as lagartas
foram transferidas para placas de Petri descartaveis (60 x 16 mm) contendo dieta de
realimentacdo (semelhante a dieta de alimentacdo, exceto pela adicao de 4dcido acético e
remog¢do de sais de Wesson e germe de trigo), onde permaneceram até a formacao de

pupas (GARCIA et al., 2009).

Criacao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

A criagdo de T. howardi no LECOBIOL foi iniciada em outubro de 2009.
Parasitoides adultos foram provenientes de uma pupa de Diatraea sp. coletada em
plantio de cana-de-acucar na Fazenda Experimental das Ciéncias Agrarias (FAECA) da
UFGD (VARGAS et al., 2011).

Os adultos de T. howardi foram mantidos em tubos de vidro (16 x 100 mm)
vedados com algoddo e alimentados com gotas de mel puro. Cada pupa de D.
saccharalis com 48h de idade foi exposta a trés fémeas de 7. howardi (Apéndice A) por
24h para a criagdo do parasitoide. Ap6s esse periodo as pupas foram individualizadas
em tubos de vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14h, até a emergéncia dos adultos do parasitoide (VARGAS et al.,

2011).

Densidade de fémeas de 7. howardi por pupa de D. saccharalis

Pupas de D. saccharalis, com 48h de idade e peso entre 0,160 a 0,200 g
(GLAESER, 2011) foram expostas ao parasitismo por fémeas de 7. howardi, com 24h
de idade em tubos de vidro (16 x 100 mm), com alimento (gotas de mel) nas densidades
de 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 e 35:1, parasitoides/hospedeiro, adaptado de VARGAS et
al. (2013), em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade relativa e fotofase
de 14h. Apés 24h, as fémeas de 7. howardi foram retiradas e as pupas permaneceram
individualizadas em tubos de vidro, sendo mantidas em camara climatizada, nas
mesmas condi¢des, até a emergéncia do parasitoide.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (densidade de fémeas de 7. howardi), e dez repeticdes, sendo cada
uma, representada por cinco pupas de D. saccharalis e as respectivas densidades de
parasitoide, totalizando cinquenta pupas por tratamento. A porcentagem de parasitismo

[(ndmero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides + pupas sem
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emergéncia de adultos de D. saccharalis)/(nimero total de pupas) x 100]; a
porcentagem de emergéncia [(nimero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de
adultos dos parasitoides)/(nimero de pupas parasitadas) x 100]; a duragdo do ciclo
(ovo-adulto) em dias, a progénie por pupa (nimero de individuos emergidos por pupa
de D. saccharalis); a progénie de fémeas de T. howardi e a razao sexual do parasitoide
(rs = n° de fémeas/n® de adultos) foram avaliadas.

Para avaliacdo da longevidade foram selecionados ao acaso 20 fémeas e 20
machos de 7. howardi de cada tratamento, sendo esses parasitoides no dia de sua
emergéncia, individualizados em tubos de ensaio (16 x 100 mm) contendo uma gota de
mel, onde permaneceram até a sua morte. O mesmo numero de parasitoides machos e
fémeas foram selecionados para determinacdo do tamanho da cédpsula cefélica, com
auxilio de ocular micrométrica.

O sexo dos adultos de T. howardi foi determinado de acordo com caracteristicas
morfoldgicas da antena, sendo que as fémeas apresentam funiculo das antenas
pigmentado e com trés segmentos e nos machos, o funiculo contém quatro segmentos e
apenas a clava € pigmentada (LA SALLE e POLASZEK, 2007). A mortalidade natural
do hospedeiro foi corrigida pela formula de Abbott (1925) nas condi¢cdes do
experimento, com pupas de D. saccharalis individualizadas em tubos de vidro (16 x 100
mm) sem parasitoides.

Os dados da duragdo do ciclo e da progénie foram submetidos a andlise de
regressdao a 5% de probabilidade. A equacdo que melhor se ajustou aos dados foi
escolhida a partir dos modelos linear e quadratico, com base no coeficiente de
determinacdo (R?), na significancia dos coeficientes de regressio (Bi) e de regressio

pelo teste F (até 5% de probabilidade).

Reproducio de 7. howardi em diferentes densidades de pupas de D. saccharalis
Pupas de D. saccharalis com 48h de idade e peso entre 0,160 a 0,200 g
(GLAESER, 2011), nas densidades de 1, 3, 6, 9 e 12 foram expostas simultaneamente a
uma fémea de 7. howardi (24h de idade) em placa de Petri (60 x 16 mm) contendo
gotas de mel (para alimentacdo dos parasitoides). Apds 96h, a fémea de T. howardi foi
removida da placa com auxilio de um pincel e as pupas individualizadas em tubo
eppendorf® (2 mL), os quais foram fechados com algoddao. Os tubos eppendorf®

devidamente identificados e contendo as pupas do hospedeiro, foram mantidos em
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camara climatizada a 25 = 1°C, 60 = 10% de umidade relativa e fotofase de 14h para
observacdo do parasitismo e emergéncia dos parasitoides.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos (densidades de pupas de D. saccharalis) e dez repeti¢des, cada uma
representada por cinco grupos de um, trés, seis, nove ou 12 pupas de D. saccharalis e
uma fémea do parasitoide. As pupas de D. saccharalis parasitadas e com emergéncia de
T. howardi, correspondentes aos diferentes tratamentos, foram contadas para a obtencao
das médias em cada repeticao.

A progénie de T. howardi por pupa de D. saccharalis e a progénie de fémeas
foram avaliadas pela média da soma dos parasitoides ou das fémeas parasitoides de cada
grupo de pupas, nas respectivas densidades.

Os dados de parasitismo, emergéncia e progénie foram submetidos a andlise de
regressdo a 5% de probabilidade. A equacdo que melhor se ajustou aos dados foi
escolhida a partir dos modelos linear e quadratico, com base no coeficiente de
determinacdo (R?), na significancia dos coeficientes de regressio (Bi) e de regressio
pelo teste F (até 5% de probabilidade). O nimero de pupas com emergéncia de fémeas
ou machos de T. howardi foram submetidos ao teste do Qui-quadrado (x2) a 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS

Densidade de fémeas de 7. howardi por pupa de D. saccharalis

O parasitismo de pupas de D. saccharalis e a emergéncia de T. howardi dessas
pupas foram semelhantes (p > 0,05) nas densidades de 1:1, 7:1, 14:1, 21:1, 28:1 ou 35:1
parasitoide: hospedeiro, resultando em média geral de 99,33% + 0,67 e 99,00% =+ 1,38,
respectivamente (Tabela 1).

A variacao da densidade de fémeas parasitoides por pupa de D. saccharalis nao
influenciou a duragao do ciclo (dias) de T. howardi (p > 0,05), apresentando média geral
de 19,37 £ 0,65 dias (Tabela 1).

A progénie total de T. howardi por pupa de D. saccharalis aumentou com a
densidade de fémeas parasitoides, variando de 87,63 + 4,41 a 398,92 + 14,98 nas
densidades de 1:1 e 35:1, parasitoide: hospedeiro, respectivamente (F= 10,8377; p=
0,0424) (Figura 1; Tabela 1).
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A razdo sexual de T. howardi decresceu de modo linear com o aumento da
densidade por pupa de D. saccharalis (F= 244,7698; p= 0,0001) (Figura 2; Tabela 1). A
longevidade de fémeas de 7. howardi foi semelhante entre os tratamentos (p > 0,05),
com uma média geral de 32,34 + 0,39 dias (Tabela 1).

O numero de machos apresentou aumento linear a medida que houve aumento
da densidades de fémeas do parasitoide por pupa de D. saccharalis (Fig 3). Ja o
aumento da densidade de parasitoides por pupa de D. saccharalis diminuiu a
longevidade de machos de T. howardi (F=21,6992; p=0,0164) (Figura 4).

O tamanho da capsula cefdlica de fémeas (F= 15,4088; p= 0,0264) e de machos
de T. howardi (F= 21,1511; p= 0,0170) foi inversamente proporcional com o aumento
da densidade de fémeas parasitoides por pupa de D. saccharalis. A cépsula cefélica de
fémeas variou de 0,58 £ 0,01 a 0,41 £ 0,01 mm (Figura 4) e de machos de 0,48 + 0,01 a
0,36 £ 0,01 mm, nas densidades de 1:1 a 35:1, respectivamente (Figura 5). A
observacdo dos valores de capsula cefélica na densidade de 1:1, tornou possivel
verificar que as fémeas (0,58 + 0,01 mm) de 7. howardi, geralmente, sdo maiores que 0s

machos (0,48 + 0,01 mm).

Reproducio de 7. howardi em diferentes densidades de pupas de D. saccharalis

O aumento da densidade de pupas de D. saccharalis contribuiu para o
incremento no parasitismo desse hospedeiro por 7. howardi. Uma tnica fémea de T.
howardi parasitou até sete pupas de D. saccharalis. E importante ressaltar que ndo
houve emergéncia do parasitoide de todas essas pupas. No entanto, 7. howardi causou a
mortalidade desse nimero de hospedeiros.

O ndmero de pupas parasitadas foi proporcional a densidade de pupas de D.
saccharalis (F= 58,4634; p= 0,0168). A exposi¢do de uma fémea de 7. howardi a trés,
seis, nove e doze pupas resultaram em um nimero médio de pupas parasitadas de 0,98 +
0,02; 2,70 £ 0,11; 3,66 £ 0,19; 4,34 + 0,22 e 4,64 £ 0,17, respectivamente (Figura 6).

A emergéncia de T. howardi aumentou linearmente nos diferentes tratamentos
(F=14,6980; p= 0,0313) (Figura 7). A progénie total de D. saccharalis nao diferiu com
o aumento da densidade do hospedeiro, apresentando média geral de 113,75 + 1,93 (p >
0,05) parasitoides. Isso resultou em uma razao sexual média de 0,94 + 0,01 (p > 0,05).

A exposi¢do de uma fémea de 7. howardi a trés, seis, nove e doze pupas de D.

saccharalis fez com que o parasitoide distribuisse os ovos nessas pupas, sendo que a
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maior quantidade de ovos foi direcionada a uma unica pupa e o restante foi ovipositado
nas demais; fato este confirmado pela emergéncia dos parasitoides dessas pupas.

A maior emergéncia de fémeas de 7. howardi foi observado a medida que
aumentou a densidade de pupas do hospedeiro (}2= 13,182; p < 0,001) (Figura 8). Em
algumas pupas houveram apenas emergéncia de machos de 7. howardi (y2= 0,878; p=
0,928) (Figura 8).

Dentre as pupas das quais emergiram fémeas de 7. howardi, destacam-se
aquelas em que apenas uma fémea completou o desenvolvimento. A emergéncia de uma
fémea parasitoide do hospedeiro D. saccharalis ocorreu nas densidades de 1:3, 1:6, 1:9
e 1:12 (parasitoide: hospedeiro). Outro fato relevante observado neste experimento € a
emergéncia de parasitoides em adultos de D. saccharalis. Em alguns desses adultos de
D. saccharalis, houve um rompimento na cuticula e parte dos imaturos de 7. howardi

foram eliminados do hospedeiro antes de completar o seu desenvolvimento (Figura 9).

4. DISCUSSAO

Densidade de fémeas de 7. howardi por pupa de D. saccharalis

A variacao da densidade de T. howardi por pupa de D. saccharalis nao interferiu
no parasitismo e na emergéncia desse parasitoide, o que demonstra a eficiéncia de uma
fémea parasitar e se desenvolver no hospedeiro. Além disso, indica a habilidade dos
imaturos de 7. howardi em satisfazer suas necessidades nutricionais, mesmo em
condicdes de alta densidade. Essa capacidade de adaptacdo € inerente aos parasitoides
gregdrios, que garantem o desenvolvimento e sobrevivéncia em seus hospedeiros ao
suprimir suas defesas e completar o ciclo em condi¢des limitadas de alimento
(GODFRAY, 1994; DORN e BECKAGE, 2007).

O aumento da densidade de T. howardi por pupa de D. saccharalis ndo afetou a
duracdo do ciclo do parasitoide. Esse resultado difere da criacdo de 7. howardi em
pupas de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae), pois o aumento
do ndmero de fémeas por pupa do coledptero reduziu o ciclo de vida desse parasitoide
(OLIVEIRA, 2013). Geralmente o periodo de desenvolvimento € reduzido em grandes
densidades de parasitoides. Isso também pode ser evidenciado na reproducdo de
Trichospilus diatraeae Cherian e Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) em
pupas de T. molitor (FAVERO et al., 2013) e Palmistichus elaeisis Delvare & La Salle,
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1993 (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Bombyx mori Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Bombycidae) (PEREIRA et al., 2010).

O maior ndmero de 7. howardi emergidos por pupa de D. saccharalis em altas
densidades sugere que as fémeas desse parasitoide regulam a postura de ovos e evitam o
superparasitismo, principalmente devido a auséncia de imaturos nas densidades de 28:1
e 35:1. Por outro lado, a manutencdo da descendéncia de fémeas com o aumento da
densidade demonstra que o acréscimo da progé€nie refere-se ao maior nimero de
machos de 7. howardi por pupa de D. saccharalis. Em parasitoides gregarios, quando se
aumenta o nimero de fémeas por hospedeiro, de modo simultaneo, a média do nimero
de descendentes fémea diminui (RABINOVICH et al., 2000). Isso ocorre porque a
progénie de fémeas apresenta maior competicdo coespecifica dentro de um unico
hospedeiro (DORN e BECKAGE, 2007). No entanto, esse fato nao foi significativo
para T. howardi multiplicado em pupas de D. saccharalis, pois ndo houve uma
tendéncia clara de reducdo ou manutencdo do numero de fémeas em funcdo da
densidade.

A razdo sexual de T. howardi diminuiu com o aumento da densidade deste
parasitoide em pupas de D. saccharalis. Apesar disso, a propor¢do de fémeas até a
densidade de 21:1 foi de 0,80 + 0,01, que ainda pode ser considerada elevada. A
reducdo da razdo sexual pode ser explicada pela maior exigéncia nutricional das fémeas
parasitoides, o que favoreceu um ajuste na oviposicdo para machos nas condi¢des de
alta densidade (CHARNOV et al, 1981; HARDY e COOK, 1995;
BURTON-CHELLEW et al., 2008).

A longevidade de fémeas de T. howardi foi semelhante em todas as densidades e
as fémeas sobreviveram por mais de 32 dias. Os machos de T. howardi tiveram a
longevidade reduzida com o acréscimo da densidade, ainda assim, apresentaram
longevidade satisfatéria até a densidade de 21:1. Isso pode ser explicado pelo fato da
longevidade ter sido avaliada em fémeas e machos alimentados e que foram
individualizados no dia da emergéncia. Fémeas de T. howardi que apds emergirem de
pupas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) foram
alimentadas e sobreviveram de 38 a 56 dias; ja as fémeas desse parasitoide que foram
alimentadas e expostas aos hospedeiros, a longevidade ficou entre 14 e 21 dias
(KARINDAH et al., 2005). O sucesso reprodutivo dos parasitoides é limitado pela
longevidade (BEZEMER e MILLS, 2003) sendo assim, com a maior longevidade de 7.

howardi, as fémeas possuem tempo suficiente para localizar e parasitar o hospedeiro,
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mesmo que a sobrevivéncia desse parasitoide seja reduzida pela metade em condicdes
de campo.

O tamanho da capsula cefélica de fémeas e de machos de 7. howardi diminuiu
com o aumento da densidade de fémeas por pupa de D. saccharalis. Isso demonstra que
o tamanho do adulto varia em fun¢do do ndmero de imaturos dentro de um mesmo
hospedeiro. Nos parasitoides gregdrios a competicio dos imaturos pelos recursos
nutricionais do hospedeiro ajusta o tamanho do adulto e sua aptidao reprodutiva, nesse
caso, fémeas maiores vivem por mais tempo e apresentam maior fecundidade (HARDY
et al., 1992; GODFRAY, 1994; ZAVIEZO e MILLS, 2000).

Uma fémea de 7. howardi por pupa de D. saccharalis € o suficiente para o
parasitismo e desenvolvimento desse parasitoide. No entanto, a otimizacdo da criagdo
em laboratério, com obten¢do de maior nimero de parasitoides por hospedeiro é
possivel utilizando-se a propor¢cao de até 14:1. Até essa densidade, 7. howardi
apresentou progénie de fémeas, razdo sexual, longevidade e tamanho de capsula cefélica
com qualidade para sua multiplicacdo em laboratdrio, visando uma possivel utilizagao

no controle de D. saccharalis.

Reproducio de 7. howardi em diferentes densidades de pupas de D. saccharalis

Fémeas de T. howardi ficaram mais estimuladas a parasitar quando expostas a
um maior ndmero de pupas de D. saccharalis. Isso evidencia que a fémea desse
parasitoide responde de forma positiva em relacio a densidade de seu hospedeiro,
parasitando vdrias pupas de D. saccharalis durante quatro dias. O parasitismo de até
sete pupas do hospedeiro nesse periodo, sugere que uma fémea de 7. howardi pode
parasitar mais de uma pupa de D. saccharalis em 24h. Esse parasitoide utiliza de 6 a 14
min para ovipositar em uma lagarta de P. xylostella e aproximadamente 30 min para
parasitar uma pupa de Galleria mellonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae)
em laboratorio (GONZALEZ et al., 2003b; KARINDAH et al., 2005).

A exposi¢do de uma fémea de 7. howardi a seis, nove ou doze pupas de D.
saccharalis resultou em parasitismo médio de quatro pupas. O mesmo resultado foi
obtido quando foram oferecidas diariamente pupas de Helicoverpa armigera (Hubner,
1808) (Lepidoptera: Noctuidae) para fémeas de 7. howardi, as quais causaram a
mortalidade de até quatro pupas do hospedeiro (KFIR et al., 1993). Uma fémea de T.

howardi parasitou até cinco pupas de G. mellonella durante sua fase reprodutiva.
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A resposta adequada do inimigo natural a variacao da densidade do hospedeiro é
um dos critérios para sua utilizacdo como agente de controle bioldgico (VAN
LENTEREN, 2009). Nesse caso, mesmo que nao ocorra a emergéncia de 7. howardi de
todas as pupas parasitadas, causar a mortalidade de varias pupas do hospedeiro, o torna
eficiente para utilizagdo em programas de liberagdes inundativas.

O numero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de T. howardi aumentou
com a densidade do hospedeiro. No entanto, o acréscimo de emergéncia nas densidades
acima de 1:3 (parasitoide:hospedeiro) nao foi significativa para justificar o uso de pupas
acima dessa quantidade. E importante ressaltar, que a alta emergéncia é essencial para a
manuten¢do e otimizacdo das criacdes de 7. howardi em laboratdrio, além disso, deve-
se evitar o desperdicio de material biolégico nas criacdes massais.

Pressupde-se, com base na emergéncia, que 7. howardi depositou maior
quantidade de ovos em uma tnica pupa de D. saccharalis quando foi exposto as
densidades de 1:3, 1:6, 1:9 e 1:12 (parasitoide: hospedeiro). E possivel que esse
comportamento da fémea de 7. howardi seja um mecanismo para garantir sua
descendéncia em um hospedeiro. Apesar de ndo ser possivel afirmar que as pupas com
maior progénie foram as primeiras a serem parasitadas, sabe-se que as fémeas
parasitoides gastam energia com a oviposicdo e sua fecundidade reduz com a idade
(ROITBERG et al. 2001; GUNDUZ e GULEL, 2005; PASTORI et al., 2012b). Além
disso, Gonzalez (2004) verificou que T. howardi, ao ser exposto diariamente a pupas de
G. mellonella, produziu maior nimero de descendentes nas primeiras 72 horas.

A progénie total de T. howardi de D. saccharalis ndo foi influenciada pela
densidade dessas pupas, do mesmo modo, o nimero de fémeas ndo se alterou pelas
varia¢des na densidade do hospedeiro. A progénie de fémeas apresentou média geral de
106,92 + 6,04, quando uma fémea de 7. howardi foi exposta a diferentes densidades de
pupas de D. saccharalis. A produgdo de grande nimero de fémeas parasitoides é um
indicativo de que a criagcdo de 7. howardi pode ser aprimorada por meio da manipulacao
da propor¢ao do hospedeiro e do parasitoide, pois no experimento anterior observou-se
o acréscimo da progénie com o aumento da densidade de fémeas de 7. howardi.

A manipulacdo da densidade do parasitoide e do hospedeiro também €é uma
alternativa para otimizar a criacdo de 7. howardi no espago fisico do laboratério. A
criacdo desse parasitoide em maiores densidades de pupas de D. saccharalis reduziria
os recipientes utilizados e o espago ocupado no laboratério. A densidade de cinco

lagartas parasitadas de D. saccharalis por placa de Petri ndo afetou o desenvolvimento e
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a qualidade de Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae). Além
disso, a criacdo massal nessa densidade de lagartas exigiu menos espaco na sala de
criacdo (VACARI et al., 2012).

O numero de pupas de D. saccharalis com emergéncia somente de fémeas de 7.
howardi aumentou proporcionalmente com a densidade do hospedeiro. O grande
nimero de pupas com emergéncia somente de fémeas remete, mais uma vez, a
habilidade do parasitoide em regular sua postura. A maior disponibilidade de
hospedeiro possibilitou um ajuste no nimero de ovos por pupa e isso reduziu a
competicdo entre 0s imaturos, o que favoreceu um maior nimero de pupas com
emergéncia de fémeas de T. howardi. O parasitoide Mastrus ridibundus (Gravenhorst,
1829) (Hymenoptera: Ichneumonidae) produziu mais fémeas quando foi aumentada a
disponibilidade de lagartas de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Tortricidae). Os autores acreditam que a redugcdo da competicdo entre 0s imaturos
resultou no aumento da descendéncia de fémeas (BEZEMER e MILLS, 2003). Outra
explicacdo para a emergéncia somente de fémeas de 7. howardi pode estar relacionada
ao fato de poucos machos serem necessarios para copular um grande nimero de fémeas
parasitoides.

A reproducdo de uma fémea de T. howardi por pupa de D. saccharalis resultou
em uma razao sexual média de 0,94 + 0,01, isso representa que para cada macho tem-se
em média 15,6 fémeas. Esse resultado foi semelhante a razdo sexual de 7. howardi
quando o mesmo foi criado em pupa de 7. molitor, com uma propor¢ao de 94% de
fémeas na progénie (OLIVEIRA, 2013). A baixa quantidade de machos nos
descendentes também ¢é caracteristica de outros parasitoides da familia Eulophidae,
entre eles, T. diatraeae e P. elaeisis (CHICHERA et al., 2012; PASTORI et al., 2012a;
FAVERO et al., 2013).

A emergéncia de T. howardi de 17 adultos de D. saccharalis indica a capacidade
desse parasitoide em completar o desenvolvimento em diferentes fases do hospedeiro. A
mudanca da fase de pupa para adulto € regulada pelos hormonios ecdisdnio e de
eclosdo, que promovem a formacdo da cuticula do adulto e a ecdise (COSTA e IDE,
2006). Neste caso, os imaturos de 7. howardi superaram as alteracdes hormonais do
processo de metamorfose e atingiram a fase adulta. Esse fato evidencia que os processos
da interacdo parasitoide-hospedeiro sdao regulados pelo parasitoide visando tornar o
hospedeiro adequado para sustentar as necessidades nutricionais especificas da fase

imatura desses inimigos naturais (SALVADOR e CONSOLI, 2008).
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Tetrastichus howardi apresentou alta capacidade reprodutiva ao parasitar,
emergir e produzir um grande nimero de fémeas parasitoides em diferentes densidades
de pupas de D. saccharalis. A resposta positiva de uma unica fémea de 7. howardi ao
aumento da densidade do hospedeiro no periodo de quatro dias permite aprimorar a
metodologia de criagio deste parasitoide. E possivel efetuar uma combinagio de
densidade do parasitoide e do hospedeiro para obten¢c@o de maior nimero de 7. howardi
em pupa de D. saccharalis, visando liberagdes inundativas, caso este parasitoide seja

utilizado em programas de controle biolégico.

5. CONCLUSOES

A densidade de até 14 fémeas de T. howardi por pupa de D. saccharalis é a mais
efetiva para proporcionar aumento da progé€nie sem perder caracteristicas bioldgicas
essenciais em uma criacdo de laboratério.

Uma fémea de T. howardi possui capacidade de parasitar em média quatro pupas
de D. saccharalis, com progénie total de 113,75 + 1,93, chegando a parasitar sete pupas.

Tetrastichus howardi é capaz de completar seu ciclo e emergir de adultos de D.

saccharalis.
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Tabela 1. Caracteristicas bioldgicas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) nas densidades de 1, 7, 14, 21, 28 ou 35 fémeas por pupa
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 14h.

Caracteristicas biologicas (médias)

Densidade Parasitismo Emergéncia Duragdo do Progénie Progénie de  Razdo sexual Longevidade de
parasitoide: (%) (%) ciclo (dias) total fémeas fémeas
hospedeiro
1:1 96,00 100,00 21,39 87,63 82,46 0,93 33,40
7:1 100,00 100,00 18,98 322,38 278,40 0,87 33,20
14:1 100,00 100,00 18,76 350,72 291,06 0,83 31,45
21:1 100,00 100,00 19,04 376,86 300,22 0,80 32,85
28:1 100,00 94,00 18,92 393,93 293,55 0,75 32,15

35:1 100,00 100,00 19,12 398,92 268,38 0,67 31,00
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Fotos: Elizangela Leite Vargas

Figura 9. Adulto de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) proveniente de
pupa parasitada por Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
(A). Adulto de D. saccharalis com imaturos de T. howardi (B).
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CAPITULO 4

Parasitismo e desenvolvimento de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em lagartas de diferentes instares

de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
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PARASITISMO E DESENVOLVIMENTO DE Tetrastichus howardi
(HY)MENOPTERA: EULOPHIDAE) EM LAGARTAS DE DIFERENTES
INSTARES Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

RESUMO: Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) parasita
pupas e lagartas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). O
objetivo deste trabalho foi avaliar o parasitismo, desenvolvimento e producdo de
progénie de T. howardi em lagartas de D. saccharalis, em fung¢do da densidade do
parasitoide e instares do hospedeiro. No primeiro experimento, lagartas de segundo,
terceiro, quarto e quinto instares de D. saccharalis foram individualizadas em placas de
Petri (60 x 16 mm) e expostas ao parasitismo por uma ou quatro fémeas de 7. howardi,
por 24h. No segundo experimento, lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram
individualizadas em placas de Petri e expostas, por 24h, ao parasitismo por fémeas de 7.
howardi nas densidades de 1:1, 4:1, 7:1, 10:1 e 13:1 (parasitoide: hospedeiro). As
condi¢cdes experimentais foram a temperatura de 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14h. A porcentagem de parasitismo das lagartas apresentou
maiores valores na interacdo de quatro fémeas do parasitoide com o segundo (100%),
terceiro (72%), quarto (72%) e quinto instares (36%) de D. saccharalis. A porcentagem
de parasitismo das lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foi semelhante quando
variou a densidade de fémeas de 7. howardi, apresentando média geral de 67,20% =+
2,87. O parasitoide completou o seu desenvolvimento em lagartas de terceiro, quarto e
quinto instares de D. saccharalis. O aumento do nimero de fémeas de 7. howardi por
lagarta de terceiro instar de D. saccharalis proporcionou aumento no parasitismo,
emergéncia e na progénie do parasitoide.

Palavras-chave: broca-da-cana; taxa de parasitismo; parasitoide.

ABSTRACT: Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) parasite
pupae and caterpillar of Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae). The aim of this study was to evaluate the parasitism, development and
progeny production of 7. howardi in the D. saccharalis caterpillar, in function
parasitoid density and host instars. In the first experiment, D. saccharalis caterpillars of
second, third, fourth and fifth instar were isolated in petri dishes (60 x 16 mm) and
exposed to parasitism by one or four females of 7. howardi for 24h. In the second
experiment, D. saccharalis caterpillar of third instar were individualized in Petri dishes
and exposed for 24h to parasitism by females of 7. howardi at densities of 1:1, 4:1, 7:1,
10:1 and 13:1 (parasitoid: host). The experimental conditions were temperature of 25 +
1°C, 60 + 10% relative humidity and photophase of 14h. The percentage of parasitism
of caterpillars showed higher values in the interaction of four parasitoid females with
the second (100%), third (72%), one quarter (72%) and fifth instars (36%) of D.
saccharalis. The percentage of parasitism of third instar larvae of D. saccharalis was
similar when used different densities of females 7. howardi, with overall average of
67.20% + 2.87. The parasitoid completed its development in larvae of the third, fourth
and fifth instar D. saccharalis. The increased number of female 7. howardi by third
instar caterpillar of D. saccharalis increased the parasitism time, emergence and
progeny of the parasitoid.

Keywords: sugarcane borer; parasitism rate; parasitoid.
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1. INTRODUCAO

Parasitoides sdao importantes reguladores populacionais de uma grande variedade
de insetos que podem alcancgar o status de praga em sistemas agricolas (DANNEELS et
al., 2010). Os parasitoides sdo mais abundantes na ordem Hymenoptera, sendo utilizado
grande nimero de espécies no controle bioldgico aplicado em comparacdo com
predadores, especialmente devido a especificidade e facilidade de criagdo em
laboratério (PARRA, 2002; VAN LENTEREN, 2012).

O uso de parasitoides no controle biologico depende de estudos que avaliem a
habilidade desses inimigos naturais em vencer as diversas restricdes impostas pelo
hospedeiro (ANDRADE et al., 2010; ASGARI e RIVERS, 2011). Dentre as quais, o
tamanho, a idade, o estdgio de desenvolvimento e o estado nutricional do hospedeiro
(BARBOSA et al., 2008; CONSOLI e VINSON, 2009; PASTORI et al., 2012a) que
podem influenciar no parasitismo, desenvolvimento dos imaturos, fecundidade, razdo
sexual e longevidade do parasitoide (VINSON e IWANTSCH, 1980).

O parasitoide ao se reproduzir impede a continuidade do ciclo dos hospedeiros,
sendo este, o fator essencial para o controle de insetos em cultivos agricolas (BUENO et
al., 2009). A producdo de progénie é um indicativo da compatibilidade do hospedeiro
com o parasitoide, sendo um pré-requisito para a multiplicacio do inimigo natural
(BELL et al., 2005; BUENO e SAMPAIO, 2009). Dentre os parasitoides, os gregarios
normalmente apresentam plasticidade para a exploracdo de recurso alimentar, o que
influencia no desenvolvimento dos imaturos, no tamanho e na aptidao reprodutiva dos
adultos (GODFRAY, 1994; VINSON, 1998; MUELLER et al., 2005).

Outro aspecto que influencia a otimizacdo das criagdes e o controle biolégico
aplicado com parasitoides € o instar do hospedeiro (HARVEY et al., 1994; DORN e
BECKAGE, 2007; YANG e WAN, 2011). Isso acontece porque o parasitoide fica
sujeito as alteragdes metabdlicas e as taxas de crescimento impostas pelo alimento
explorado pelo hospedeiro (CONSOLI e VINSON, 2009). A selecio dos instares larvais
pelos parasitoides é baseada na facilidade de localizag¢do, no comportamento, na idade e
no tamanho do hospedeiro (PASCUA e PASCUA, 2004).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregario que parasita pupas e lagartas de Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) (VARGAS et al., 2011). O registro de

parasitismo de lagartas de D. saccharalis em laboratério por 7. howardi deve ser
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investigado em funcdo dos instares do hospedeiro e da densidade do parasitoide. Isso
porque o ndmero de fémeas parasitoides por hospedeiro afeta a capacidade de
parasitismo e desenvolvimento do inimigo natural (BARBOSA et al., 2008;
ANDRADE et al., 2010; PASTORI et al., 2012b). Enquanto larvas em desenvolvimento
podem interferir no sucesso reprodutivo do parasitoide devido a variagdo nutricional nos
diferentes estadios (HARVEY et al., 1994; SAMPAIO et al., 2001; LI e SUN, 2011).
Objetivou-se com este trabalho avaliar o parasitismo, desenvolvimento e
producdo de progénie de T. howardi em lagartas de D. saccharalis, em fung¢do da

densidade do parasitoide e diferentes instares do hospedeiro.

2. MATERIAL E METODOS

Local de conducao do experimento

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

Criacao de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

Pupas de D. saccharalis cedidas pela empresa BUG — Agentes Biol6gicos foram
separadas por sexo e colocadas em gaiolas de PVC (100 x 220 mm) para a formagao de
adultos. Essas gaiolas contendo 20 machos e 30 fémeas desse lepidoptero foram
revestidas internamente com folhas de papel sulfite umedecido, onde as fémeas, apds o
acasalamento, ovipositaram. As folhas de papel sulfite contendo os ovos foram imersas
em sulfato de cobre (1,0%) durante dois minutos e colocadas para secar em varais.
Depois de seco, o papel foi recortado de acordo com os espacos em que 0s OVOS se
encontravam e colocado em placas de Petri contendo um chumago de algodao
umedecido em sulfato de cobre, para evitar o ressecamento dos ovos. Préximo a eclosio
das lagartas de D. saccharalis (ovos escurecidos), essas posturas foram colocadas em
frascos de vidro (500 mL) vedados contendo dieta artificial modificada de Hensley e
Hammond (1968), a base de farelo de soja, germe de trigo, vitaminas e sais minerais
(Anexo A). Ap6s a inoculacdo dos ovos os frascos foram acondicionados em estantes de
aco e mantidos em sala climatizada a 25 £+ 1°C, 60 £ 10% de umidade relativa e fotofase
de 12h. Ao atingir o terceiro instar, as lagartas foram transferidas para placas de Petri

descartdveis (60 x 16 mm) contendo dieta de realimentacdo (semelhante a dieta de
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alimentacdo, exceto pela adicao de dcido acético e remocao de sais de Wesson e germe

de trigo), onde permaneceram até a formacgao de pupas (GARCIA et al., 2009).

Criacao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

A criagdo de T. howardi no LECOBIOL foi inciada em outubro de 2009.
Parasitoides adultos foram provenientes de uma pupa de Diatraea sp. coletada em
plantio de cana-de-acucar na Fazenda Experimental das Ciéncias Agrarias (FAECA) da
UFGD (VARGAS et al., 2011).

Os adultos de T. howardi foram mantidos em tubos de vidro (16 x 100 mm)
vedados com algoddo e alimentados com gotas de mel puro. Cada pupa de D.
saccharalis com 48h de idade foi exposta a trés fémeas de 7. howardi (Apéndice A) por
24h para a criagdo do parasitoide. Apos esse periodo as pupas foram individualizadas
em tubos de vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14h, até a emergéncia dos adultos do parasitoide (VARGAS et al.,

2011).

Parasitismo e desenvolvimento de 7. howardi em lagartas de diferentes instares de
D. saccharalis

Para determinacdo dos instares, a cédpsula cefdlica de cada lagarta de D.
saccharalis foi medida com o auxilio de ocular micrométrica e obtido um valor médio
(mm). Cinquenta lagartas de segundo (0,606 + 0,014 mm), terceiro (0,988 + 0,012 mm),
quarto (1,228 + 0,014 mm) e quinto (1,475 + 0,014 mm) instares de D. saccharalis
foram colocadas individualmente em placas de Petri (60 x 16 mm). Cada lagarta foi
exposta ao parasitismo por uma ou quatro fémeas de 7. howardi com 24h. Essas placas
foram mantidas em cimara climatizada a 25 * 1°C, 60 + 10% de umidade relativa e
fotofase de 14h. Apds 24h, as fémeas de 7. howardi foram retiradas das placas com um
pincel. As lagartas de D. saccharalis permaneceram nas placas, nas quais foi adicionada
dieta artificial de realimentacdo, sendo observadas diariamente, até a emergéncia dos
parasitoides. A dieta das lagartas parasitadas foi removida das placas e para as lagartas
que permaneciam vivas e se alimentando, a dieta foi trocada periodicamente.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 4 (duas densidades do
parasitoide e quatro instares do hospedeiro), em delineamento inteiramente casualizado,
com dez repeti¢des, cada uma representada por cinco lagartas de D. saccharalis,

totalizando 400 lagartas. A porcentagem de parasitismo [(nimero de lagartas ou pupas
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de D. saccharalis com emergéncia de parasitoides + lagartas ou pupas sem emergéncia
de adultos de D. saccharalis)/(nimero total de lagartas) x 100]; a porcentagem de
emergéncia da progé€nie [(nimero de lagartas ou pupas de D. saccharalis com
emergéncia de adultos dos parasitoides)/(nimero de lagartas parasitadas) x 100]; a
duracdo do ciclo (ovo-adulto) em dias; a progénie por pupa (nimero de individuos
emergidos por lagarta ou pupa de D. saccharalis) e a razdo sexual do parasitoide (rs =
n° de fémeas/n° de adultos) foram avaliadas.

O sexo dos adultos de T. howardi foi determinado de acordo com caracteristicas
morfoldgicas da antena, sendo que as fémeas apresentam funiculo das antenas
pigmentado e com trés segmentos e nos machos, o funiculo contém quatro segmentos e
apenas a clava € pigmentada (LA SALLE e POLASZEK, 2007). A mortalidade natural
dos hospedeiros foi corrigida pela férmula de Abbott (1925) nas condi¢des do
experimento, com lagartas de D. saccharalis individualizadas em placas de Petri
descartdvel (60 x 16 mm) sem parasitoides e alimentadas com dieta artificial. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia para verificar a significancia da interagdo entre
densidade de fémeas parasitoides e os instares do hospedeiro e, quando significativo a

5% de probabilidade foi realizado o teste de Scott-Knott.

Densidade de 7. howardi por lagarta de D. saccharalis

Lagartas de terceiro instar (0,988 mm) de D. saccharalis foram individualizadas
em placas de Petri (60 x 16 mm) e expostas ao parasitismo por fémeas de 7. howardi,
com 24h de idade, nas densidades de 1:1, 4:1, 7:1, 10:1 e 13:1 (parasitoide: hospedeiro).
Apés 24h, as fémeas de T. howardi foram retiradas das placas com auxilio de um
pincel. As lagartas de D. saccharalis permaneceram nas placas, nas quais foi adicionada
dieta artificial de realimentacdo e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C, 60 +
10% de umidade relativa e fotofase de 14h. A dieta das lagartas parasitadas foi
removida das placas e para as lagartas que permaneciam vivas e se alimentando a dieta
foi trocada periodicamente.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
cinco tratamentos (densidades do parasitoide por lagarta do hospedeiro) e dez
repeticoes, cada uma, representada por cinco lagartas de D. saccharalis, totalizando 50
lagartas por tratamento. Os dados referentes ao parasitismo, a emergéncia, a duragio do
ciclo (ovo-adulto), a progénie e a razdo sexual do parasitoide foram submetidos a andlise

de variancia e, quando significativo a 5% de probabilidade foi realizada a andlise de
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regressdo. A equacdo que melhor se ajustou aos dados foi escolhida a partir dos modelos
. L. . . . ~ 2 . e oA .
linear e quadratico, com base no coeficiente de determinagdo (R”) e na significancia dos

coeficientes de regressao (Bi) a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

Parasitismo e desenvolvimento de 7. howardi em lagartas de diferentes instares de
D. saccharalis

O parasitismo das lagartas de D. saccharalis por T. howardi foi confirmado pela
mortalidade da lagarta, pela presenca de imaturos ou pela emergéncia dos parasitoides.
T. howardi parasitou lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto instares de D.
saccharalis (Apéndice B). As lagartas de D. saccharalis que foram parasitadas
apresentaram alteracdo da coloracdo e da consisténcia do corpo, que inicialmente
apresentou coloracdo amarelada e aspecto flacido. As lagartas que morreram em
decorréncia do parasitismo, adquiriram coloracdo escura, tegumento flacido e depois
rigido, sendo que as lagartas de quinto instar muitas vezes ficaram em estagio
intermedidrio entre lagarta e pupa. Além de se ter observado que as lagartas parasitadas
adquiriram um aspecto transparente quando o imaturo de 7. howardi encontrava-se no
final de seu desenvolvimento.

O parasitismo, desenvolvimento e emergéncia de 7. howardi em lagartas de D.
saccharalis ocorreram nos estadios de terceiro e quarto instar. Nas lagartas de quinto
instar, em que o parasitoide completou seu desenvolvimento, a emergéncia ocorreu na
fase de pupa desse hospedeiro.

A combinacdo de uma fémea de T. howardi com lagartas de D. saccharalis em
diferentes instares prolongou esse estddio do hospedeiro. Em alguns casos, o parasitoide
causou a morte do hospedeiro somente na fase de pupa. Esse fato foi observado em
lagartas de terceiro, quarto e quinto instares. Destaca-se ainda, que para algumas dessas
pupas restaram apenas a cuticula.

A combinagdo de uma ou quatro fémeas de 7. howardi com o segundo, terceiro,
quarto e quinto instares de D. saccharalis influenciou significativamente o parasitismo,
a duracdo do ciclo (ovo-adulto) e a progénie do parasitoide (Tabela 1).

O aumento da densidade de fémeas de 7. howardi proporcionou maiores taxas

de parasitismo em lagartas de segundo (100%), quarto (72%) e quinto instares (36%)



72

(Tabela 2). O parasitismo foi semelhante nas lagartas de terceiro instar de D.
saccharalis, quando se utilizou uma ou quatro fémeas de 7. howardi (Tabela 2).

A emergéncia de 7. howardi de lagartas de D. saccharalis ndo apresentou
diferenca significativa em funcdo da densidade do parasitoide e dos instares do
hospedeiro (p > 0,05). Nao houve emergéncia do parasitoide das lagartas de segundo
instar. Quando houve parasitismo de lagartas de quinto instar, a emergéncia dos
parasitoides ocorreu na fase de pupa de D. saccharalis, isso porque em até quatro dias
da montagem do experimento essas lagartas passaram para fase de pupa. A média de
emergéncia de 7. howardi em lagartas de diferentes instares de D. saccharalis foi de
24,44% + 2,94 e 22,00% + 2,00 nas densidades de uma e quatro fémeas do parasitoide
por lagarta, respectivamente.

A duracdo do ciclo ovo-adulto de 7. howardi variou de 20,00 £ 0,00 a 26,66 +
1,45 dias. A combinagdo de uma fémea parasitoide com lagartas de terceiro, quarto e
quinto instares resultou em periodos semelhantes de desenvolvimento; j4 a combinagdo
de quatro fémeas por lagarta, resultou em maior dura¢io do ciclo de 7. howardi que se
desenvolveram em lagartas de terceiro e quarto instar (Tabela 3).

A progénie de T. howardi por lagarta de D. saccharalis foi proporcional ao
aumento do tamanho da lagarta nas densidades de uma e quatro fémeas. A maior
progénie foi resultante da interacdo entre a lagarta de quinto instar exposta a uma fémea
de T. howardi (Tabela 3).

A razdo sexual foi semelhante entre os tratamentos, com média de 0,94 + 0,01 (p

> 0,05).

Densidade de 7. howardi por lagarta de D. saccharalis

As lagartas de terceiro instar de D. saccharalis foram parasitadas em todas as
densidades de fémeas de 7. howardi avaliadas. No entanto, a porcentagem de
parasitismo foi semelhante entre os tratamentos (p > 0,05), com média de 67,20% =+
2,87.

A emergéncia dos parasitoides (F= 30,6662; p= 0,016) foi diretamente
proporcional ao aumento do numero de fémeas de 7. howardi por lagarta de terceiro
instar de D. saccharalis, ajustando-se a equacdo linear (Figura 1).

A duragdo do ciclo (ovo-adulto) ndo foi influenciada pela variacao na densidade
de fémeas parasitoides por lagarta de terceiro instar de D. saccharalis (p > 0,05),

apresentando média de 23,42 + 0,63.
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A progénie de T. howardi por lagarta de terceiro instar de D. saccharalis (F=
31,3330; p= 0,0113) variou de 1,00 a 62,31, nas densidades de uma e treze f€meas,
repectivamente (Figura 2).

A razdo sexual (F= 11,8767; p= 0,0410) de T. howardi apresentou relagao
inversa com o aumento da densidade de fémeas parasitoides por lagarta de terceiro

instar de D. saccharalis, com ajuste linear dos dados (Figura 3).

4. DISCUSSAO

Tetrastichus howardi parasitou largartas de D. saccharalis de segundo ao quinto
instar, sendo que uma fémea parasitoide foi suficiente para causar mortalidade do
hospedeiro. A oviposicao de fémeas de 7. howardi ocasionou uma modificacdo no
corpo da lagarta desse lepidoptero. As mudangas na coloracdo e na consisténcia do
corpo de lagartas de D. saccharalis parasitadas por T. howardi podem estar relacionadas
com as alteracdes promovidas pelos fluidos que sdo injetados durante a oviposi¢ao.
Essas substincias causam distdrbios fisioldgicos que auxiliam na supressao do sistema
imunolégico do hospedeiro (DANNEELS et al., 2010; ASGARI e RIVERS, 2011;
COLINET et al., 2013).

A porcentagem de parasitismo foi influenciada pelos instares das lagartas de D.
saccharalis, sendo maior quando combinada a densidade de quatro fémeas de T.
howardi. No entanto, a variacdo de densidade de um a 13 ndo apresentou diferenca
significativa quando essas fémeas foram expostas a lagartas de terceiro instar. Esse dado
€ muito importante, pois evidencia que uma unica fémea de 7. howardi pode causar a
mortalidade de lagartas dos instares avaliados de D. saccharalis.

O fato de uma fémea de 7. howardi parasitar diferentes instares de D.
saccharalis demonstra a habilidade deste parasitoide em se desenvolver em duas fases
do hospedeiro (lagarta e pupa) que de acordo com Consoli e Vinson (2009)
caracterizam-se ambientes nutricionais diferentes. Além disso, a pupa é uma fase séssil
enquanto a lagarta apresenta movimentos e € passivel de se defender do ataque do
parasitoide (CONSOLI e VINSON, 2009; GREENEY et al., 2012). Tetrastichus
howardi parasita larvas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) e neste caso € considerado parasitoide de larva-pupa (KARINDAH et al.,
2005; CRUZ et al., 2011).
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Uma fémea de 7. howardi, em alguns casos, ndo causa a morte imediata das
lagartas de D. saccharalis, isso foi evidenciado quando lagartas de diferentes instares
morreram apés atingirem a fase de pupa. E importante ressaltar, que foi disponibilizada
dieta artificial para as lagartas até atingirem a fase de pupa, apesar das mesmas
consumirem alimento por um tempo limitado.

Pupas mortas e ocas ocorreram, possivelmente, devido ao sistema imune do
hospedeiro que ativou o metabolismo da profenoloxidase, que resultou em uma
melanizacdo generalizada (KANOST, 1999; SILVA et al., 2000; AJAMHASSANI et
al., 2012). Isso pode ter causado a morte dos imaturos do parasitoide, como também foi
letal para o préoprio hospedeiro. Assim como observado no parasitismo de C. flavipes
em lagartas de D. saccharalis, que afetou a atividade das fenoloxidases, principalmente
no final do desenvolvimento dos imaturos do parasitoide (LOPES, 2008).

O parasitoide ndo completou o desenvolvimento nas lagartas de segundo instar,
nao havendo emergéncia de 7. howardi nesse estidio do hospedeiro. Isso pode ser
devido ao excesso de toxina injetada no hospedeiro no momento da oviposicao,
considerando principalmente a propor¢cao de quatro fémeas parasitoides por lagarta de
segundo instar de D. saccharalis. Esse fato também pode ser atribuido ao menor
tamanho da lagarta, pois ndo houve emergéncia de 7. howardi mesmo quando se
utilizou uma tnica fémea por hospedeiro, demonstrando que o recurso disponivel nessas
lagartas nao foi suficiente para os imaturos completarem o desenvolvimento. Alta
mortalidade também foi observada em larvas de primeiro e segundo instar de
Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae), 90 e 86%
respectivamente, indicam que estas larvas sdo inadequadas para a criagdo de
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) (VAN
NIEUWENHOVE e OVRUSKI, 2011).

As lagartas de quinto instar de D. saccharalis apresentaram o menor percentual
de parasitismo, 12 + 6,11 e 36 + 8,33, quando expostas a uma ou quatro fémeas de 7.
howardi, respectivamente. Esse fato, possivelmente estd relacionado com as alteracoes
nos hormoénios da metamorfose, haja vista que a proximidade da fase de pupa reduz a
liberacdo do hormonio juvenil e estimula a producgado e liberacdo do hormoénio da muda
na hemolinfa dos lepidopteros (COSTA e IDE, 2006). Além disso, a qualidade
nutricional da larva como hospedeiro aumenta a medida que ela cresce e se desenvolve
(CONSOLI e VINSON, 2009), isso pode ter favorecido a recuperacio hemocitdria das

larvas de quinto instar de D. saccharalis, diminuindo consequentemente o parasitisSmo
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por T. howardi, principalmente porque as lagartas foram alimentadas apds serem
expostas ao parasitoide (MAHMOUD et al., 2011).

Outro fato importante € que as larvas em estddio mais adiantado sdo mais
agressivas, demonstrando que hospedeiros maiores podem se defender melhor do que os
menores (KOUAME e MACKAUER, 1991). As lagartas de quinto fnstar apresentaram
um comportamento defensivo que reduziu o parasitismo por 7. howardi, por meio de
movimentos do corpo e regurgito. Situacdo semelhante foi observada para larvas de
terceiro, quarto e quinto instar de Helicoverpa armigera (Hubner, 1809) (Lepidoptera:
Noctuidae) que apresentaram movimentos agressivos em direcio a Eriborus
argenteopilosus (Cameron, 1907) (Hymenoptera: Ichneumonidae), interrompendo a
oviposi¢ao da fémea parasitoide ou afastando-a para longe (PASCUA e PASCUA,
2004).

Nas lagartas parasitadas de terceiro e quarto instar, nas quais o parasitoide
completou o desenvolvimento, a emergéncia de 7. howardi foi da prépria lagarta. Ao
contrério, nas lagartas de quinto instar, os adultos do parasitoide emergiram das pupas
de D. saccharalis. A mudanga de fase dessas lagartas pode ter sido influenciada pelo
parasitismo ou pelo cessamento da alimentagdo. A parada alimentar promove reducdo
no metabolismo, com isso as secrecoes das células do cérebro passam a estimular a
glandula protordcica em niveis suficientes para promover a muda (COSTA e IDE,
2006).

A emergéncia da progénie foi proporcional a densidade de 7. howardi por
lagarta de D. saccharalis em terceiro instar, atingindo uma porcentagem mdxima de
30%. A concentracdo de plasmatdcitos, granulécitos e esferuldcitos € elevada em
lagartas de terceiro instar de D. saccharalis (OLIVEIRA et al., 2008), com isso, o
aumento da densidade de 7. howardi por lagarta do hospedeiro é necessario para inibir a
acdo desses hemdcitos e permitir que os imaturos do parasitoide completem o seu
desenvolvimento. De maneira semelhante, a imunidade de Anticarsia gemmatalis
Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Erebidae) foi suprimida com o aumento das densidadas dos
parasitoides Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae) e Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera:
Eulophidae) (ANDRADE et al., 2010). A baixa emergéncia de T. howardi de lagartas
de D. saccharalis ¢ um indicativo que esta fase do hospedeiro ndo é a mais apropriada

para a multiplicagcdo desse parasitoide em laboratério.
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A duragdo do ciclo (ovo-adulto) de T. howardi na interacdo entre os diferentes
instares de D. saccharalis expostos a uma fémea do parasitoide foi semelhante. Ao se
utilizar quatro fémeas parasitoides por lagarta, o ciclo diferiu significativamente entre
os instares, sendo menor no quinto instar. Isso pode ser devido ao fato de larvas de
instares avancados fornecerem mais nutrientes para os parasitoides do que larvas mais
jovens, resultando em rdpido crescimento e desenvolvimento (PASCUA e PASCUA,
2004).

A progénie de T. howardi obtida em lagartas de D. saccharalis foi maior nas
lagartas de quarto e quinto instar, o que pode ser devido ao estddio mais avancado desse
hospedeiro. Semelhante ao observado com a obtengdo de progénie de D. longicaudata,
que ocorreu somente nos instares mais tardios de A. fraterculus (VAN
NIEUWENHOVE e OVRUSKI, 2011). Ja para as lagartas de terceiro instar o aumento
da densidade resultou em maior nimero de individuos. Isso pode estar relacionado ao
fato de um maior nimero de parasitoides serem necessdrios para suprimir a imunidade
do hospedeiro e dessa forma proporcionar melhores condicdes para os imaturos
completarem seu desenvolvimento. Tendo em vista a comprovacao de que o aumento da
densidade de parasitoides € importante para reduzir os hemdcitos circulantes no
hospedeiro, os quais participam dos processos iniciais de reconhecimento de invasores e
desencadeiam as defesas humorais (ANDRADE et al., 2010).

A variacdo da densidade por lagarta de terceiro instar de D. saccharalis reduziu
a razdo sexual de T. howardi. Esse resultado foi semelhante quando diferentes
quantidades de fémeas de 7. howardi foram utilizadas para a criacdo desse parasitoide
em pupa de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (OLIVEIRA,
2013). De maneira geral, a razdo sexual permaneceu adequada, mesmo com a variagao
da densidade de T. howardi por lagarta de D. saccharalis.

No estagio larval ocorrem alteracdes na estrutura de varios tecidos e também no
metabolismo do inseto, o que interfere na disponibilidade de nutrientes na hemolinfa
das larvas (CONSOLI e VINSON, 2009). Esse fato pode explicar a baixa porcentagem
de emergéncia e a grande variacdo na producao de progénie de 7. howardi em lagartas
de diferentes instares de D. saccharalis.

O parasitismo de T. howardi sobre lagartas de D. saccharalis foi influenciado
pelos instares das lagartas desse hospedeiro e pela densidade de fémeas parasitoides. A
multiplicacdo de T. howardi em lagartas de D. saccharalis foi prejudicada devido a

baixa emergéncia nesta fase do hospedeiro, sendo indicada apenas como um
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complemento nas criagdes. No entanto, 7. howardi parasitou com efici€ncia as lagartas
em laboratério, sendo que uma unica fémea foi capaz de causar a mortalidade de
lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto instares de D. saccharalis. Essas
informacdes sdo relevantes e favorecem o desenvolvimento de pesquisas que visam a
utilizacdo deste parasitoide para o controle desse hospedeiro em plantios de cana-de-

acucar.

5. CONCLUSOES

Tetrastichus howardi parasita lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto
instares de D. saccharalis, sendo que seu desenvolvimento e emergéncia ocorre em
lagartas de terceiro e quarto instares.

Quando o parasitismo acontece em lagartas de quinto instar de D. saccharalis, a
emergéncia dos parasitoides ocorre na fase de pupa do hospedeiro.

O aumento do nimero de fémeas de 7. howardi por lagarta de D. saccharalis
proporcionou acréscimo no parasitismo, emergéncia e progénie do parasitoide.

O maior parasitismo e melhor desenvolvimento de 7. howardi se da pelo
aumento do ndmero de fémeas por lagarta de D. saccharalis.

O terceiro instar de D. saccharalis é o mais indicado para utilizagdo em criacoes

de T. howardi.
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Tabela 1. Anélise de varidancia (ANOVA) da interacdo entre densidade de fémeas de

Tetrastichus howardi e instares de Diatraea saccharalis. Temperatura de 25 +
1°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 14h.

Caracteristicas biologicas F p (<0,05)
Parasitismo 3,734 0,0149*
Emergéncia 0,574 0,6336™
Duracao do ciclo (ovo-adulto) 4,887 0,0221*
Progénie 4,329 0,0314*
Razao sexual 0,344 0,7143™

™ Nio significativo
* Significativo a 5% de probabilidade

Tabela 2. Parasitismo (médias + erro padrao) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) com variagdo na densidade de fémeas e instares de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotofase de 14h.

Parasitismo de Tetrastichus howardi

Densidade Instares de Diatraea saccharalis

de fémeas 2° 3° 4° 5°
1 52,00 £5,33Ab 62,00 +7,57Aa 34,00 +£6,00Bb 12,00 +6,11Cb
4 100,00 £ 0,00Aa 72,00 + 6,80Ba 72,00 £4,42Ba 36,00 +8,33Ca

"Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nio diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Duragao do ciclo (dias) (médias + erro padrao) e progénie (médias + erro
padrdo) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) com variagdo na
densidade de fémeas e instares de Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 60 + 10% e
fotofase de 14h.

Duracao do ciclo (ovo-adulto) Progénie por lagarta
Instares  fémea: lagarta fémeas: lagarta fémea: lagarta fémeas: lagarta
1:1 4:1 1:1 4:1
3° 21,33 £1,33Ba 26,66 £ 1,05Aa 53,67 £2,60Ab 15,67 £5,28Bb
4° 20,00 + 0,00Ba 25,66 + 1,45Aa 59,66 + 7,31Ab 79,33 +21,66Aa
5° 22,00 £ 4,00Aa 20,40 + 0,40Ab 127,00 + 4,00Aa 52,40 £ 9,29Ba

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Emergéncia de progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
nas densidades de 1, 4, 7, 10 ou 13 fémeas por lagarta de terceiro instar de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C,
umidade relativa de 60 £ 10% e fotofase de 14h (F=30,6662; p= 0,0116).
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Figura 2. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) nas densidades
de 1, 4, 7, 10 ou 13 fé€meas por lagarta de terceiro instar de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C, umidade
relativa de 60 £ 10% e fotofase de 14h (F=31,3330; p=0,0113).
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Figura 3. Razdo sexual de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) nas
densidades de 1, 4, 7, 10 ou 13 fémeas por lagarta de terceiro instar de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Temperatura de 25 + 1°C,
umidade relativa de 60 £ 10% e fotofase de 14h (F=11,8767; p= 0,0410).
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CONCLUSOES GERAIS

Tetrastichus howardi ocorre naturalmente em cultivos de cana-de-acucar de
Dourados, Mato Grosso do Sul.

Tetrastichus howardi parasitou duas fases de desenvolvimento do hospedeiro D.
saccharalis, lagarta e pupa.

A criagdo de T. howardi em pupas de D. saccharalis por 25 geragdes sucessivas
ndo compromete a qualidade biolégica do parasitoide.

A densidade de até 14 fémeas de T. howardi por pupa de D. saccharalis é a mais
efetiva para proporcionar aumento da progénie sem perder caracteristicas bioldgicas
essenciais em uma criacdo de laboratério.

Uma fémea de T. howardi possui capacidade de parasitar em média quatro pupas
de D. saccharalis, com progénie total de 113,75 + 1,93, chegando a parasitar sete pupas.

Tetrastichus howardi é capaz de completar seu ciclo e emergir de adultos de D.
saccharalis.

Tetrastichus howardi parasita lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto
instares de D. saccharalis, sendo que seu desenvolvimento e emergéncia ocorre em
lagartas de terceiro e quarto instares.

Quando o parasitismo acontece em lagartas de quinto instar de D. saccharalis, a
emergéncia dos parasitoides ocorre na fase de pupa do hospedeiro.

O aumento do nimero de fémeas de 7. howardi por lagarta de D. saccharalis
proporcionou acréscimo no parasitismo, emergéncia e progénie do parasitoide.

O maior parasitismo e melhor desenvolvimento de 7. howardi se da pelo
aumento do ndmero de fémeas por lagarta de D. saccharalis.

O terceiro instar de D. saccharalis é o mais indicado para utilizagdo em criagcoes

de T. howardi.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho registram o parasitismo de lagartas de
diferentes instares de Diatraea saccharalis por Tetrastichus howardi. Além disso,
proporcionam um melhor conhecimento do desempenho reprodutivo de 7. howardi
multiplicado em pupas de D. saccharalis por sucessivas geragdes e sob diferentes
densidades do parasitoide e do hospedeiro.

Essas informacdes sdo importantes, pois podem contribuir para a otimizagdo da
multiplicacdo de 7. howardi em laboratério, assim como para o planejamento de
estudos visando o controle bioldgico de D. saccharalis com este inimigo natural em

condig¢des de campo.
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ANEXO

ANEXO A. Dieta de Hensley e Hammond (1968) modificada para a criacdo de lagartas
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Quantidades (g ou mL)

Ingredientes Dieta de cria¢do | Dieta de realimentacao
Agua destilada 3800 mL 6400 mL
Acucar 205 g 360 g
Farelo de soja 300 g 540 g
Germe de trigo 150 g -
Levedura de cana 225 ¢g 400 g
Metilparahidroxibenzoato I5¢g 40 ¢g
Acido ascérbico 8¢g 8¢g
Sais de Wesson I5¢g -
Cloreto de colina 2¢g 8¢g
Solugdo vitaminica 40 mL 40 mL
Vita Gold 3 mL 7 mL
Acido nalidixico 3¢g 3¢g
Cloridrato de tetraciclina 3g 3g
Formol 6 mL 14 mL
Caragenato 65 ¢g 150 g
Acido acético - 65 mL

" Quantidade de ingredientes para 12 frascos de vidro (capacidade para 500 mL).
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APENDICE

Fotos: Elizangela Leite Vargas

APENDICE A. Fémea de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando
pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae). Imaturos de 7. howardi (B)

22 instar

2 instar

Fotos: Elizangela Leite Vargas
APENDICE B. Lagartas de segundo, terceiro, quarto e quinto instares de Diatraea
saccharalis  (Lepidoptera: Crambidae) parasitadas por Tetrasthicus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae).



