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RESUMO GERAL

A temperatura é um dos principais fatores abioticos responséveis por afetar a vida dos
insetos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da temperatura sobre o desempenho
bioldgico de Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) criado em pupas de
Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), visando otimizar sua
multiplicagdo em laboratdrio. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia da Embrapa Agropecuéria Oeste (CPAO), Dourados, Mato Grosso do Sul.
Foram realizados experimentos visando avaliar a biologia, as exigéncias térmicas e 0
desempenho reprodutivo de T. howardi por meio da construcdo de tabela de vida em pupas
de D. saccharalis em seis temperaturas (16, 19, 22, 25, 28, 31 e 33°C); estimar o numero de
geracBes anuais de T. howardi para as principais regiGes produtoras de cana-de-agtcar no
Brasil; e avaliar o efeito do armazenamento de pupas de D. saccharalis e de imaturos de T.
howardi a 10°C em diferentes periodos de exposicao (cinco, dez, 15, 20 e 25 dias) sobre
sua qualidade biologica. O parasitoide T. howardi se desenvolveu em pupas de D.
saccharalis nas temperaturas entre 16 e 31°C, com 100% de emergéncia nessas
temperaturas. T. howardi ndo completou seu desenvolvimento a 33°C. A temperatura base
(Tb) e a constante térmica (K) de T. howardi em pupas de D. saccharalis foram de 9,66°C e
292,89 graus-dia (GD), respectivamente. O nimero estimado de geracBes anuais de T.
howardi para os municipios de Dourados-MS, Jaboticabal-SP, Uberaba-MG, Itumbiara-
GO, Campo Mourdo-PR foi de 15,86; 16,04; 16,20; 17,97; 13,29 respectivamente. Os
parametros estimados por meio da tabela de vida de fertilidade resultaram em maior taxa
liquida de reproducédo (Ro) a 25°C. A taxa intrinseca de crescimento populacional (ry,) foi
maior nas temperaturas de 25, 28 e 31°C. Temperaturas entre 19 e 28°C permitiram maior
fecundidade e longevidade de T. howardi em pupas de D. saccharalis. Pupas de D.
saccharalis podem ser armazenadas a 10°C por até 25 dias e posteriormente utilizadas para
a multiplicacdo de T. howardi sem efeitos danosos para a populacdo desse parasitoide. A
qualidade das geracdes parentais e F1 de T. howardi decresceu com 0 aumento do periodo
de exposicédo ao frio quando os parasitoides estavam na fase imatura dentro das pupas de D.
saccharalis. O parasitoide T. howardi pode ser armazenado a 10°C por até dez dias sem

comprometer 0s aspectos bioldgicos da geragdo parental e F1.

Palavras-chave: Exigéncias térmicas, nimero de geragdes, tabela de vida, armazenamento.
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ABSTRACT

One of the main abiotic factors affecting the lives of insects is temperature. The aim of this
study was to evaluate the effect of temperature on the biological performance of
Tetrastichus howardi (OIliff), reared under laboratory conditions, on the Diatraea
saccharalis (Fabricius) pupae to optimize their multiplication. Conducted in the Laboratory
of Entomology of Embrapa (CPAQO), Dourados, Mato Grosso do Sul, these experiments
aimed at evaluating the biology, thermal requirements and reproductive performance of T.
howardi by preparing a table recording the pupal life of the D. saccharalis at six different
temperatures, viz., at 16, 19, 22, 25, 28, 31 and 33°C. It also strove to estimate the number
of generations of T. howardi in the main cane sugar production zones of the plant, as well
as to evaluate the effect of storage on the D. saccharalis pupae and on the immature T.
howardi at 10°C, for different lengths of exposure (at zero, five, ten, 15, 20 and 25 days) on
their biological quality. The parasitoid T. howardi developed within the pupae of D.
saccharalis between 16 and 31°C temperature, showing 100% emergence in this
temperature range. However, at 33°C the T. howardi were unable to complete their
development. The base temperature (Tb) and thermal constant (K) of T. howardi in the
pupae of D. saccharalis were 9.66°C and 292.89 degree-days (GD), respectively. The
estimated number of the annual generations of T. howardi in the Dourados-MS,
Jaboticabal-SP, Uberaba-MG, Itumbiara-GO and Campo Mourao-PR municipalities was
15.86, 16.04, 16.20, 17.97 and 13.29, respectively, while D. saccharalis did not exceed
6.23 generations annually. The parameters in the estimation of the life table fertility
produced a higher net reproductive rate (R0) at 25°C, while the intrinsic rate of increase
(rm) remained identical between the upper and temperatures of 25, 28 and 31°C. On the
other hand, temperatures between 19 and 28°C accorded improved performance of T.
howardi in the pupae of D. saccharalis due to the higher fecundity and longevity. The D.
saccharalis pupae can be stored at 10°C for 25 days and then used to enable multiplication
of the T. howardi without any harmful effects to the population of this parasitoid. The
parental and F1 T. howardi population decreased in quality as the exposure period to the
cold increased, when the parasitoids were at the immature stage within the D. saccharalis
pupae. Thus T. howardi can undergo storage at 10°C up to ten days without any

compromise of the biological aspects of the parental and F1 generations.



INTRODUCAO GERAL

Os parasitoides sdo importantes para o equilibrio de agroecossistemas pela sua
diversidade e altos niveis de parasitismo sobre seus hospedeiros (van Driesche e Bellows
1996). A maioria desses inimigos naturais pertence as ordens Hymenoptera e Diptera
(Godfray 1994). Espécies de Braconidae, Ichneumonidae, Eulophidae, Pteromalidae,
Encyrtidae e Aphelinidae parasitam ovos, larvas, pupas ou adultos, principalmente de
Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e Hemiptera. Podem ser endoparasitoides ou
ectoparasitoides, idiobiontes ou cenobiontes e representam as familias com maior nimero
de espécies empregadas no controle bioldgico (van Driesche e Bellows 1996).

Existem muitos casos de sucesso em varios paises do mundo utilizando-se
parasitoides em programas de controle bioldgico, sendo que, no Brasil, tem-se conseguido
resultados satisfatérios com Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) por
meio de liberagdes inundativas do parasitoide, em plantios comerciais de cana-de-agucar,
para o0 controle da broca-da-cana Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae). Sendo este, um dos maiores casos de sucesso de controle bioldgico no mundo
(Pinto et al. 2006). Esse sucesso ocorre devido a capacidade de C. flavipes de encontrar
hospedeiros dentro do colmo das plantas de cana-de-acUcar, além da habilidade de se
adaptar a diferentes regides canavieiras (Vacari et al. 2012).

O endoparasitoide gregario, Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera:
Eulophidae), tem sido registrado associado a um grande nimero de pragas de importantes
culturas (Baitha et al. 2004, La Salle e Polaszek 2007, Prasad et al. 2007, Silva-Torres et al.
2010). No Brasil, foi encontrado parasitando D. saccharalis em cana-de-acUcar (Vargas et
al. 2011) e milho (Cruz et al. 2011). Atributos de T. howardi que indicam seu potencial de
utilizacdo no controle biol6gico dessa importante praga, sdo sua capacidade de parasitar e
se desenvolver nos estagios de lagarta e pupa de D. saccharalis (Vargas et al. 2011), e de
localizar o hospedeiro nas galerias produzidas pelas pragas nas plantas hospedeiras (Kfir et
al. 1993). Desta maneira, T. howardi pode ser utilizado como mais uma op¢éo para o
controle bioldgico de D. saccharalis e poderd complementar o controle realizado com o
parasitoide larval C. flavipes.

Para 0 uso desses agentes de controle bioldgico é fundamental o conhecimento de
suas caracteristicas bioldgicas e suas interacdes com o hospedeiro (Altoé et al. 2012,
Pastori et al. 2012). Estudos de laboratorios séo cruciais para avaliar adequadamente a
biologia do parasitoide, sua capacidade de parasitismo, seu ciclo biologico, entre outras



caracteristicas que podem variar de acordo com o hospedeiro e temperatura (Pereira et al.
2011, Pomari et al. 2012, Mawela et al. 2013).

A temperatura € um dos fatores abidticos mais importantes para a sobrevivéncia de
artropodes (Saeki e Crowley 2012). Ela influéncia a dindmica populacional e estabelece 0s
limites de atividade bioldgica de insetos (Golizadeh et al. 2009). Os efeitos da temperatura
sobre uma populacdo podem ser descritos pela sobrevivéncia, reproducgdo, crescimento e
desenvolvimento (Roy et al. 2002). Uma grande variedade de modelos dependentes da
temperatura tem sido utilizados para descrever a relacdo entre a temperatura e o
desenvolvimento de insetos (Yu et al. 2013). O entendimento das adaptacdes de insetos a
diferentes condicfes climéticas tem influéncia direta sobre seu manejo, principalmente por
predizer o tempo de reproducéo e o desenvolvimento (Golizadeh et al. 2009).

O conhecimento das exigéncias térmicas de parasitoides é fundamental para
programas de criacdo massal (Mawela et al. 2013). Essas informagdes permitem prever e
controlar a producdo de parasitoides em laboratdrio, estabelecer a temperatura 6tima para o
desenvolvimento, sincronizar as criacdes do inseto-praga e do inimigo natural e estimar o
numero de geracdes anuais, ou durante o ciclo de producdo das culturas em uma dada
regido (Nava et al. 2007, Bueno et al. 2008, 2009, Pomari et al. 2012). Além disso, permite
uma melhor compreensdo da eficacia do parasitoide sob condi¢des de campo, de acordo
com os desafios climaticos enfrentados pelo agente de controle bioldgico depois da sua
liberacdo (Altoé et al. 2012).

Para o éxito na utilizagdo de inimigos naturais em um programa de controle
biol6gico, é necessario determinar as caracteristicas de sua populacdo, incluindo, taxa de
crescimento, fecundidade e taxa de parasitismo (Golizadeh et al. 2009). Parametros de
tabela de vida podem fornecer uma descricdo completa do desenvolvimento de uma
espécie, sua sobrevivéncia e fecundidade sob condicdes ambientais determinadas, tais
como condi¢des climaticas e de alimento (Yu et al. 2013). Esses resultados obtidos podem
ser utilizados como indicadores da temperaturaem em que o crescimento de uma populagao
é mais favoravel por refletir os efeitos da temperatura nos principais aspectos reprodutivos
e de desenvolvimento (Castillo et al. 2006)

A criacdo de parasitoides em larga escala é fundamental para a implantacdo de
programas de controle biolégico (Bourdais et al. 2006). No entanto, na falta de dietas
artificiais torna-se necessario o uso de um namero expressivo de hospedeiros preferenciais
ou alternativos para producgéo desses inimigos naturais (Milward-Deazevedo et al. 2004). A

possibilidade de conservar parasitoides e seus hospedeiros em baixa temperatura, € muito



importante por permitir uma oferta constante e em numero suficiente de agentes de
biocontrole para programas de controle biolégico (Chen et al. 2011), que poderdo servir
como suprimentos de reserva para compensar periodos inesperados de alta demanda por
esses agentes (van Lenteren 2000). Além disso, as pupas hospedeiras ja parasitadas podem
ser descartadas quando a demanda por parasitoides for baixa. Portanto, encontrar métodos
eficazes de armazenamento de parasitoides, bem como de seus hospedeiros é essencial para

melhorar a implementacao de um agente de controle biologico (Chen et al. 2008ab).



OBJETIVO

Este trabalho visa determinar o efeito da temperatura sobre o desempenho biolégico
de T. howardi, criado em pupas de D. saccharalis visando otimizar sua multiplicagdo em
laboratorio. Para isso foram desenvolvidos os seguintes trabalhos:

1- Exigéncias térmicas e estimativa do nimero de geracdes de Tetrastichus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae) para regides produtoras de cana-de-agtcar no Brasil,

2- Aspectos bioldgicos e tabela de vida de fertilidade de Tetrastichus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae) sob diferentes temperaturas;

3- Qualidade bioldgica de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) apés o

armazenamento a frio.
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Resumo: Tetrastichus howardi (Olliff) é um inimigo natural promissor para o controle
biolégico de Diatraea saccharalis (Fabricius), o principal lepidéptero praga da cana-de-
acucar no Brasil. O desenvolvimento e as exigéncias térmicas de T. howardi foram
determinados em pupas de D. saccharalis submetidas a diferentes temperaturas (16, 19, 22,
25, 28, 31 e 33°C). A duracdo do ciclo bioldgico (ovo-adulto) e a longevidade de adultos de
T. howardi foram inversamente proporcionais ao aumento da temperatura. Este parasitoide
ndo completou seu desenvolvimento a 33°C, porém houve 100% de emergéncia para as
demais temperaturas. A progénie de T. howardi variou de 78,2 £ 3,53 (16°C) a 101,04 +
4,27 (25°C) individuos por fémea, sem apresentar diferencas significativas entre o0s
tratamentos (P>0,05). A temperatura base (Tb) e a constante térmica (K) foram de 9,66°C e
292,89 graus-dia (GD), respectivamente. O numero estimado de geracdes de T. howardi
por ano para o municipio de Dourados - MS foi de 15,86, enquanto D. saccharalis ndo
excede 6,23 geragdes anuais. O desempenho satisfatorio de T. howardi em pupas de D.
saccharalis nas temperaturas entre 16 e 31°C é um indicativo de que este parasitoide
conseguird se desenvolver em regides produtoras de cana-de-agUcar que apresentam

amplitude térmica semelhante a estudada.

Palavras chave: pragas da cana-de-agucar, constante térmica, parasitoide pupal,

temperatura base.

Abstract: A natural enemy of Diatraea saccharalis (Fabricius), the major lepidopteran

pest of sugar cane in Brazil, Tetrastichus howardi (OIliff) holds much promise as a
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biological control. On recording the development and the thermal requirements of the T.
howardi in the pupae of D. saccharalis at different temperatures viz., at 16, 19, 22, 25, 28,
31 and 33°C, it was found that the life cycle from the egg to the adult stages, as well as the
adult longevity of T. howardi were inversely proportional to the increase in temperature. At
33°C, the development of this parasitoid was still incomplete; however, at the other
temperatures, 100% emergence was recorded. The temperature range of the T. howardi
progeny hovered between 78.2 = 3.53 (16°C) and 101.04 £ 4.27 (25°C) for the females,
with no differences observed among the treatments (P>0.05). The base temperature (TDb)
and thermal constant (K) remained at 9.66°C and 292.89 degree-days (GD), respectively.
The estimated annual number of T. howardi generations to the Dourados - MS was 15.86,
while D. saccharalis did not exceed 6.23 generations per year. Thus the good performance
of T. howardi in the pupae of D. saccharalis between 16 and 31°C indicates that this
parasitoid can develop in different parts of the cane sugar, at the present temperature range
similar to that studied

Keywords: biology, development, base temperature, thermal constant.

Introducéo

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) é
considerada a principal praga da cultura da cana-de-agucar no Brasil, devido a sua ampla
distribuicdo e danos causados (Bellini e Dolinski 2012). As lagartas desse inseto se
desenvolvem no interior dos colmos das plantas, dificultando a eficiéncia de controle com
produtos quimicos (Vacari et al. 2012). Dessa forma, o controle biolégico com uso de
parasitoides tem sido enfatizado como uma alternativa promissora para o controle de D.
saccharalis (Dias et al. 2011, Vacari et al. 2012, Rodrigues et al. 2013), por reduzir 0s
danos causados pela praga e manter a viabilidade econémica do sistema produtivo, sem
causar impactos negativos.

O uso de agentes de controle bioldgico é dependente do conhecimento de suas
caracteristicas bioldgicas e suas intera¢cbes com o hospedeiro (Altoé et al. 2012, Pastori et
al. 2012). Dessa forma, estudos de laboratorio sdo cruciais para avaliar adequadamente a
biologia do parasitoide, sua capacidade de parasitismo e seu ciclo biologico, entre outras
caracteristicas que podem variar de acordo com o hospedeiro e temperatura (Pereira et al.
2011, Pomari et al. 2012, Mawela et al. 2013).
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O endoparasitoide gregario, Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera:
Eulophidae) tem sido registrado associado a pragas de culturas importantes (Gonzélez et al.
2003, Baitha et al. 2004, La Salle e Polaszek 2007, Prasad et al. 2007, Silva-Torres et al.
2010, Cruz et al. 2011). Esse inimigo natural parasita e se desenvolve em lagartas e pupas
de D. saccharalis (Vargas et al. 2011), indicando seu potencial de utilizacdo no controle
biol6gico dessa importante praga na cultura da cana-de-acucar. Atributos adicionais
importantes desse parasitoide sdo o seu curto ciclo de vida, alta taxa de fecundidade e
longevidade, predominancia de fémeas, facilidade de criacdo em laboratorio e capacidade
de penetrar nas galerias produzidas pelas pragas, nas plantas, em busca de seus hospedeiros
(Kfir et al. 1993, Baitha et al. 2004, Prasad et al. 2007, Cruz et al. 2011, Vargas et al.
2011).

O sucesso na introducdo ou no desenvolvimento de um programa de controle
biol6gico com parasitoides, depende do conhecimento de suas exigéncias térmicas (Pastori
et al. 2008, Iranipour et al. 2010, Pereira et al. 2011, Mawela et al. 2013, Rodigues et al.
2013). Uma vez que, essas informac6es possibilitam prever e controlar sua produgdo em
laboratdrio, estabelecer a temperatura 6tima para o desenvolvimento, o sincronismo das
criagbes do inseto-praga e do inimigo natural e estimar o nimero de geragdes anuais ou
durante o ciclo de producéo das culturas em uma dada regido (Nava et al. 2007, Bueno et
al. 2008, 2009, Pomari et al. 2012). Além disso, permite uma melhor compreensdo da
eficacia do parasitoide sobre condi¢cdes de campo, de acordo com os desafios climaticos
enfrentados pelo agente de controle bioldgico depois da sua liberacdo (Altoé et al. 2012).

As exigéncias térmicas de T. howardi foram determinadas em hospedeiros e
temperaturas diferentes na Africa (Kfir et al. 1993) e em Cuba (Gonzélez 2004). Entretanto
no Brasil, devido ao recente relato da ocorréncia desse parasitoide, 0s poucos trabalhos de
pesquisa sobre esse inseto referem-se a sua ocorréncia natural ou a aspectos biologicos
(Silva-Torres et al. 2010, Cruz et al. 2011, Vargas et al. 2011). N&o se tem conhecimento
de resultados de pesquisas nacionais mencionando o efeito da temperatura no desempenho
biologico de T. howardi. Assim, este estudo visa avaliar o efeito da temperatura na biologia
de T. howardi em pupas de D. saccharalis, determinar suas exigéncias térmicas, e estimar o
numero de geracOes desse parasitoide para algumas localidades produtoras de cana-de-

acucar no Brasil.

Material e métodos

Local de conducéo dos experimentos
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O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Entomologia e de Controle
Bioldgico da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Centro de
Pesquisa Agropecudaria do Oeste (CPAO), em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, com

as seguintes etapas:

Multiplicagéo do hospedeiro D. saccharalis

Os ovos de D. saccharalis foram provenientes da criacdo estoque mantida no
Laboratorio de Entomologia da Embrapa Agropecuaria Oeste (CPAO). Esses ovos foram
mergulhados em solucgdo de sulfato de cobre e &gua a 1%, para desinfeccdo, e colocados em
placas de Petri (9 cm de diametro) forradas com papel filtro umedecido. As placas com os
ovos foram mantidas em cAmara climatizada a 25 + 1°C e fotofase de 12 h até a ecloséo das
lagartas. As lagartas recém eclodidas foram transferidas para tubos de vidro (8,5 cm altura
x 2,5 cm didmetro) contendo dieta artificial (Adaptado de Parra 2007), na densidade de
quatro lagartas por tubo, onde permaneceram até a formacdo de pupas. As pupas foram
retiradas da dieta, sexadas e colocadas na densidade de 24 pupas (12 fémeas e 12 machos)
por gaiola de PVC (20 cm altura x 10 cm didmetro). Na parte interna da gaiola foram
colocadas folhas de papel jornal umedecidas, como substrato para oviposi¢cdo. As gaiolas
foram colocadas sobre placas de Petri (12 cm de diametro) forradas com papel-filtro. A
abertura superior das gaiolas de PVC foi fechada com tecido do tipo “voil” preso com
elastico. Os adultos emergidos foram alimentados com solucdo aquosa de mel a 10%,
colocada em recipientes plasticos cilindricos (4 cm altura x 5 cm didmetro) e fornecida aos
insetos, por capilaridade, por meio de um chumago de algoddo inserido nos recipientes
(Adaptado de Parra 2007).

Multiplicacéo do parasitoide T. howardi

A criagéo de T. howardi foi iniciada com adultos provenientes da criacdo estoque
do Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico (LECOBIOL) da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS. A multiplicacéo da populagéo de T. howardi
foi feita com fémeas de 24 h de idade, individualizadas e expostas a pupas de D.
saccharalis de mesma idade, empregando tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm de
didmetro) fechados com algoddo hidréfilo. A alimentacdo das fémeas do parasitoide foi
feita com goticulas de mel puro dispersas no interior do tubo de vidro (Vargas et al. 2011).
A criacdo foi conduzida em sala climatizada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e
fotofase de 12 h.
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Efeito da temperatura no desenvolvimento de T. howardi

Pupas de D. saccharalis, com 24 horas de idade e com peso entre 0,230g e 0,260g
(para evitar grande variacdo na biomassa do hospedeiro), foram individualizadas em tubos
de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm didmetro), com uma fémea de T. howardi de mesma idade,
sendo permitido o parasitismo por 24 horas, em cémara climatizada, regulada na
temperatura de 25°C, 26 = 1% de umidade relativa e fotofase de 12 horas. Ao final desse
periodo, as fémeas foram retiradas dos tubos e as pupas parasitadas foram transferidas para
camaras climatizadas nas temperaturas de 16, 19, 22, 25, 28, 31 e 33°C, 26 = 1% de
umidade relativa e fotofase de 12 horas, onde permaneceram até a emergéncia dos adultos
do parasitoide.

Para cada temperatura estudada foram avaliadas a duracdo do ciclo de vida (da
exposicdo da pupa ao parasitismo até a emergéncia de adultos do parasitoide); a
porcentagem de emergéncia [(nimero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de
adultos do parasitoide) / (nimero de pupas parasitadas) x 100]; o nimero de parasitoides
emergidos (progénie); a razdo sexual (=Q / @ + &); o nimero de imaturos que nédo
completaram seu desenvolvimento e a longevidade de fémeas (periodo da emergéncia até a
morte dos adultos). A separacdo de machos e fémeas dos parasitoides foi feita com base
nas caracteristicas morfoldgicas da antena (fémeas possuem antenas com flagelo marrom
escuro, enquanto machos possuem antenas com flagelo de coloracdo clara, normalmente
amarelado, com um segmento a mais de cor marrom escuro e/ou preto) (La Salle e
Polaszek 2007). A mortalidade natural das pupas de D. saccharalis foi calculada nas
mesmas condi¢bes ambientais do experimento e empregada para corrigir a mortalidade
ocasionada pelo parasitoide (Abbott 1925). Para tanto, 20 pupas sem parasitismo foram
individualizadas em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm didmetro), e submetidas as
mesmas condi¢cdes ambientais dos experimentos. O nimero de adultos de D. saccharalis
emergidos foi determinado. Para determinacdo da longevidade de adultos de T. howardi, 20
fémeas e 20 machos foram escolhidos ao acaso nos descendentes de cada tratamento e
individualizados em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm diametro), sendo alimentados
com goticulas de mel puro dispersas no interior do tubo de vidro.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
dez repeticbes, sendo cada repeticdo, representada por um grupo de cinco pupas de D.
saccharalis individualizadas, totalizando 50 pupas por tratamento. Os dados de
emergéncia, duracdo do ciclo de vida, niUmero de parasitoides emergidos por pupa de D.

saccharalis, razéo sexual, longevidade de fémeas de T. howardi foram submetidos a analise



15

de variancia e, quando significativo a 5% de probabilidade foi realizada a analise de
regressdo. A equacdo que melhor se ajustou aos dados foi escolhida com base no
coeficiente de determinagdo (R?), na significancia dos coeficientes de regressio (Bi) e na

analise de variancia de regressao pelo teste F (ao nivel de 5% de probabilidade).

Determinacdo das exigéncias térmicas e estimativa do numero de geracfes de T.
howardi.

A temperatura base (Tb) e a constante térmica (K) foram calculadas pelo método da
hipérbole (Haddad et al. 1999), através do programa Mobae, baseando-se na duracdo do
ciclo (ovo-adulto) de T. howardi nas temperaturas testadas.

O numero de geracdes anuais desse parasitoide foi estimado para os municipios de
Jaboticabal-SP, Uberaba-MG, Itumbiara-GO, Campo Mourdo-PR e Dourados-MS, que
representam importantes regides produtoras de cana-de-acUcar no Brasil. Para isso, foi
utilizada a equacdo: NG= {T(Tm-Tb)/K}, onde: K= constante térmica, Tm= a temperatura
média para cada localidade estudada, Th= temperatura base e T= nimero de dias por més,
baseando-se nas normais térmicas dessas localidades. Os dados climaticos referentes aos
ualtimos dez anos das localidades estudadas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET).

Resultados
Efeito da temperatura no desenvolvimento de T. howardi

A duracéo do ciclo de vida (ovo-adulto) de T. howardi em pupas de D. saccharalis
apresentou relagdo inversa com a elevacéo da temperatura (F= 15,91; P= 0,01 r’= 0,80), e
variou de 53,16 + 0,88 a 15,07 £ 0,09 dias na faixa térmica de 16 a 31°C, respectivamente
(Fig.1). O parasitoide ndo completou seu desenvolvimento em pupas de D. saccharalis a
33°C.

A emergéncia de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi de 100% para as
temperaturas entre 16 e 31°C. O numero de descendentes emergidos por pupa de D.
saccharalis foi semelhante entre as temperaturas testadas (P > 0,05), com 78,2 + 3,53
(16°C), 88,34 + 0,82 (19°C), 86,03 + 1,40 (22°C), 101,04 + 4,27 (25°C), 85,67 + 1,10
(28°C) e 87,46 £ 1,14 (31°C) parasitoides por pupa.

O ndmero de imaturos de T. howardi encontrados no interior das pupas de D.
saccharalis foi semelhante (P > 0,05) na faixa térmica de 16 a 31°C e apresentou valores de
1,34 + 0,68; 0,10 + 0,19; 0,11 £ 0,15; 0,12 + 0,10; 0,40 * 0,59; 0,40 + 0,37 nas
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temperaturas testadas. A razdo sexual de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi de 0,96
+ 0,01, ndo existindo diferenca significativa (P > 0,05) entre as temperaturas.
A longevidade de fémeas de T. howardi provenientes de pupas de D. saccharalis

decresceu com o aumento da temperatura (F= 8,00; P= 0,04; r’= 0,67) (Fig. 2).

Determinacdo das exigéncias térmicas e estimativa do numero de geracgdes de T.
howardi.

As exigéncias térmicas para a fase imatura de T. howardi em pupas de D.
saccharalis foi baseada no modelo Y= (1/D) = -0,032993 + 0,003414x (R?*= 95,09),
cujos valores para a temperatura base (Th) e constante térmica (K) foram de 9,66°C e
292,89 graus-dia (GD), respectivamente (Fig. 3). O namero estimado de geracdes de T.
howardi por ano para o municios de Dourados foi de 15,86, e a de D. saccharalis ndo
excede 6,23 geracdes anuais (Fig. 4). Para os municipios de Jaboticabal-SP, Uberaba-MG,
Itumbiara-GO, Campo Mourdo-PR, o nimero estimado de gera¢es T. howardi em pupas
de D. saccharalis ao longo do ano foi de 16,04; 16,20; 17,97; 13,29 respectivamente (Fig.
5).

Discussao

Foi observada uma relacdo inversa entre a temperatura e a velocidade de
desenvolvimento de T. howardi criado em pupas de D. saccharalis. Resultados
semelhantes foram encontrados para este parasitoide quando parasitando pupas de
Helicoverpa (Heliothis) armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Kfir et al. 1993) e
Galleria mellonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Pyralidae) (Gonzalez, 2004). Entretanto,
diferencas foram observadas quando comparadas as duracdes dos ciclos biologicos de T.
howardi entre estes hospedeiros em cada temperatura. Isso indica que, a variacdo na
duragéo do ciclo (ovo-adulto) de parasitoides ndo depende somente da temperatura, mas
também do hospedeiro (Pereira et al. 2011, Pomari et al. 2012, Mawela et al. 2013), da sua
origem (Iranipour et al. 2010), da cultura em que foi coletado (Pastori et al. 2008) e da
adaptacdo do parasitoide (Altoé et al. 2012).

Os altos indices de emergéncia de T. howardi em pupas de D. saccharalis nas
temperaturas entre 16 e 31°C, demonstram que esse parasitoide pode ser criado nessa faixa
térmica, sem comprometer a qualidade de seu desenvolvimento. Entretanto, Kfir et al.
(1993) observaram efeito prejudicial da temperatura de 30°C para T. howardi em pupas de

H. armigera, pois nessa condi¢do a emergéncia do parasitoide foi drasticamente reduzida.
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Uma das justificativas para esse fato é que os primeiros individuos de T. howardi coletados
no campo e que originaram a populacdo desse parasitoide, que atualmente € criado em
laboratdrio, foram obtidos de pupa de Diatraea sp. em Dourados, Mato Grosso do Sul
(Vargas et al. 2011), municipio com temperatura maxima média anual de 29,4°C e minima
média anual de 17,4°C (Embrapa Agropecudria Oeste). Assim, estes individuos poderiam
estar adaptados a diferentes temperaturas. Isto é importante, pois permite supor que T.
howardi tem uma elevada plasticidade térmica, podendo ser utilizado em regides com
climas diferentes, o que aumenta a probabilidade de éxito na sua utilizagdo em programas
de controle bioldgico. Entretanto, a liberacdo de parasitoides em campo deve ser realizada
levando-se em consideracdo os limites térmicos do inimigo natural, para que 0 seu
estabelecimento e eficiéncia sejam maiores (Jacas et al. 2008, Pandey e Tripathi 2008).
Sempre que possivel, essas liberacdes devem ser realizadas dando-se preferéncia aos
horéarios da manhd ou entardecer (Oliveira et al. 2012, Rodrigues et al. 2013).

Os valores de emergéncia de T. howardi encontrados em pupas de D. saccharalis
foram superiores aos relatados por Kfir et al. (1993) em pupas de H. armigera, para todas
as temperaturas avaliadas. Esses resultados podem ser atribuidos ao fato de que T. howardi
foi coletado e mantido em laborat6rio no mesmo hospedeiro em que este experimento foi
desenvolvido. Por outro lado, os parasitoides utilizados por Kfir et al. (1993) foram
oriundos de hospedeiros diferentes daqueles nos quais o experimento foi conduzido. Moore
e Kfir (1995) observaram que fémeas de T. howardi apresentam preferéncia pelo
hospedeiro no qual foram criadas quando expostas a varios hospedeiros. Fémeas
parasitoides tem preferéncia por hospedeiros nos quais se desenvolveram devido aos
padrdes fixados no gendtipo da espécie e por experiéncia obtida no processo de parasitismo
e desenvolvimento (Beserra e Parra 2003). Diferencas na porcentagem de emergéncia
podem também ser atribuidas a uma melhor adaptacdo do parasitoide ao hospedeiro, de
acordo com sua qualidade nutricional (Bueno et al. 2009, Altoé et al. 2012, Mawela et al.
2013). Vale ressaltar ainda que, individuos provenientes de populacdes de parasitoides
originadas de regides climaticamente diferentes, podem apresentar diferencas, tanto em
suas caracteristicas bioldgicas, quanto na resposta ao serem multiplicados em diferentes
temperaturas, devido as adaptacOes as condigdes climaticas da area geografica de origem
(Sampaio et al. 2005).

A ndo emergéncia de T. howardi em pupas de D. saccharalis observada a 33°C,
evidencia que temperaturas constantes acima de 31°C ndo séo adequadas para cria¢do do

parasitoide. Por outro lado, Kfir et al. (1993) relataram que temperaturas superiores a 30°C
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tendem a reduzir a sobrevivéncia da fase imatura desse parasitoide. Assim, populacfes de
T. howardi podem apresentar resposta diferenciada a temperatura, com diferentes limites
superiores. O efeito prejudicial da temperatura acima de 30°C também foi relatado para
outros eulophideos, pois nessa condi¢do ndo ocorreu emergéncia dos parasitoides Oomyzus
sokolowskii (Kurdjumov) (Ferreira et al. 2003), Palmistichus elaeisis Delvare and LaSalle
(Pereira et al. 2011) e Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Pastori et al. 2012,
Rodrigues et al. 2013). Isso evidencia que essa populacdo de T. howardi apresenta maior
faixa de temperatura ideal de desenvolvimento, sugerindo que esse parasitoide conseguira
se desenvolver em diferentes regides produtoras de cana-de-agucar. Temperaturas fora da
faixa ideal interferem nas caracteristicas bioldgicas de parasitoides (Melo et al. 2007).
Entretanto, é importante ressaltar que, temperaturas mais elevadas afetam negativamente
estagios iniciais do ciclo de vida de parasitoides (Krugner et al. 2007); assim, esses
inimigos naturais podem completar seu desenvolvimento em condi¢cdes de campo em
temperaturas acima de 31°C desde que essas temperaturas nao coincidam com os estagios
iniciais de desenvolvimento do parasitoide (Jacas et al. 2008, Pastori et al. 2012, Rodrigues
et al. 2013).

A auséncia da influéncia da temperatura sobre o nimero de individuos emergidos, o
numero de imaturos encontrados no interior das pupas de D. saccharalis e a razdo sexual
dos descendentes, € um resultado desejavel, pois reforcam a adequabilidade desse
hospedeiro ao desenvolvimento de T. howardi. Além disso, o fato da temperatura néo ter
afetado a razdo sexual é importante por indicar que a variacdo na temperatura pode ndo ser
determinante para alterar o niamero de fémeas do parasitoide em condi¢do de campo (Melo
et al. 2007, Pomari et al. 2012), caracteristica importante, pois sdo as fémeas as
responsaveis pelo parasitismo e por consequéncia a diminuicdo da populacdo do inseto-
praga.

A relacdo inversa entre a temperatura e a longevidade de parasitoides é relatada por
outros autores (Fereira et al. 2003, Iranipour et al. 2010, Pereira et al. 2011, Pomari et al.
2012, Rodrigues et al. 2013). Entretanto, mesmo em temperaturas superiores onde a
longevidade é menor, a duracdo da fase adulta é suficiente para que, quando liberados, os
parasitoides encontrem seus hospedeiros e se reproduzam (Chichera et al. 2012). Além
disso, essa longevidade pode ser maior no ambiente, pois a escassez de hospedeiro pode
estimular o parasitoide a continuar procurando por maior tempo, controlando a ovulagéo ou
reabsorvendo ovos e aumentando sua longevidade (Silva-Torres et al. 2009). Por outro

lado, a maior longevidade de T. howardi nas temperaturas menores, pode ser uma
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importante informagdo para a criagdo massal desse inimigo natural. Temperaturas menores
podem retardar o metabolismo de parasitoides e, portanto, manté-los em desenvolvimento
por um periodo mais longo, para uma posterior utilizagdo na manutencdo da populacdo em
laboratdrio ou liberacdo no campo (Pomari et al. 2012).

Os valores de limite térmico inferior (Tb) e a constante térmica (K) de T. howardi
em pupas de D. saccharalis diferem dos obtidos por Kfir et al. (1993) e Gonzélez (2004)
para outros hospedeiros. Kfir et al. (1993) obtiveram temperatura base de 12,8°C e
constante térmica de 239,8 graus-dia, quando avaliaram o desenvolvimento desse
parasitoide em pupas de H. armigera, enquanto Gonzalez (2004) obteve valores de 10,1°C
e 232,6 graus-dia para T. howardi em pupas de G. mellonella. Ressalta-se que as variacfes
entre os valores de temperatura base (Th) e constante térmica (K) indicam a influéncia do
hospedeiro utilizado (Pastori et al. 2012, Mawela et al. 2013), local de coleta do parasitoide
(Jacas et al. 2008, Pastori et al. 2008, Iranipour et al. 2010) e da adaptacdo do parasitoide
ao hospedeiro (Bueno et al. 2009, Altoé et al. 2012) nas exigéncias térmicas.

Nas condicBes de temperaturas estudadas, T. howardi se desenvolve mais rapido
que seu hospedeiro D. saccharalis, uma vez que, esse parasitoide apresenta exigéncias
térmicas inferiores ao do hospedeiro, o qual possui Th = 13,4°C e K = 526,3 graus-dia (De
Conti 2012). Essa caracteristica € importante em um programa de controle bioldgico, pois o
desenvolvimento mais rapido do parasitoide permite que 0 mesmo tenha um numero de
geracbes maior que o hospedeiro na mesma temperatura (Pastori et al. 2012), podendo
estabilizar ou reduzir a densidade populacional desse hospedeiro no campo (Pastori et al.
2008, Pereira et al. 2011). Entretanto, vale ressaltar que o nimero de geracbes podera ser
influenciado também por outros fatores como a umidade do ar, o fotoperiodo e a
disponibilidade e qualidade de hospedeiros (Santana et al. 2010, Altoé et al. 2012). Porém a
temperatura € o principal fator limitante aos insetos (Saeki e Crowley 2012) quando as
condigdes citadas anteriormente sdo favoraveis (Santana et al. 2010)

O estudo das caracteristicas bioldgicas e exigéncias térmicas de T. howardi em
diferentes temperaturas, fornece informagOes importantes para a multiplicagdo desse
parasitoide em condicGes de laboratorio. Além disso, os resultados apresentados revelam a
capacidade da populacdo do parasitoide em se desenvolver sob ampla faixa de temperatura,
sendo indicativo de que T. howardi sera capaz de se adaptar a diferentes regides produtoras

de cana-de-agUcar cuja amplitude térmica seja semelhante a estudada.
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Conclusoes
Temperaturas entre 16 e 31°C sdo favoraveis ao desenvolvimento de T. howardi em
pupas de D. saccharalis.
Tetrastichus howardi apresenta maior nimero de geracdes anuais em relacéo ao seu

hospedeiro natural D. saccharalis.
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Fig. 1. Duragdo do ciclo de vida de ovo a adulto (dias) de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

em seis temperaturas constantes, U.R. de 26 + 1% e fotofase del2 h.



27

® Observado
30 - F=8,00; P=0,04: 1% = 0,67
—— ¥=40,9967 —1,08x

25 A

20 A

15 -

Longevidade de fémeas (dias)

10 ~ E:

5 A ]

0 T T T T T T
16 19 22 25 28 31

Temperatura (°C)

Fig. 2. Longevidade (dias) de fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
emergidas de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em seis
temperaturas constantes, U.R. de 26 = 1% e fotofase de 12 h.
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Fig. 3. Duragdo (dias) e velocidade de desenvolvimento de Tetrastichus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

em seis temperaturas constantes, U.R. de 26 + 1% e fotofase de 12 h.
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Fig. 4. Estimativa do numero médio mensal de geracdes de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) e de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) para o

municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Fig. 5. Estimativa do numero de geracBes de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupa de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) nos diferentes

meses do ano, para localidades produtoras de cana-de-actcar no Brasil.
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CAPITULO I

Aspectos bioldgicos e tabela de vida de fertilidade de Tetrastichus

howardi (Hymenoptera: Eulophidae) sob diferentes temperaturas
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Aspectos bioldgicos e tabela de vida de fertilidade de Tetrastichus howardi

(Hymenoptera: Eulophidae) sob diferentes temperaturas
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Resumo: A temperatura € o principal fator abidtico que afeta a vida dos insetos. O
desenvolvimento de Tetrastichus howardi (OIlliff) foi estudado em seis temperaturas
constantes (16, 19, 22, 25, 28 e 31°C ) parasitando pupas da broca-da-cana Diatraea
saccharalis (Fabricius), o principal lepidéptero praga da cana-de-acucar no Brasil. O
parasitoide completou desenvolvimento em todas as temperaturas avaliadas, porém com
variacao de resultados. A menor duracdo de desenvolvimento e maior sobrevivéncia foram
obtidas a 31°C. Adultos emergidos nas condi¢Oes estudadas iniciaram oviposi¢do no dia de
contato com o hospedeiro e foram mais produtivos a 25°C e viveram mais a 16°C. Os
parametros estimados atraves da tabela de vida de fertilidade resultaram em maior taxa
liquida de reproducéo (Ro) a 25°C, enquanto a taxa intrinseca de crescimento populacional
(rm) foi superior e similar entre as temperaturas de 25, 28 e 31°C. A duragdo média de
geracdo (T) de T. howardi foi maior a 16°C como um resultado do desenvolvimento mais
lento e maior longevidade da fémea nesta temperatura. Com base nos resultados,
temperaturas entre 19 e 28°C permitiram maior desempenho do parasitoide como maior
fecundidade e longevidade. Esses resultados sdo importantes para a multiplicacdo de T.
howardi em condicbes de laboratério, bem como, para a compreensdo do seu potencial

desempenho bioldgico para a utilizacdo no controle de D. saccharalis.

Palavras chave: controle biologico, criagdo massal, parasitismo, pragas da cana.
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Abstract: The chief abiotic factor which affects the lives of insects is temperature. The
development of Tetrastichus howardi (Olliff) was studied at six constant temperatures, viz.,
at 16, 19, 22, 25, 28 and 31°C, parasitizing the pupae of Diatraea saccharalis (Fabricius),
the sugarcane borer, the main lepidopteran pest of cane sugar in Brazil. The parasitoid
showed complete development at all the temperatures, however, recording some variations.
At 31°C, development within the shortest duration and highest survival was observed. The
adults that emerged under the conditions studied commenced oviposition on contact with
the host, were most productive at 25°C, and lived longer to 16°C. The parameters estimated
by the fertility life table revealed a higher net reproductive rate (Ro) at 25°C, while the
intrinsic rate of increase (ry,) was similar between the higher and temperatures of 25, 28 and
31°C. Due to the slower development, as well as female longevity of T. howardi at 16°C,
the average generation (T) was greater at this temperature. In line with these results,
temperatures between 19 and 28°C allowed for a better performance and higher parasitoid
fecundity and longevity. These results are of great significance for the multiplication of T.
howardi under laboratory conditions, as well as to understand the performance potential for

use as a measure of biological control of D. saccharalis.

Keywords: biological control, mass rearing, sugarcane pests, parasitism.

Introducgéo

A temperatura é um dos principais fatores abioticos responsaveis por limitar o
crescimento, a sobrevivéncia e a reproducdo dos insetos (Yu et al. 2013). Em parasitoides,
ela pode afetar o desenvolvimento (Mawela et al. 2013), a longevidade (Rodrigues et al.
2013), a fecundidade (Golizadeh et al. 2009), a localizacdo do hospedeiro (Hance et al.
2007) e a oviposicdo (Duale 2005), apresentando implicagdes diretas no crescimento
populacional desses inimigos naturais e, consequentemente, no sucesso do controle
biolégico.

O conhecimento da influéncia da temperatura sobre o desenvolvimento e
reproducdo de insetos € importante na compreensdo da dinamica populacional de uma
determinada populacdo (Golizadeh et al. 2009), na avaliacdo da eficiéncia de um agente de
controle biologico (Roy et al. 2002), na criacdo massal (Yu et al. 2013) e na utilizagdo de
inimigos naturais em programas de manejo integrado de pragas (Malekmohammadi et al.

2012). Dessa forma, diversos métodos tém sido utilizados para descrever a relagdo entre a
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temperatura e o desenvolvimento de insetos (Yu et al. 2013). Estudos de tabela de vida sdo
comumente utilizados por fornecer uma descricdo completa dos parametros bioldgicos de
uma populacdo sob determinadas condi¢cdes ambientais, tais como condi¢des climaticas e
de alimento (Golizadeh et al. 2009).

A taxa intrinseca de crescimento natural (rm) € um dos principais resultados
extraidos de estudos de tabelas de vida e indica o possivel sucesso de um inimigo natural
(Coats 1976). Um agente de controle bioldgico sera considerado efetivo contra uma
determinada praga se, pelo menos, as taxas intrinsecas de aumento (r,) de ambos forem
semelhantes (Hondo et al. 2006). Além disso, esses resultados podem ser utilizados com
indicadores da temperatura, a qual o crescimento de uma populacdo é mais favoravel, por
refletir os efeitos da temperatura no desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia de uma
populacdo (Castillo et al. 2006).

A broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) é
considerada a principal praga da cultura da cana-de-agUcar e tem se tornado importante em
regides produtoras de milho e sorgo no Brasil (Cruz et al. 2011). As lagartas desenvolvem-
se no interior dos colmos das plantas, dificultando a eficiéncia de controle com produtos
quimicos (Vacari et al. 2012). Dessa forma, o controle biol6dgico tem sido enfatizado como
uma alternativa promissora para o controle dessa praga (Rodrigues et al. 2013).

Dentre as estratégias de controle bioldgico que tem apresentado resultado eficiente
para o controle de D. saccharalis destaca-se a utilizacdo do parasitoide larval Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae). Um dos motivos desta eficiéncia é a
capacidade de C. flavipes encontrar hospedeiros dentro do colmo das plantas de cana-de-
acucar, além da habilidade de se adaptar a diferentes regides canavieiras (Vacari et al.
2012).

O parasitoide Tetrastichus howardi (OIlliff) (Hymenoptera: Eulophidae) tem sido
registrado associado a um grande nimero de pragas de importantes culturas (Baitha et al.
2004, La Salle e Polaszek, 2007, Prasad et al. 2007, Silva-Torres et al. 2010). No Brasil, foi
encontrado parasitando D. saccharalis em cana-de-aglcar (Vargas et al. 2011) e milho
(Cruz et al. 2011). Caracteristicas de T. howardi que indicam seu potencial de utilizagdo no
controle bioldgico dessa importante praga, séo sua capacidade de parasitar e se desenvolver
nos estagios de lagarta e pupa de D. saccharalis (Vargas et al. 2011), e de localizar o
hospedeiro nas galerias produzidas pelas pragas nas plantas hospedeiras (Kfir et al. 1993).

Desta maneira, T. howardi pode ser utilizado como mais uma opg¢do para o controle
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bioldgico de D. saccharalis e poderd complementar o controle realizado com o parasitoide
larval C. flavipes.

O sucesso na introducdo ou no desenvolvimento de um programa de controle
bioldgico com parasitoides depende do conhecimento das caracteristicas biologicas em
diferentes condicOes de temperatura (Rodrigues et al. 2013). Poucas sdo as informacdes a
respeito do efeito da temperatura sobre esse parasitoide. Assim, este trabalho avaliou o
desempenho bioldgico de T. howardi, criado em pupas de D. saccharalis, sob diferentes

temperaturas constantes, com base nos estudos de tabela de vida de fertilidade.

Material e métodos
Local de conducdo dos experimentos
O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Entomologia e de Controle
Bioldgico da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Centro de
Pesquisa Agropecuaria do Oeste (CPAO), em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, com

as seguintes etapas:

Multiplicagéo do hospedeiro D. saccharalis

Os ovos de D. saccharalis foram provenientes da criagdo estoque mantida no
Laboratorio de Entomologia da Embrapa Agropecuaria Oeste (CPAO). Esses ovos foram
mergulhados em solucdo de sulfato de cobre e 4gua a 1%, para desinfec¢éo, e colocados em
placas de Petri (9 cm de diametro) forradas com papel filtro umedecido. As placas com 0s
ovos foram mantidas em cdmara climatizada a 25 + 1°C e fotofase de 12 h até a eclosdo das
lagartas. As lagartas recém eclodidas foram transferidas para tubos de vidro (8,5 cm altura
x 2,5 cm diametro) contendo dieta artificial (Adaptado de Parra 2007), na densidade de
quatro lagartas por tubo, onde permaneceram até a formacdo de pupas. As pupas foram
retiradas da dieta, sexadas e colocadas na densidade de 24 pupas (12 fémeas e 12 machos)
por gaiola de PVC (20 cm altura x 10 cm didmetro). Na parte interna da gaiola foram
colocadas folhas de papel jornal umedecidas, como substrato para oviposi¢cdo. As gaiolas
foram colocadas sobre placas de Petri (12 cm de didmetro) forradas com papel-filtro. A

3

abertura superior das gaiolas de PVC foi fechada com tecido do tipo “voil” preso com
elastico. Os adultos emergidos foram alimentados com solucdo aquosa de mel a 10%,
colocada em recipientes plasticos cilindricos (4 cm altura x 5 cm diametro) e fornecida aos
insetos, por capilaridade, por meio de um chumago de algoddo inserido nos recipientes

(Adaptado de Parra 2007).
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Multiplicacéo do parasitoide T. howardi

A criagéo de T. howardi foi iniciada com adultos provenientes da criacdo estoque
do Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico (LECOBIOL) da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS. A multiplicacdo da populacédo de T. howardi
foi feita com fémeas de 24 h de idade, individualizadas e expostas a pupas de D.
saccharalis de mesma idade, empregando tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm de
didmetro) fechados com algoddo hidréfilo. A alimentacdo das fémeas do parasitoide foi
feita com goticulas de mel puro dispersas no interior do tubo de vidro (Vargas et al. 2011).
A criagédo foi conduzida em sala climatizada a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotofase de 12 h.

Desenvolvimento e reproducdo de T. howardi em diferentes temperaturas

A fecundidade e longevidade de T. howardi foram determinadas em seis
temperaturas constantes, as quais foram 16, 19, 22, 25, 28 e 31°C. Para cada temperatura,
30 fémeas de T. howardi com 24 h de idade foram isoladas em tubos de vidro (8,5 cm
altura x 2,5 cm didmetro) e alimentadas conforme descrito anteriormente na manutencédo da
criagdo. Pupas de D. saccharalis de 24 h de idade foram ofertadas diariamente para cada
fémea do parasitoide. Esse procedimento foi repetido até a morte de cada fémea. As pupas
apoOs submetidas ao parasitismo foram acondicionadas em tubos de vidro e mantidas em
camaras climatizadas reguladas nas temperaturas citadas até a emergéncia dos
descendentes.

Para cada uma das temperaturas (tratamento) foram avaliados: a duragdo do ciclo
(da exposicdo da pupa ao parasitismo até a emergéncia de adultos do parasitoide); a
viabilidade do parasitismo (%); a razdo sexual (=9 / @ + &); o periodo de pré-oviposicédo e
de oviposicdo; a fecundidade e a longevidade de fémeas de T. howardi. A separacdo de
machos e fémeas dos parasitoides foi feita com base nas caracteristicas morfoldgicas da
antena (fémeas possuem antenas com flagelo marrom escuro, enquanto que, os machos
possuem antenas com flagelo de coloracdo clara, normalmente amarelado, com um
segmento a mais de cor marrom escuro e/ou preto) (La Salle e Polaszek 2007). A
mortalidade natural das pupas de D. saccharalis foi calculada nas mesmas condigdes
ambientais do experimento e empregada para corrigir a mortalidade ocasionada pelo
parasitoide (Abbott 1925). Para tanto, 20 pupas sem parasitismo foram individualizadas em
tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm diametro), e acondicionadas em cada temperatura. O

numero de adultos de D. saccharalis emergidos foi determinado.



37

Os resultados foram submetidos a analise de regressdo considerando o periodo de
oviposicdo, fecundidade e longevidade como varidveis dependente (y), em fungdo das
temperaturas como variaveis independentes (x). A equacdo selecionada para cada variavel
foi aquela que apresentou todos os parametros significativos (P<0,05) e maior coeficiente

de determinacdo (R), além de ser representativa dos resultados biologicos.

Determinacéo dos parametros da tabela de vida de fertilidade

Os dados de duracéo e viabilidade da fase imatura (parasitismo a emergéncia dos
adultos), razdo sexual da descendéncia e producgdo diaria de descendentes provenientes da
oferta didria de pupas ao parasitismo, em cada temperatura, foram empregados para
calcular os parametros da tabela de vida de fertilidade segundo Birch (1948). Assim, 0s
parametros tempo médio de uma geracao (T, dias), taxa liquida de reproducéo (Ro) e taxa
intrinseca de crescimento populacional (ry), em cada temperatura, foram calculados
empregando o procedimento escrito por Maia et al. (2000) através do Proc Lifetest do SAS
(SAS Institute 2002).

Resultados

Desenvolvimento e reproducéo de T. howardi em diferentes temperaturas

O parasitoide T. howardi completou desenvolvimento em todas as temperaturas
testadas. A duracdo do desenvolvimento (ovo-adulto) de T. howardi em pupas de D.
saccharalis apresentou relacdo inversa com a elevacao da temperatura. Os valores variaram
de 15,0 = 0,09 dias na maior temperatura estuda de 31°C a 53,2 + 0,88 dias na menor
temperatura de 16°C. A menor sobrevivéncia foi de 34% a 16°C, enguanto que a maior
sobrevivéncia foi de 89% a 31°C. A razdo sexual de T. howardi em pupas de D. saccharalis
foi de 0,96 + 0,01 (96% de fémeas), ndo havendo diferenca significativa (P > 0,05) entre as
temperaturas.

Fémeas de T. howardi apresentaram maior fecundidade (producéo de descendentes)
em pupas de D. saccharalis a 25°C (165,4 + 4,77) e menor a 31°C (77,2 + 7,08) (F= 19,32,
P= 0,01; r’= 0,96; Fig.1). A longevidade das fémeas de T. howardi decresceu com o
aumento da temperatura (F= 53,69; P= 0,001; r’= 0,96; Fig.2). A maxima longevidade
observada de T. howardi foi de 50 dias na temperatura de 16°C e a minima de 1 dia a 31°C,
enguanto que a 25°C, a maxima longevidade observada foi de 21 dias.

A oviposi¢do das fémeas de T. howardi foi iniciada no dia em que as mesmas

entraram em contato com as pupas do hospedeiro (i.e., 24h de idade), sendo observado
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maior producdo de descendentes neste primeiro dia de parasitismo, em todas as
temperaturas testadas. Cerca de 90% da producdo de descendentes ocorre nos primeiros
cinco dias de vida das fémeas nas temperaturas de 25, 28 e 31°C e nos primeiros 10 dias
nas temperaturas imediatamente inferiores (16, 19 e 22°C). Porém, o parasitismo pode
ocorrer até 13 e 42 dias de idade do adulto nas temperaturas de 25 e 16°C, respectivamente.
Este periodo de oviposicdo decresceu com o aumento da temperatura (F= 406,74; P
<0,0001; R?= 0,99; Fig. 3).

Determinagéo dos parametros da tabela de vida de fertilidade

O tempo médio requerido para T. howardi completar uma geracdo, caracterizada pelo
tempo médio de geracdo da tabela de vida de fertilidade (T) parasitando pupas de D.
saccharalis, foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura. Os valores
variaram de 12,9 dias na maior temperatura estudada de 31°C a 47,4 dias na menor
temperatura de 16°C (Tabela 1).

A producdo de descendentes fémeas, por fémea de T. howardi caracterizada pela

taxa liquida de reproducdo (R,), variou de 46,0 a 107,3 fémeas para as temperaturas de 16 e
25°C, respectivamente. A menor taxa liquida de reproducdo foi observada nas temperaturas
extremas de 16 e 31°C, sem diferenca entre elas (P > 0,05) (Tabela 1).

A taxa intrinseca de crescimento populacional (rm) apresentou resultado
correlacionado com o aumento da temperatura até 25°C (Tabela 1). A partir de 25°C, ndo

houve diferenca na rp,, em funcdo das demais temperaturas avaliadas (P > 0,05) (Tabela 1).

Discusséo

O parasitoide T. howardi se desenvolve e reproduz quando parasitando pupas de D.
saccharalis submetidas a diferentes regimes térmicos, indicando assim, o seu potencial de
adaptacdo a variacbes no ambiente, quanto a temperatura. Fato de importancia, visto que, a
broca-da-cana ocorre naturalmente ao longo do ano em diferentes condigdes de
temperatura, protegida no interior do colmo das plantas. Além disso, o desempenho
reprodutivo de T. howardi a 25°C foi, em média, 165,4 descendentes em pupas de D.
saccharalis, superior ao resultado obtido em pupas de Helicoverpa (Heliothis) armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), que foi de 101,4 descendentes (Kfir et al. 1993) e em
pupas de Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) que foi de 92,9 descendentes
(Gonzélez 2004), criados em condi¢Bes ambientais semelhantes. Essas variagbes ocorrem

devido a diferencas na aceitabilidade dos parasitoides as espécies hospedeiras
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(Malekmohammadi et al. 2012), a resposta imunoldgica (Andrade et al. 2010), & melhor
adaptacdo do parasitoide ao hospedeiro, de acordo com sua qualidade nutricional (Altoé et
al. 2012), e, principalmente, devido ao tamanho do hospedeiro (Pastori et al. 2012), embora
sendo o tamanho das pupas de D. saccharalis e de H. armigera ou de G. mellonella,
bastante proximos.

A fecundidade de fémeas usualmente estd relacionada a sua longevidade; em
especial, para as espécies que distribuem a producdo de descendentes ao longo do periodo
reprodutivo. Embora fémeas de T. howardi tenham apresentado maior longevidade nas
menores temperaturas, as maiores producfes de descendentes foram nas temperaturas
intermediarias, fato este proveniente da concentragdo do parasitismo nos primeiros dias de
vida, como observado para T. howardi neste estudo. Assim, em temperaturas mais elevadas
ocorreu menor longevidade, bem como producdo de descendentes. Além da temperatura, a
presenca do hospedeiro (Kfir et al. 1993), a atividade de acasalamento (Karindah et al.
2005) e a densidade de hospedeiros disponiveis (Gonzalez 2004), também influenciam a
longevidade desse parasitoide. Vale ressaltar que, mesmo em temperatura constante como a
28°C, T. howardi apresentou longevidade semelhante a apresentada a 25°C que
compreende o periodo de maior parasitismo e producdo de descendentes. Porém, em
temperaturas constantes e elevadas como 31°C, a longevidade deste parasitoide é reduzida
0 que pode comprometer o seu desempenho a campo. Embora temperaturas iguais ou
acima de 31°C possam ocorrer em dias de verdo, elas acontecem por curto periodo de
tempo, ndo atingindo médias diarias de tal magnitude. Por outro lado, a maior longevidade
de T. howardi nas temperaturas menores, pode ser uma importante informacdo para a
criacdo massal deste parasitoide. Temperaturas menores podem retardar o metabolismo de
parasitoides e, portanto, manté-los em desenvolvimento por um periodo mais longo, para
uma posterior utilizacdo na manutencdo da populacdo em laboratorio ou em liberacdo a
campo (Pomari et al. 2012).

A oviposicdo de T. howardi foi iniciada no dia em que as fémeas entraram em
contato com o hospedeiro e continuou por até 42 dias em pupas de D. saccharalis, em
condicOes de baixa temperatura. Nas primeiras 24 h apds a emergéncia, 35% das fémeas de
T. howardi ovipositaram em pupas de H. armigera. Ap6s 48 h o parasitismo aumentou para
80% (Moore e Kfir 1995). Esses autores concluiram que T. howardi tem um periodo de
pré-oviposicdo variando de 2 h até cinco dias. Resultados semelhantes foram encontrados
por Karindah et al. (2005). Segundo este autor, as fémeas iniciam a oviposi¢do no dia da

emergéncia e podem continuar ovipositando por até 19 dias em pupas de Plutella xylostella
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(L.) (Lepidoptera: Plutellidae). O conhecimento da idade em que os parasitoides estdo mais
ativos e fecundos é importante na tomada de decisdo sobre a idade ideal desses insetos ao
serem liberados em campo, para obtencdo de niveis significativos de parasitismo (Silva-
Torres et al. 2009) e controle de qualidade dos parentais mantidos na criagdo massal,
mantendo as fémeas na cria¢do até o pico de oviposic¢do. Apos este periodo, que é em torno
de cinco dias para T. howardi a 25°C, as fémeas podem ser substituidas por novas fémeas,
maximizando o sistema de producéo.

No primeiro dia de oviposicdo foi observado 0 maximo de producéo descendentes
de T. howardi em pupas de D. saccharalis, para todas as temperaturas testadas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Cruz et al. (2011), em pupas do mesmo hospedeiro,
para temperatura de 25°C. E possivel evidenciar, ainda por meio dos resultados que, fémeas
de T. howardi produzem cerca de 90% do total dos seus descendentes até o 5° dia de vida
nas temperaturas de 25, 28 e 31°C e até o 10° dia de vida nas temperaturas de 16, 19 e
22°C, corroborando com os resultados apresentados por outros autores. Em pupas de H.
armigera, cerca de 97% da progénie de T. howardi é produzida nos primeiros 10 dias ap6s
a emergéncia (Kfir et al. 1993). Fémeas de T. howardi sdo mais efetivas durante suas
primeiras 72 h, em pupas de G. mellonella, pois parasitam entre 42 e 60% dos hospedeiros
disponiveis (Gonzalez 2004). Essa caracteristica € importante em um programa de controle
bioldgico, pois em condicdes de campo, parasitoides podem ser mais suscetiveis a fatores
bidticos e abidticos, que podem prejudicar sua agdo; assim, quanto mais rapido o
parasitoide chegar a 80% do seu parasitismo total, maior a chance de ele ser bem sucedido
(Bueno et al. 2012).

O periodo de oviposicdo de fémeas de T. howardi decresceu com o aumento da
temperatura. Fémeas de parasitoides amadurecem seus ovos usando nutrientes adquiridos
durante seu desenvolvimento larval (Kapranas e Luck 2008). Uma parte desses nutrientes é
direcionada para maturacdo inicial dos ovos, enquanto o restante constitui suas reservas,
que podem ser utilizadas para producdo de ovos futuros (Jervis et al. 2008). A maturacao
desses ovos é dependente da temperatura e, portanto, € mais lenta em temperaturas
inferiores, provavelmente devido ao menor metabolismo dos parasitoides nessas condig¢oes
(Kapranas e Luck 2008). Entretanto, insetos criados em temperaturas mais baixas podem
compensar 0 menor numero de ovos depositados, ovipositando por um periodo mais longo
de tempo (Legaspi e Legaspi Jr. 2005), conforme observado nos resultados deste trabalho.

A taxa liquida de reproducdo (Ro), que corresponde a contribuicdo média de cada

fémea para a geragédo subsequente, expresso em numero de descendentes fémeas por fémea,
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foi maior na temperatura de 25°C, onde a cada geracdo a populacdo de T. howardi pode
aumentar em média aproximadamente 118 vezes. Os valores da taxa liquida de reproducédo
para as temperaturas de 31 e 16°C foram semelhantes. Relacdes adversas entre 0s extremos
de temperatura e o desenvolvimento de espécies de Eulophidae tém sido relatados por
outros autores (Ferreira et al. 2003, Duale 2005, Castillo et al. 2006, Pastori et al. 2012). Os
extremos de temperatura, no momento da oviposi¢do, podem ser um impedimento para a
producdo de parasitoides, devido ao menor numero de ovos depositados por hospedeiro
nessas condicdes (Duale 2005). Entretanto, a producdo de parasitoides ndo depende
somente da temperatura favoravel durante a oviposicdo. A sobrevivéncia e o
desenvolvimento dos estadios imaturos de parasitoides dependem de uma temperatura
apropriada (Duale 2005). Com base nos resultados obtidos, a temperatura de 25°C é a
recomendada para a multiplicacdo de T. howardi; as demais temperaturas podem ser
utilizadas no caso de se desejar retardar ou acelerar o desenvolvimento, com excecao das
temperaturas extremas estudadas de 16 e 31°C, nas quais T. howardi obteve baixa taxa
liquida de reproducéo.

A taxa intrinseca de crescimento populacional (rm) permite a comparacdo do
potencial de crescimento da espécie sob as diferentes condi¢des estudadas, como no caso,
criacdo em diferentes regimes de temperatura. A taxa intrinseca de crescimento (rm) é
obtida pela razdo da taxa liquida de reproducédo (Ro) e tempo médio de geracdo (T). Assim,
ela deve ser interpretada considerando as duas variaveis simultaneamente, pois em
situacdes onde o parasitoide apresenta curto tempo medio de geracdo, como nas
temperaturas mais elevadas, pode resultar em valores superestimado para a r,, em relagéo a
condicbes mais favoraveis para a reproducdo, como acontece nas temperaturas
intermediérias testadas (25°C). Isto é claramente demonstrado ao se comparar a ry, entre a
condigdo de 25°C com 28 e 31°C, sendo iguais entre elas. Ao estimar o crescimento
populacional com base na r, e T obtidos, empregando o0 modelo de crescimento geométrico

para condiges controladas, e sem limitagdo de hospedeiros e espaco, Nt = No*exp™ ', e

m
uma geragdo, uma fémea de T. howardi produzira 165,36; 129,36 e 77,17 descendentes nas
condicdes de 25, 28 e 31°C, o que reforca a condicdo de 25°C como a mais favoravel ao
desempenho de T. howardi parasitando pupas de D. saccharalis.

A duracdo média das geragdes (T) de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi
inversamente proporcional & variacdo da temperatura. Esse padrdo é semelhante para T.
howardi parasitando pupas de H. armigera (Kfir et al. 1993) e G. mellonella (Gonzélez

2004). O tempo de geragdo foi menor a 31°C, bem como, a longevidade e a producéo de
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descendentes. Temperaturas elevadas afetam a eficiéncia de forrageamento de parasitoides,
que associado a um menor tempo de vida dos mesmos resultam em uma diminuicdo do
sucesso reprodutivo (Denis et al. 2011). Além disso, temperaturas mais elevadas aumentam
a probabilidade de um hospedeiro se defender de parasitoides imaturos, devido a uma
maior eficiéncia do sistema imunolégico do hospedeiro ou a uma menor eficacia do
polydnavirus injetado pela fémea parasitoide durante a oviposi¢do, resultando em
decrescimo do sucesso do parasitismo (Hance et al. 2007).

Os resultados de tabela de vida de fertilidade, em conjunto com os dados biolégicos
de T. howardi, permitem concluir que este parasitoide é um promissor agente de controle
bioldgico, por ser capaz de se reproduzir e desenvolver em diferentes regimes térmicos.
Sob todas as temperaturas estudadas de 16 a 31°C, o parasitoide foi capaz de aumentar em
ndmero. Apesar de uma melhor faixa de temperatura para a criacéo de T. howardi (25°C), é
importante ressaltar que, nas demais temperaturas, T. howardi se reproduz e se desenvolve
satisfatoriamente. Isto permite supor que T. howardi tem uma elevada plasticidade térmica,
podendo ser utilizado em regides com climas diferentes, o que aumenta a probabilidade de
éxito na sua utilizacdo. Além disso, o presente estudo fornece informacgdes importantes
para a multiplicacdo de T. howardi em condi¢des de laboratério e permite inclusive estimar
a quantidade de parasitoides a serem produzidos a uma dada temperatura constante de
criacdo.

Concluséo

T. howardi se desenvolve satisfatoriamente em pupas de D. saccharalis em todas as

temperaturas avaliadas de 16 a 31°C, porém com maior desempenho biol6gico nas

temperaturas entre 19 e 28°C.
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Tabela 1. Pardmetros da tabela de vida de fertilidade de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) taxa liquida de reprodugdo (Ro), taxa intrinseca de
crescimento populacional (r,) e tempo de geracdo (T) parasitando pupas de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em diferentes temperaturas constantes e fotofase
de 12 h.

Temperatura (°C)* (E;g;) © /g;”; dia) ( d:;s)
16 46,0+ 224 e 0,08 +0,00d 47,4 £0,37 a
19 107,2+4,18b 0,15+0,00c 30,4+£0,17b
22 86,7272 ¢ 0,21+£0,00 b 205+0,11c
25 118,7+3,09a 0,30+ 0,00 a 15,6 £0,05d
28 770+3,87d 0,31+£0,00 a 13,7+ 0,06 e
31 575x6,44¢ 0,31+0,00 a 12,9+£0,05f

'Médias (+ 95% de intervalo de confianca) seguidas de mesma letra na coluna néo

diferem entre si pelo teste ‘t” ao nivel de 5% de probabilidade com erros estimado pelo
método Jackknife.
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Fig. 1. Periodo de oviposicao (dias) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em seis temperaturas

constantes e fotofase de 12 h.
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Fig. 2. Longevidade (dias) de fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) em seis temperaturas

constantes e fotofase de 12 h.
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Fig. 3. Fecundidade (numero de ovos/dias) de fémeas de Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
em seis temperaturas constantes e fotofase de 12 h.
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Qualidade bioldgica de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

apés o armazenamento a frio
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Resumo: O armazenamento a frio de insetos é uma técnica muito utilizada em programas
de controle bioldgico. Entretanto, € essencial entender os efeitos do estresse induzido pelo
frio antes de armazenar parasitoides e seus hospedeiros a baixas temperaturas. Os efeitos
do armazenamento sobre a qualidade bioldgica de Tetrastichus howardi (Olliff) foram
avaliados a 10°C sobre diferentes periodos de exposi¢do (cinco, dez, 15, 20 e 25 dias)
atraves de trés experimentos. No primeiro experimento, avaliou-se o desenvolvimento de T.
howardi em pupas refrigeradas de seu hospedeiro Diatraea saccharalis (Fabricius). No
segundo, examinou-se o efeito do armazenamento a frio sobre os imaturos de T. howardi. E
por ultimo, avaliou-se a progénie descendente dos parasitoides armazenados. Pupas de D.
saccharalis podem ser armazenadas a 10°C por até 25 dias sem perda dos parametros
reprodutivos e de desenvolvimento de T. howardi. A qualidade bioldgica das geracdes
parentais e F1 de T. howardi foi positivamente correlacionada com o periodo de exposi¢do
ao frio quando os parasitoides estavam na fase imatura. T. howardi pode ser armazenado a
10°C por até dez dias sem grandes perdas de seus aspectos bioldgicos. Os resultados aqui
apresentados auxiliardo no planejamento da producdo em larga escala e transporte de T.

howardi do laboratdrio para o local de liberagéo.

Palavras-chave: armazenamento, baixa temperatura, criagdo massal, parasitoide.

Abstract: Maintaining insects under cold storage is a popular technique used widely in

biological control programs. However, the effects of induced hypothermia need to be well
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understand before storing the parasitoids and their hosts at low temperatures. The storage
effects on the biological quality of Tetrastichus howardi (Olliff) were evaluated at 10°C for
different lengths of exposure (at 5, 10, 15, 20 and 25 days) over three experiments. The
first experiment evaluated the development of the T. howardi pupae chilled from their host
Diatraea saccharalis (Fabricius). Next, the effect of cold storage was determined on the
immature T. howardi. Finally, the progeny descendants of the parasitoids under cold
storage were evaluated. The D. saccharalis pupae could be stored at 10°C for up to 25
days, without any loss of the reproductive and developmental parameters of T. howardi.
The parental and F1 quality of the T. howardi positively correlated with the length of the
cold exposure when the parasitoids were in the immature stage. It was thus found that T.
howardi can be stored at 10°C for up to ten days without significant loss of its biological
characteristics. These results will be beneficial in planning mass rearing and transportation

of the T. howardi from the laboratory to the site of release.
Keywords: storage, mass rearing, parasitoid, low temperature.
Introducéo

A producdo em massa de insetos benéficos (predadores e parasitoides) é necessaria
em programas de controle bioldgico (Bourdais et al. 2006). Um dos principais obstaculos
para 0 sucesso da implementacdo de programas eficientes é a dificuldade e o custo da
criacdo desses insetos benéficos em grandes quantidades para a liberacdes inundadtivas no
momento apropriado (Colinet e Boivin 2011). A maioria dos insetos utilizados em
programas de controle biolégico tem curto tempo de vida, por isso eles devem ser
produzidos pouco antes de serem utilizados e enviados para os locais de liberagédo tdo logo
seja possivel (van Lenteren 2000). Dessa forma, o desenvolvimento de métodos de
armazenamento eficientes possibilitam o aumento da disponibilidade de parasitoides, e a
reducdo do custo de programas de controle bioldgico (Chen et al. 2008a).

O armazenamento a baixas temperaturas é considerado um método valioso para
prolongar o tempo de desenvolvimento de parasitoides (Bourdais et al. 2012). Alem de
permitir uma oferta constante e em numero suficiente de agentes de biocontrole para
programas de controle bioldgico (Chen et al. 2011), que poderdo servir como suprimentos
de reserva para compensar periodos de baixa producdo ou periodos inesperados de alta
demanda por esses agentes (van Lenteren 2000). No entanto, reducdo na aptiddo de

individuos sobreviventes pode ser observada imediatamente apds a armazenagem, ou mais



55

tarde, no desenvolvimento das proximas geracfes (Chen et al. 2008ab). Portanto, é
essencial entender os efeitos do estresse induzido pelo frio antes de armazenar parasitoides
a baixa temperatura para utilizacdo em programas de controle biolégico (van Baaren et al.
2005).

O endoparasitoide Tetrastichus howardi (OIlliff) (Hymenoptera: Eulophidae) é
considerado um inimigo natural promissor para o controle bioldgico de Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae), o principal lepiddptero praga da cana-
de-aglcar no Brasil (Cruz et al. 2011, Vargas et al. 2011). No entanto, na falta de dietas
artificiais adequadas para parasitoides, a multiplicacdo de T. howardi é dependente da
disponibilidade de pupas do hospedeiro. A possibilidade de conservagdo de hospedeiros em
baixa temperatura, sem perda da capacidade reprodutiva dos parasitoides, € importante
quando for necessario aumentar a producdo desses agentes de controle bioldgico (Pereira et
al. 2009). Além disso, as pupas ja parasitadas por T. howardi podem ser descartadas
quando a demanda por parasitoides € baixa. Ndo ha informacdes sobre o armazenamento de
T. howardi ou outras espécies deste género. Portanto, encontrar métodos eficazes de
armazenamento desse parasitoide, bem como do seu hospedeiro é importante para melhorar
a implementacdo de T. howardi como um agente de controle biolégico de D. saccharalis.

O objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do armazenamento a frio sobre a
qualidade biologica do parasitoide T. howardi. Para isso foram realizados trés
experimentos. No primeiro experimento avaliou-se o desenvolvimento de T. howardi em
pupas refrigeradas de D. saccharalis. No segundo, examinou-se o efeito do armazenamento
a frio sobre os imaturos de T. howardi. E por ultimo, avaliou-se a progénie descendente dos
parasitoides armazenados, para verificar se o0s efeitos deletérios causados pelo

armazenamento a frio podem ser passados para a proxima geracao.
Material e métodos

Local de conducdo dos experimentos

O experimento foi conduzido nos Laboratorios de Entomologia e de Controle
Biologico da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) - Centro de
Pesquisa Agropecuéaria do Oeste (CPAO), em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, com

as seguintes etapas:

Multiplicagéo do hospedeiro D. saccharalis
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Os ovos de D. saccharalis foram provenientes da criagdo estoque mantida no
Laboratério de Entomologia da Embrapa Agropecuéria Oeste (CPAO). Esses ovos foram
mergulhados em solucdo de sulfato de cobre e agua a 1%, para desinfeccéo, e colocados em
placas de Petri (9 cm de diametro) forradas com papel filtro umedecido. As placas com os
ovos foram mantidas em cdmara climatizada a 25 + 1°C e fotofase de 12 h até a eclosdo das
lagartas. As lagartas recém eclodidas foram transferidas para tubos de vidro (8,5 cm altura
x 2,5 cm diametro) contendo dieta artificial (Adaptado de Parra 2007), na densidade de
quatro lagartas por tubo, onde permaneceram até a formacdo de pupas. As pupas foram
retiradas da dieta, sexadas e colocadas na densidade de 24 pupas (12 fémeas e 12 machos)
por gaiola de PVC (20 cm altura x 10 cm didmetro). Na parte interna da gaiola foram
colocadas folhas de papel jornal umedecidas, como substrato para oviposicdo. As gaiolas
foram colocadas sobre placas de Petri (12 cm de didmetro) forradas com papel-filtro. A
abertura superior das gaiolas de PVC foi fechada com tecido do tipo “voil” preso com
elastico. Os adultos emergidos foram alimentados com solucdo aquosa de mel a 10%,
colocada em recipientes plasticos cilindricos (4 cm altura x 5 cm didmetro) e fornecida aos
insetos, por capilaridade, por meio de um chumaco de algoddo inserido nos recipientes
(Adaptado de Parra 2007).

Multiplicacéo do parasitoide T. howardi

A criacdo de T. howardi foi iniciada com adultos provenientes da criacdo estoque
do Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico (LECOBIOL) da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS. A multiplicacdo da populagéo de T. howardi
foi feita com fémeas de 24 h de idade, individualizadas e expostas a pupas de D.
saccharalis de mesma idade, empregando tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm de
diametro) fechados com algoddo hidréfilo. A alimentacdo das fémeas do parasitoide foi
feita com goticulas de mel puro dispersas no interior do tubo de vidro (Vargas et al. 2011).
A criagéo foi conduzida em sala climatizada a 25 £ 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotofase de 12 h.

Experimento 1. Desenvolvimento de T. howardi em pupas refrigeradas de D.

saccharalis

Pupas de D. saccharalis, com 24 h de idade, foram armazenadas a 10°C (Mélo e

Parra 1988) por cinco, dez, 15, 20 e 25. Apds o periodo de armazenamento, cada pupa foi
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pesada (0,230 a 0,260g), e individualizada com uma fémea de T. howardi de mesma idade
em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm didmetro) por um periodo de 24 h a25°C e 12 h
de fotofase. Ao final do periodo de exposi¢do ao parasitismo, as fémeas de T. howardi
foram retiradas dos tubos e as pupas mantidas a 25°C até a emergéncia dos descendentes de

T. howardi para avaliacdo das caracteristicas biologicas.

Experimento 2. Armazenamento de T. howardi a 10°C no estagio de pupa

Pupas de D. saccharalis, com 24 h de idade foram pesadas (0,230 a 0,260q) e
individualizadas em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm diametro), com uma fémea de
T. howardi de mesma idade, por um periodo de 24 h em cadmara climatizada, regulada a
25°C e fotofase de 12 h. Ao final do periodo de parasitismo, as fémeas foram retiradas dos
tubos e as pupas parasitadas foram mantidas a 25°C, até que os parasitoides atingissem a
fase de pupa, quando foram armazenados a 10°C (Th= 9,6°C) por cinco, dez, 15, 20 e 25
dias. Para verificar se 0s parasitoides estavam na fase de pupa, dez pupas de D. saccharalis
parasitadas além do numero de repeticbes foram separadas por tratamento, abertas com
auxilio de estilete e comparadas ao relatado por Gonzélez (2004). Apo6s o periodo de
armazenamento em baixa temperatura, as pupas de D. saccharalis foram novamente
transferidas para camara climatizada, regulada a 25°C e fotofase de 12 h para que 0s

parasitoides completassem seu desenvolvimento.

Experimento 3. Parasitismo e desenvolvimento de T. howardi ap6s armazenamento
Fémeas de T. howardi com 24 h de idade emergidas ap6s 0 armazenamento a 10°C
por cinco, dez, 15, 20 e 25 dias foram expostas individualmente a pupas de D. saccharalis
de mesma idade em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm didmetro) por um periodo de 24
h a 25°C e 12 h de fotofase. Ao final do periodo de exposicdo ao parasitismo, as fémeas de
T. howardi foram retiradas dos tubos e as pupas parasitadas mantidas a 25°C, até a
emergéncia dos descendentes de T. howardi, para verificar se os efeitos deletérios causados
pelo armazenamento a frio dos parasitoides enquanto imaturos podem ser passados para a

préxima geragé&o.

Caracteristicas biologicas avaliadas
Para cada experimento, foram avaliados a porcentagem de parasitismo [(nimero de
pupas que ndo emergiram adultos de D. saccharalis) / (nimero de pupas) x 100];

porcentagem de emergéncia [(nimero de pupas de D. saccharalis com emergéncia de
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adultos do parasitoide) / (nimero de pupas parasitadas) x 100]; duracdo do ciclo de vida (da
exposi¢do da pupa ao parasitismo até a emergéncia de adultos do parasitoide); o nimero de
parasitoides emergidos por pupa (progénie); a razdo sexual (=9 / @ + &); e a longevidade
de fémeas e machos (periodo da emergéncia até a morte dos adultos). A separacdo de
machos e fémeas dos parasitoides foi feita com base nas caracteristicas morfoldgicas da
antena (fémeas possuem antenas com flagelo marrom escuro, enquanto que, os machos
possuem antenas com flagelo de coloracdo clara, normalmente amarelado, com um
segmento a mais de cor marrom escuro e/ou preto) (La Salle e Polaszek 2007). A
mortalidade natural das pupas de D. saccharalis foi calculada nas mesmas condigdes
ambientais do experimento e empregada para corrigir a mortalidade ocasionada pelo
parasitoide (Abbott 1925). Para tanto, 20 pupas sem parasitismo foram individualizadas em
tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm didmetro), e submetidas as mesmas condicGes
ambientais dos experimentos. O nimero de adultos de D. saccharalis emergidos foram
determinados. Para determinacdo da longevidade de adultos de T. howardi, 20 fémeas e 20
machos foram escolhidos ao acaso nos descendentes de cada tratamento e individualizados
em tubos de vidro (8,5 cm altura x 2,5 cm diametro), e alimentados com goticulas de mel

puro dispersas no interior do tubo de vidro.

Anélise estatistica

Os experimentos foram conduzidas em delineamento inteiramente casualizado com
seis tratamentos (cinco periodos de armazenamento mais testemunha, que correspondeu a
pupas ndo armazenadas com 24 h de idade) com dez repeticdes, sendo cada repeticéo,
representada por um grupo de cinco pupas de D. saccharalis individualizadas, totalizando
50 pupas por tratamento. Os dados de parasitismo, emergéncia, duracdo do ciclo de vida,
numero de parasitoides emergidos por pupa de D. saccharalis (progénie), razdo sexual e
longevidade de fémeas e machos de T. howardi foram submetidos & anélise de variancia e,
quando significativo a 5% de probabilidade foi realizada a analise de regressao. A equacdo
que melhor se ajustou aos dados foi escolhida com base no coeficiente de determinagéo
(R?), na significancia dos coeficientes de regressdo (Bi) e na andlise de variancia de

regressao pelo teste F (ao nivel de 5% de probabilidade).

Resultados

Desenvolvimento de T. howardi em pupas refrigeradas de D. saccharalis
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O armazenamento de pupas de D. saccharalis a 10°C ndo afetou o parasitismo e
emergéncia de T. howardi (P > 0,05), e os valores encontrados foram superiores a 90%
para todos os tratamentos. A duracdo do ciclo de vida e a razdo sexual de T. howardi
criados em pupas de D. saccharalis submetidas a todos os periodos de armazenamento a
10°C néo diferiram dos valores encontrados para o desenvolvimento desse parasitoide em
pupas néo refrigeradas do hospedeiro.

O numero de descendentes produzidos por pupa de D. saccharalis (F= 29,25; P=
0,005; r’= 0,88) e a longevidade de fémeas (F= 16,17; P= 0,02; R°>= 0,92) e machos (F=
154,74; P= 0,0009; R?= 0,99) de T. howardi apresentaram relagdo inversa com 0 aumento
do periodo de armazenamento das pupas de D. saccharalis a 10°C (Fig. 1, 2 e 3).

Efeito do armazenamento a frio no parasitismo de parentais e emergéncia de
parentais e F1

O armazenamento a frio reduziu o parasitismo das fémeas parentais de T. howardi
(F=88,67; P=0,0007; r’= 0,96). A porcentagem de parasitismo das pupas de D. saccharalis
pelas fémeas de T. howardi apos o armazenamento a 10°C enquanto imaturos, foi de 84 e
54% quando armazenadas por um periodo de cinco e 25 dias, respectivamente (Fig. 4).

A porcentagem de emergéncia da geragdo parental apos 0 armazenamento enquanto
imaturos a 10°C por cinco dias foi semelhante a testemunha (100%), decrescendo
posteriormente com o aumento do periodo de armazenamento (F= 85,05; P= <0,0001; r’=
0,97). Apos dez e 25 dias de armazenamento a porcentagem de emergéncia foi de 94 e
86%, respectivamente (Fig. 5)

A porcentagem de emergéncia da geracdo F1 de T. howardi apds o armazenamento
de seus parentais a 10°C em pupas de D. saccharalis, foi inversamente proporcional ao
aumento do tempo de armazenamento (F= 70,65; P= 0,001; r>= 0,94). Depois de cinco e 25
dias de armazenamento da geracdo parental de T. howardi, a porcentagem de emergéncia
da geracdo F1 foi de 84 e 42%, respectivamente (Fig. 6).

Efeito do armazenamento a frio no periodo de desenvolvimento e razdo sexual de
parentais e F1

O armazenamento de T. howardi em desenvolvimento por diferentes periodos de
tempo ndo afetou (P > 0,05) a duragdo do ciclo de vida desse parasitoide, descontando-se o
periodo de condicionamento ao frio, sendo as médias semelhantes a testemunha. O periodo

decorrido para a emergéncia apos a remoc¢do do armazenamento a baixa temperatura nao
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apresentou diferenca entre os tratamentos (P > 0,05). Os adultos de T. howardi emergiram
das pupas de D. saccharalis, em média apds seis dias acondicionados a temperatura de
25°C.

O desenvolvimento da geracdo F1 variou significativamente com a duracdo do
periodo de armazenamento de seus pais (F= 230,61; P= 0,0005; R?*= 0,99). O
armazenamento a frio da geracdo parental por 25 dias causou um atraso de cerca de 5 dias
no desenvolvimento da geracdo F1. Para os demais periodos de exposi¢do ao frio, o
aumento do periodo de desenvolvimento ndo ultrapassou dois dias, em compara¢do com 0s
descendentes de parentais que ndo foram expostos ao frio (Fig. 7).

A razdo sexual de T. howardi apds o0 armazenamento a 10°C enquanto imaturos para
todos os periodos de tempo ndo diferiu (P > 0,05) do valor encontrado para a testemunha
0,96 £0,01 (96% de fémeas).

O armazenamento da geracdo parental de T. howardi teve uma significativa
influéncia sobre a razdo sexual da progénie F1 (F= 49,19; P= 0,002; r’= 0,93). Fémeas
parentais produziram maior nimero de descendentes machos apds o armazenamento em
baixas temperaturas. Apos 20 e 25 dias de armazenamento, a razdo sexual encontrada foi
de 0,67 = 0,04 (67% de fémeas) e 0,41 + 0,13 (41% de fémeas), respectivamente, enquanto
que a razdo sexual de descendentes de parentais ndo armazenados foi de 0,96 +0,01 (96%
de fémeas) (Fig. 8).

Efeito do armazenamento a frio na progénie de parentais e geracéo F1

A progénie parental de T. howardi por pupa de D. saccharalis armazenadas por
cinco e dez dias foi semelhante a testemunha, decrescendo posteriormente, com 0 aumento
do periodo de armazenamento (F= 28,36; P= 0,006; r°’= 0,88). Ap6s 25 dias de
armazenamento o nimero de individuos emergidos foi de 79,82 + 2,15, enquanto que na
testemunha, emergiram 101,04 £ 1,35 individuos (Fig. 9).

A progénie F1 de T. howardi decresceu com o0 aumento do periodo de
armazenamento da geracdo parental a 10°C (F=51,43; P=0,002; r’= 0,93). Ap6s 15, 20 e
25 dias de armazenamento de seus pais, 0 nimero de adultos emergidos de T. howardi foi
de 70,79 £ 3,76; 50,93 £ 4,44 e 22,88 * 2,52, respectivamente (Fig. 10).

Efeito do armazenamento a frio na longevidade de parentais e geracéo F1
Houve uma interagéo significativa entre a duragcdo do armazenamento a 10°C e a

longevidade de adultos de T. howardi. A longevidade de fémeas e machos da geragédo
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parental e F1 de T. howardi foi inferior a testemunha em todos os tratamentos, porém, a
longevidade da geragdo F1 apresentou maiores valores do que a dos seus parentais para

todos os periodos de armazenamento (Tab.1)

Discusséo
Desenvolvimento de T. howardi em pupas refrigeradas de D. saccharalis

O parasitoide T. howardi se desenvolveu em pupas de D. saccharalis armazenadas a
baixa temperatura sob diferentes periodos de tempo. A progénie e longevidade de T.
howardi foram afetados negativamente pelo armazenamento a frio das pupas do seu
hospedeiro. Entretanto, os altos indices (acima de 90%) de parasitismo e emergéncia de T.
howardi em pupas de D. saccharalis, ap6s armazenamento a 10°C e a semelhanca entre 0s
valores do ciclo de vida e razdo sexual entre os parasitoides emergidos das pupas de D.
saccharalis ndo refrigeradas e refrigeradas por até 25 dias, confirmam que esse hospedeiro
pode ser conservado a 10°C como uma estratégia de disponibilidade para possivel
utilizacdo em programas de producao desse parasitoide.

O menor desempenho reprodutivo de T. howardi em pupas refrigeradas de D.
saccharalis pode ser atribuido a qualidade nutricional do hospedeiro como fonte de
alimentacdo para os imaturos desse parasitoide. A refrigeracdo por longos periodos de
tempo pode causar modificaces morfofisioldgicas, fisicas e bioquimicas, podendo
comprometer a qualidade nutricional das pupas hospedeiras e consequentemente o
desempenho reprodutivo de espécies parasitoides (Chen e Leopold 2007, Pereira et al.
2009, Mainali e Lim 2013). Embora haja uma menor producdo de descendentes de T.
howardi em pupas armazenadas de D. saccharalis, estes valores ndo sdo suficientemente
baixos para comprometer a producdo desse parasitoide. Além disso, 0 menor nimero de
descendes produzidos pode ser compensado pela otimizacdo da producdo de parasitoides
em larga escala por meio da utilizacdo de hospedeiros armazenados.

A longevidade de adultos de T. howardi emergidos de pupas de D. saccharalis
apresentou decréscimo com o0 aumento do periodo de armazenamento dessas pupas a 10°C.
Apesar disso, esses valores foram sempre superiores a 10 dias, que é tempo suficiente para
que, quando liberados no campo, esses parasitoides encontrem seus hospedeiros e se
reproduzam. Isto € importante, pois em criacdes massais de parasitoides, a capacidade de
sobrevivéncia € um dos requisitos para o controle de qualidade dos insetos (van Lenteren
2000).
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Uma das dificuldades encontradas na producdo massal de parasitoides é a obtencéao
de grandes quantidades de hospedeiros adequados, quando eles sdo necessarios. Dessa
forma, a possibilidade de conservacdo de pupas de D. saccharalis, com viabilidade para a
multiplicacdo de T. howardi serd muito util em programas de controle biolégico com esse
inimigo natural. Nosso estudo, indica que pupas de D. saccharalis podem ser armazenadas
a 10°C por até 25 dias e posteriormente utilizadas como hospedeiras para a criacdo de T.

howardi sem efeitos deletérios para a populacdo desse parasitoide.

Efeito do armazenamento a frio sobre a qualidade bioldgica de T. howardi

O declinio gradual do parasitismo e da producdo de descendentes de T. howardi
apos o0 armazenamento quando imaturos dentro do hospedeiro D. saccharalis, indica que a
capacidade reprodutiva de T. howardi diminui com o aumento do periodo de exposicdo a
baixas temperaturas. VArios estudos demonstram que o armazenamento a frio tem efeito
negativo na capacidade reprodutiva da outros himendpteros parasitoides, quando estes séo
armazenados como imaturos dentro de seus hospedeiros (Foerster e Nakama 2002, Pitcher
et al. 2002, Levie et al. 2005, Lépez e Botto 2005, Chen et al. 2008a, Bourdais et al. 2012).
A auséncia de reducdo da capacidade reprodutiva tem sido relatada em apenas alguns casos
raros, como em Aphidius gifuensis (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) (Chen et al.
2005) e em Aphidius ervi Haliday (Hymenoptera: Aphidiinae) (Ismail et al. 2010), mas
estes resultados foram obtidos sob condi¢cBes que podem causar pouco estresse aos
individuos armazenados, como temperaturas flutuantes ou muito acima da temperatura base
(Colinet e Bolvin 2011).

A exposicdo ao frio exerce um efeito prejudicial sobre os imaturos durante o
armazenamento, que € transportado de forma latente e expresso como uma diminuicdo da
incidéncia de parasitismo e fecundidade pelas fémeas adultas (Chen et al. 2008a). Um
possivel motivo para a diminuicdo da producdo de descendentes é a reabsor¢do dos ovos
durante o armazenamento para combater a reducdo das reservas de energia necessarias para
a sobrevivéncia, sendo, o niumero de ovos reabsorvidos, proporcional a temperatura e ao
tempo de exposi¢do ao frio (Chen et al. 2008b). Assim, uma redugdo do numero de ovos
maduros disponiveis para oviposicdo ap0s a remocdo do armazenamento a baixas
temperaturas, também poderia ser responsaveis por uma diminui¢do no parasitismo (Chen
et al. 2008a). A capacidade reprodutiva, ap6s o armazenamento a baixas temperaturas,
pode ainda ser afetada pela reducéo da habilidade das fémeas parasitoides de reconhecer e

avaliar a qualidade de seus hospedeiros (van Baaren et al. 2005; Bourdais et al. 2012), de
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usar informacgdes aprendidas e de perceber marcas quimicas (van Baaren et al. 2005),
podendo afetar seriamente a exploracéo e a localizagdo de seus hospedeiros em condigdes
de campo.

A contribuicdo de fémeas parasitoides para a proxima geracdo € determinada pelo
parasitismo bem sucedido, que como citado anteriormente depende da capacidade de
encontrar hospedeiros e de colocar ovos. A contribuicdo de machos parasitoides
dependente de sua capacidade de adquirir companheiras (atracdo para o odor da fémea) e
acasalar com sucesso (Bourdais et al. 2012). O estresse causado pelo frio é conhecido por
causar alteragcdo no comportamento de acasalamento e no sucesso de reproducdo (Shreve et
al. 2004). Quando imaturos de Anagyrus ananatis Gahan (Hymenoptera: Encyrtidae) foram
expostos a baixas temperaturas, as fémeas desse parasitoide produziram somente
descendentes machos. Segundo os autores, a exposi¢do ao frio pode ter tornado os machos
incapazes de copular ou de produzir espermatozoides vidveis (Pandey e Johnson 2005).
Machos de Aphidius rhopalosiphi De Stephani Perez (Hymenoptera: Braconidae) apés a
exposicdo ao frio quando imaturos ndo foram capazes de reconhecer os odores emitidos
pelas fémeas, ocasionando diminuicdo na taxa de acasalamento pela incapacidade de
reconhecimento da parceira (Bourdais et al. 2012). Alguns autores sugerem ainda, que
alteracbes morfoldgicas na estrutura da antena induzidas pelo frio poderiam impactar
negativamente a aceitacdo do parceiro durante o acasalamento, isso porque as antenas
desempenham um papel importante durante a corte (Bourdais et al. 2006, Amice et al.
2008). Reducdo da mobilidade apds armazenamento a frio é outro fator que pode contribuir
para a diminuicdo do sucesso de acasalamento (Tezze e Botto 2004, Ayvaz et al. 2008,
Colinet e Hance 2009). Entretanto, ndo se sabe se a auséncia de acasalamento resulta de
uma alteracdo de comportamento do macho, da fémea ou de ambos os sexos (Colinet e
Boivin 2011).

Como demonstrado, diversos sdo os fatores responsaveis por causar alteracdes no
sucesso reprodutivo de parasitoides, resultando em maior producdo de machos apds o
armazenamento a baixa temperatura. Alteragdes da razdo sexual também podem ocorrer
devido a mortalidade diferenciada entre 0s sexos quando imaturos sé@o expostos ao frio
como relatado para Telenomus busseolae Gahan (Hymenoptera: Scelionidae) (Bayram et
al. 2005) e Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera: Mymaridae) (Chen et al. 2008a).
Vaérios autores tem relatado mudancas na razdo sexual, com produgdo de maior nimero de

machos nos descendentes F1 de parasitoides expostos ao frio (Foerster e Nakama 2002,
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Pitcher et al. 2002, Levie et al. 2005, Chen et al. 2008b, Ismail et al. 2010) corroborando
com 0s nossos resultados.

O mecanismo pelo qual ocorre a passagem dos efeitos causados pelo estresse
devido a exposicdo ao frio da geracdo parental para a proxima geracdo € desconhecido
(Colinet e Boivin 2011). Uma possivel razdo € que a qualidade de ovos das fémeas
armazenadas por muito tempo pode diminuir (Chen et al. 2011). O parasitoide G. ashmeadi
foi avaliado sob diferentes situacdes: (i) armazenamento a frio de ovos do seu hospedeiro
causaram efeitos prejudiciais nas geracGes parentais e F1, porém esses efeitos ndo se
estenderam para a geracdo F2 (Chen e Leopold 2007), (ii) armazenamento a frio como
imaturos dentro do hospedeiro induziram muitos efeitos adversos sobre a geracdo parental
exposta ao frio e esses efeitos ndo se estenderam para geracdo F1 e F2 (Chen et al. 2008a),
(iii) o armazenamento de G. ashmeadi como adulto reduziu varias caracteristicas de aptiddo
(fecundidade, emergéncia, desenvolvimento, longevidade) dos parentais e da sua
descendéncia F1, mas esses efeitos ndo se prolongaram para as geracdes F2 e F3 (Chen et
al. 2008b). Como demonstrado, os efeitos causados pelo estresse devido a exposicdo a frio
nem sempre sdo passados para a proxima geracdo. Imaturos de Encarsia formosa Gahan e
Eretmocerus corni Haldeman (Hymenoptera: Aphelinidae) quando armazenados a frio
sofreram efeitos adversos que nao foram passados para sua descendéncia F1 (L6pez e Botto
2005).

O periodo total de desenvolvimento de T. howardi a 25°C, é de aproximadamente
17 dias. Neste estudo, os parasitoides emergiram como adultos dentro de um intervalo de 6
dias apds a remocdo do armazenamento a baixa temperatura. Assim, houve quase uma
resposta imediata pela maioria dos parasitoides a retomar o desenvolvimento depois de
terem sido removidos do armazenamento. A retomada imediata das condicGes de
desenvolvimento de T. howardi ao final do periodo de exposicdo a baixa temperatura,
indica que a resposta do parasitoide as condi¢cdes de armazenamento a frio é entrar em
estado de dorméncia conhecido como quiescéncia. A quiescéncia retarda as atividades
metabdlicas e € utilizada por organismos para suportar condigdes ambientais adversas,
como baixa temperatura (Chen et al. 2008b, Chen et al. 2011). Estes resultados sdo
consistentes com estudos semelhantes em Trissolcus basalis (Wollaston) e Telenomus
podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) (Nakama e Foerster 2001), Trichogramma
carverae (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Rundle et al. 2004), G. ashmeadi (Chen et
al. 2008a) e Trichospilus diatraea Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae)
(Pastori et al. 2013).
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O conhecimento do tempo que 0s parasitoides necessitam para emergir apds a
remocdo do armazenamento a frio é interessante do ponto de vista do transporte dos
parasitoides do laboratério de criacdo massal para o local de liberacdo (LOpez e Botto
2005). Apos a producdo, os inimigos naturais devem ser enviados para os locais de
liberagdo tdo logo seja possivel, e facilidades e conhecimento quanto ao armazenamento
possibilitam as biofabricas terem suprimentos de reserva desses agentes para compensar
periodos de baixa producdo ou periodos inesperados de alta demanda por esses agentes,
assim como fazer um planejamento da producdo massal (van Lenteren 2000).

A exposicdo de imaturos de parasitoides a baixa temperatura geralmente diminui a
longevidade dos adultos que sobrevivem (Pandey e Johnson 2005, Rundle et al. 2004,
Colinet e Boivin 2011, Pastori et al. 2013). Imaturos e adultos de T. basalis e T. podisi
expostos a baixas temperaturas tiveram a longevidade reduzida ap6s a remocdo do
armazenamento (Foerster et al. 2004, Foerster e Doetzer 2006). N&o esta claro, no entanto,
se alguma atividade fisiologica é alterada quando parasitoides sdo expostos a baixas
temperatura (Hance et al. 2007). O que se sabe € que, 0 armazenamento em temperaturas
baixas podem produzir adultos com menor reserva corporal e, consequentemente, menor
longevidade (Bernardo et al. 2008) como relatado para Trichogramma nerudai Pintureau
and Gerding (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Tezze e Botto 2004). Isso ocorre porgue,
um maior numero de recursos é esgotado durante longos periodos de armazenamento a frio
(Colinet et al. 2006, Chen et al. 2013). Além disso, a falta de alimento e a perda de agua
durante o armazenamento também, podem reduzir a longevidade (Chen et al. 2011)

A gravidade da lesdo induzida pelo frio em insetos é modulada pela temperatura e
tempo de exposicdo (Luczynski et al. 2007). Nossos resultados estdo de acordo com estes
autores, e mostram que, o prolongamento do acondicionamento a frio de T. howardi na fase
imatura dentro do seu hospedeiro causou efeitos negativos nos individuos armazenados e
esses efeitos se estenderam para os seus descendentes F1. Assim, imaturos de T. howardi
podem ser armazenados a 10°C com o objetivo de manter e acumular parasitoides durante a
producdo massal para futuro lancamento em programa de controle bioldgico por até dez
dias, sem grandes perdas para as geragcdes parental e F1, ndo sendo recomendado o

armazenamento apoés esse periodo devido a baixa viabilidade dos parasitoides.
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Conclusoes
Pupas de D. saccharalis podem ser armazenadas a 10°C por até 25 dias e
posteriormente utilizadas para a multiplicacdo de T. howardi sem efeitos danosos para a
populacdo desse parasitoide.
Imaturos de T. howardi podem ser armazenamos dentro do hospedeiro D.
saccharalis a 10°C por até dez dias sem comprometer os aspectos bioldgicos das geracdes

parental e F1.
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Fig. 1. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) ap6s seis periodos de armazenamento e fotofase de
12 h.
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Fig. 2. Longevidade (dias) de fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

emergidas de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) ap6s seis periodos

de armazenamento e fotofase de 12 h.
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Fig. 3. Longevidade (dias) de machos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
emergidos de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) ap0s seis periodos

de armazenamento e fotofase de 12 h.
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Fig. 4. Porcentagem de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
parasitadas por fémeas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) ap6s o

armazenamento enquanto imaturos a 10°C e fotofase de 12 h.
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Fig. 5. Porcentagem de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) com
emergéncia de adultos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) apds o

armazenamento enquanto imaturos a 10°C e fotofase de 12 h.



77

® (Observado
F=70,65; P=0,01; r®=0,95
Yy =99,1429—-2,0914x

110

100

90

80

70 -

60 -

50 ~

Emergéncia da F1 de T. howardi (%)

40

30 T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Periodo de armazenamento de parentais de T. howardi a 10°C (dias)
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Fig. 8. Razdo sexual da F1 de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) emergidos
de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) ap6s 0 armazenamento de seus
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Fig. 9. Progénie de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de
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Fig. 10. Progénie da F1 de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) apds o armazenamento de seus parentais a
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Tabela 1. Longevidade de fémeas e a machos de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:
Eulophidae) emergidos de pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) apds

seis periodos de armazenamento a 10°C e fotofase de 12 h.

Longevidade Longevidade

Geracdo F1 (dias)

Periodo de N .
Geracao Parental (dias)

armazenamento (dias)

? S) g g
0 19,40+1,40 2340+133 20,10+1,45 25,30 + 2,43
5 8,60 + 0,54 8,25+1,42 13,50+ 0,83 12,40 £ 0,85
10 935+ 049 755%+0,82 1255+0,85 12,75+ 1,02
15 9,60 + 1,07 7,40+£097 13,15+0,70 12,95+ 0,61
20 10,45+095 9,45+1,08 13,65+0,96 13,85 + 0,97
25 985+135 10,00+1,22 13,30+0,70 13,50 + 0,94
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CONCLUSOES FINAIS

O parasitoide T. howardi se desenvolveu em pupas de D. saccharalis nas
temperaturas entre 16 e 31°C, com 100% de emergéncia nessas temperaturas. A 33°C T.
howardi ndo foi capaz de completar seu desenvolvimento.

A duracdo do ciclo biologico (ovo-adulto) de T. howardi em pupas de D.
saccharalis e a longevidade de adultos de T. howardi foram inversamente proporcional ao
aumento da temperatura.

A razdo sexual de T. howardi em pupas de D. saccharalis foi de 0,96 + 0,01 (96%
de fémeas), ndo havendo diferenca significativa entre as temperaturas.

A temperatura base (Tb) e a constante térmica (K) de T. howardi em pupas de D.
saccharalis foram de 9,66°C e 292,89 graus-dia (GD), respectivamente.

O numero estimado de geracdes anuais de T. howardi para o0 municipio de
Dourados foi de 15,86, enquanto D. saccharalis ndo excede 6,23 geragdes por ano.

Fémeas de T. howardi apresentaram maior fecundidade (producéo de descendentes)
em pupas de D. saccharalis a 25°C.

A oviposicdo das fémeas de T. howardi foi iniciada no dia em que as mesmas
entraram em contato com as pupas de D. saccharalis, sendo observado maior producdo de
descendentes neste primeiro dia de parasitismo em todas as temperaturas testadas.

Os parametros estimados através da tabela de vida de fertilidade resultaram em
maior taxa liquida de reproducdo (Ro) a 25°C, enquanto a taxa intrinseca de crescimento
populacional (rm,) foi superior e similar entre as temperaturas de 25, 28 e 31°C.

Pupas de D. saccharalis podem ser armazenadas a 10°C por até 25 dias sem perda
dos parametros reprodutivos e de desenvolvimento de T. howardi.

A qualidade das geracdes parentais e F1 de T. howardi decresceu com o aumento do
periodo de exposicdo ao frio quando os parasitoides estavam na fase imatura dentro das
pupas de D. saccharalis.

O parasitoide T. howardi pode ser armazenado a 10°C por até dez dias sem grandes

perdas de seus aspectos bioldgicos.



84

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados aqui apresentados, fornecem subsidios para melhor entender o efeito
do fator abiotico, temperatura, sobre parametros bioldgicos e de parasitismo de T. howardi
sobre pupas de D. saccharalis. Além disso, nossos resultados revelam a capacidade da
populagdo do parasitoide em se desenvolver sob ampla faixa de temperatura, sendo
indicativo de que T. howardi sera capaz de se adaptar a diferentes regides produtoras de
cana-de-aguUcar, cuja amplitude térmica seja semelhante a estudada.

O presente estudo, fornece ainda, informacg6es importantes para a multiplicacdo de
T. howardi em condicbes de laboratorio, bem como, para a compreensdo do seu potencial
de desempenho bioldgico para a utilizacdo no controle de D. saccharalis. E contribui
também para o planejamento da criacdo massal através da possibilidade de estimativa da
quantidade de parasitoides a serem produzidos a uma dada temperatura constante de
criacéo.

Deve-se ainda, ressaltar que, estudos relacionados aos efeitos de temperaturas
flutuantes e de armazenamento a frio de adultos desse parasitoide, devem ser realizados,
para refinar o conhecimento da influéncia da temperatura sobre os parametros biologicos

de T. howardi.



