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Resumo

O desenvolvimento de parasitoides em hospedeiros conservados em baixa temperatura, sem perda
da qualidade, ¢ importante para criagdes massais e, por isso, a reprodugdo de Trichospilus diatraeae
Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) foi avaliada em pupas de Anticarsia gemmatalis
(Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) apds armazenamento a 0°C ou 5°C. No experimento um, pupas de
A. gemmatalis, com até 24 horas de idade, foram armazenadas a 0°C, 5°C ou 25°C (testemunha) por um,
trés, seis, nove ou 12 dias e expostas ao parasitismo por 10 fémeas de 7. diatraeae por 24 horas. No
experimento dois, pupas de 4. gemmatalis, com até 24 horas de idade foram expostas ao parasitismo
por 10 fémeas de 7. diatraeae por 24 horas e, posteriormente mantidas a 25°C até o parasitoide atingir
o estagio de pupa, quando foram armazenados a 0°C, 5°C ou 25°C (testemunha) por um, trés, seis, nove
ou 12 dias. No experimento um, o parasitismo de 7. diatraeae em pupas armazenadas de A. gemmatalis
foi superior a 90%, exceto a 25°C por 12 dias. A emergéncia, o nimero de individuos e a longevidade
dos descendentes machos e fémeas da geragdo F1 reduziram com o armazenamento (0°C ou 5°C). No
experimento dois, o armazenamento de parasitoides a 5°C por um dia aumentou a emergéncia, ndo
alterou o periodo de duragdo do ciclo de vida com o nimero de individuos semelhante a testemunha. A
razdo sexual e a largura da capsula cefalica de machos e de fémeas de 7. diatraeae foram semelhantes a
testemunha nos experimentos. Armazenar a frio (0°C ou 5°C) pupas de 4. gemmatalis ndo parasitadas ou
contendo o estagio imaturo (pupa) do parasitoide no seu interior, por mais de um dia, afeta negativamente
a reprodugdo de T diatraeae.

Palavras-chave: Parasitoides, criagdo massal, armazenamento, baixa temperatura, hospedeiro
alternativo

Abstract

Development of parasitoids in hosts kept at low temperatures, without loss of quality, is important for mass
rearing. Accordingly, reproduction of Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera:
Eulophidae) was evaluated on Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) pupae after
being stored at 0°C or 5°C. In experiment 1, 4. gemmatalis pupae with up to 24 hours of age, were
stored at 0°C, 5°C or 25°C (control) for one, three, six, nine or 12 days and exposed to parasitism for 10
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females of T diatraeae for 24 hours. In experiment 2, 4. gemmatalis pupae, with up to 24 hours of age
were exposed to parasitism by 10 females of 7. diatraeae for 24 hours and after they were kept at 25°C
until the parasitoid reached pupae stage, when they were stored at 0°C, 5°C or 25°C (control) for one,
three, six, nine or 12 days. In experiment 1, parasitism of 7. diatraeae on stored pupae of A. gemmatalis
was greater than 90%, except at 25°C for 12 days. Emergency, progeny and longevity of males and
females descendants form F1 generation were reduced with storage (0°C or 5°C). In experiment 2,
storage of parasitoids at 5°C for one day increased emergency, not influenced the life cycle period with
progeny similar to the control treatment. Sex ratio and width of cephalic capsule of males and females
of T. diatraeae were similar to the control treatment in the experiments. Cold storage (0°C or 5°C) of
unparasitized 4. gemmatalis pupae or with immature stage (pupae) of parasitoid in it, for more than one

day, negatively affects reproduction of 7. diatraeae.

Key words: Parasitoids, mass rearing, storage, low temperature, alternative host

Introducio

O  endoparasitoide Trichospilus

pupal,
diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera:
Eulophidae), desenvolve, principalmente,
em Lepidoptera (PARON; BERTI FILHO,
2000; PEREIRA et. al., 2008, ANDRADE et
al., 2010) das familias Crambidae (CHERIAN;
MARGABANDHU, 1942), Arctiidac (PARON;
BERTI FILHO, 2000), Oecophoridae (OLIVEIRA
etal.,2001), Pyralidae (KAZMI; CHAUHAN, 2003)
e Geometridae (PEREIRA et al., 2008; ZACHE et

al., 2010) e tem potencial para o controle biologico

SC

em culturas como cana-de-agucar, milho e algodao
na Africa, Asia e Américas (BOUCEK, 1976;
FAVERO, 2009; GRANCE, 2010; RODRIGUES,
2010).

A criagdo de parasitoides em larga escala ¢
fundamental para a implantagdo de programas de
controle biologico. No entanto, a falta de dietas
adequadas para parasitoides
necessario o uso de hospedeiros preferenciais ou
alternativos (MILWARD-DE-AZEVEDO et al.,
2004). A. gemmatalis é considerado um hospedeiro
alternativo para 7. diatraeae (PARON; BERTI
FILHO, 2000), por ter baixo custo de produgdo em
laboratorio (OTUKA et al., 2006), facil obtencao
em campo ¢ por ser criada com dieta artificial
(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976).

artificiais torna

A possibilidade de conservagao de hospedeiros
em baixas temperaturas, sem perda da capacidade
reprodutiva dos parasitoides é importante para

aumentar a producao dos mesmos visando liberagdes
inundativas durante a ocorréncia de determinada
praga (FLOATE, 2002; PRATISSOLI et al.,
2003; MILWARD-DE-AZEVEDO et al.,, 2004;
LOPEZ; BOTTO, 2005; CARVALHO et al., 2008;
COLINET; BOIVIN, 2011) ou para responder as
flutuagdes na demanda por parasitoides (CORREA-
FERREIRA; MOSCARDI, 1993;  CHEN;
LEOPOLD, 2007, GEDEN; KAUFMAN, 2007
CARVALHO et al., 2008) e fornecer insetos para
pesquisas (LOPEZ; BOTTO, 2005; CARVALHO et
al., 2008). Desta forma, a preservagdo do hospedeiro
em estado adequado ¢ importante para a criagdo
de inimigos naturais em larga escala (CORREA-
FERREIRA; MOSCARDI 1993; BAYRAM,;
OZCAN; KORNOSOR, 2005; KIVAN; KILIC,
2005; BERNARDO et al., 2008; HACKERMANN
et al., 2008; COLINET; BOIVIN, 2011).

A viabilidade de hospedeiros e inimigos naturais
apos armazenamento a frio depende da temperatura
e da duracdo da exposigdo a esse fator (LYSYK,
2004). Exceder os limites de tolerancia para o
armazenamento pode comprometer a qualidade de
um hospedeiro (LOPEZ; BOTTO, 2005; CHEN;
LEOPOLD; HARRIS, 2008). Assim, parametros
bioldgicos e reprodutivos como parasitismo,
emergéncia, longevidade, fecundidade, numero
de individuos e capacidade de dispersdo sdo
utilizados para avaliar o desempenho do parasitoide
apos o armazenamento a frio (LEOPOLD, 1998).
Portanto, o armazenamento a frio de parasitoides

¢ desejavel para programas de controle biologico,
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mas ¢ de dificil implementagdo. A aplicagdo pratica
do armazenamento a frio de inimigos naturais
¢ ainda limitada por razdes como: a morte dos
parasitoides adultos armazenados (FOERSTER;
DOETZER, 2006; CHEN; LEOPOLD; BOETEL,
2008); intolerancia as condi¢des climaticas
adversas (FOERSTER; DOETZER; CASTRO,
2004); redugdo da emergéncia (LOPEZ; BOTTO,
2005; PANDEY; JOHNSON, 2005); do parasitismo
(LOPEZ; BOTTO, 2005, BERNARDO et al.,
2008) e alteragdo da longevidade e razdo sexual
(FOERSTER; DOETZER; CASTRO, 2004,
BAYRAM; OZCAN; KORNOSOR, 2005,
BERNARDO et al., 2008).

As caracteristicas naturais de insetos benéficos

devem ser mantidas durante o processo de
armazenamento para garantir a qualidade dos
(VAN LENTEREN; TOMMASINI,

2003). Assim, o conhecimento dos limites de

mesmos

armazenamento a frio para 7. diatraeae permitird a
elaborag@o de um protocolo para recomendacdo de
armazenamento de pupas de 4. gemmatalis ou dos
parasitoides no interior desse hospedeiro.

O objetivo do estudo foi investigar parametros
biologicos de T. diatraeae em pupas do hospedeiro
alternativo, A. gemmatalis armazenadas a 0°C
ou 5°C. Especificamente estudaram-se alguns
parametros bioldgicos do parasitoide quando as
pupas foramarmazenadas e oferecidas ao parasitismo
(1) e quando as pupas foram armazenadas com o
parasitoide em seu interior no estagio de pupa (2).

Material e Métodos

Criagdo de A. gemmatalis. Lagartas de A.
gemmatalis foram criadas em potes plasticos (1.000
mL) com tampa furada ¢ vedada com organza para
aumentar a aeracao e alimentadas com dieta artificial
proposta por Greene, Leppla e Dickerson (1976) a
25 +2°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase
de 14 horas. Os adultos foram mantidos em gaiolas
de madeira (33 x 33 x 33 cm) com as laterais teladas
¢ fechadas com tampa de vidro. Esses adultos

foram alimentados com solucdo nutritiva embebida
em algoddo (GREENE; LEPPLA; DICKERSON,
1976). As posturas dessas mariposas foram coletadas
em folhas de papel branco dispostas no interior das
gaiolas, recortadas e colocadas nos potes de criagao
com a dieta artificial para continuidade da criagdo
em laboratorio.

Criacdo de T diatraeae. Os adultos de T
diatraeae foram mantidos em tubos de vidro (14,0
x 2,2 c¢cm), fechados com algoddo e alimentados
com goticulas de mel puro. Cada pupa de A.
gemmantalis foi oferecida as fémeas de 7. diatraeae
recém-emergidas por 24 horas e, ap6s esse periodo,
individualizadas e mantidas a 25 + 2°C, 70 =+
10% de umidade relativa (RODRIGUES, 2010) e
fotofase de 14 horas até a emergéncia dos adultos
(PEREIRA et al., 2008).

Experimento 1. Pupas de 4. gemmatalis, nao
parasitadas, com at¢ 24 horas de idade, foram
pesadas (202,73 £+ 5,67 mg — peso médio por pupa)
e armazenadas em geladeira a 0°C, 5°C ou 25°C
(testemunha) por um, trés, seis, nove ou 12 dias (300
pupas no total). Apds o periodo de armazenamento,
cada pupa foi inserida em um tubo de vidro (14,0
x 2,2 cm) contendo 10 fémeas recém-emergidas
de T diatraeae alimentadas com uma gota de
mel e fechado com algodao para evitar a fuga dos
parasitoides. Essa exposi¢do ao parasitismo ocorreu
por um periodo de 24 horas em camara climatizada
a25+2°C, 70 £ 10% de umidade relativa e fotofase
de 14 horas. Ao final do periodo de exposigdo
ao parasitismo, as fémeas de 7. diatraeae foram
retiradas dos tubos e as pupas mantidas a 25 + 2°C,
70+ 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas
até a emergéncia dos descendentes de 7. diatraeae.

Experimento II. Trezentas e dez pupas de A.
gemmatalis, com até 24 horas de idade foram pesadas
(200,8 £ 1,91 mg — peso médio por pupa) e expostas
individualmente ao parasitismo por 10 fémeas de 7
diatraeae recém-emergidas e alimentadas com mel
em tubos de vidro (14,0 x 2,2 cm) por 24 horas a
25 +2°C, 70 = 10% de umidade relativa e fotofase
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de 14 horas. Ao final do periodo de exposi¢do
ao parasitismo, as fémeas de 7. diatraeae foram
retiradas e as pupas parasitadas mantidas nos tubos
a25+2°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase
de 14 horas até os parasitoides atingirem o estagio
de pupa, quando foram transferidos para geladeiras
reguladas a 0°C, 5°C ou 25°C (testemunha) por um,
trés, seis, nove ou 12 dias, adaptado de Carvalho
et al. (2008). Para verificar o estagio de pupa do
parasitoide, uma amostra (10 pupas), além do
nimero de repeticdes, foi separada, aberta com
auxilio de estilete ¢ comparada ao relatado por
Paron (1999).

O numero de fémeas do parasitdide por
pupa, nos dois experimentos, foi determinado
em testes preliminares em fun¢do do peso das
pupas hospedeiras. Os dois experimentos foram
conduzidos em  delineamento  inteiramente
casualizado no esquema fatorial (3 temperaturas
x 5 periodos de armazenamento) com cinco
repetigdes, sendo cada repeti¢do constituida por
quatro pupas de A. gemmatalis. Nesse esquema
foram avaliados: a porcentagem de parasitismo
(experimento 1); a duragdao do ciclo de vida (ovo-
adulto) a 25°C (experimentos I e II); a porcentagem
de emergéncia (experimentos I e II); o nimero de
parasitoides emergidos por pupa de 4. gemmatalis
(experimentos I e II) e a razdo sexual (RS= niimero
de fémeas/ numero de adultos) (experimentos I
e II) sendo o sexo de T. diatraeae determinado
pelas caracteristicas morfologicas de suas antenas
e abdome (PARON, 1999). Nos descendentes de
cada tratamento foram capturados(as) ao acaso, 10
machos e 20 fémeas para avaliagdo da longevidade
dos descendentes (experimentos I e II) e da
largura da capsula cefélica de machos e de fémeas
(experimentos I e I1) utilizando ocular micrométrica

acoplada ao microscépio estereoscopio.

Os
variancia (ANOVA) (experimentos [ e II) e os

dados foram submetidos a analise de

modelos escolhidos baseados na significincia dos
coeficientes de regressdo utilizando o teste “t” de
Student adotando o nivel de 5% de probabilidade, no
coeficiente de determinagdo (R>= SQReg/ SQTotal)
e no fenomeno bioldgico estudado (experimento I) e
ao teste de Dunnett (p< 0,05) (experimento II).

Resultados
Experimento 1

O parasitismo de 7. diatraeae foi de 99,00 +
1,00% em pupas de 4. gemmatalis armazenadas a
0°C, 96,00 + 1,87% a 5°C e 95,00 + 1,58% a 25°C
independente do periodo de armazenamento. Em
pupas de A. gemmatalis armazenadas a 25°C por 12
dias ndo houve parasitismo visto que adultos de 4.
gemmatalis emergiram.

O percentual de emergéncia de 7. diatraeae
diminuiu com o aumento do periodo de
armazenamento de pupas de 4. gemmatalis
independemente da temperatura (Figura 1ABC).
Em pupas de 4. gemmatalis armazenadas a 0°C
por 12 dias ndo houve emergéncia de 7. diatraeae

(Figura 1A).
A duragao do ciclo de vida de T diatraeae variou
de 17,40 = 0,24 a 19,80 + 0,97 dias sem diferenca

entre os periodos de armazenamento nas trés
temperaturas (Tabela 1).
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Tabela 1. Duracdo do ciclo de vida, razdo sexual e largura da capsula cefélica de machos e fémeas de Trichospilus
diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Anticarsia gemmatalis (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) apds armazenamento em trés temperaturas por cinco periodos. 70 = 10% de umidade relativa

e 14 horas de fotofase.

Armazenamento (dias)

Temperatura de armazenamento (°C)

0 5 25
Duracao do ciclo (dias = erro padrao)™
1 18,60 + 0,24 18,50+ 0,16 18,60 + 0,40
3 18,20 + 0,49 17,85+ 0,35 17,40 £ 0,24
6 19,80 £ 0,97 18,10 £ 0,75 17,60 + 0,24
9 19,40 £ 0,68 18,10 £ 0,33 18,80 + 0,80
12 - 18,50 + 0,39 -
Razao sexual (médias + erro padrdo)™
1 0,99 + 0,00 0,99 + 0,00 0,99 + 0,00
3 0,97 £0,01 0,98 £ 0,01 0,98 £0,01
6 0,98 £0,01 0,99 + 0,00 0,98 £ 0,00
9 0,98 £ 0,00 0,99 £ 0,01 0,98 £ 0,01
12 - 0,98 + 0,00 -
Capsula cefalica de machos (mm) (médias + erro padrao)™
1 0,57 £ 0,02 0,54 £ 0,02 0,52 +0,03
3 0,57 + 0,03 0,53 + 0,02 0,52 + 0,02
6 0,56 +0,03 0,54 £ 0,02 0,53 £ 0,02
9 0,55 +0,02 0,52 £ 0,02 0,53 +0,03
12 - 0,52 +0,03 -
Capsula cefalica de fémeas (mm) (médias + erro padrdo)™
1 0,79 £ 0,02 0,83 £ 0,02 0,78 £ 0,02
3 0,81 + 0,02 0,81+ 0,01 0,78 + 0,02
6 0,78 + 0,02 0,80 + 0,02 0,80 + 0,01
9 0,82 £0,02 0,77 £ 0,02 0,78 £ 0,02
12 - 0,77 £ 0,02 -

"Nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade;
- Néo houve emergéncia de T diatraeae.
Fonte: Elaboragdo dos autores.

O numero de descendentes de 7. diatraeae, por
pupa de 4. gemmatalis, foi menor com o aumento
do periodo de armazenamento nas temperaturas 0°C
e 5°C (Figura 2AB) e na testemunha (25°C) (Figura
2C).

Houve redugio da longevidade dos descendentes
machos e fémeas de 7. diatraeae a 0°C (Figura
3A e 4A), a 5°C (Figura 3B e 4B) e também na

testemunha (25°C) com o aumento do periodo de
armazenamento (Figura 3C e 4C).

A razdo sexual ¢ a largura da capsula cefalica
de machos e de fémeas de T diatraeae foram
semelhantes entre os periodos de armazenamento
nas trés temperaturas, com médias de 0,97 £ 0,01 a
0,99+0,01,0,52+0,0220,57+0,03mm e de 0,77 £
0,02 a 0,83 = 0,02 mm, respectivamente (Tabela 1).
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Figura 1. Emergéncia (%) de Trichospilus diatraecae  Figura 2. Numero de descendentes de Trichospilus
Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidac) em  diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera:
pupas de Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: ~ Eulophidae) em pupas de Anticarsia gemmatalis
Noctuidae) apds armazenamento a 0°C (A), 5°C (B) (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) apds armazenamento
ou 25°C (C) por cinco periodos. 70 = 10% de umidade a 0°C (A), 5°C (B) ou 25°C (C) por cinco periodos. 70 £
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Figura 3. Longevidade de descendentes machos
de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Anticarsia
gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) apods
armazenamento a 0°C (A), 5°C (B) ou 25°C (C) por cinco
periodos. 70 = 10% de umidade relativa e 14 horas de
fotofase.
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Figura 4. Longevidade de descendentes fémeas de
Trichospilus — diatraeae  Cherian & Margabandhu
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Anticarsia
gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) apds
armazenamento a 0°C (A), 5°C (B) ou 25°C (C) por cinco
periodos. 70 = 10% de umidade relativa e 14 horas de
fotofase
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Experimento 11

O percentual de emergéncia de 7. diatraeae
foi menor que na testemunha em pupas de A.
gemmatalis mantidas a 5°C por seis e nove dias ¢ a
0°C por trés dias e superior a 5°C por um dia (Tabela
2). Descendentes desse parasitoide morreram a 0°C
por seis, nove e 12 dias e a 5°C por 12 dias (Tabela
2). O percentual de emergéncia de 7. diatraeae de
pupas armazenadas a 0°C por um dia e 5°C por trés
dias foi semelhante ao da testemunha (Tabela 2).

A temperatura ndo afetou a durag@o do ciclo
de vida de T diatraeae, excluindo o periodo de
armazenamento, sendo as médias semelhantes a da
testemunha (Tabela 2).

O numero de descendentes de 7. diatraeae foi
semelhante a da testemunha quando as pupas de 4.
gemmatalis, com o parasitoide no estidgio de pupa,
foram armazenadas a 5°C por um dia, ¢ inferiores
nos demais tratamentos (Tabela 2).

A longevidade de descendentes machos de T
diatraeae foi menor que na testemunha quando
T diatraeae, em estdgio imaturo nas pupas de
A. gemmatalis, foi armazenado por trés dias a
0°C e a 5°C por trés e seis dias. A longevidade de
descendentes fémeas desse parasitoide foi inferior
a testemunha em todos os tratamentos (Tabela 2).

A razdo sexual e a capsula cefélica de machos
e de fémeas de T. diatraeae foram semelhantes nas
temperaturas e periodos de armazenamento com
médias de 0,97 + 0,01 a 1,00 + 0,00, 0,50 + 0,02 a
0,56 £ 0,03 mme de 0,76 £ 0,02 a 0,80 + 0,02 mm,
respectivamente (Tabela 2).

Discussao

O parasitismo de 7. diatraeae em pupas de A.
gemmatalis armazenadas (a 0°C ou a 5°C) foi
superior a 95%, corroborando os percentuais
encontrados por Paron; Berti Filho (2000) em pupas
ndo armazenadas. A 25°C por 12 dias, o periodo
pupal completou-se e houve emergéncia de adultos
de A. gemmatalis. No entanto, houve efeito negativo
da temperatura de armazenamento no percentual de
emergéncia e no nimero de parasitoides emergidos
quando pupas de 4. gemmatalis foram armazenadas
a 0°C ou a 5°C e oferecidas ao parasitoide. O maior
tempo de armazenamento a frio pode: (1) alterar a
cor e/ou promover o escurecimento do hospedeiro
devido a melanizacdo, causando declinio nas taxas
de parasitismo e emergéncia (LOPEZ; BOTTO,
2005; CHEN; LEOPOLD, 2007); (2) causar injurias
as células das pupas, o que compromete a sequéncia
de reacdes metabodlicas e consequentemente, sua
qualidade nutricional (RUNDLE; THOMSON;
HOFFMANN, 2004; MILWARD-DE-AZEVEDO
etal., 2004; CHEN; LEOPOLD, 2007; PEREIRA et
al., 2009); (3) promover dessecagdo do hospedeiro
contribuindo para a redugdo na reproducdo do
parasitoide (CORREA-FERREIRA; MOSCARDI,
1993); além de (4) permitir a deterioragdo por
patogenos (KANGA et al., 2004), danos estruturais,
mecanicos ou alguma combinagdo desses fatores
(CHEN; LEOPOLD, 2007). Assim,
processo de armazenamento a frio podem afetar

€Iros no

negativamente os parasitoides reduzindo o seu
impacto nas populagdes de pragas (PILKINGTON;
HODDLE, 2006). Ovos de Homalodisca coagulata
(Say) (Hemiptera: Cicadellidae) morreram quando
armazenados por cinco dias a 2°C, mas permanecem
adequados para Gonatocerus ashmeadi Girault
(Hymenoptera: Mymaridae) por, at¢ 30 dias, se
armazenados a 10°C (CHEN; LEOPOLD, 2007).

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 4, p. 1493-1508, jul./ago. 2013



Tabela 2. Emergéncia (%), duragdo do ciclo de vida (descontado o tempo de armazenamento), nimero de individuos, razdo sexual, longevidade e largura da capsula
cefélica de machos e fémeas (médias + Erro Padrao) de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) armazenado no estagio de pupa
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dentro de pupas de Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae). 70 + 10% de umidade relativa e 14 horas de fotofase.

. N . Numero de N Longevidade Longevidade  Capsula cefalica Capsula cefalica
Tratamentos ~ Emergencia (%) - Duragdo (dias) individuos Razao Sexual™ Emo%om (dias) wmaommm (dias) BworOm (mm)"™ mmwswmm (mm)"™
0°C por 1 dia  55,00+9,35" 19,20+ 1,01 129,23 +35,06* 0,98 + 0,00 4,10+ 0,31m 6,40 £ 0,65%* 0,52 +£0,03 0,76 £ 0,02
0°C por 3 dias 35,00 = 18,71* 14,65+5,989 37,60+ 16,18* 0,97 £ 0,01 3,50 £ 0,58% 6,25+ 0,75% 0,51 £0,02 0,78 £0,02
0°C por 6 dias 0,00 + 0,00* - - - - - - -
0°C por 9 dias 0,00 + 0,00* - - - - - - -
0°C por 12 dias 0,00 = 0,00* - - - - - - -
5°Cpor 1 dia 85,00+ 10,00% 15,98 +0,15 255,78 + 18,71 0,99 £ 0,00 5,30 £ 0,67 6,00 £ 0,67* 0,53+ 0,03 0,78 +£ 0,02
5°C por 3 dias 65,00 +6,12" 19,37 +£0,30" 44,13 +10,02* 0,97 £ 0,01 3,50 +£0,48% 4,60 £0,43* 0,56 £ 0,03 0,79 +£ 0,02
5°C por 6dias  25,00+791*  18,00+4,51™ 31,70 = 10,66* 0,98 £ 0,01 3,00 £0,91%* 6,20 + 0,30%* 0,50 £ 0,02 0,78 £ 0,02
5°C por 9 dias 10,00 £ 6,12* 10,20 £ 6,25 12,00 + 7,52* 1,00 + 0,00 - 5,95 +£0,47* - 0,80 + 0,02
5°C por 12 dias 0,00 = 0,00* - - - - - - -
25°C (Test.) 70,00 +9,35 17,45 £ 0,30 295,53 £ 18,41 0,99 + 0,00 6,30 = 1,02 11,53 £ 0,98 0,54 +£ 0,03 0,77 £ 0,01

"Nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade;

ndMédias ndo diferem da testemunha (Dunnett, p< 0,05%);

*Médias diferem da testemunha (Dunnett, p< 0,05%);
- Nao houve emergéncia de 7. diatraeae ¢/ou dados.
Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera:
Scelionidae) ndo emergiram de ovos de Nezara
(L)

armazenados a 8°C por mais de

viridula (Hemiptera: Pentatomidae)
120 dias.
No entanto, quando armazenados a —15°C, a
emergéncia foi reduzida (CORREA-FERREIRA;
MOSCARDI, 1993). Palmistichus elaeisis Delvare
& LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) apresentou
indices adequados de parasitismo e emergéncia
de pupas de Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae), apds armazenamento a 10°C por
até 20 dias (PEREIRA et al., 2009). No entanto
houve baixa relacdo entre a porcentagem de
emergéncia de Trichomalopsis sarcophagae Gahan
(Hymenoptera: Pteromalidae) e Hyssopus pallidus
(Askew) (Hymenoptera: Eulophidae) e o niimero
de semanas de armazenamento a frio de pupas de
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) e larvas
de Cydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae) e
Cydia molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae),
respectivamente (LYSYK, 2004; HACKERMANN
et al., 2008). A conservagdo de hospedeiros em
baixas temperaturas constitui uma estratégia para
disponibilizar o hospedeiro para programas de
producdo de parasitoides (LEOPOLD; ROJAS;
ATKINSON, 1998; FLOATE, 2002; PRATISSOLI
et al., 2003; MILWARD-DE-AZEVEDO et al.,
2004; PEREIRA et al.,, 2009) ou de liberacdo
inoculativa (AYVAZ et al., 2008), porém determinar
a relagdo ideal do binémio temperatura versus
tempo de armazenamento ¢ fundamental para
estabelecer protocolos para armazenamento e evitar
que o frio afete a fecundidade dos parasitoides
(BAYRAM; OZCAN; KORNOSOR, 2005;
PANDEY; JOHNSON, 2005; CHEN; LEOPOLD,
2007) uma vez que cada espécie parasitoide tem
uma historia evolutiva que determina sua adaptacao
ao armazenamento a frio (COLINET; BOIVIN,
2011).

A menor emergéncia de 7. diatraeae de pupas
pode
estar relacionada a injuria por frio durante o

armazenadas em baixas temperaturas

desenvolvimento do estadgio imaturo do parasitoide

nohospedeiro (CHEN; LEOPOLD; HARRIS,2008).
O armazenamento prolongado reduz a emergéncia
do parasitoide devido aos efeitos nos orgaos
reprodutivos pela nutri¢do insuficiente e respiracao
(TEZZE,; BOTTO, 2004; FOERSTER; DOETZER,
2006) ou, indiretamente, na sobrevivéncia do
hospedeiro (LYSYK, 2004) ou ainda, pela alteracao
da dureza e espessura das estruturas do hospedeiro,
bem como, mudancas no teor de agua do hospedeiro
armazenado (KIVAN; KILIC, 2005).

A semelhanga na duragao do ciclo de vida de T.
diatraeae em pupas de A. gemmatalis armazenadas
pode estar relacionada a manutengdo da qualidade
nutricional das pupas, uma vez que essas mantém as
condigoes fisiologicas e/ ou nutricionais adequadas
por determinado periodo de armazenamento
em fungdo da espécie (PEREIRA et al., 2009).
O armazenamento deve manter a qualidade
dos hospedeiros a um custo reduzido e com
equipamentos disponiveis (LYSYK, 2004; KIVAN;
KILIC, 2005; GEDEN; KAUFMAN, 2007).

O menor nimero de individuos de 7. diatraeae
que emergiram nos dois experimentos indica
impacto negativo pelo aumento do periodo de
armazenamento como relatado para P elaeisis
em pupas de B. mori armazenadas a 10°C
(PEREIRA et al, 2009) e Cotesia flavipes
(Cameron) (Hymenoptera: Braconidae), quando
o hospedeiro, lagartas de Diatraea saccharalis
(Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae) foi mantido a
2,75°C por seis e nove dias (CARVALHO et al.,
2008). A atividade metabolica da pupa depende do
material nutritivo acumulado no seu corpo durante
a fase larval (BERNARDO et al., 2008) e periodos
prolongados de armazenamento a frio podem
reduzir os nutrientes para o desenvolvimento do
parasitoide (FOERSTER; DOETZER, 2006). A
exposi¢ao prolongada a baixas temperaturas pode
matar parasitoides gregarios (caso de 7. diatraeae)
em desenvolvimento da borda da pupa para o
seu interior e reduzir o nimero de parasitoides
emergidos por pupa do hospedeiro (RIVERS; LEE
JUNIOR; DENLINGER, 2000). Por outro lado,
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a morte de parasitoides solitarios com um unico
adulto por pupa parasitada é maior por nao haver o
“efeito borda” (LYSYK, 2004). A baixa temperatura
¢ uma das condigdes de estresse que um inseto pode
encontrar e, mesmo com caracteristicas adaptativas
para melhorar sua sobrevivéncia, fisiologistas e
geneticistas procuram um mecanismo universal
para a resisténcia a multiplas formas de estresse.
Hipoteses baseadas em estudos de laboratorio
incluem: (1) baixar a taxa metabdlica, que conserva
0S Trecursos € minimiza a exposicao ao estresse, (2)
acumular reservas de energia metabolica (gordura
corporal) que promove resisténcia multipla ao
estresse e, (3) produzir proteinas de choque térmico,
para atuar na prote¢do e reestruturacao/ renaturagao
da proteina celular (BUBLIY; LOESCHCKE,
2005).

A menor longevidade de descendentes machos
e fémeas de 7. diatraeae com o armazenamento a
frio de pupas de 4. gemmatalis corrobora resultados
da geracdo F1 de G. ashmeadi com menor
longevidade e queda da fecundidade quando ovos
do hospedeiro H. coagulata foram armazenados
a 10°C por 70 dias (CHEN; LEOPOLD, 2007). A
sobrevivéncia é um importante indicador da aptidao
de insetos armazenados (BERNARDO et al., 2008;
COLINET; BOIVIN, 2011) e a reducdo desse
pardmetro para 1. diatraeae pelo armazenamento
de pupas ou quando o parasitoide foi armazenado,
indica sua suscetibilidade ao armazenamento a frio.
O armazenamento em temperaturas muito abaixo
da “otima” produz adultos com menor reserva
corporal e, consequentemente, menor longevidade
(BERNARDO 2008)
para  Trichogramma nerudai  (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (TEZZE; BOTTO, 2004).
No entanto, a baixa temperatura ndo afetou a

et al., como relatado

longevidade dos descendentes dos parasitoides
P elaeisis, G. ashmeadi, Thripobius javae (=
T. semiluteus) (Hymenoptera: Eulophidae) e C.
flavipes (CHEN; LEOPOLD, 2007; BERNARDO
et al.,, 2008; CARVALHO et al., 2008; PEREIRA
et al., 2009).

A maior mortalidade de 7. diatraeae no interior
das pupas de A. gemmatalis apds exposicao a 0°C
comparado a 5°C indica que lesdes de refrigeragdo
diretas podem ter ocorrido a 0°C, enquanto G.
ashmeadi teve maior mortalidade apds exposicao
a 10°C, indicativo de lesdes indiretas (CHEN;
LEOPOLD; BOETEL, 2008). A refrigeracdo causa
lesoes diretas e indiretas, sendo a direta caracterizada
por ferimento ou choque frio por periodo curto
a temperatura baixa (MORRIS et al., 1983) ¢ a
indireta pela exposicao prolongada as temperaturas
moderadamente baixas, mas geralmente acima de
0°C (LEE, 1991).

A semelhanga na largura da cépsula cefalica e da
razao sexual (superiora 0,95, nos dois experimentos)
de T diatraeae indicam que o armazenamento
de pupas ou desse parasitoide na fase de pupa
dentro do hospedeiro alternativo, 4. gemmatalis,
ndo afetaram esses parametros indicando que a
largura da capsula cefélica e razdo sexual podem
ser caracteristicas conservativas dessa espécie
(FAVERO, 2009; GRANCE, 2010; RODRIGUES,
2010; PASTORI et al.,, 2012a). Assim, houve
emergéncia de maior nimero de fémeas, importante
em sistemas de criagdo massal, experimentos de
laboratério e selecao de individuos para liberagao
no campo (UCKAN; GULEL, 2002; AMALIN;
PENA; DUNCAN, 2005, PEREIRA et al., 2009)
com tamanho adequado (UBAIDILLAH, 2006;
GRANCE, 2010). As progénies de 7. diatraeae com
alta propor¢ao de fémeas indicam que ndo houve
mortalidade diferencial devido ao armazenamento
a frio (LOPEZ; BOTTO, 2005) como relatado
para a progénie F1 de Telenomus busseolae Gahan
(Hymenoptera: Scelionidae) armazenado a frio
como adulto (BAYRAM; OZCAN; KORNOSOR,
2005) e para C. flavipes, Trichogramma evanescens
Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
Trissolcus basalis, Telenomus podisi Ashmead
(Hymenoptera: Scelionidae) e P. elaeisis quando
os hospedeiros foram mantidos a 2,75, 4, 8 ou
—15, 15 ou 18 e 10°C, respectivamente (CORREA-
FERREIRA; MOSCARDI, 1993; FOERSTER;
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DOETZER,2006; AYVAZ etal.,2008; CARVALHO
et al., 2008, PEREIRA et al., 2009).

A redugdo dos principais parametros biologicos
de T diatraeae pode ter ocorrido pelo fato das
temperaturas estarem abaixo da temperatura base
(Tb) de A. gemmatalis (13,80°C) (MAGRINI et al.,
1996) e da temperatura base (Tb) de 7. diatraeae no
hospedeiro 4. gemmatalis (8,40°C) (PASTORI et al.,
2012b) e sugere suscetibilidade desse parasitoide ao
armazenamento a frio nas condigoes desse estudo.
Condicdes adequadas para o armazenamento a frio
de parasitoides variam com as técnicas utilizadas e
com o potencial bidtico de cada espécie (LOPEZ;
BOTTO, 2005), sendo que temperaturas abaixo
do limiar térmico inferior de desenvolvimento
causam efeitos negativos no desenvolvimento de
parasitoides (LYSYK, 2004; BAYRAM; OZCAN;
KORNOSOR, 2005). Isto deve ser melhor estudado
pois as espécies ndo tém o mesmo potencial para
serem armazenadas a frio antes da sua utilizagdo no
controle biologico.

Conclusoes

A emergéncia, o nimero de individuos e a
longevidade dos descendentes de 7. diatraeae
reduzem em pupas de 4. gemmatalis armazenadas a
frio (0°C ou 5°C) e oferecidas ao parasitismo.

O armazenamento a frio (5°C) por curto periodo
(24 horas) de pupas parasitadas, ndo afeta a
reprodugdo de T’ diatraeae e pode ser uma alternativa
para viabilizar a embalagem para transporte.

O armazenamento a frio (0°C ou 5°C) de T.
diatraeae na fase de pupa dentro do hospedeiro
alternativo, A. gemmatalis por mais de 24 horas
ndo ¢ recomendado para preservar os parametros
bioldgicos desse parasitoide.
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