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RESUMO

MORAIS, Wagner Calixto de Castro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2016. Reproducdo e ovogénese dePalmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae). Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadodosé Eduardo Serré@o
Rosa Angelica Plata-Rueda.

A reducdo dos prejuizos causados por insetos-praga € fundamental para o aumento da
produtividade agricola e florestal. O controle bioldgico de pragas emprega inimigos
naturais para a reducao de populacdes de pragas. Parasitoides sdo inimigos naturais que
se desenvolvem em hospedeiros, levando-os a morte. Hospedeiros alternativos séo
usados para criagcdo massal de parasitoides em laboratério e a escolha do hospedeiro
adequado é essencial para aumentar a eficiéncia dos parasitoides em programas de
controle biolégico. A vespaPalmistichus elaeisisDelvare & LaSalle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) parasita espécies de importancia agricola e florestal. Neste
trabalho, aspectos da biologia reprodutiva desse parasitoide foram avaliados com o0s
hospedeirosDiaphania hyalinata (Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) e
Tenebrio molitorLinnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae). No primeiro capitulo, o
parasitismoa emergéncia e parametros reprodutivoPdelaeisisforam comparados

entre hospedeiros. Ambos hospedeiros foram parasitados e promoveram a emergéncia
do parasitoide. Individuos d@. elaeisis emergidos dd. molitor, foram maiores que
agueles d®. hyalinatg com ciclo biol6égico menor. O tamanho da prole, a razao sexual

e a longevidade dos adultos do parasitoide foram semelhantes entre hospedeiros. No
segundo capitulo, a estrutura do aparelho reprodutor feminino e o desenvolvimento de
ovos deP. elaeisiscriado nos diferentes hospedeiros foram avaliados. A anatomia do
aparelho reprodutor desse parasitoide foi semelhante em individuos criados em ambos
os hospedeiros. O desenvolvimento dos ovos do parasitoide foi mais rapido para fémeas
emergidas d&. molitor, completamente formados 24 horas ap0s a emergéncia. Este
trabalho contribui para aumanto conhecimento da reproducédo He elaeisisem
hospedeiros alternativos para a criacdo massal e fornece informacdes sobre o
desenvolvimento dos ovos, que auxiliam na producéo e liberacdo desse parasitoide em

programas de controle bioldgico.
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ABSTRACT

MORAIS, Wagner Calixto de Castro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2016. Reproduction and oogenesis ofPalmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae). Adviser: José Cola Zanunci@o-advisers: José Eduardo Serrdo and Rosa
Angelica Plata-Rueda.

The reduction of losses caused by insect pests is essential for increasing agricultural and
forest productivity. Biological pest control uses natural enemies to reduce pest
populations. Parasitoids are natural enemies that develop in hosts, causing them to
death. Alternative hosts are used for mass rearing of parasitoids in the laboratory and
the choice of suitable host is essential to increase the efficiency of parasitoids in
biological control programs. The wagalmistichus elaeisi®elvare & LaSalle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) parasites species of agricultural and forestry importance. In
this work, aspects of reproductive biology of this parasitoid were evaluated with the
hosts Diaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) dmhebro

molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae). In the first chapter, the parasitism,
emergence and reproductive parameter®.oélaeisiswere compared between hosts.
Both hosts were parasitized and promoted the emergence of the parasitoid. Individuals
of P. elaeisis emerged fronl. molitor, were higher than those &f. hyalinatawith

lower life cycle. The size of the offspring, sex ratio and longevity of parasitoid adults
were similar between hosts. In the second chapter, the ultrastructure of the female
reproductive system and the developmenPotlaeisiseggs reared in different hosts
were evaluated. The anatomy of the reproductive system of this parasitoid was similar
in adults raised in both hosts. The development of the parasitoid eggs was faster for
females emerged fromM. molitor, completely formed 24 hours after emergence. This
work contributes to increase knowledgeRofelaeisisreproduction in alternative hosts

for mass rearing and provides information on the eggs development, which help in

production and release of this parasitoid in biological control programs.



INTRODUCAO GERAL

A reducdo dos prejuizos causados por insetos-praga é fundamenta para
aumento da produtividade agricola e florestal (Coyle et al. 2005, Popp et al. 2013)
Insetos herbivoros podem causar perdas na géoduqualidade do produto se suas
populacdes ndo forem mantidas sob controle (Rezende et al. 2016). O combate a esses
organismos é feito, principalmente, com inseticidas quimicos. O uso excessivo de
agrotoxicos tem impactos negativos no ambiente, como a promocdo de insetos
resistentes e o risco de contaminacao, além do desequilibrio causado pela reducao de
populacdes de organismos benéficos, como inimigos naturais e polinizadores (Li et al.
2016, Turchen et al. 2016). A diminuicdo do uso de inseticidas sintéticos vem sendo
alvo de pesquisas (Sharma & Peshin 2016), seja pela substituicdo dos principios ativos
sintéticos de amplo espectro por substancias naturais (Morais et al. 2015) ou com
técnicas de baixo impacto ambiental que desfavoregcam a ocorréncia de surtos (Reilly &
Elderd 2014).

O controle biolégico de insetos € uma técnica do Manejo Integrado de Pragas
(MIP), que utiliza inimigos naturais para reduzir populacdes desses organismos
daninhos (Smith et al. 1997). Inimigos naturais podem ser importados e introduzidos em
areas com ocorréncia de pragas exoticas para se estabelecerem e reduzirem populacdes
de pragas (controle biol6ogico classico) (Roberts 2016), ou serem multiplieados
liberados para aumentar sua populagcdo no campo (controle biolégico aumentativo)
(Hajek et al. 2016).

Parasitoides colocam seus ovos em hospedeiros que servem de alimento para
suas larvas. Esses inimigos naturais sdo empregados no controle biaogico
alimentacéo de suas larvas resulta na morte do hospedeiro, controlando a populacdo. A

multiplicagdo dos parasitoides, em laboratorio, € feita em hospedeiros naturais ou



alternativos (Pereira et al. 2010). A escolha de hospedeiros adequados é fuhdamenta
para a criagdo de parasitoides e 0 sucesso de programas de controle biolégico (Mawela
et al. 2013). Hospedeiros adequados devem possibilitar o desenvolvimento completo de
parasitoides, originando individuos capazes de sobreviver e se reproduzir. Entender as
relacdes entre parasitoides e seus hospedeiros € fundamental para a producdo de
inimigos naturaisg o conhecimento da reproducdo desses organismos € essencial em
programas de controle biolégico (Andrade et al. 2012).

Palmistichus elaeisigHymenoptera: Eulophidae) parasita e se desenvolve em
hospedeiros de importancia agricola e florestal (Delvare & LaSalle, 1993). Esse inimigo
natural tem potencial para programas de controle biol6gico e sua reproducdo em Varios
hospedeiros aumenta sua importancia (Pereira et al. 2009, Zanuncio et al. 2015,
Rodriguez-Dimaté et al. 2016).

Conhecer a dindmica de desenvolvimento e maturacdo de ovos em parasitoides €
importante para o controle biolégico, pois permite determinar o periodo ideal para
liberacdo em campo de fémeas aptas a ovipositar no hospedeiro (Andrade et,al. 2012
Hegazi et al. 2013).

O objetivo deste trabalho foi estudar a reproducdo e o desenvolvimento de ovos
de P. elaeisisem hospedeiros alternativos. O primeiro capitulo abordou o parasitismo e
a qualidade da prole do parasitoide doiaphania hyalinatalLepidoptera: Crambidae)

e Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae). No segundo capitulo, o sistema
reprodutor feminino e o processo de ovogénese do parasitoide criado com esses

hospedeiros foram avaliados.
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CAPITULO 1
Parasitismo e qualidade da prole d€almistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae) em hospedeiros alternativos
RESUMO
Palmistichus elaeisiBelvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) € uma vespa
endoparasitoide de pragas agricolas e florestais. Seu habito polifago permite seu
desenvolvimento em hospedeiros naturais e alternativos. Hospedeiros alternativos
podem reduzir custode criagdo massal de inimigos naturaBiaphania hyalinata
(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Coleoptera: Tenebrionidae) sao de criagdo facil e econdbmica, promissoras para a
criacdo massal desse parasitoide. O objetivo deste estudo foi testar a adequabilidade de
D. hyalinatae T. molitorcomo hospedeiros para a criacdd’delaeisisem laboratério,
avaliando parametros de sua biologgarodutiva. FEémeas d@. elaeisisforam expostas
aos hospedeiros e o percentual de parasitismo e emergéncia, o tamanho da prole, tempo
de desenvolvimento, razdo sexual e longevidade da prole foram determinados. Os
comprimentos do corpo e da tibia posterior e larguras da capsula cefélica e do abdémen
foram medidosPalmistichus elaeisiparasitou 100% das pupas dos dois hospedeiros
com emergéncia de 60%. O periodo de desenvolvimento do parasitoide foi méhor em
hyalinata O tamanho da prole, a razdo sexual e a longevidade foram semelhantes entre
hospedeiros.Tenebrio molitor produziu individuos deP. elaeisis maiores queD.
hyalinata O sucesso reprodutivo, elevado parasitismo, completo desenvolvimento e
maior proporgédo de fémeas na proleRdeslaeisisconfirmam o potencial de uso de

molitor e D. hyalinatapara a criagdo massal desse inimigo natural.



1. INTRODUCAO

O controle biologico utiliza inimigos naturais como virus, bactérias, fungos,
nematoides e artropodes para reduzir populacdes de rage®s. Essa abordagem
visa a sustentabilidade do agroecossistema com alternativas com impacto ambiental
minimo (Smith et al. 1997, Pearson & Callaway 2003, Tschumi et al.).2R&Ste
contexto, o controle bioldgico é parte indispensavel de programas sustentaveis de
manejo de pragas com a propagacao, manipulacdo e liberacdo de inimigos naturais com
baixa relacdo custo-beneficio e preservacdo de ecossistemas nativos e cultivados
(Bottrell et al. 1998, Thompson 1999, Cortesero et al. 2000). O entendimento das
interacdes entre planta-herbivoro e inimigos naturais € importante para o controle
biolégico de insetos-praga (Lalonde et al. 1999, Eubanks & Denno 1999).

Parasitoides sao utilizados no controle de pragas (Favero et al. 2015, Ferreira
Filho et al. 2015,Fischbein & Corley 2015). Esses organismos ovipositam no
hospedeiro e suas larvas se alimentam dos tecidos, levando-o a morte (Zhang et al.
2016). A oviposicdo pode ocorrer no interior do hospedeiro (endoparasitoides) ou na
superficie do tegumento (ectoparasitoides) (Yang et al. 2012). Parasitoides idiobiontes
paralizam o desenvolvimento do hospedeiro logo ap6s a oviposi¢cdo, enquanto 0s
coenobiontes permitem que seus hospedeiros continuem se alimentando e
desenvolvendo, durante algum tempo (Yang et al. 2013). Inimigos naturais sdo criados
em laboratério em hospedeiros naisirau alternativos, esses Ultimos com maior
frequéncia por serem de criacdo mais facil e econémica (Pereira et al. 2010).

Palmistichus elaeisigDelvare & LaSalle, 1993) (Hymenoptera: Eulophidae),
nativa da regido neotropical, parasita pupas de pragas de culturas agricolas e florestais
(Delvare & LaSalle 1993, Pereira et. al. 2010, Zache et al. 2013). Esse endopasmsitoide

polifago, se desenvolvendo em hospedeiros da ordem Lepidoptera Diaimmea



saccharalis (Fabricius, 1794) (Crambidae) (Bittencourt & Berti-Filho 2004),
Thyrinteina arnobia(Stoll, 1782) (Lepidoptera: Geometridae) (Pereira et al. 2010),
Anticarsia gemmatalisiiibner, 1818 (Noctuidae) (Pereira et al. 20@3)sorocampa
denticulata Schaus, 1901 (Notodontidae) (Zanuncio et al. 2015), alériedebrio
molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (Zanuncio et al. 2008).

O hospedeiro mais adequado € vital para ausnargficiéncia da criacdo massal
de parasitoides polifagos (Mawela et al. 2013). A qualidade do parasitoide varia com o
hospedeiro (Ueno 2015), e pode ser avaliada por caracteristicas comportamentais, como
a capacidade de voo (Dias-Pini et al. 2014, Soares et al. 2014), e biologicas, como 0
tamanho do corpo, periodo de desenvolvimento, longevidade, tamanho da prole e razdo
sexual (Silva-Torres & Matthews 2003, Duan & Oppel 2012). O tamanho do corpo é
utilizado no controle de qualidade de parasitoides, com individuos ma@cks mais
fecundos e produzindo maior nimero de descendentes fémeas (Kasamatsu & Abe
2015). MedicOes diretas do comprimento do corpo podem ser imprecisas, devido a
deformacgBes abdominais e retracdo de tecidos apds a morte. Por isso, o tamanho do
corpo pode ser inferido, indiretamente, por medicdo de érgaos esclerotizados como
capsula cefalica atibia posterior (Ameri et al. 2013).

Diaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae), a principal
praga de plantas da familia Cucurbitaceae (Pratissoli et al. 2007)nolitor, praga
importante em gréos e farelos armazenados sdo espécies de criagdo facil e econdmica,
promissoras para a criacdo massal desse parasiaphania hyalinatae T. molitor
como hospedeiros alternativos podem aumentar a reproducdo e a qualidade da prole e
diminuir os custos de criacdo massal desse parasitoide. Hospedeiros adequados devem
promover o completo desenvolvimento das formas jovens e a emergéncia dos

parasitoides adultos (Vinson & lwantsch 1980).



O objetivo deste estudo foi testar a adequabilidade. deg/alinatae T. molitor
como hospedeiros para a criacadPdelaeisisem laboratério, avaliando parametros da

biologia reprodutiva desse parasitoide.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Criacdo dos insetos

Individuos deP. elaeisisD. hyalinatae T. molitor foram obtidos do Laboratério
de Controle Biol6gico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV) em Vicosa,
Estado de Minas Gerais, Brasil.

Adultos deP. elaeisisforam alimentados com mel em tubos de vidro (14,0 x 2,2
cm), em sala com temperatura de 25°€270 + 10% de umidade relativa e fotofase de
12 horas. Apbés 72 horas da emergéncia quatro fémeas desse parasitoide foram
colocadas por pupa de molitor.

Adultos e larvas dd. molitor foram mantidos separadamente em bandejas de
plastico (60 cm de comprimento x 40 cm de largura x 12 cm de altura) com temperatura
de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e 12 h de fotofase. Esses insetos foram
alimentadosad libitum com farelo de trigo (12% de proteina, 2% de lipideos, 75% de
carboidratos e 11% de minerais/acucar), cana-de-a@eacharum officinarurni.
(Poaceae) e frutos de chucBachium edulélacq.) Swartz (Cucurbitaceae) (Zanuncio
et al 2008). Folhas de papel foram colocadas sobre o substrato para evitar o estresse dos
adultos e facilitar a oviposicéo.

Larvas deD. hyalinataforam criadas em sala com temperatura de 25G; 70
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas, em potes plasticos (19 cm de

didmetro e 10 cm de altura) tampados com tevmbe alimentadasd libitum com



folhas de chuchis. edule.Adultos foram transferidos para gaiolas com folhas de
abdbora Cucurbitapepq (Cucurbitaceae) para oviposigao.
Pupas d®. hyalinatae T. molitor, sem amputacdes ou malformacdes aparentes,

foram utilizadas nos bioensaios.

2.2. Desempenho d®almistichus elaeisis

Quatro fémeas de. elaeisiscom 72 horas de idade, criadas &mmolitor,
foram expostas por 24 horas a uma pupd.d@olitor ou deD. hyalinataem tubo de
vidro (14,0 x 2,2 cm) com uma gota de mel como alimento e tampado com algodéo, em
temperatura de 25 +°Z e fotofase de 12 horas, por repeticdo. Quinze repeticdes foram
realizadas por hospedeiro e os tubos mantidos nessas condicfes até a emergéncia do
parasitoide ou dos hospedeiros.

As porcentagens de parasitismo e emergéncia, o0 numero de parasitoides
emergidos, periodo de desenvolvimento (ovo-adulto), razdo sexual (numero de
fémeas/machos + fémeas) e longevidade da prole foram determinados. A longevidade

de adultos ndo alimentados foi avaliada diariamente.

2.3. Morfometria

Vinte fémeas adultade P. elaeisis originadas de cada hospedeiro, foram
selecionadaao acaso para as analises morfométriéascomprimentos do corpo e da
tibia posterior e as larguras do abddmen e da capsula cefalica dos adultos desse

parasitoide foram medidos em lupa com ocular micrométrica (10x).



2.4. Andlises estatisticas

As médias de parasitismo, emergéncia, periodo de desenvolvimento
longevidade da prole, numero de parasitoides emergidos e razdo sexual foram
comparadas pelo teste t de Student, a 5% de significancia. O teste de Kolmogorov-
Smirnov conferiu a normalidade das médias e o0 niumero de parasitoides emergidos foi
transformado (1/total de individuos) para atender as pressuposi¢cdes de normalidade. Os

dados de morfometria foram submetidos a analise discriminante pelo rSé&tpaase

3. RESULTADOS

Todas as pupas d® hyalinatae T. molitorforam parasitadas pé*. elaeisise a

emergéncia do parasitoide ocorreu em 60% das mesmas (Figura 1 A

O periodo de desenvolvimento do parasitoide (ovo-adulto) foi maiofTem
molitor (24,0 + 0,4 dias) que em. hyalinata (20,0 + 0,6 dias) (t= 5,506,<p0,05)

(Figura 1 B).

O numero de adultos de. elaeisisemergidos del. molitor (71,0 + 8,0) foi

semelhante ao de. hyalinata(64,0 + 12,9 (t= -0,688, p= 0,509) (Figura 1 C).

A razéo sexual foi, também, semelhante entre hospedeiros, 0,87 + 0;JBO em

molitor e 0,87 + 0,60 enD. hyalinata(t= -0,025, p= 0,981) (Figura 1 D).

A longevidade dos adultos &e elaeisisfoi semelhante entre hospedeiros, 5,02
+ 0,06 diae 5,16 + 0,03 dias, para individuos emergidod dmolitor e D. hyalinatg
respectivamente (t= 1,974, p= 0,054) (Figura1 B

A andlise discriminante das medidas do corpo mostrou diferengcas morfométricas

entre adultos emergidos dos hospedeiros. Os comprimentos do corpo e da tibia e as
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larguras do abdémen e da capsula cefalic®.delaeisisforam maiores para aqueles
emergidos der. molitor que deD. hyalinata (p< 0,001) (Tabela 1). A largura do
abdébmen e o comprimento do corpo foram as varidveid.delaeisis melhores
classificadas pelo teste discriminastepwisg(Tabela 1, Figura 2). O comprimento do
corpo, largura do abdémen, largura da capsula cefalica e comprimento da ftbia de
elaeisisfoi de 2,29 mm e 1,77 mm, 0,73 mm e 0,47 mm, 0,61 mm e 0,51 mm e 0,65

mm e 0,57 mm nos hospedeifbsmolitore D. hyalinatg respectivamente.

4.  DISCUSSAO

O sucesso de parasitoides no controle biolégico depende da interacao
parasitoide-hospdeiro. O desempenho reprodutiv®.delaeisisfoi favoravel emT.
molitor, considerado hospedeiro adequado para esse parasitoide, com alto parasitismo,
emergéncia, e qualidade da prole (Zanuncio et al. 2008phania hyalinatatambém
oferece condi¢cBes favoraveis para a criacdo do parasitoide, com elevado parasitismo e
desenvolvimento completo dos individuos.

O parasitismo total dé. elaeisisem pupas del. molitor e D. hyalinata
concorda com resultados para esse parasitoide em outros hospedeiros (Pereira et al.
2010, Zanuncio et al. 2015), ratificando seu habito genexalls parasitismo dé.
elaeisisja foi relatado em hospedeiros de 10 familias de Lepidoptera: Bombycidae,
Geometridae e Noctuidae (Pereira et al. 2010), Crambidae (Chichera et al. 2012),
Hesperiidae (Candelaria & Wilcken 2014), Lymantriidae (Tavares et al. 2012),
Notodontidae (Zanuncio et al. 2015), Nymphalidae (Rodriguez-Dimaté et al. 2016,
Tavares et al. 2013a), Papilionidae (Tavares et al. 2013b) e Pyralidae (Zache et al.
2013), aléem de Tenebrionidae (Coleoptera) (Zanuncio et al. 2008). A emergéncia de

60%, em ambos hospedeiros, foi menor que a observad® palaeisisem Methona
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themisto (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Nymphalidae) (Tavares et al. 2013a),
provavelmente pelo fato deste dltimo hospedeiro ser maior e oferecer recursos
suficientes, diminuindo a competicdo entre as larvas do parasitoide.

A diferenca no periodo de desenvolvimento entre individuo®.delaeisis
criados comD. hyalinatae T. molitor concorda com resultados para o parasitoide
Bracon hebetof(Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae) (Saadat et al. 2014) e pode ser
reflexo da diferenca nutricional entre os hospedeiros (Fei et al. 2016, Gao et al. 2016).
Hospedeiros mal nutridos podem originar parasitoides em menor tempo, principalmente
guando criados em grandes densidades e com recurso limitado (Harvey et al. 1995),
onde a competicdo por alimento entre larvas diminui seu potencial de absorg¢édo de
nutrientes e crescimento. De fato, a criacdoDdehyalinata se deu em ambiente
competitivo, atingindo 30 larvas por pote. A diminuicdo dessa densidade poderia
favorecer a nutricao individual das larvas e, por consequéncia, aumentar a qualidade dos
parasitoides emergidos. Além disso, os individuosPdeelaeisis utilizados nesse
experimento foram criados, h& varias geracfes, em pupaswditor, e a mudanca de
hospedeiro pode, inicialmente, reduzir o desempenho do parasitoide, mesmo em novos
hospedeiros com maior qualidade, mas os custos associados a mudanc¢a diminuem ao
longo das geracdes (Jones et al. 2015).

O ndmero de adultos d& elaeisisemergidos enT. molitor e D. hyalinatafoi
menor que os originados eamticarsia gemmatalie Thyrinteina arnobiaPereira et al.

2010), provavelmente pela diferenca de tamanho entre as espécies, que influencia a
guantidade de ovos depositados. FEémea®.dbebetor depositaram mais ovos no
hospedeiro maioGalleria mellondia (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae), que no
menor Plodia interpunctella(Hubner, 1813) (Lepidoptera: Pyralidae) (Ghimire &

Phillips 2014).
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A semelhante razéo sexual Beelaeisissm pupas d&. molitore D. hyalinatg
bem como enA\. gemmatali® B. mori(Pereira et al. 2010), sugere que esse parasitoide
€ capaz de regular a propor¢cdo de fémeas na prole em resposta ao ambiente
(Nieuwenhove & Ovruski 2011, Martel et al. 2016). Proles de parasitoides com maior
proporcao de fémeas, como os obtidosTermolitor e D. hyalinatg séo ideais para a
multiplicagéo de inimigos naturais (Costa et al. 2014).

A semelhante longevidade de adultosRieelaieisisemergidos d&. molitor,
maiores que aqueles emergidosDdéhyalinatg n&o foi influenciada pelo seu tamanho
corporal, diferente do ocorrido para o parasitowEnturia canescengGravenhorst,
1829) (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Eliopoulos et al. 2005).

O maior tamanho corporal apresentado pelos parasitoides adultos emergidos de
T. molitorem relacdo aos d2. hyalinatasugere que o primeiro hospedeiro seja melhor
fonte nutricional par@. elaeisis.O tamanho do corpo de parasitoides é diretamente
relacionado a qualidade e quantidade dos recursos do hospedeiro (Abram et al. 2016),
especialmentem idiobiontes gregarios com®. elaeisis cujas larvas competem pelo
limitado recurso do hospedeiro. O recurso disponivel em pupas se limita a quantidade
acumulada em seu periodo larval (Vinson 1988). Assim, larvas submetidas a dietas mais
ricas, resultam em pupas mais nutritivas aos parasitoides. A dieta oferecida as larvas de
T. molitor é rica em carboidratos e proteina, enquanto larvdd. tgalinatatem uma
dieta limitada nesses compostos.

O sucesso reprodutivo de. elaeisiscom elevado parasitismo, completo

desenvolvimento dos individuos e maior propor¢cdo de fémeas na prole confirmam o

potencial de uso dE. molitore D. hyalinatana criacdo massal desse inimigo natural.
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Figura 1: Parasitismo, emergéncia e aspectos reprodutivédaldastichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae) nos hospedeiros alternafieogbrio molitor(Coleoptera:
Tenebrionidae) @®iaphania hyalinata(Lepidoptera: Crambidae). A) Porcentagens de
parasitismo e emergéncia. B) Periodos de desenvolvimento e longevidade de adultos. C)
Numero de adultos emergidos. D) Razéo sexual (nimero de fémeas/total de adultos).
Média + erro padrdo da média. * = Diferenca entre médias, ns = diferenca nao
significativa (Tate t, o= 5%)
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Tabela 1. Analise discriminanttepwisedas estruturas morfolégicas de
adultos dePalmistichus elaeisifHymenoptera: Eulophidae) emergidas
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) Biaphania hyalinata
(Lepidoptera: Crambidae)

Variaveis R-quadrado F calculado Pr>F Tolerancia
Largura do abdémen 0,8697 253,55 <0,0001 11,0000
Comprimento do corpo 0,8089 160,87 <0,0001 1,0000
Largura da capsula ) g5, 73,16  <0,0001 1,0000
cefalica
Comprimento da tibia 0,4017 25,51 <0,0001 1,0000
A B
2.5- 1.0
2.3 oo _ 0.87
€ £
é 2.1 [m] é 0.6 o0Op
Q ° o oo’
< < .
5 1.9 £ 0.4
O. O
1.7 . 0.2-
1.5 T T T T 1 0.0 : : : : ,

0.0 0.2 04 06 08 1.0
Abdomen (mm)

00 02 04 06 08 1.0
Abdomen (mm)

C D
1.0+ 1.0+
0.8+ 0.8+
— ° _ ° 0o
S oo c ]
£ 067 eee O E061, o 0O PO
.8 ©
a 4 3 i
2 0.4 2 0.4
0.2+ 0.2-
0-0 T T T T 1 OO T T T T 1
0.0 02 04 06 08 1.0 15 17 19 21 23 25
Abdomen (mm) Corpo (mm)

Figura 2: Variaveis discriminantes Balmistichus elaeisifHymenoptera: Eulophidae)
criado emTenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidaen)(e Diaphania hyalinata
(Lepidoptera: Crambidaey)( A) comprimento do corpeersuslargura do abdémen. B)
largura da cabecgeersuslargura do abdémen. C) comprimento da tNmasuslargura
do abdémen. D) comprimento da tibersuscomprimento do corpo.
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CAPITULO 2
Morfologia e ultraestrutura dos ovarios e ovogénese erRalmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae) criado com hospedeiros alternativos

RESUMO

Palmistichus elaeisiDelvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) parasita
espécies da ordem Lepidoptera e é multiplicada em laboratério com hospedeiros
alternativos. O conhecimento das relacdes entre parasitoides e hospedeiros, incluindo
sua biologia reprodutiva, € importante em programas de controle biolégico. O objetivo
deste trabalho foi comparar a morfologia e a ultraestrutura do aparelho reprodutor
feminino e a ovogénese d& elaeisiscriado nos hospedeird3iaphania hyalinata
(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: Crambidae) Tenebrio molitor Linnaeus, 1758
(Coleoptera: Tenebrionidae). O aparelho reprodutor de fémedasalaeisisapos seis,
12 e 24 horas da emergéncia Bmhyalinatae T. molitor foi dissecado e preparado
para amalise em microscopia de luz. O aparelho reprodutor deste parasitoide,
completamente formado e funcional logo nas primeiras horas da vida adulta apresentou
um par de ovarios, um par de glandulas acessoérias, ovidutos laterais e comum e
espermateca. Os ovariolos foram do tipo meroistico politréfico. O desenvolvimento dos
ovos foi mais rapido em adultos criados cdmmolitor que comD. hyalinata A
diferenca no desenvolvimento dos ovécitos deve-se, provavelmente, a qualidade dos
hospedeiros como fonte nutricional para o parasitoide. O conhecimento da biologia
reprodutiva do parasitoide € importante para a criagdo massal @ eeaminacado do

tempo de liberacdo do mesmo em campo.
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1. INTRODUCAO

Palmistichus elaeisiBelvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) é um
endoparasitoide generalista de pupas de lepidépteros desfolhadores de culturas agricolas
e florestais e nativo da regido Neotropical (Delvare & LaSalle 1993, Pereira et al.
2010). O uso de inimigos naturais em programas de controle bioldégico depende do
conhecimento das relacdes entre o parasitoide e seu hospedeiro (Zumoffen et al. 2016),
e da interacao desses organismos com o ambiente (Bonsignore et al. 2015).

Parasitoides sdo criados com hospedeiros alternativos em laboratério. O
hospedeiro afeta a qualidade do parasitoide (Ueno 2015) que, além de promover
completo desenvolvimento das formas jovens e a emergéncia dos adultos (Vinson &
Iwantsch 1980), deve oferecer condi¢des para 0 sucesso reprodutivo do inimigo natural.
A compreensdo da relacdo entre parasitoides e seus hospedeiros envolve estudos
comportamentais e bioldgicos (Chen et al. 2016, Saadat et al. 2016) e 0 conhecimento
do processo reprodutivo de inimigos naturais é importante para o controle biolégico
(Togashi & Itabashi 2005, Andrade et al. 2012, Hegazi et al. 2013).

O sistema reprodutivo feminino de insetos é composto, basicamente, por um par
de ovarios, ovidutos laterais e comum, espermateca e glandulas acessérias (Nacro et al.
2008, Andrade et al. 2012, Liu et al. 2014), embora variagdes ocorram em alguns
grupos (Paoli et al. 2014). O ovario é constituido por ovariolos, estruturas responsaveis
pela formacao e desenvolvimento dos ovdcitos, e que variam em numero, nos diferentes
grupos de espécies (Togashi & Itabashi 2005). Ovariolos sédo meroisticos, com células
nutridoras associadas aos ovos em desenvolvimento, ou panoisticos, com o
desenvolvimento dos ovos ndo dependendo dessas células (Irles & Piulaks 2014). A
maioria das ordens de insetos, incluindo Hymenoptera, possui ovariolos meroisticos que

podem ser telotréficos, com células nutridoras se concentrando no apice do ovariolo e se
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comunicando com o0s ovdcitos por corddes; ou politroficos, quando cada ovocito se
associa diretamente com essas células nos foliculos (Buining 2005).

A formagdo dos ovos em parasitoides inicia-se em suas formas imaturas, antes
da emergéncia dos adultos, e esses organismos apresentam duas estratégias de
maturacdo dos ovos. Parasitoides pro-ovigénicos tem ovos, completamente,
desenvolvidos na emergéncia dos adultos e 0s sinovigénicos apresentam ovos em
processo de maturacdo durante a fase adulta (Jervis et al. 2008, Pourian et al. 2015).
Fatores externos, como 0 acesso a alimentacdo ou ao hospedeiro para oviposicao,
podem afetar a taxa de maturacédo de ovos (Hegazi et al. 2013, Zhang et al. 2014). No
entanto, a influéncia do hospedeiro na ovogénese de parasitoides precisa ser melhor
estudada.

O objetivo deste trabalho foi comparar a morfologia e a ultraestrutura do
aparelho reprodutivo feminino e a ovogénesePdeelaeisiscriado nos hospedeiros
Diaphania hyalinata(Linnaeus, 1767) (Lepidoptera: CrambidaeYenebrio molitor

Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Criagdo dos insetos

Individuos deP. elaeisisD. hyalinatae T. molitor foram obtidos do Laboratorio
de Controle Biol6gico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV) em Vicosa,
Estado de Minas Gerais, Brasil.
Adultos deP. elaeisisforam alimentados com mel em tubos de vidro (14,0 x 2,2 cm),
em sala com temperatura de 25 %C2 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de 12

horas. Apds 72 horas da emergéncia quatro fémeas desse parasitoide foram colocados
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por pupa dd. molitor.
Adultos e larvas d&. molitor foram mantidos separadamente em bandejas de plastico
(60 cm de comprimento x 40 cm de largura x 12 cm de altura) com temperatura de 25 +
1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e 12 h de fotofase. Esses insetos foram alimentados
ad libitumcom farelo de trigo (12% de proteina, 2% de lipideos, 75% de carboidratos e
11% de minerais/acucar), cadeacucarSaccharum officinarurh. (Poaceae) e frutos
de chuchuSechium edulélacq.) Swartz (Cucurbitaceae) (Zanuncio et al 2008). Folhas
de papel foram colocadas sobre o substrato para evitar o estresse dos adultos e facilitar a
oviposicéo.

Larvas deD. hyalinataforam criadas em sala com temperatura de 25G; 70
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 12 horas, em potes plasticos (19 cm de
diametro e 10 cm de altura) tampados com teembe alimentadasd libitum com
folnas de chuchiB. edule.Adultos foram transferidos para gaiolas com folhas de
abdbora Cucurbitapepg (Cucurbitaceae) para oviposicdo. Pupa®dayalinatae T.

mditor, sem amputagdes ou malformagdes aparentes, foram utilizadas nos bioensaios.

2.2. Geragéo dePalmistichus elaeisis nos diferentes hospedeiros

Quatro fémeas d@. elaeisiscom 72 horas de idade, criadas &mmolitor,
foram expostas por 24 horas a uma pupd.d@olitor ou deD. hyalinataem tubo de
vidro (14 x 2,2 cm) com uma gota de mel como alimento e tampado com algodao, em
sala com temperatura de 25 +°Q e fotofase de 14 horas, por repeticdo. Quinze
repeticbes foram realizadas por hospedeiro. Os tubos foram mantidos nessas condi¢cdes

até a emergéncia do parasitoide ou do hospedeiro.
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2.3.  Microscopia de Luz

Ovérios de 30 fémeas d& elaeisis emergidas dé®. hyalinatae 30 deT.
molitor, foram dissecados em solucao salina para insetos (0,1 M NaCl + 0, LROKH
+ 0,1 M NaHPQO,) e transferidas para solugéao fixadora de Zamboni (Stefanini et al.
1967) por 12 h a5 °C, apos seis, 12 e 24 horas da emergéncia dos adultos. A seguir, as
amostras foram desidratadas em série crescente de etanol (70, 80, 90, e 95%)
embebidas em historesina JB4 (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA,
USA) por 24 horas. Os cortes (&1 de espessura) foram realizados em microtomo, as
secdes coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscopio de luz Olympus

BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

3. RESULTADOS
O aparelho reprodutor feminino & elaeisis criado emD. hyalinatae emT.
molitor, € composto por um par de ovarios com quatro ovariolos cada um, um par de
ovidutos laterais que convergem para o oviduto comum, um par de glandulas acessorias
e uma espermateca. Os ovarios sdo do tipo meroistico politréfico, com células
nutridoras que se comunicam com 0s ovdcitos por pontes intercelulares (Figura 1F
Fémeas d®. elaeisis recém-emergidas d2. hyalinatae T. molitor, seis horas
apos a emergéncia, apresentaram foliculos com células nutridoras bem desenvolvidas e
ovacitos com deposicao de vitelo (Figura 1A, B). Ovdcitos de fémeas originadas de
molitor foram maiores que as células nutridoras em todos os intervalos de tempo
avaliados. Por outro lado, a diferenca de tamanho entre ovocitos e células nutridoras em
fémeas originadas de. hyalinatafoi menor. Os ovocitos aumentam de tamanho e se
tornam mais alongados com o processo de maturagao (12 horas) (Figura 1 C, D). O

desenvolvimento dos ovos foi mais rapido em fémeas originadasna@itor que, apos
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24 horas da emergéncia, apresentaram ovos completamente desenvolvidos, com cdrion
formado (Figura 1E). Por outro lado, fémeas adultas originadBs lagalinatatinham
seus ovOcitos em processo de coriogénese e células nutridoras ainda em

desenvolvimento (Figura 1F).

4.  DISCUSSAO

O conhecimento do processo reprodutivo de inimigos naturais € fundamental
para programas de controle biolégico. A estratégia de maturagdo dos ovos e o
desenvolvimento ovariano sao importantes para o planejamento da liberacdo dos
parasitoides em campo (Liu et al. 2014, Hegazi et al. 2007).

O aparelho reprodutivo d®. elaeisis composto por um par de ovarios
meroisticos politroficos € tipico de Eulophidae (Liu et al. 2014). A anatomia do aparato
reprodutivo com quatro ovariolos por ovario reforca resultados anteriores para esse
parasitoide criado enfi. molitor (Andrade et al. 2012) e sugere que sua estrutura nao
dependa do hospedeiro. No entanto, o nimero de ovariolos pode variar por grupo de
insetos e, mesmo, entre individuos da mesma esp&rituria canescen&ravenhorst,

1829 (Hymenoptera: Ichneumonidae) Dastarcus helophoroideg¢Fairmaire, 1881)
(Coleoptera: Colydiidae) apresentaram variagdo no numero de ovariolos proporcional
ao tamanho do corpo da fémea (Eliopoulos et al. 2003, Togashi & Itabashi 2005). No
entanto, o tamanho do corpo parece nao afetar o nUmero de ovarioksetamisis

pois suas fémeas foram menores quando emergid®s Hgalinatae maiores de.

molitor (Cap. 1- dados néo publicados), mesmo com quatro ovariolos cada uma.

O maior tamanho dos ovécitos em relagcéo as células nutridoras em fénkeas de
elaeisiscriadas conT. molitorindica que o desenvolvimento dos ovos foi mais rapido

nesses individuos, em relacado aqueles criadosxdmyalinata Ovécitos sdo menores
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gue as células nutridoras, no inicio da ovogénese, e se tornam maiores no decorrer do
processo com a deposicédo de vitelo (Caperucci et al. 2007, Yamani et al. 014).
diferenca no desenvolvimento dos ovocitosPdelaeisiscriado comD. hyalinatae T.

molitor ndo foi relacionada a alimentacdo das fémeas adultas do parasitoide, que
receberam a mesma dieta com mel. O desenvolvimento dos ovos em insetos € um
processo com sintese e alocacao intensa de proteinas (Maruyama et al. 2015). Além da
vitelogenina, principal fonte proteica para o ovocito, produzida no corpo gorduroso e
levada pela hemolinfa aos ovocitos (Yang et al. 2014), as células do epitélio folicular
sintetizam a casca do ovo, formada basicamente por proteinas (Irles & Piulaks 2011).
Essas macromoléculas sao obtidas pelos parasitoides durante a alimentacdo e fontes
maiores de proteina favorecem o desenvolvimento mais rapido de ovos. Além disso, o
suprimento proteico, como do hospeddiranolitor, grande fonte de proteina (J6zefiak

et al. 2016), pode melhorar o desempenho reprodutivo de parasitoides sinovigénicos
(Soyelu & Waladde 2013). A dieta de molitor, com canae-acucar, farelo de trigo e
chuchu é rica em proteina (Miranda et al. 2015, Ertl et al. 2016), enquanto as folhas de
chuchu oferecidas as larvas@ehyalinatasao limitadas nesse composto organico (Rao

et al. 1990). Portanto, a alta disponibilidade de proteinak. enolitor parece favorecer

o desenvolvimento, acelerando a maturacdo dos ovd3. @daeisis completamente
formados 24 horas apés a emergéncia.

O aparelho reprodutivo de fémeasRleelaeisiscom um par de ovarios, quatro
ovariolos meroisticos politréficos, glandulas acessorias, ovidutos laterais e comum e
espermateca esta, completamente, formado e funcional nas primeiras horas da vida
adulta das fémeas. O desenvolvimento e maturacdo dos ovos, mais rapido em adultos
criados eml. molitor que emD. hyalinatg € importante para a criacido massal e para

determinacao do periodo ideal de liberagéo desse parasitoide em campo.
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Figura 1: Ovogénese dealmistichus elaeisiHymenoptera: Eulophidae) criado com
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) (a,c,e) Biaphania hyalinata
(Lepidoptera: Crambidae) (b,d,f) apos 6 (a,b), 12 (c,d) e 24 (e,f) horas da emergéncia
dos adultos. Foliculo (F), células nutridoras (NC), ovécito (O), ponte intercelular (seta),
corion (C).
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CONCLUSOES GERAIS

Fémeas d@. elaeisiscom 72 horas idade ovipositaram em todas as pup@s de
hyalinata e T. molitor A emergéncia foi semelhante entre ambos hospedeiros, que
promoveram o completo desenvolvimento do parasitoide. O tamanho do corpo dos
individuos deP. elaeisiscriados comT. molitor foi maior que aqueles criados cdn
hyalinata que possibilitou a emergéncia dos adultos em menor tempo. O tamanho da
prole, a razédo sexual e a longevidade dos adultos ndo diferiram entre os hospedeiros.

A estrutura do aparelho reprodutivo feminino Bleelaeisiscom um par de
ovarios e de glandulas acessoérias, ovidutos laterais e comum e espermateca, foi
semelhante entre individuos criados c@n hyalinata e T. molitor. Cada ovario
apresentou quatro ovariolos do tipo meroistico politréfico. O desenvolvimento dos ovos
do parasitoide foi mais rapido em fémeas criadas donmolitor, completamente
formados 24 horas apds a emergéncia dos mesmos.

Este trabalho contribuiu para aumentar o conhecimento da reprodugdo de
elaeisisem hospedeiros alternativos para a criacdo massal e forneceu informacdes sobre
o desenvolvimento dos ovos, que auxiliam no planejamento da liberacdo desse

parasitoide em programas de controle biolégico.
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