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espessura do pélo em relagdo ao coérion (10.500 x) (cm = camada de muco; end
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escuros); C. pupas no inicio do desenvolvimento (estagio de olhos vermethos);
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CRIACAO IN VITRO DE Trichogramma galloi ZUCCHI, 1988 E T. pretiosum
RILEY, 1879 (HYM.: TRICHOGRAMMATIDAE): DESENVOLVIMENTO DE
UM OVO ARTIFICIAL E APRIMORAMENTO DE DIETAS ARTIFICIAIS.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo desenvolver um substrato artificial, que pudesse,
além de acondicionar a dieta artificial, servir como substrato de postura e
desenvolvimento de Trichogramma galloi Zucchi, 1988 e T. pretiosum Riley, 1879.
Paralelamente, buscou-se o aprimoramento de dietas artificiais previamente desenvolvidas
para essas espécies. Para o desenvolvimento do ovo artificial foram realizados estudos
basicos, como: 1) dura¢fio do desenvolvimento imaturo; 2) caracterizagdo de sensilos das
antenas e ovipositor de 7. galloi e T. pretiosum, responsdveis pelo reconhecimento e
aceitagdo do hospedeiro; 3) determinagfio da estrutura fina do coérion dos diversos
hospedeiros; 4) comportamento de parasitismo de 7. galloi e T. pretiosum em vérios
hospedeiros e 5) selecdo de polimeros plasticos para a confecgdo de ovos artificiais. Apds
a selegdo do polimero plastico, avaliou-se 0 melhor tamanho do ovo artificial, bem como
a densidade de fémeas do parasitdide a ser utilizada por ovo artificial. Foram
desenvolvidas 36 dietas, contendo como nutriente basico hemolinfa de lagartas ou
holotecidos pupais derivados de quatro espécies de insetos, associados a diferentes
proporgdes de gema de ovo, soro fetal bovino, meio de Grace, hidrolisado de

lactoalbumina, solugio de extrato de levedura e Yeastolate®. Foram testadas varias
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formas de extragdo de holotecidos pupais, além da melhor idade de pupas para a sua
obtengdo. Também foi avaliada a aceitagdo e o desenvolvimento de diferentes linhagens
de T. pretiosum em ovos artificiais. Os resultados indicaram que o estimulo fisico,
fornecido pela textura da superficie do polimero plastico, foi suficiente para a aceitagio
dos ovos artificiais por 7. pretiosum e T. galloi. Membranas de polietileno de 7-8 ¢ 9-10
pm de espessura foram as mais adequadas para o desenvolvimento de ovos artificias.
Ovos com 5 mm de didmetro foram selecionados parg a criacio in vitro por propiciarem
o maior parasitismo, além de permitirem o desené/olvimento do maior ntmero de
individuos devido & possibilidade de utilizagio de maior volume de dieta. A densidade de
fémeas do parasitéide por ovo artificial selecionada foi a de 6 fémeas: ovo, devido a
obtengdo de 100% de parasitismo com o maior nimero de ovos do parasitdide por ovo
artificial. 7. galloi e T. pretiosum se desenvolveram até o estdgio adulto em 11 das 36
dietas estudadas. As dietas que resultaram em melhor desenvolvimento dos parasitdides
foram aquelas compostas por holotecidos pupais de D. saccharalis, contando com a
adicdo de hidrolisado de lactoalbumina e de extrato de levedura. Os adultos criados
nessas dietas artificiais apresentaram caracteristicas bioldgicas (capacidade de
parasitismo, longevidade), comportamentais e morfologicas (tamanho) comparaveis
aquelas de insetos criados em ovos dos respectivos hospedeiros naturais ou alternativos.
A idade da pupa do hospedeiro afetou a qualidade nutricional do meio, ndo ocorrendo o
desenvolvimento do parasitéide em dietas formuladas com holotecidos de pupas em
estdgio de desenvolvimento préximo a emergéncia dos adultos. O parasitismo € a
viabilidade do periodo pré-imaginal foi variavel dependendo da linhagem de 7. pretiosum

analisada.
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IN VITRO REARING OF Trichogramma galloi ZUCCHI, 1988 AND T. pretiosum
RILEY, 1879 (HYM.: TRICHOGRAMMATIDAE): DEVELOPMENT OF AN
ARTIFICIAL HOST EGG AND IMPROVEMENT OF ARTIFICIAL DIETS.

Author: FERNANDO LUIS CONSOLI

Advisor: Prof. JOSE ROBERTO POSTALI PARRA

The main goal of this research was to develop an artificial host egg to be useful
not only as a container but also as a host, allowing parasitization and development of
Trichogramma galloi and T. pretiosum, as well as to improve previously developed
artificial diets. Basic research was performed in order to develop an artificial host egg,
especially that involving the parasitoid immature development, the antennal and
ovipositor sensillar structures of 7. galloi and T. pretiosum females related with host
recognition and acceptance, the chorionic fine structure of hosts that are commonly
parasitized by these species, the parasitization behavior of 7. galloi and T. pretiosum on
natural and factitious hosts and the selection of plastic membranes to manufacture
artificial host eggs. After the selection of this membrane, it was evaluated the best size for
the artificial egg and the parasitization pressure (number of females/artificial egg) to get
the ideal parasitization for the development of both parasitoids. Thirty-six artificial diets
were developed using larval hemolymph or pupal holotissues derivated from many host
species as the main component, mixed with different proportions of egg yolk, bovine fetal
serum, Grace’s medium, protein hydrolisates, yeast extract solution and Yeastolate®. It
was also tested different ways of extracting pupal holotissues as well as the best pupal
stage to do it. The acceptance of the artificial eggs by different 7. pretiosum strains was

also evaluated. Our results show the physical stimulus from the texture of the plastic egg



surface was enough to elicit host acceptance by 7. galloi and T. pretiosum. Seven to
eight and 9-10 pum thick polyethylene where the most adequated membranes to produce
artificial eggs. Artificial eggs of 5 mm in diameter were selected for the in vitro rearing
process because they allow the utilization of the highest volume of diet. Hundred percent
of parasitization of artificial eggs and the higher number of parasitoid eggs/artificial egg
(number ranging from 9 to 87 determined as the ideal number of parasitoids to develop in
1 pl of artificial diet) were found when using 6 females for each artificial host egg. T.
galloi and T. pretiosum successfully developed on 11 out of the 36 diets tested for each
parasitoid. Diets composed of pupal holotissues from D. saccharalis, egg yolk, bovine
fetal serum, yeast extract solution or lactoalbumin hydrolisates allow the best
development of 7. galloi and T. pretiosum. Parasitoid adults reared on artificial diets
showed biological (parasitization capacity), behavioural, and morphological (size) traits
comparable with adults emerged from the natural or the factitious hosts. The quality of
the artificial diet was affected by the pupal age. Diets composed with holotissues from
aged pupae did not allowed the complete development of the parasitoids. The
parasitization of artificial eggs and the immature stage survivorship of different strains of

T. pretiosum were quite different.



1. INTRODUCAO

O sistema de criag@o de um inimigo natural para programas aplicados de controle de
pragas ¢ de fundamental importéncia para a viabilizagdo desse organismo como um agente
biol6gico de controle. Esse sistema de criagdo deve permitir a obtengdo de um grande numero
de individuos, com a minima mao-de-obra e a um custo compativel aos beneficios alcangados
com a sua utilizagdo. No caso de insetos entomofagos, como parasitéides e predadores, onde
o sistema de produgdio do agente requer, necessariamente, a criagdo de um segundo
organismo (hospedeiro ou presa), os custos de tal criagio podem inviabilizar o uso desses
insetos em programas de controle em areas extensas, principalmente quando o inseto é
utilizado em liberagdes inundativas (Consoli & Parra, 1997a).

Parasitoides de ovos do género 7richogramma sdo um exemplo onde o sistema de
produg@o € dependente da criagdo de um segundo inseto. Nesse caso, porém, a possibilidade
de utilizagdo de hospedeiros alternativos (diversas espécies de tragas de graos armazenados)
na produgfo massal de 7richogramma, aliada a sua eficiéncia no controle de inimeras pragas,
nos mais diversos agroecossistemas, tornam esse inseto um dos organismos mais requisitados
em programas de controle bioldgico em todo o mundo. Apesar da existéncia de técnicas bem
estabelecidas na produgio de 7richogramma sobre hospedeiros alternativos (criagdo in vivo),
um novo sistema de criac@o desse parasitoide vem sendo desenvolvido, onde se prescinde da
criagdo da espécie hospedeira, passando-se a utilizar dietas artificiais (criagdo in vitro) para a
produc¢do do mesmo, reduzindo-se, assim, varias etapas do processo de criagdo. Dos paises
que iniciaram as pesquisas de criagdo in vitro de Trichogramma no final da década de 70,
apenas a China domina essa técnica de produgdo em larga escala, o que permite a liberagdo de
insetos em areas extensas, para o controle das mais diversas pragas. Paises como Franga,

EU.A. e, recentemente, o Brasil também buscam o desenvolvimento e aprimoramento dessa



nova técnica de criagdo, que proporcionara, indubitavelmente, grandes avangos no sistema de
criagdo de parasitoides (Grenier, 1997).

No entanto, varios sdo os problemas a serem solucionados para que a criagdo in
vitro possa ser utilizada rotineiramente como um sistema de produgdo desse inimigo natural
em larga escala. Ainda sdo necessarios estudos sobre a anatomia, fisiologia e nutricio do
parasitoide, além de estudos da relagdo entre o hospedeiro e o parasitdide. Assim, esse
trabalho teve por objetivo realizar estudos bésicos do desenvolvimento imaturo, estrutura das
antenas e ovipositor de 7richogramma galloi Zucchi, 1988 e Trichogramma pretiosum Riley,
1879, como também verificar a estrutura e as caracteristicas de varios de seus hospedeiros,
para o desenvolvimento de um "ovo artificial” para a criagdo in vitro desses insetos.
Paralelamente ao desenvolvimento desse "ovo artificial", buscou-se o aprimoramento de dietas

artificiais para a criagio desses parasitoides.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criacfo in vitro de parasitoides

Os primeiros trabalhos buscando a criagio de parasitdides em dietas artificiais
estavam relacionados a estudos de biologia, fisiologia e nutri¢do desses insetos (House,
1954abc; House & Barlow, 1964; Thompson, 1974, 1975, 1976, 1977, 1979; Grenier et al.,
1974, 1975, 1978). Prell (1915) foi o primeiro a tentar a criagio de um parasitéide,
Parasetigena agilis (Rob. - Desv.) (Dip.: Tachinidae), em dieta artificial para estudos de
biologia. Shannon (1923) alcangou resultados positivos ao criar Sarcophaga cimbicis (Ins.)
e Sarcophaga sarracenoides (Ald.) (Dip.: Sarcophagidae) em meios oligidicos! Os estudos
de exigéncias nutricionais de Agria affinis (Fallen) (Dip.: Sarcophagidae) iniciados por
House & Traer (1948) e House (1954abc) permitiram um maior desenvolvimento das
pesquisas nessa area. Entretanto, o interesse pela utilizag8o dessa técnica de criagio para a
produg@io de insetos para uso em programas de controle bioldgico comegou a aumentar na
década de 70, quando alguns parasitéides da Ordem Hymenoptera foram criados com
sucesso em meios artificiais (Yazgan & House, 1970; Hoffman et al., 1975; Guan ef al.,
1978).

'Os estudos para o estabelecimento de técnicas de criagfio in vitro de parasitoides ja
permitiram o desenvolvimento de 71 espécies de parasitoides, obtendo-se adultos em 53
espécies. As pesquisas sdo concentradas nas Ordens Diptera (16 espécies) e Hymenoptera
(55 espécies), sendo que esta ultima apresentou o maior numero de casos bem-sucedidos’
(Tabela 1). Apesar da existéncia de varios fatores limitantes na criagdo in vifro de
parasitéides, como falta de conhecimento das relagdes fisiologicas existentes entre
hospedeiro e parasitdide, exigéncias nutricionais e fisiologia do desenvolvimento, vérios
deles podem ser criados por geragdes sucessivas em meios artificiais (House & Traer,

1948, Arthur & Coppel, 1953; Smith, 1958; Gao et al., 1982; Guerra et al., 1993).
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O interesse por essa nova técnica de produgdo resultou na publicagdo de algumas
revisdes sobre o assunto, com diferentes abordagens (Mellini, 1975; Greany, 1986; Grenier
et al., 1986, 1994; Thompson, 1986; Campadelli & Dindo, 1987; Bratti, 1990;
Yazlovetsky, 1992; Grenier, 1994).

2.1.1 Estimulantes e substratos para oviposi¢io

Ovos e/ou larvas neonatas de parasitoides para a criagdo em dietas artificiais eram
obtidos, na grande maioria dos trabalhos, através da dissecacfio do hospedeiro para a
retirada e posterior inclusio dos mesmos em meio artificial. Essa forma de obtengfo dos
estagios iniciais foi utilizada para parasitoides de ovos, de larvas e de pupas (Bouletreau,
1968; Hoffman er al, 1975; Grenier, 1979; Nettles et al., 1980; Bonnot e al., 1984,
Greany, 1986; Bratti & Monti, 1988; Dindo, 1990; Parra & Consoli, 1992). Essa técnica,
no entanto, além de ser extremamente trabalhosa, inviabilizaria o processo de produgdo in
vitro, pois ainda seria necessaria a manutencfo de criagdes do hospedeiro. Para facilitar
esse processo haveria a necessidade de se desenvolverem substratos artificiais que fossem
atrativos aos parasitoides, permitindo a facil coleta dos ovos. Outros autores ainda
buscaram solucionar esse problema, obtendo formas imaturas recém-eclodidas dos
parasitdides pela incubagfio extra-uterina de seus ovos (Grenier, 1979; Mellini &
Campadelli, 1988).

Arthur ef al. (1969) foram os primeiros autores a relatar a existéncia de compostos
quimicos na hemolinfa do hospedeiro, que funcionariam como estimulantes de oviposi¢éo
para o parasitoide Itoplectis conquisitor (Say) (Hym.: Ichneumonidae). A fragdo
responsavel pela indugfio da oviposi¢io desse parasitdide foi isolada da hemolinfa de pupas
de Galleria mellonella (Stainton) (Lep.: Pyralidae), sendo caracterizada por apresentar peso
molecular ao redor de 7.000 daltons. Essa caracteristica indicava que o componente ativo
poderia ser de carater protéico, possivelmente um polipeptideo. Estudos subseqiientes,
utilizando tubos de parafilme como substrato de postura, indicaram que os aminoécidos
alanina, em altas concentragbes, ou arginina, em baixas concentracdes, adicionados
individualmente & serina, resultavam em maior indug8o da postura por esse parasitdide. A

lisina apresentou eficiéncia em amplo intervalo de concentragdes, sendo a treonina o inico



aminoacido a ser ineficaz na indugdo do parasitismo por I. conguisitor. fons como Na* e
Mg*? (estimulantes), Ca* e P* (inibidores) e K' (indiferente) também influenciaram a
oviposigdo desse parasitdide (Arthur er al., 1972).

¥ Os primeiros trabalhos buscando a oviposi¢do de Trichogramma em substratos
artificiais (Rajendram & Hagen, 1974; Rajendram, 1978ab) empregaram adaptagbes de
técnicas desenvolvidas para a alimentacfo de predadores (Hagen & Tassan, 1963). Esse
procedimento também foi utilizado para a obtengio de ovos de Lysiphlebus fabarum
(Marshall) (Hym.: Braconidae) (Rotundo ef al., 1988). Essa técnica permitia a confec¢éo de
glébulos de parafina:vaselina (3:1), que eram processadas da seguinte forma: 1) 0,5 g da
mistura parafina:vaselina, adicionada a 13 ml da solugdo teste, aquecida em temperatura
proxima ao ponto de fusfo da parafina (45-50°C); 2) uma pipeta Pasteur era imersa nesse
liquido; 3) posteriormente, a pipeta era tocada em um filme de parafilme, onde os globulos
de parafina:vaselina eram depositados. Esse processo resultava na obtengfo de globulos de
2-3 mm de didmetro por 1,5-2,0 mm de altura.

Através da utilizag@io destas esferas de parafina:vaselina, para a encapsulagio de
componentes estimulantes de oviposigdo, foi verificado o efeito da 4gua destilada, solug&o
fisiolégica, mistura de aminoédcidos e sais de Neisenheimer como estimulantes de
oviposiggo, além do material utilizado para a confecgfo dos "ovos artificiais" e a proporgéo
ideal de Trichogramma californicum Nagaraja & Nagakartti (Hym.: Trichogrammatidae) a
ser utilizada para o parasitismo desses ovos. N&o ocorreu o parasitismo de 7. californicum
em solugdes de NaCl com concentragdo diferente & do intervalo entre 0,43% e 1,28%,
sendo necessario um numero minimo de 48 fémeas/"ovo artificial" para que a postura
ocorresse. Materiais com elevado ponto de fusdo (> 70°C) afetaram o comportamento de
parasitismo desse inseto, principalmente pela restrigdo a penetragdo do ovipositor, devido a
sua resisténcia e viscosidade. Ceras com ponto de fusio intermediario (48°C) permitiram os
melhores resultados (Rajendram & Hagen, 1974; Rajendram 1978ab).

Os estudos realizados para I conguisitor, que constataram a existéncia de
compostos quimicos na hemolinfa de insetos que induziam a oviposi¢do (Arthur ef al,
1969, 1972; Hegdekar & Arthur, 1973), levaram ao desenvolvimento do mais eficiente

meio estimulante para a oviposi¢do de 7. pretiosum Riley e T. minutum Riley (Hym.:
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Trichogrammatidae), através da andlise quimica da composi¢do da hemolinfa e dos
holotecidos de lagartas de Heliothis spp. (Nettles et al., 1982, 1983). O meio estimulante
era composto de uma mistura dos sais KCI-MgSO, em concentragdes superiores em cerca
de 50% aquela apresentada pelos holotecidos de Heliothis spp. Uma avalia¢io sobre o
papel dos fons na indugio da oviposi¢do de 7. pretiosum e T. minutum sugeriu que o fon K*
atuou como estimulante, sendo 0 Mg** um agente sinérgico (Nettles ef al., 1982, 1983). A
adi¢do de compostos como glicose e hidrolisado de caseina a solugdo de KCI-MgSO, € o
fon NH" inibem drasticamente a oviposi¢io de T. pretiosum (Nettles et al., 1985).
Aminoacidos também podem ser fortes indutores da oviposicio de 7. dendrolimi
Matsumara (Hym.: Trichogrammatidae). Esse parasitide foi estimulado a ovipositar em
solugfio composta de leucina, fenilalanina e isoleucina. Os resultados obtidos com misturas
desses aminodcidos foram sempre superiores aos obtidos quando os mesmos eram
empregados isoladamente (Qin & Wu, 1988).

Vaérios autores utilizaram o préprio meio artificial de desenvolvimento do
parasitéide como meio estimulante de oviposi¢do para Trichogramma (Liu et al., 1979;
Gao, 1982; Liu & Wu, 1982; Li er al., 1988; Grenier & Bonnot, 1988; Li, 1989, 1992),
sendo que Grenier ef al. (1993) ainda utilizaram um cairomdnio de contato para a atragéo
de fémeas de T. brassicae Voegelé (Hym.: Trichogrammatidae), composto de extrato de
escamas de Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lep.: Pyralidae), que era aplicado a superficie de
deformagdes semi-esféricas impressas em peliculas plasticas de polietileno (20-30 um de
espessura). A utilizagiio desse extrato permitiu um aumento de 15 vezes na oviposigéo
desse parasitdide.

Os substratos mais comuns utilizados para a oviposi¢do de 7richogramma, os
quais também serviram ao desenvolvimento pré-imaginal do parasitéide, sdo formados por
inimeros polimeros plésticos (polietileno, polipropileno, silicone-carbamato) deformados
mecanicamente para que se obtenha uma semi-esfera na superficie superior desse plastico,
funcionando, assim, como "ovo artificial”. Existe uma relagdo de preferéncia entre a
espécie do parasitéide e o tipo € espessura da membrana plastica utilizada, determinada
provavelmente pelo comprimento do ovipositor das fémeas de Trichogramma e pelas

caracteristicas fisicas dessa membrana, como textura, resisténcia e elasticidade. T
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dendrolimi, T. cordubensis Vargas, T. closterae Pang & Chen e T. confusum Viggiani
(Hym.: Trichogrammatidae) preferiram ovipositar em membranas de polietileno e
polipropileno mais espessas, variando de 34-65 pm e 32-36 um, respectivamente. Espécies
como 1. nubilale Ertle & Davis, T. chilotrae Nagaraja & Nagarkatti, 7. japonicum
Ashmead, 7. evanescens Westwood, T. ostringe Pang & Chen, T. pretiosum, T.
embryophagum Hartig, T. cacoeciae Marchal, T. nagarkatti Voegelé e T. trjapitzini
Sorokina (Hym.: Trichogrammatidae) apresentaram maior postura em peliculas de
polietileno de 10-18 um (Li et al., 1988; L1, 1989), sendo que a oviposigdo de 7. brassicae
foi obtida em pelicula plastica de polietileno de 20-30 pm (Grenier et al., 1993). Morrison
et al. (1983) foram os tnicos a relatar a postura de 7. pretiosum em uma pelicula plana de
silicone-carbamato.

Para a obtengio de ovos de Ooencyrtus pityocampae (Mercet) (Hym.:
Encyrtidae), foram utilizadas membranas plasticas de PVC (0,1 mm), vinil acetato e
polietileno (40 pm de espessura), sendo o parasitismo nas duas ultimas membranas
plasticas bem superior aquele obtido no PVC (Battisti et al., 1990; Masutti et al., 1991).

Tilden & Ferkovich (1988) foram os primeiros a relatar um substrato artificial
para a coleta de ovos de um parasitdide larval, Microplitis croceipes (Cresson) (Hym.:
Braconidae). Esses autores solucionaram a exaustiva tarefa de obtengdo de ovos de M.
croceipes, pela dissecagdo de lagartas do hospedeiro, através da utilizagdo de uma solugéo

de agarose a 0,75%, com adi¢io de hemolinfa como estimulante de oviposig#o,

2.1.2 Dietas artificiais

As dietas artificiais utilizadas na criagdo in vitro de parasitéides sdo muito
variaveis, podendo ser utilizados meios oligidicos, meridicos e holidicos, de acordo com a
terminologia empregada para dietas de insetos fitéfagos (Dougherty, 1959).

Os meios oligidicos sdo os mais comumente utilizados, sendo compostos por
materiais de composi¢do quimica ndo definida (matéria crua). Para parasitéides da Ordem
Diptera, esses meios foram compostos por homogeneizado de figado e carne de porco para
A. affinis (Housé & Traer, 1948), homogeneizado de pupas de G. mellonella para
Pseudogonia rufifrons Wiedman (Dip.: Tachinidae) (Bratti & Monti, 1988), hemolinfa de
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lagartas de Manduca sexta (Cresson) (Lep.: Sphingidae) e residuos de soja (Fi-Pro®) para
Palexorista laxa (Curran) (Dip.: Tachinidae) (Bratti & Nettles, 1989).

Esse tipo de dieta também é predominante para os parasitdides da Ordem
Hymenoptera, consistindo basicamente de componentes derivados do hospedeiro, seja
hemolinfa de larvas ou pupas e holotecidos de pupas, tendo sido utilizada nas cria¢6es de
Pteromalus puparum 1.. (Hym.: Pteromalidae) (Bouletreau, 1968, 1972, Hoffman et al.,
1973), Pimpla instigator Fabr. (Hym.: Ichneumonidae) (Awuitor et al., 1984), Brachimeria
intermedia (Nees) (Hym.: Chalcididae) (Dindo, 1990), T. pretiosum (Hoffman et al., 1975)
e Dibrachys cavus Walker (Hym.: Braconidae) (Li, 1992). Entre os Hymenoptera, apenas
Pimpla turionellae (L.) (Hym.: Ichneumonidae) foi criada em meio composto por tecidos
derivados de vertebrados (figado de porco + solugdo aquosa de cloreto de sédio).

No entanto, certos componentes foram adicionados & hemolinfa ou holotecidos do
hospedeiro para o desenvolvimento de outros insetos. Vérias espécies de Trichogramma e
Anastatus japonicus Ashmead (Hym.: Eupelmidae) foram criados com sucesso até o
estagio adulto, em dietas compostas de hemolinfa ou holotecidos de diversos Lepidoptera,
gema de ovo de galinha e solugio aquosa de leite em p6 (Liu et al., 1979; Li, 1982, 1989,
1992; Gao et al., 1982; Xie et al, 1986a; Dai et al, 1988; Parra & Consoli, 1992).
VariagBes na composi¢do dessa dieta foram obtidas com a adigdo de agua destilada,
solugdo salina de Neisenheimer, soro fetal bovino, soro de albumina boizina, malte e extrato
de ovos do hospedeiro, visando aumentar a viabilidade do desenvolvimento in vitro de
Trichogramma spp. (Xie et al., 1986b; Li et al., 1988; Grenier & Bonnot, 1988; Li, 1989;
Zhong & Zhang, 1989; Cénsoli, 1993). Esse meio artificial, desenvolvido inicialmente para
a criagdo de Trichogramma, serviu como base para o desenvolvimento de dietas para a
criagio de outros parasitdides, pertencentes a outras familias de Hymenoptera, como
Trissolcus basalis (Woll.) (Hym.: Scelionidae) (Volkoff et al., 1992), Bracon mellitor Say
(Hym.: Braconidae) e Catolaccus grandis (Burks) (Hym.: Pteromalidae) (Guerra, 1992),
Habrobracon hebetor (Say) (Hym.. Braconidae) e Telenomus dendrolimusi (Hym.:
Scelionidae) (Li, 1992).

Também foram desenvolvidas dietas oligidicas para Hymenoptera, livres de

componentes derivados de insetos. O. pytiocampae foi criado em meio composto de gema
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de ovo de galinha, hidrolisado de caseina e de levedura, trealose, solugdo de acido
ribonucléico, sais de Wesson, mistura vitaminica de Vanderzant e colesterol (Masutti ef al.,
1992).

As dietas meridicas, empregadas na criag8o in vitro de parasitdides, muitas vezes
eram compostas por meios oligidicos suplementados com uma série de substincias de
cardter quimico definido, como aminodcidos livres, carboidratos, 4cidos graxos, lipideos,
solu¢des vitaminicas, sais minerais, oligoelementos e meios artificiais utilizados na cultura
de tecido de células de insetos (Meio de Grace, IPL-52, Mitsuashi € Maramorosch, Hink
TN-HFK, Shields e Sang, BML-TC 10, entre outros). Nettles (1986a), através da adigfo de
farinha de soja ou Yeastolate™ + farinha de soja & dieta holidica desenvolvida por Nettles et
al. (1980), formulou inimeras dietas meridicas para o desenvolvimento de Eucelatoria
bryani Sab. (Dip.: Tachinidae). Esse mesmo parasitéide foi criado em diferentes meios
durante o estagio de desenvolvimento pré-imaginal. Assim, durante os primeiros instares
foi utilizada uma dieta meridica (Nettles, 1986a), sendo que, ao completarem o 3° instar, as
larvas eram transferidas para outro meio meridico, composto de farinha de soja, solugéo de
aminoacidos livres e gema de ovo (Bratti & Nettles, 1992). Fanti & Bratti (1991) também
criaram outro Diptera, P. rufifrons, em um meio meridico, que apresentava hemolinfa de
lagartas de M. sexta como um dos componentes basicos.

Para Hymenoptera, a grande maioria das dietas meridicas desenvolvidas traziam
em sua composi¢do meios de cultura de tecido como um componente basico. Assim, 0
meio de cultura de Grace foi utilizado em dietas meridicas para a criacdo de P. puparum
(Hoffman & Ignoffo, 1974), P. rufifrons (Baronio & Sehnal, 1980), T. confusum e T.
dendrolimi (Liu & Wu, 1982) e T. basalis (Volkoff et al., 1992). T. schoenobii foi criado
em dieta contendo 0 meio BML-TC 10, acrescido de soro fetal bovino, hemolinfa e gema
de ovo (Ding et al., 1980), sendo que 7. pretiosum (Strand & Vinson, 1985), Cotesia
marginiventris (Cresson) e Microplitis croceipis (Cresson) (Hym.: Braconidae) (Greany,
1986) foram criados em dietas contendo os meios IPL-52 B e IPL-41. O meio de Hink TN-
HFK, Shields & Sang e Mitsuashi & Maramorosch, ¢ MGM-443 foram empregados,
respectivamente, para a criagdo de Telenomus heliothidis Ashmead (Hym.: Scelionidae)

(Strand ef al., 1988), L. fabarum (Rotundo et al., 1988) e Oencyrtus nezarae Ishii (Hym.:
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Encyrtidae) (Takasu & Yagi, 1992). Outras dietas meridicas, que nfo apresentavam meios
de cultura de tecido como um dos componentes, também foram desenvolvidas para a
criagio de alguns parasitdides. Thompson (1980) testou cerca de 100 dietas meridicas para
a criagdio de B. intermedia, preparadas com cerca de 6% de proteinas, 2% de carboidratos,
0,5% de sais inorgénicos € 0,25% de vitaminas. Outros meios semi-sintéticos também
foram utilizados nas criagdes de O. pytiocampae, B. mellitor e C. grandis (Battisti et al.,
1990; Guerra et al., 1993).

Dietas holidicas foram desenvolvidas buscando principalmente o estudo das
exigéncias nutricionais desses parasitoides. Essas dietas permitem, muitas vezes, a
identificagdo de certos componentes bésicos, essenciais ao desenvolvimento do inseto em
estudo, os quais ndo podem ser sintetizados pelas vias metabodlicas normais do inseto ou
mesmo metabolizado, quando oferecido em estruturas mais complexas. As dietas holidicas
sdo formuladas exclusivamente por compostos quimicamente definidos, sendo utilizados
aminoacidos livres, vitaminas, sais minerais, sais inorganicos, carboidratos, lipideos, 4cidos
graxos e oligoelementos, entre outros. Essas dietas podem ser formuladas
"arbitrariamente”, ou contar com o auxilio de métodos de andlises quimicas mais
sofisticados, que permitem, através da analise da composi¢éo do hospedeiro (ovo, lagarta
ou pupa), determinar os niveis dos varios nutrientes que compdem o meio nutritivo de
desenvolvimento do inseto. Outro método possivel de ser empregado € a analise dos
componentes do corpo do parasitdide ("andlise de carcaga'), que permite uma estimativa
dos componentes nutricionais necessarios ao crescimento. A primeira dieta holidica
desenvolvida para a criag8o in vitro de um parasitdide, baseando-se em dieta oligidica para
A. affinis (House & Traer, 1948), era composta de solucio de aminoacidos livres, acido
ribonucléico, colesterol, dextrose, mistura de sais e vitaminas e resultou no
desenvolvimento completo desse parasitoide (House, 1954a). Essa mesma dieta permitiu
inimeros trabalhos sobre as exigéncias nutricionais de 4. affinis (House, 1954a,b,c,d;
House & Barlow, 1964; House, 1966) e o desenvolvimento de outros meios holidicos para
L congquisitor (Yazgan & House, 1970; Yazgan, 1972; House, 1978). Entretanto, dietas
holidicas desenvolvidas para a criagdo de Phryxe caudata (Rond.) e Lixophaga diairaeae

(Townsead) (Dip.: Tachinidae) contaram com andlises quimicas do hospedeiro € de
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estagios imaturos dos parasitéides (Grenier et al., 1974, 1975, 1978; Bonnot ef al., 1984).
Os vparasitdides Eucelatoria bryani Sab. (Dip.: Tachinidae), P. rufifrons, Exeristes
roborator (Fabr.) (Hym.: Ichneumonidae), Brachymeria lasus (Walker) e B. ovata (Say)
(Hym.: Chalcididae) e Pachycrepoideus vindemiae Rond. (Hym.: Pteromalidae) também
foram criados em meios artificiais sintéticos (Thompson, 1975, 1982, 1981a; Nettles et al.,
1980; Nettles, 1986a).

2.1.2.1 Dietas artificiais: consisténcia, pH e pressio osmotica

A consisténcia da dieta artificial esta diretamente associada 4 forma de
desenvolvimento do parasitoide. Ectoparasitdides (alguns Braconidae) e endoparasitéides
(Tachinidae) que apresentam sistema respiratorio peripnéustico, metapnéustico ou
anfipnéustico, ou seja, que dependem do suprimento de oxigénio por via dos espiraculos,
necessitam, obrigatoriamente, de um meio semi-sélido. No entanto, endoparasitdides que
apresentem respiragfo cutinea, onde a troca gasosa pode ser feita diretamente pela cuticula
em contato com o meio alimentar, podem ser criados em dietas liquidas ou semi-s6lidas
(Mellini, 1975). Assim, na criagéo de parasitéides em dietas semi-sdlidas, quando se faz
necessaria a utilizago de um agente gelatinizante (comumente agar), ha um outro
problema de origem morfoldgica, que € a estrutura do aparetho digestivo desses insetos.
Esses parasitoides apresentam o final do meséntero como local de armazenamento de todo
o residuo da digestdo do alimento, visto que a ligag@o dessa parte do aparelho digestivo
com o proctodéu s6 ocorrerd ao final do desenvolvimento pré-imaginal, quando entfio
poderdio ser eliminados, ou aguardardo a emergéncia dos adultos para tal. O acumulo de
substdncias inertes (agentes gelatinizantes) no meséntero, durante o estagio larval dos
parasitoides, poderia afetar seu desenvolvimento (Mellini, 1975; Yazlovetsky, 1992). Os
niveis de agentes gelatinizantes das dietas tém sido varidveis para os diversos parasitdides,
sendo de 0,25-0,5% para I conquisitor (Yazgan & House, 1970; House, 1978), 0,6% para
P. turionellae (Yazgan, 1981), 0,75% para 4. qaffinis (House, 1954a), 0,7% para L.
diatraeae (Grenier et al., 1978), C. grandis e B. mellitor (Guerra ef al., 1993), 1,0% para P.
rufifrons (Bratti & Monti, 1988), 0,5-2,0% para B. intermedia, B. lasus, B. ovata ¢ P.
vindemiae (Thompson, 1980) e 1,5% para E. bryani (Nettles ef al., 1980). Thompson
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(1975) utilizou a albumina que, quando denaturada pelo aquecimento do meio artificial,
conferia a dieta um aspecto granular, aumentando a consisténcia do meio.

Outros compostos foram testados na tentativa de se eliminar os efeitos
prejudiciais, causados por esses agentes gelatinizantes ao desenvolvimento dos
parasitdides. Foram testados componentes que permitissem a sustengdo das larvas dos
parasitéides na superficie de dietas liquidas, evitando, dessa forma, que elas morressem por
permanecerem submersas no meio artificial. Assim, foram utilizados o gel Sephadex G-50
e LH-20 (Thompson, 1975, 1980), residuos de soja Fi-Pro® (Bratti & Nettles, 1989) ¢
principalmente fibras de algoddo hidréfilo esterilizadas (Bratti & Nettles, 1992; Guerra et
al., 1993; Mellini ef al., 1993a).

A pressio osmotica da dieta artificial ¢ importante principalmente para os
endoparasitéides, que podem sofrer hipo ou hipertrofia dos tecidos se presentes em meios
hipertdnicos ou hipotdnicos, respectivamente. Na maioria das vezes, essas alteragdes
podem levar o inseto & morte. Apesar de alguns parasitéides suportarem grandes variagdes
nos valores de osmalaridade do meio artificial, como o caso de E. roborator, que se
desenvolve em dietas com osmolaridade de até 1700 mOsm, outros insetos s6 o fazem em
valores bem restritos, como B. lasus e P. vindemiae, que se desenvolvem em meios com
valores de 400 a 525 mOsm (Thompson, 1981a; Thompson et al., 1983). No entanto, a
osmolaridade que parece ser a ideal ao desenvolvimento de muitos parasitdides € aquela
encontrada na hemolinfa de Lepidoptera (350 mOsm). Valores proximos a esse (340-400
mOsm) foram relatados como ideais ao desenvolvimento de P. caudata, L. diatraeae, M.
croceipes, C. marginiventris ¢ T. heliothidis (Grenier et al., 1974, 1975, 1978; Greany,
1986; Strand et al., 1988). Para T. pretiosum, foi relatado o desenvolvimento em meio
artificial com osmolaridade ao redor de 490 mOsm (Strand & Vinson, 1985).

O pH, assim como a pressfio osmotica, é um fator que pode definir o sucesso do
desenvolvimento do inseto em um meio artificial. Em meios meridicos e holidicos, onde os
aminoécidos livres estfio presentes em grande quantidade, o pH fica ao redor de 4,5-5,0. A
maioria das dietas empregadas para a criagdo in vitro de parasitdides apresentava valores de
pH proximos & neutralidade (6,5-7,5). Esses valores podem ser obtidos com a utilizagdo de

solugdes de hidréxido de potassio (KOH), hidroxido de sédio (NaOH) e/ou fosfato
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monoécido de potassio (K;HPO,) (House, 1954a; Yazgan & House, 1970; Yazgan, 1972,
1981; Thompson, 1975; Strand & Vinson, 1985; Nettles, 1986a,b; Strand ef al., 1988;
Zhong & Zhang, 1989). No entanto, vale ressaltar que esses valores e a variagdo de pH
aceitos por muitas espécies sdo bem diferentes. Enquanto E. bryani pode desenvolver-se
em dieta com pH dentro de uma faixa de 5,5-8,0 (Nettles, 1986a), 7. confusum apresentou
uma redugdo de 30% na sua viabilidade quando o pH da dieta foi modificado de 6,70-6,96
para 6,40 (Zhong & Zhang, 1989). O pH do meio também tem demonstrado certa
importancia na oviposi¢do de parasitdides em substratos artificiais. Alguns autores
relataram para 1. conquisitor, T. californicum e T. pretiosum meios de oviposi¢do com pH
7,0 como sendo o ideal ao parasitismo, sendo que para T. pretiosum é possivel obter a
oviposi¢éo dentro do intervalo de pH de 6,5 a 9,0 (Arthur ef al, 1972; Rajendram & Hagen,
1974; Nettles et al., 1983).

2.1.2.2 Dietas artificiais: anticontaminantes

Os meios artificiais desenvolvidos para a criagdo in vitro de parasitdides, sejam
eles holidicos, meridicos ou oligidicos, sdo extremamente ricos em nutrientes, favorecendo
o crescimento de organismos contaminantes, principalmente fungos e bactérias. Para
solucionar os problemas com contaminagtes, devem-se utilizar agentes anticontaminantes
nas dietas, além das técnicas de assepsia a serem seguidas durante o preparo do meio
artificial (Bratti, 1990; Grenier, 1994). Sdo poucos os estudos que verificaram a toxicidade
de anticontaminantes ao desenvolvimento de parasitéides, sendo empregados, na maioria
dos trabalhos, agentes antibi6ticos, bacteriostaticos e fungistaticos. Singh & House (1970)
foram os primeiros a verificar a toxicidade de varios anticontaminantes ao desenvolvimento
de A. affinis. Os 21 produtos testados foram separados em quatro classes distintas, em
fun¢do do seu efeito, em: seguros, inibidores primarios, inibidores secundarios e
toxicos. A presenga e a intensidade dos efeitos encontrados dependeram das concentragdes
utilizadas, tendo normalmente se manifestado pelo prolongamento do desenvolvimento
imaturo e/ou aumento da mortalidade larval e pupal. Trabalho semelhante relatou a
eficiéncia da geneticina, anfotericina-B e nistatin, dentro das dosagens estabelecidas, no

controle de fungos e bactérias em meios artificiais desenvolvidos para a criagéo de T
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dendrolimi (Grenier & Liu, 1990). Relata-se, ainda, que o metil parahidroxibenzoato
(Nipagin®), um dos produtos mais comuns utilizados em meios artificiais para o controle
de contaminagdes por fungos, foi extremamente toxico ao desenvolvimento imaturo de P.

caudata ¢ T. pretiosum (Grenier, 1977; Xie et al., 1986a).

2.2 Comportamento de parasitismo de Trichogramma

O comportamento de parasitismo envolve estimulos que levam desde a
localizag&o do habitat do hospedeiro até a sua aceitagdo. Trichogramma utiliza vérios
estimulos até que o parasitismo de um hospedeiro se efetive, sendo a localiza¢do e

aceitac@o do hospedeiro influenciadas principalmente por estimulos quimicos e fisicos.

2.2.1 Estimulos quimicos

Existem vérios componentes quimicos que atuam no comportamento de
forrageamento de 7richogramma, influenciando desde a localizagdo do habitat do
hospedeiro até¢ do hospedeiro propriamente dito. Assim, esses parasitéides podem utilizar
fontes quimicas provenientes de plantas, feromonio sexual do hospedeiro e componentes
quimicos de contato associados ao ovo do hospedeiro (Lewis et al., 1971, 1972, 1975;
Altieri et al., 1981, 1982; Noldus & van Lenteren, 1985b; Pak & Jong, 1987; Noldus et al.,
1988ab).

- Odores de plantas: o efeito de odores de plantas na localizagfo do habitat do
hospedeiro por Trichogramma foi inicialmente sugerido por pesquisadores, baseando-se no
fato de que muitas vezes a eficiéncia de parasitismo de uma determinada espécie de
Trichogramma, sobre uma mesma praga, era varidvel em diferentes culturas (Rabb &
Bradley, 1968; Kemp & Simmons, 1978; Bar et al., 1979; Martin et al., 1981), ou pelos
resultados obtidos em cultivos consorciados, que em certos casos mostrou-se positivo,
resultando em maior eficiéncia do parasitdide (Altieri e al., 1981; Nordlund er al., 1984),

sendo que alguns autores relataram indices de parasitismo superiores em monocultivos
(Andow & Risch, 1987).
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Essas evidéncias indiretas ndo permitem assegurar que fontes quimicas emitidas
pelas plantas estivessem realmente atuando sobre a localizagfo do hospedeiro, visto que as
diferencas encontradas entre as eficiéncias de parasitismo nas culturas poderiam estar
ocorrendo devido as caracteristicas peculiares de cada planta cultivada, como a presenga de
determinadas estruturas com substincias aderentes (tricomas) ou pé€los, que estariam
limitando o caminhamento do parasitdide, reduzindo, assim, sua eficiéncia na localizagio
do hospedeiro (Rabb & Bradley, 1968; Treacy et al., 1986; Keller, 1987).

No entanto, alguns trabalhos forneceram evidéncias diretas sobre o efeito de
odores de plantas no parasitismo por 7richogramma, sejam eles em testes onde plantas
foram pulverizadas com determinados extratos vegetais, aumentando o parasitismo (Altieri
et al., 1981, 1982; Nordlund et al., 1985ab), ou em testes de olfatémetro, onde se verificou

o efeito atrativo ou repelente desses extratos (Bar et al., 1979).

- Feromonio sexual do hospedeiro: o efeito do feromdnio sexual do hospedeiro
sobre o comportamento de localizaggo e utilizagdo do hospedeiro foi observado por Lewis
et al. (1982), que relataram um aumento do parasitismo de ovos por Trichogramma em
plantas de algoddo pulverizadas com feromdnio sintético de H. zea. A resposta positiva de
outras espécies de Trichogramma, aos odores liberados por f€meas virgens do hospedeiro
em estagio de liberagdo do feromdnio sexual, também foi verificada em testes de
olfatdmetro. No entanto, testes realizados para essas mesmas espécies em tunel de vento
demonstraram que 7. evanescens ¢ T. pretiosum no foram atraidos pelo feromdnio de
Mamestra brassicae e H. zea, respectivamente (Noldus & van Lenteren, 1985a; Noldus,
1988). Alguns autores verificaram que o efeito sobre os parasitdides se da pela inibi¢do do
voo pelo fototropismo, levando o parasitdéide a permanecer por periodos prolongados na

regifio onde essa fonte quimica estava presente (Noldus ef al., 1988ab).

- Escamas do hospedeiro: fontes quimicas presentes nas escamas do corpo dos
hospedeiros atuam como cairomonio de contato, fazendo com que o parasitéide permanega
por um periodo maior nas dreas em que se encontram. As primeiras observagdes sobre o

efeito de substincias deixadas pelos hospedeiros no comportamento de parasitismo de
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Trichogramma foram realizadas por Laing (1937), que demonstrou que o contato de 7.
evanescens com residuos de substincias provenientes de adultos de S. cerealella e M.
brassicae aumentou a permanéncia desse parasitoide nessas areas, levando a uma maior
taxa de encontro do hospedeiro. Lewis et al. (1971) verificaram resultado semelhante para
T. evanescens, que apresentou maior parasitismo em dareas que continham componentes
deixados por fémeas de H. zea e Plodia interpunctella em estégio de oviposi¢o. Trabalhos
subseqiientes verificaram que extratos de escamas do corpo dos adultos dos hospedeiros de
Trichogramma podiam aumentar o parasitismo em condigdes de laboratério, casa-de-
vegetacdo € campo. Andlises quimicas identificaram o composto tricosano como sendo o
componente mais ativo para 7. evanescens (Jones et al., 1973). Outros componentes
presentes, como acidos inorgénicos (Gueldner ef al., 1984), dimetil-nonatriacontanos (Shu
& Jones, 1988) e hidrocarbonetos saturados (Grenier ef al., 1993), também foram relatados
como apresentando algum efeito no comportamento de diferentes espécies de
Trichogramma.

Os componentes quimicos presentes nas escamas dos hospedeiros parecem atuar
de forma a inibir o vbo e a clinocinese, levando o parasitdide a intensificar a sua procura
pelo hospedeiro em areas contaminadas, aumentando, assim, 0 SUCESSO NO €ncontro com o
hospedeiro (Beevers et al., 1981; Morrison & Lewis, 1981; Gardner & van Lenteren, 1986;
Zaborski et al., 1987; Thomson & Stinner, 1990).

- Componentes quimicos de contato associados ao ovo do hospedeiro: apds a
localizagdo de um possivel hospedeiro em seu habitat, a fémea do parasitéide passa para
uma segunda etapa do processo de parasitismo, que é a de avaliar varias caracteristicas
(reconhecimento do hospedeiro), até que o hospedeiro seja efetivamente parasitado
(aceitagdo do hospedeiro). No processo de reconhecimento, além dos estimulos fisicos, as
fémeas do parasitdide podem utilizar estimulos quimicos presentes na superficie dos ovos
do hospedeiro. Esses estimulos foram identificados como sendo provenientes de secre¢des
das glandulas acessorias dos adultos, que recobrem o ovo quando depositado sobre o
substrato de postura (Ables er al., 1981; Noldus & van Lenteren, 1985b; Nordlund ef al.,

1987; Pak & Jong, 1987). No entanto, a resposta a esses componentes tem sido variavel,
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podendo resultar na aceitagdo ou rejeigfio do hospedeiro (Pak & Jong, 1987). A origem
quimica da(s) substdncia(s) envolvida(s) ainda ¢ desconhecida, podendo se tratar,

possivelmente, de substincias protéicas de baixa volatilidade (Nordlund et al., 1987).

2.2.2 Estimulos fisicos

Apbs a localizag@o do hospedeiro, que envolve basicamente estimulos quimicos,
as fémeas passam para o reconhecimento do hospedeiro, que envolve diversos estimulos
fisicos. Nessa etapa do processo de parasitismo € reconhecida a existéncia do efeito de
fatores como: formato, tamanho, textura e cor do hospedeiro, além da emiss@o de sons ou
de movimentos pelo hospedeiro, para diversos parasitdides (Vinson, 1976, 1984).

Para parasitoides do género Trichogramma, o tamanho do hospedeiro € tido como
um dos fatores mais importantes no processo de reconhecimento durante o parasitismo
(Salt, 1935; Klomp & Teerink, 1962; Schmidt & Smith, 1985a, 1987a). Porém, varios
outros aspectos, como cor, forma e textura do hospedeiro, também foram identificados

como fatores que influenciam o reconhecimento e aceitagéo do hospedeiro (Pak, 1988).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Manutengio das populacdes de parasitoides

Trichogramma galloi Zucchi, 1988 e Trichogramma pretiosum Riley, 1879 foram
criados em ovos do hospedeiro alternativo, Anagasta kuehniella (Zeller), produzido em dietas
artificiais & base de farinha de milho (60%) + farinha de trigo integral (40%) ou farinha de
trigo integral (97%) + levedura de cerveja (3%) (Parra ef al., 1989, Parra, 1997). Ovos do
hospedeiro alternativo eram aderidos, com auxilio de goma arabica diluida, em cartolina,
inviabilizados em ldmpada germicida e oferecidos aos parasitdides na proporgdo de 1 fémea:
10 ovos, por um periodo de 24 horas. Os ovos parasitados eram mantidos em condigdes

controladas de temperatura (25+1°C), umidade relativa (60+10%) e fotofase de 14 horas.

3.2 Caracterizacio e duracio dos estagios imaturos de desenvolvimento de 7.

galloi e T. pretiosum

Para as observagdes dos estagios de desenvolvimento de 7. galloi e 1. pretiosum,
ovos de A. kuehniella foram submetidos ao parasitismo por um periodo de 1-2 horas, na
propor¢do de 1.5 e 1:10 (fémea:ovo), respectivamente. Posteriormente, os ovos foram
colocados em cdmara climatizada (temperatura: 25+1°C; UR: 60+10%; fotofase: 14 horas),
sendo retirada uma amostra desses ovos a intervalos de 4 horas. Os ovos amostrados foram
submetidos ao processo de coloragdo com azul de toluidina até o desenvolvimento do estagio
de prepupa, possivel de ser identificado pelo escurecimento caracteristico do corion do ovo do
hospedeiro. A partir desse estagio, as observagdes foram realizadas pela dissecagdo do ovo
parasitado, para a identificagdo do estagio de desenvolvimento do parasitoide.

O procedimento de coloragdo (Pizzol, 1978) consistiu na fixagdo do ovo do
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hospedeiro parasitado em Carnoy (etanol:cloroférmio:acido acético na proporgéo de 6:3:1),
por um periodo minimo de 30 minutos. A coloragdo do material foi realizada em solugdo
saturada de azul de toluidina em alcool etilico (70%), durante 45 minutos. Apds a coloragido,
o material era colocado em alcool etilico 80% acrescido de algumas gotas de acido acético,
por 2 minutos, para que o processo de coloragdo fosse interrompido. A desidratagio do
material foi conduzida em gradiente de alcool etilico, passando-se o material por banhos
sucessivos em alcool 80% (2 banhos de 15 minutos), 95% (2 banhos de 10 minutos) e
absoluto (2 banhos de 10 minutos), com desidratagdo final sendo feita em tolueno (2 banhos
de 10 minutos). Tanto o material corado, como aquele obtido pela dissecagdo dos ovos do
hospedeiro, foram montados em ldminas de microscopia em balsamo-do-Canada e observados
em microscopia Otica. Ovos do hospedeiro, apos diferentes intervalos de parasitismo (0, 12,
24 e 30 horas), foram submetidos a técnica de esfregaco e corados com safranina, para a

metlhor visualizag@o dos estagios de ovo e primeiro instar larval ou embrido livre.

3.3 Desenvolvimento de um "ovo artificial”

3.3.1 Estrutura da antena de fémeas de 1. galloi e T. pretiosum

Fémeas recém-emergidas de 7. galloi e T. pretiosum foram mortas em vapor de éter
e fixadas em solugdo de glutaraldeido a 3% em tampao fosfato de sodio (pH 7,2; 0,1M), por
um periodo minimo de 2 horas. Posteriormente, os insetos foram desidratados em gradiente
de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%), em banhos sucessivos de 15 minutos. A desidratagdo final
foi feita em aparelho de secagem ao ponto critico (Balzers Critical Point Dryer CPD 030) com
CO,. Apés a desidratagdo final, os insetos foram montados em fita adesiva de carbono de
dupla face, colocada sobre um suporte metalico ("stub") para microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). Esses insetos foram cobertos com uma fina camada de ouro (Sputtering
Balzers Union Med 010) e levados a0 MEV (Zeiss DSM 940A) para as observagdes. As
observagbes ao MEV foram conduzidas com corrente de emissdo de 0,80 pA, corrente do
filamento de 3,50 A e voltagem de acelaragio entre 5-15 kV.

As estruturas identificadas nas antenas de fémeas de 7. galloi e 1. pretiosum foram

classificadas de acordo com a sua morfologia externa, seguindo a terminologia de Snodgrass
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(1935) e Zacharuk (1980). As denominagdes especificas adotadas para os sensilos das antenas
das fémeas dos parasitoides estudados foram baseadas no trabalho de Olson & Andow

(1993).

3.3.2 Estrutura do ovipositor de féemeas de 7. galloi e T. pretiosum

Fémeas dos parasitoides foram submetidas aos processos de fixagdo e desidratagdo
semelhantes aos descritos em 3.3.1, para as observagdes da morfologia externa da genitalia.
Esse mesmo procedimento permitiu a observagdo de algumas caracteristicas da porgdo distal
do ovipositor desses insetos, quando o ovipositor permanecia colocado externamente & sua
bainha, ap6s o procedimento de preparo. No entanto, para observagdes detalhadas do
ovipositor desses parasitoides, fémeas recém-emergidas eram mortas em vapor de éter,
coladas em posigdo ventral sobre uma lamina de microscopia Otica, para a dissecagdo do
ovipositor em microscopio estereoscopico. A extremidade proximal do ovipositor era entdo
colocada sobre uma goticula de cola em uma laminula, a qual era posteriormente posicionada
sobre a fita de carbono do "stub". O material era recoberto com uma fina camada de ouro e
observado no MEV. Observagdes realizadas com corrente de emissdo de 0,80 pA, cormrente
do filamento de 3,50 A e voltagem entre 5-15 kV.

Para a realizagdo de observagbes em microscopia eletronica de transmissio, as
témeas de 7. galloi e T. pretiosum foram fixadas em solugdo de glutaraldeido a 3% em
tampao fosfato de sodio (pH 7,2; 0,1M), por um periodo minimo de 2 horas. Apds a fixagdo o
material passou por 2 banhos sucessivos de 10 minutos em tampao fosfato e 2 banhos em
tampdo cacodilato (pH 7,2; 0,05M) e foram pds-fixadas em solugdo de tetroxido de 6smio a
2% em tampdo cacodilato, por 2 horas. O material foi lavado em agua destilada e desidratado
em gradiente de acetona (30% a 100%), e emblocado em resina “spurr”. Cortes ultrafinos
(cortes de 60-70 nm - Reichert Ultracut E) foram montados em tela de cobre (200 mesh) e

contrastados com acetato de uranila a 3% e citrato de chumbo.
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3.3.3 Avaliacio (tam:\mho, volﬁme, espessura e estrutura do corion) de ovos dos
hospedeiros naturais e alternativos de T. galloi e T. pretiosum

Ovos de 0-24 horas de idade dos hospedeiros alternativos, Sifotroga cerealella
(Ohv.), 4. kuehniella e Corcyra cephalonica (Stainton), e dos naturais, Diatraea saccharalis
(Fabr.) (hospedeiro de 7. galloi), Heliothis virescens Fabr., Anticarsia gemmatalis (Hubner) e
Spodoptera frugiperda (JE. Smith) (hospedeiros de 7. pretiosum), foram montados
diretamente sobre o "stub", cobertos com ouro e observados em MEV, para que fossem
realizadas as medigdes das suas dimensdes (maior comprimento ¢ largura). Esse procedimento
também permitiu a observag@o das caracteristicas estruturais da superficie do corion desses
ovos. As observagdes foram realizadas com corrente de emissdo de 0,80 pA, corrente do
filamento de 3,50 A e voltagem entre 5-10 kV.

Com os valores de comprimento e largura dos ovos dos diversos hospedeiros
estudados, foi possivel o calculo do seu volume aproximado. Para ovos de H. virescens foi
utilizada a expressio de calculo de volume de um cilindro, dada por V = m.r’h, e para os
demais hospedeiros, utilizou-se a expressio V = 4/3mab’, empregada para o calculo do
volume do elipséide de revolucdo, onde V = volume; r = raio; h = altura; a = 1/2 do maior
comprimento e b =1/2 do menor comprimento (Pimentel Gomes & Nogueira, 1980).

A estrutura fina do cdrion dos diversos hospedeiros de 7. galloi e T. pretiosum
abordados nesse estudo foi verificada em microscopia eletronica de transmissao (MET). Para
isso, ovos recém-colocados (0-24 horas de idade) de cada hospedeiro foram perfiirados com
um fino estilete em solugdo tampao de cacodilato (pH 7,2; 0,05M) e transferidos para fixador
de paraformaldeido (2%) + glutaraldeido (2,5%) em tamp&o cacodilato (pH 7,2; 0,05M), com
cloreto de calcio (CaCly) a 0,001M, por um periodo minimo de 24 h. A seguir, o material foi
pos-fixado em solugdo de tetroxido de osmio (OsOy4) por 2 horas, desidratado em gradiente
de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e incluidos em resina pléstica (“spurr”). Cortes ultrafinos
(cortes de 60-70 nm - Reichert Ultracut E) foram montados em tela de cobre (200 mesh),
contrastados com acetato de uranila (3%) e citrato de chumbo. As observagdes foram

realizadas ao MET Zeiss EM 900, com corrente de 50 ¢ 80 kV.
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3.3.4 Estudo do comportamento de parasitismo de 7. galloi e T. pretiosum

O comportamento de parasitismo de 7. galloi e T. pretiosum foi estudado para os
diferentes hospedeiros alternativos e naturais anteriormente mencionados (item 3.3.3). Para
esse estudo, fémeas “naives” com 0-24 horas de idade foram individualizadas em tubos de
vidro (3,0 x 0,8 cm). A essas fémeas foi oferecido um cartéio (2,5 x 0,5 cm) contendo cinco
ovos (0-24 horas de desenvolvimento embrionario) do hospedeiro em estudo, aderidos a sua
regido central. Esse tubo de vidro era colocado sob um microscopio estereoscopico (Leica -
Wild M10) acoplado a um sistema de video-camera (CCD Camera - AS), sendo o
comportamento da fémea do parasitéide observado por 35 minutos. Fémeas que ndo entraram
em contato com o hospedeiro durante os 15 minutos iniciais foram consideradas inativas e,
para aquelas que efetuaram o contato com o hospedeiro, mas ndo prosseguiram com ©
comportamento de parasitismo, foi assumida a rejei¢do do hospedeiro. Foram observados o
tempo gasto em cada etapa do parasitismo do ovo hospedeiro, sendo anotado o tempo para o
encontro do primeiro hospedeiro e o tempo de avaliag@o, perfurag@o e oviposi¢@o para os trés
primeiros ovos parasitados. Também foi verificada a ocorréncia ou ndo da alimentagiio do
adulto sobre o hospedeiro e da marcag¢do desse ovo. Foram realizadas de 15 a 20 repeti¢des

por tratamento, sendo cada fémea do parasitéide considerada uma repetigéo.

3.3.5 Confeccio do "ovo artificial”

3.3.5.1 Selecao do polimero plastico

Para a confecgdo dos "ovos artificiais" foram utilizadas membranas plasticas de
diversas espessuras de polietileno (60, 50, 9-10, 8-9 e 7-8 um), polipropileno (40, 30, 20 e 12-
13 um) e poliestireno (12-15 um), facilmente encontradas no mercado. Essas peliculas foram
submetidas a um processo térmico de deformagio, para que fossem produzidas depressdes
semi-esféricas em sua superficie (Figura 1). Esse processo de deformagdo térmica consistia no
aquecimento de uma placa metalica, onde se colocava o filme plastico a ser deformado. Essa
placa metalica apresenta um disco removivel em sua regido central, com 64 perfuragdes.
Abaixo desse disco removivel existe uma campinula ligada a uma bomba de vacuo.

Assim,apés a colocagdo do filme plastico sobre a placa aquecida, acionava-se a bomba de
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vacuo, formando, dessa forma, uma pressao negativa no interior da campanula, for¢ando o
filme plastico a se expandir para o interior dos orificios da placa, o que permitia a impressao
de depressdes semi-esféricas no plastico utilizado (Figura 1).

Os ovos assim confeccionados eram transferidos para capela de fluxo laminar, onde
a sua superficie interna (parte cOncava) era exposta ao tratamento com lampada germicida
durante 3-5 minutos. Esses ovos eram entdo colocados sobre a porgdo inferior de uma placa
plastica, com a parte convexa dos ovos voltada para o interior da mesma, onde se
encontravam as fémeas dos parasitoides (6 fémeas: "ovo artificial”). A por¢do coéncava das
depressdes semi-esféricas era preenchida com hemolinfa de lagartas de ultimo instar de
Helicoverpa zea (Boddie), diluida a 70% em 4gua destilada (concentragio utilizada nas dietas
artificiais), e a porg¢o superior da placa plastica era utilizada para fechar o conjunto (Figura
2). Os parasitdides permaneciam em contato com os "ovos artificiais" por 24 horas, quando
entdo era feita a avaliagdo do parasitismo, retirando-se a hemolinfa, utilizada como estimulante
de oviposigdo, com o auxilio de uma micro-pipeta para a posterior contagem do nimero de
ovos do parasitoide por "ovo artificial" em microscopio otico. Foram amostrados 16 dos 64
"ovos artificiais” de cada cartela plastica para a avaliagdo do parasitismo por 7. galloi e T.

pretiosum.

3.3.5.2 Determinacio da proporcéio ideal de fémeas dos parasitéides por "ovo

artificial"

A proporgdo ideal de fémeas de 7. galloi e T. pretiosum a ser utilizada para o
parasitismo de "ovos artificiais" foi avaliada utilizando-se fémeas recém-emergidas dos
parasitéides nas proporgdes de 1:1, 2:1, 3:1, 4.1, 5:1 e 6:1 (fémeas:ovo). Os ovos artificiais
foram confeccionados de forma semethante ao procedimento descrito no item 3.3.5.1, sendo
utilizado filme plastico de polietileno de 9-10 pum de espessura, com o disco contendo orificios
de 4 mm de didmetro. As avalia¢gSes de parasitismo foram realizadas através da contagem do
nimero de ovos dos parasitéides por "ovo artificial” em microscopio Otico, apos intervalo de

parasitismo de 24 horas.



»=T-‘-',’
’ '””l.
(’A’&‘A’A“‘A“."‘Iﬁ" """‘}"’

—

™~

28

Figura 1. Aparelho utilizado na confecgdo de "ovos artificiais" para a criagfo in vitro de

Trichogramma spp. A = placa metalica; B = disco removivel, C = resisténcia; D = bomba de

vacuo; E = campénula; F = termostato.
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Para se determinar o nimero de parasitoides adequado por unidade de volume da
dieta (1 pl), que seria utilizado para selecionar a melhor proporgdo de fémeas a ser utilizada
no parasitismo de ovos artificiais, foi calculado o nimero de parasitoides que poderia se
desenvolver com sucesso em 1 pl de dieta, utilizando o volume do menor ¢ do maior
hospedeiro utilizados por esses parasitoides. Nesse célculo ainda foi levado em considerag@o o
menor e 0 maior numero de parasitdides que utilizam esses hospedeiros, o que permitiu
determinar os limites inferior e superior de parasitoides que poderiam se desenvolver com
sucesso no volume de dieta estudado, evitando o excesso ou a falta de dieta ao final do

desenvolvimento larval desses insetos.
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"Ovos artificiais'" preenchidos C\
f\ \

com hemolinfa
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Figura 2. Ilustragdo do recipiente utilizado para o parasitismo de "ovos artificiais" por
Trichogramma (A = filme plastico com "ovos artificiais"; B = porgio inferior da placa

pléstica; C = por¢@o superior da placa plastica).

3.3.5.3 Determinaciio do efeito do tamanho do "ovo artificial” no parasitismo

por T. galloi e T. pretiosum

Para a confeccio de "ovos artificiais” de diferentes tamanhos, foram utilizados
diversos discos metalicos contendo perfuragdes de didgmetro variavel de 1, 2, 3, 4 e 5 mm.

Esses discos metalicos podem ser removidos do aparelho descrito em 3.3.5.1, permitindo,
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assim, a confec¢do de depressdes semi-esféricas de diferentes tamanhos (Figura 1). Apos a
selec@io do disco metalico a ser utilizado, todo o procedimento de preparo do "ovo artificial” e
a avaliacdo do parasitismo foram feitos de forma idéntica & descrita em 3.3.5.1. Para esses

testes for utilizada a pelicula de polietileno de 9-10 pm de espessura.

3.4 Criacio dos insetos a serem utilizados como fonte de hemolinfa ou

holotecidos para a confeccio de dietas artificiais

Foram crniadas Helicoverpa zea, Anticarsia gemmatalis, Diatraea saccharalis e
Bombyx mori L. para servirem como fonte de hemolinfa ou de holotecidos pupais para a
confecgdo de dietas artificiais a serem utilizadas na criagdo in vitro de 1. galloi e T. pretiosum.

H. zea, A. gemmatalis e D. saccharalis foram criadas em condigdes controladas
(temperatura: 25+1°C; umidade relativa: 60+10%; fotofase: 14 h.), utilizando-se meios
artificiais como fonte alimentar, enquanto B. mori foi criada em folhas de hibnidos de
amoreira. Assim, H. zea foi criada em dieta a base de feijdo, germe de trigo e levedura de
cerveja (Burton, 1969); 4. gemmatalis foi mantida em dieta contendo feijaio, germe de trigo,
caseina e levedura de cerveja como fontes protéicas (Greene et al., 1976); D. saccharalis foi

produzida em dieta a base de farelo de soja e germe de trigo (Macedo ef al., 1983).

3.5 Coleta dos componentes derivados de insetos a serem utilizados no preparo

de dietas artificiais

3.5.1 Coleta de hemolinfa

A hemolinfa foi coletada apenas de lagartas de ltimo instar de H. zea e B. mori. O
procedimento de coleta do matenal foi idéntico ao descrito por Parra & Consoli (1992),
consistindo do tratamento térmico das lagartas (60-62°C, durante 12-15 minutos), para evitar
a melanizagdo da hemolinfa. Posteriormente, as lagartas foram esterilizadas superficialmente
com solugdo de hipoclorito de sodio a 2% (10 minutos). As lagartas eram ent@o transferidas
para o interior de uma capela de fluxo laminar, tendo um par de falsas pernas cortado, sendo a
hemolinfa coletada com o auxilio de uma seringa descartavel. O material coletado era

imediatamente utilizado ou armazenado a temperatura de -18°C até a confecgdo das dietas.



3.5.2 Coleta de holotecidos pupais

A. gemmatalis, D. saccharalis ¢ B. mori foram utilizadas para a obtengdo de
holotecidos pupais.

Pupas dos insetos eram submetidas a tratamento térmico idéntico ao utilizado para a
inativagfo das fenoloxidases, enzimas responsaveis pela melanizagdo da hemolinfa, descrito no
item anterior (3.5.1). Em seguida, o material era esterilizado superficialmente utilizando-se
solugdo de hipoclorito de sddio (2%, durante 10 minutos). ApOs esse tratamento, os
holotecidos desses insetos foram obtidos das seguintes formas:

1) as pupas eram colocadas dentro de uma seringa descartavel de 10 ml e
comprimidas com o auxilio do émbolo, sendo o liquido obtido coletado em recipiente
adequado;

2) as pupas foram colocadas em estufa a 60°C até atingirem peso constante, sendo
posteriormente trituradas com o auxilio de uma bastéo de vidro.

Ambos os materiais foram utilizados logo ap0s a sua obtengdo ou armazenados a

-18°C até o momento do preparo das dietas.

3.6 Preparo de dietas artificiais para a criacgio in vitro

Para a confecciio de dietas artificiais para a criagdo in vitro de 7. galloi e T.
pretiosum, a hemolinfa e os holotecidos foram preparados de diversas formas, sendo
identificados como:

- Hemolinfa: a hemolinfa de lagartas de H. zea e B. mori foram centrifugadas (1.000
rpm, durante 1 minuto) e o sobrenadante foi filtrado em filtro Millipore de 0,22 pum para a
eliminagdo de possiveis agentes contaminantes;

- Holotecidos pupais: holotecidos pupais de A. gemmatalis, D. saccharalis e B.
mori coletados apds as pupas serem comprimidas em seringa, foram utilizados da forma como
coletado;

- Centrifugado de holotecidos pupais: holotecidos coletados de pupas comprimidas
em seringa descartavel e que foram centrifugados (2.000 rpm, durante 1 minuto). O material

precipitado foi descartado, sendo utilizado apenas o sobrenadante. A seguir, esse material foi



filtrado em diversos filtros de tamanho distintos, até ser possivel a utilizagdo de filtro Millipore
de 0,22 pm;

- Suspensdio de holotecidos pupais: os holotecidos obtidos na forma de farinha
foram ressuspensos em agua destilada na proporgdo de 1:8 (p/v) e agitados até que se
obtivesse uma suspensao de coloragdo turva. Posteriormente, o mesmo era centrifugado por 1
minuto a 1.000 rpm, sendo o sobrenadante filtrado varias vezes até passar por filtragem em
filtro Millipore de 0,22 pm.

Esses componentes, adicionados a outros nutrientes, variando as proporgdes entre
os mesmos, permitiram a confec¢do de varias dietas artificiais para a criagdo in vitro de T.
galloi e T. pretiosum (Tabela 2). Todo o procedimento de preparo das dietas foi realizado em

capela de fluxo laminar mantendo as condigdes assépticas do meio.

3.7 Avaliacio das dietas artificiais para a criacio in vitrode T. galloie T.

pretiosum

As dietas foram avaliadas utilizando-se "ovos artificiais" de 5 mm de didmetro,
confeccionados com peliculas de polietileno de 9-10 pm de espessura, conforme descrito em
3.3.5.1. Cartelas plésticas, contendo 64 "ovos artificiais”, foram submetidas ao parasitismo na
propor¢do de 1 "ovo artificial": 5 fémeas do parasitéide, durante o periodo de 24 horas. Em
cada "ovo artificial" foi colocado 1 il da dieta artificial estudada. O parasitismo foi conduzido
em condi¢Oes semelhantes aquela descrita no item 3.3.5.1. Apéds o periodo de parasitismo, as
fémeas dos parasitoides eram eliminadas e o material acondicionado em cdmara climatizada
(temperatura: 25+1°C; umidade relativa: 60+10%; fotofase: 14 horas) para o
acompanhamento do desenvolvimento dos parasitoides. Cada tratamento consistiu de S
repetigdes, sendo cada cartela de 64 "ovos artificiais” considerada como uma repetigao.

Para avaliar o numero inicial de ovos dos parasitoides depositados por "ovo
artificial”, bem como a qualidade do meio artificial como estimulante de oviposi¢io do
parasitdide, foram amostrados 16 "ovos artificiais"/repeti¢do logo ap6s o término do periodo
de parasitismo. A dieta amostrada, contendo os ovos do parasitoide, foi colocada sobre uma

lamina de microscopia e levada ao microscopio Optico para a contagem do nimero de ovos.



eudnuoIdsonsd (z¢ ¢ | ST (SOIUBUNUCIUOINUE "

0s
0t
07

0€
0¢
0T

01
0¢
07

01
0t

0L

01
0T
0T

0s

01
0T

0L

01
07

0L

0c ol
0C 07

0¢ 0L

0T 01
0T 07

or -
0¢ 01
| TARN 114

o1
0%
07

01
01
0T

01
0T

0t
0T
0T
0T

01
0T
01
{14

01
14

0L

01
01
0t

09

0¢

61

81

Ll

91

Sl

14!

15 B4

[S )

Sv.1aid

SSMBUTCIIOSTue

ST CATILONI BInjsTu
CUILING[EOIOL] Op OPESIoIpIY
RINPIAI] OP OILIIND OP OLON{OS
LOIBI0ISEI&

oY1 Op SLUI0IA OP OPESIOIPIY
20vID) 9P OB

OUIAQQ [B19] 0108

0AO Op B3

SHDAVYIIVS (] -

Low g -

stednd soproo10[oY op oprINJLIIND)
SUDADYI2DS (] -

Low g -

siednd sop1od1ojoH

SYDIDUIWAS " -

SHUAOYIIVS (] -

Lout g -

stednd sop1ogjofoy op ogsuadsng
Mol g -

paz [f -

gjuiowoy

‘wnsonaad 1 3 1053 [ 3p o4i14 wp ogdend e ered sepezynn sreogIe seIdIp sep (94,) oedisodwo)) ‘7 ejegqe L



34

wdi 0oz ©ogdednjLiud) b ‘omses op opdeuwnioj tsode ‘opepr op serp L8 7 wod sednd ‘¢ ‘o[nsed op ogdeurio vp ol o sode ‘opept
op se1p ¢l wod sednd 'z ‘g BUIOLIGIOUE 3P 9461°0 + Bumruojdanss op 04¢T1°) (L€ B €€ serp ‘puronuoidanss z¢ € [ SRR (SOIUBUIUBIUOONUY |

0

c9

€0

€0
L
9L
L

L
ST
c¢

£0 ¢0 T0 C0

(4}

4!
91

09

(4]
89
89
89
89
89
14!

o
i

(ALY
It
11

¢ T0 0 ¢0 TO TO0 o <0

g
\

01
0T

0L

JLE

¢ S¢E

143

133

N

(1€

L0€

67 8T

LT

9¢

£7 T 1T

Sv.La1da

SojuBuTmeIuoonue

ST CADLINU pIngsTW
CUIWING[ROIOR] 3D OPESIOIPIY
CINPOAJ] P OJBIIND O OpONjoS
LICIOISEI&

OYJIWI OP SBUIDIOIA OP OPESI[OIPTY
20u10) 9p oraw

ouIA0q [210] 010§

0AO Op BT

SHPADYIODS (] -

out g -

srednd sop1oojojoy op opednjLriud)
SYDADYIODS (] -

Lo g -

stednd sop1oojojoH

.&\CNG:\KQM V-

SHLAPYIODS (] -

Lot g -

stednd soprosjojoy op ogsuadsng
out g -

vaz [ -

BJUIOWOH

‘(0D winsoyaid :J 3 10jjp3 ‘[ AP O4i1a U1 OBIBLID B BIRd SRPRZIIIN SIRIOYIE SBISIP Sep (9/4) 0rdisodwo)) 7 Bjoqe |,



(%)
W

Os 48 "ovos artificiais” restantes, para cada repeti¢do, foram utilizados para avaliar o niimero
de larvas maduras, viabilidade (%) larval e pupal e porcentagem de adultos deformados.

Assim, a média de cada repetigdo foi dada pela média dos 48 "ovos artificiais".

3.8 Qualidade dos insetos produzidos in vitro versus in vivo

A qualidade dos parasitdides criados in vitro foi avaliada observando-se aspectos da
sua biologia (capacidade de parasitismo, agressividade e longevidade), do seu comportamento
de parasitismo e morfologia (tamanho), comparados aos dos insetos criados in vivo.

A capacidade de parasitismo de 7. galloi e T. pretiosum criados em dieta artificial foi
avaliada utilizando-se 25 fémeas recém-emergidas desses insetos. As fémeas eram
individualizadas em tubos de vidro (8,5 x 2,5 c¢m) e alimentadas com goticula de mel puro,
depositada na lateral do tubo. O parasitismo foi avaliado em condigGes controladas
(temperatura; 25+1°C; umidade relativa; 60+10%; fotofase: 14 horas) oferecendo-se ovos (0-
24 h de desenvolvimento embrionario) do hospedeiro alternativo, A. kuehniella. Os ovos do
hospedeiro alternativo, apds serem colados, com auxilio de goma-arabica, a uma area de 0,25
cm’ de cartdes de 4,0 x 0,5 cm, correspondendo, aproximadamente, a 100-120 ovos, eram
esterilizados com luz ultra-violeta (Stein & Parra, 1987). Os cartdes contendo ovos do
hospedeiro eram trocados diariamente, acompanhando-se também a longevidade das fémeas.

O comportamento de parasitismo dos insetos criados in vitro foi avaliado utilizando-
se ovos dos respectivos hospedeiros naturais, D. saccharalis para 1. galloi e H. virescens
para 7. pretiosum. O método de estudo empregado foi previamente descrito no item 3.3.4,
quando foi avaliado o comportamento de parasitismo desses parasitoides em diversos
hospedeiros. Nesse caso, o tempo de observag@o foi de 30 minutos, assumindo-se 0s mesmos
pardmetros descritos no item 3.3.4 para a classificagdo de fémeas como inativas ou da rejeigdo
do hospedeiro. A agressividade (periodo que o parasitoide leva para parasitar 0 maior numero
de hospedeiros, isto €, quanto menor o periodo que o parasitdide gastar para parasitar o maior
numero de ovos, maior sera a sua agressividade) foi avaliada utlizando-se dos dados
fornecidos pelo estudo de comportamento. Esse pardmetro foi medido observando-se a

porcentagem média acumulada de parasitismo durante o periodo de observagdo, dividindo o



mesmo em trés periodos: de 0 a 10 minutos, de 10 a 20 minutos e de 20 a 30 minutos.

O tamanho dos adultos oriundos das diferentes dietas foi calculado através de
medigdes da tibia posterior dos mesmos (Bigler ef al., 1987, Parra et al., 1997). Para essas
medigdes, adultos recém-emergidos foram fixados em alcool etilico 60% por 24 horas,
desidratados em banhos sucessivos (10 minutos/cada) em gradiente de acetona (30%, 50%,
70%, 90% e 100%) e desidratag@o final em aparelho de ponto critico. Na seqiiéncia o material
foi montado sobre fita de carbono em suporte metalico apropriado ("stub"), metalizado e
observado em microscopio eletrdnico de varredura, processando-se entdo as medigdes.

Todos esses parametros também foram observados para parasitoides criados no

hospedeiro alternativo, 4. kuehniella, servindo como fonte de comparagio.

3.9 Efeito da idade da pupa do hospedeiro, no momento da coleta de holoteci-

dos, na qualidade do meio artificial

Para se verificar se a idade da pupa do hospedeiro, da qual se coletavam os
holotecidos pupais, poderia estar influenciando a qualidade nutricional do meio desenvolvido
para a cria¢@o in vifro de 1. galloi e 1. pretiosum, foram testadas dietas utilizando pupas de
D. saccharalis de trés intervalos de idade distintas. Assim, pupas de D. saccharalis foram
agrupadas nos intervalos de idade de 1-2, 3-4 e 5-6 dias, sendo processadas de forma analoga
aquela descrita no item 3.6, para a coleta de holotecidos pupais. Esses tecidos foram
adicionados aos demais componentes utilizados na preparacéo da dieta 34, e os experimentos
para a avaliagdo da qualidade dessas dietas foram conduzidos como descrito em 3.7. Foram
avaliados os pardmetros: porcentagem de parasitismo, numero de ovos do parasitoide
depositados por ovo artificial, viabilidade larval e pupal, capacidade de parasitismo, tamanho e

deformacgdes dos adultos.

3.10 Parasitismo de ovos artificiais por diferentes linhagens de T. pretiosum
A aceitagdo de ovos artificiais para o parasitismo por 7. pretiosum foi avaliada
utilizando-se trés outras linhagens em comparagio aquela que ja vinha sendo utilizada

(linhagem 2 - L2). As linhagens estudadas foram: L1 (hospedeiro: H. zea, cultura: tomateiro,



local: Alegre/ES, razdo sexual: 1 - linhagem telitoca), L2 (hospedeiro: H. zea, cultura: milho,
local: Jaguariina/SP, razio sexual: 1 - linhagem telitoca), 1.4 (hospedeiro: H. zea, cultura:
tomateiro, local: Jeronimo Monteiro/ES, razdo sexual: 0,95) e L8 (hospedeiro: H. zea,
cultura: mitho, local: Piracicaba/SP, razéo sexual: 0,66), normalmente mantidas na cole¢do de
linhagens do Laboratério de Biologia - ESALQ/USP. A proporgdo de fémeas utilizada por
ovo artificial nesse experimento foi idéntica aquela determinada para a linhagem L2, nos
estudos descritos no item 3.3.5.2. Além da aceitagdo de ovos artificiais, medida pela
porcentagem de ovos parasitados e pelo nimero de ovos depositados/ovo artificial, também
foi avaliada a variag8o na sobrevivéncia durante o desenvolvimento imaturo dessas linhagens
quando criadas em dieta artificial. Para esse teste foi utilizada a dieta 34, composta de
holotecidos pupais de D. saccharalis (65%), gema de ovo (18%), soro fetal bovino (8,5%),
hidrolisado de lactoalbumina (8,5%) e anticontaminantes (0,3%). A confecgdo da dieta e a

condugdo do experimento seguiram método descrito anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Caracterizacio e duracio dos estigios imaturos de desenvolvimento de

Trichogramma galloi Zucchi , 1988 e T. pretiosum Riley, 1879

O desenvolvimento dos estagios imaturos de 7. galloi e 1. pretiosum nao apresentou
diferengas ao microscopio 6tico, assemelhando-se a outras espécies de Trichogramma quanto
ao aspecto geral dos estdgios de desenvolvimento (Flanders, 1937, Krishnamurti, 1937,
Clausen, 1940; Chumakova, 1968; Pak & Oatman, 1982; Volkoff et al., 1995).

A durag@o dos periodos de ovo e de larva de 7. galloi e T. pretiosum foi avaliada
conjuntamente, devido ao rapido desenvolvimento da fase de ovo e as incertezas, ainda
existentes, quanto a caracterizagdo do inicio do estagio larval (Volkoff ef al., 1995). A
duragdo do periodo ovo-larva para 7. galloi e 1. pretiosum foi de 2,8 e 2,9 dias,
respectivamente. O ovo de ambas as espécies de parasitdides apresentou formato fusiforme
(Figura 3A), aumentando o seu tamanho durante o desenvolvimento embrionario, até a
eclosio de um segundo estagio de desenvolvimento, de formato oval (Figura 3B). A
denominagdo desse estagio de desenvolvimento ainda n3o € consenso, podendo ser
considerado larva de primeiro instar ou um estagio denominado de embrido livre (Volkoff et
al., 1995). Com o desenvolvimento do parasitoide, os estagios larvais mais adiantados vdo
assumindo formatos distintos, como o vermiforme e o piriforme (Figura 3C-D). A
identificagdo do numero de instares larvais em ZIrichogramma tem sido realizada pela
determinagdo do tamanho da mandibula dos mesmos, sendo, por isso, sugerida a existéncia de
um namero variavel de 3 a 4 instares (Flanders, 1937, Krishnamurti, 1937; Clausen, 1940
Chumakova, 1968; Pak & Oatman, 1982). No entanto, estudos mais detathados, utilizando

técnicas de microscopia eletronica, verificaram que ndo ocorre crescimento da mandibula
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durante o desenvolvimento larval. A larva recém-eclodida ja apresenta a sua mandibula
completamente desenvolvida, sendo que, parte dela encontra-se retraida. A sua completa
exposigdo sera alcangada ao final do desenvolvimento larval, quando a larva atinge o seu
crescimento maximo (Volkoff ef al., 1995; Dahlan & Gordh, 1996). Outra observagdo que
tem sugerido a existéncia de um Unico instar € a localizagdo de apenas um tegumento aderido
ao corpo da larva, que se refere ao corion, pois ndo foi verificada a presenga de mandibulas
nesse tegumento (Dahlan & Gordh, 1996).

A fase de pré-pupa pode ser facilmente caracterizada pela presenga do acumulo de
sais de urato, que sao observados através de todo o tegumento do inseto (Figura 3E). Durante
o desenvolvimento desse estagio, ja se pode visualizar no seu interior, onde esta se formando
a pupa farata, o inicio da segmentagio da cabeca e a formagdo dos olhos e dos apéndices
alares (Figura 3F). Esse estdgio apresentou duragdo de 2,5 e 1,4 dias para 1. galloi e T.
pretiosum, respectivamente.

O estagio de pupa foi o mais longo para ambos os parasitoides, com duragdo de 5,2
dias para 7. galloi e de 6,1 dias para 7. pretiosum. A pupa, do tipo livre, apresenta
segmentagdo do corpo bem definida, com olhos e ocelos inicialmente de coloragdo rosea,
assumindo, posteriormente, coloragdo vermelha. A coloragdo do inseto vai se tornando mais
escura a medida que o seu desenvolvimento avanga, devido a esclerotizag@o da cuticula. Os
sais de urato, que durante o periodo inicial do desenvolvimento da prepupa encontravam-se
dispersos pelo tegumento e que ao final desse estdgio ja comecavam a se concentrar, estdo
localizados na regido central do abdome da pupa, formando uma massa Unica escura (Figura

4A-F).

4.2 Estrutura da antena de fémeas de 7. galloi e T. pretiosum

Foram encontradas seis estruturas sensilares morfologicamente distintas, uma
estrutura setiforme e uma estrutura parecida a um sensilo campaniforme nas antenas de 7.
galloi e T. pretiosum. A estrutura geral da antena das fémeas desses parasitdides ¢ identica
aquela descrita para outras espécies de Trichogramma (Voegelé et al, 1975; Olson &

Andow, 1993).



Figura 4. Desenvolvimento do estagio de pupa de T. galloi e T. pretiosum. A-F mostram
o escurecimento gradual do tegumento e a concentragdo dos sais de urato na regido
central do abdome das pupas, além de ilustrar o desenvolvimento dos apéndices do

parasitoide.
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Antena:

A antena de f€meas de 1. galloi e 7. pretiosum € composta por sete segmentos,
divididos em escapo, pedicelo ¢ flagelo (com cinco flageldmeros). O primeiro segmento do
flagelo € cilindrico, curto e levemente mais comprido do que largo. O segmento seguinte € de
tamanho reduzido e, quando visto lateralmente, sobrepde, em parte, o terceiro flagelomero. O
terceiro e quarto flagelomeros apresentam tamanho e formato semelhantes. S&o cilindricos, de
comprimento aproximado & largura. O ultimo flagelomero, mais desenvolvido, apresenta

formato de clava e contém o maior nimero de sensilos (Figuras 5 e 6).

Sensilos:

- Sensilo tricéideo com multiporos: foram encontrados dois sensilos tricoideos
com multiporos nas antenas de 7. galloi e 1. pretiosum, que diferem entre si em sua
localizag#o e tipo de inser¢do basal. O sensilo tricoideo do tipo C, localizado na face ventral
do ultimo flagelémero, € uma estrutura curva, achatada lateralmente, com saliéncias obliquas
percorrendo toda a sua extensdo (Figuras 6 e 7A). Os poros sdo localizados na margem
externa do sensilo, no ponto de convergéncia das saliéncias. Apresenta fung8o mista, quimio e
mecanorreceptora. O niimero desses sensilos foi significativamente vaniavel (F = 60,6; g1 = 1,
45; P < 0,05, pelo teste de Tukey) entre os dois parasitdides estudados, com um nimero
médio superior em 7. pretiosum (30,7) em relagdo a 7. galloi (26,6). O seu nimero parece ser
espécie-especifico, pois Voegelé er al. (1975) ja haviam relatado a presenga de um nimero
distinto desses sensilos para 7richogramma maltbyi, 1. brasiliensis e 1. evanescens,
sugerindo, inclusive, a possibilidade de utilizagdo desse caracter como uma forma de distingdo
entre as espécies, baseando-se em exemplares fémeas do parasitdide, visto que a taxonomia
desse grupo € baseada exclusivamente no macho. Alguma especulagio € feita sobre a
possibilidade de que a diferenga no numero desses sensilos entre as espécies de
Trichogramma, esteja relacionada a eficiéncia de exploragéo de diferentes hospedeiros (Olson
& Andow, 1993).

O outro sensilo tricoideo com multiporos apresenta uma inser¢io basal continua com

o tegumento do inseto, com um nimero bastante reduzido de poros. Localizado dorso-



Figura 5. Estrutura da antena de Trichogramma. A. escapo (E), pedicelo (P) e
flagelomeros (F) (1.760 x); B. detalhe dos flagelomeros 1 a 4 (6.600 x). As setas indicam

a localiza¢do da estrutura parecida a um sensilo campaniforme.
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lateralmente no Ultimo flagelomero (Figuras 6 e 7B-C). Devido a presenga de poros,

relacionaram-no com a fungdo de olfato (Olson & Andow, 1993).

- Sensilo tricéideo sem poros: presente no escapo, pedicelo e flagelo. No escapo e
flagelo € a Unica estrutura sensilar presente. Reconhecido como estrutura de fungdo
mecanorreceptora, usualmente utilizado como receptor tactil, mas que também pode
desempenhar fungdo na recepgo de vibragOes causadas pelo movimento do ar (Mclver,
1975). No flagelo, esta localizado principalmente na lateral interna dos flagelomeros (Figuras
6 e 7D). Devido a sua posigdo, foi sugerido que esse sensilo possa desempenhar alguma
fungdo no comportamento de procura do hospedeiro, por informar ao parasitéide a posi¢ao

de suas antenas em relag@o ao substrato (Olson & Andow, 1993).

- Sensilo tricoideo com 1 poro apical: ¢ um sensilo tnico. Localizado no épice da
extremidade distal da antena, em sua face ventral. Apresenta area basal de inser¢do distinta e
elevada. Presenca de elevagdes ao longo do seu eixo longitudinal (Figuras 6 e 8A-B). Pelas
suas caracteristicas morfolégicas, apresenta provavel fungdo mecanorreceptora e
quimiorreceptora de contato, visto que a sua extremidade distal, na qual esta localizado o
poro, esta sempre em contato com a superficie do objeto em que a fémea do parasitdide

desempenha o seu comportamento de parasitismo.

- Sensilo placoideo com multiporos: s3o cinco estruturas achatadas, colocadas nas
faces laterais e dorsal do ultimo flagelomero, percorrendo longitudinalmente toda a sua
superficie. Presenga de quantidade abundante de poros (Figuras 6 ¢ 8C-D). Doutt (1964)
sugeriu que esses sensilos podem ser utilizados para orientar os parasitoides para fontes
quimicas que atuam & distancia, servindo para detectar atraentes emitidos pelo hospedeiro em
seu habitat. Para o caso especifico de 7richogramma péden'am ser esses os sensilos utilizados
para a percepgdo do feromdnio sexual liberado pelas mariposas, os quais atuam na atragdo
desses parasitOides para o ambiente em que o provavel hospedeiro se encontra. O feromonio

sexual ao lado de secre¢Ses das glandulas acessdrias e compostos quimicos presentes nas



Figura 6. Distribui¢do dos sensilos no ultimo flagelomero. A. vista ventral do quinto
flagelémero (2.040 x); B. vista dorsal (2.550 x); C. vista lateral (2.400 x). a = sensilo
tricdideo com poro apical, b = sensilo tricéideo do tipo C com multiporos, ¢ = sensilo
tricdideo com poros, d = sensilo tricoideo sem poros, e = sensilo placoideo com

multiporos, f = sensilo basiconico, g = estrutura setiforme.
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Figura 7. Sensilos da antena de T. galloi e T. pretiosum. A. Sensilo tricéideo do tipo C
com multiporos. A seta indica o tipo de inser¢do (7.500 x); B. Sensilo tricéideo com
multiporos. A seta indica o tipo de inser¢do (4.500 x); C. Detalhe de um sensilo tricoideo
com multiporos. A seta indica a presenca de poros (75.000 x); D. Sensilo tricéideo sem

poros. A seta indica o tipo de inser¢éo (7.500 x).
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escamas dos adultos, que permanecem aderidas aos ovos, sdo as principais substancias

quimicas envolvidas no comportamento de forrageamento de 7richogramma (Noldus, 1989).

- Sensilo basiconico com multiporos: poros distribuidos longitudinalmente na
porgdo do bulbo. Sio localizados no terceiro, quarto e quinto flageldmeros (Figuras 6 e 8E).
T. pretiosum apresentou dois destes sensilos no quarto flagelomero, enquanto 7. galloi,
apenas um. Esse sensilo parece desempenhar funcdo quimiorreceptora. Também pode se

apresentar como sensilo termo e/ou higrossensivel (Olson & Andow, 1993).

- Estrutura parecida a um sensilo campaniforme: localizada nos segmentos 2 e 4
do flagelo (Figuras 5 e 8F). Olson & Andow (1993) verificaram esta estrutura nos segmentos
3, 4 e 5 do flagelo de fémeas de 7. nubilale, sendo que Voegelé ef al. (1975) as encontraram
nos segmentos 4 e 5 do flagelo das antenas de 7. evanescens. Essa estrutura apresenta fungio

desconhecida.

- Estrutura setiforme: apresenta auséncia de poros e inser¢do basal indistinta.
Considerada sem fungdo sensorial. Estdo presentes em grande nimero, principalmente na
porgido ventral do quinto flageldmero, junto a sua base (Figura 6A). Devido ao seu niimero e
posi¢do, alguns autores tém sugerido a fung@io de protegdo para essas estruturas (Olson &

Andow, 1993).

4.3 Estrutura do ovipositor de fémeas de 7. galloi e T. pretiosum

A organizagdo da genitalia das fémeas de 1. galloi e 1. pretiosum é semelhante
aquela descrita para Trichogramma maidis por Le Ralec & Wajnberg (1990), sendo
constituida de 2 pares de valviferas e 3 pares de valvas derivadas do 8° e 9° segmentos
abdominais, a qual ndo difere da estrutura basica da genitalia de Hymenoptera (Smith, 1970).

O ovipositor de 7. galloi e T. pretiosum se aloja dentro da bainha formada pela
capsula genital, apresentando apenas a sua extremidade proximal presa ao tegumento por uma

série de musculos. O ovipositor desses parasitdides é uma estrutura cilindrica e pontiaguda. E



Figura 8. Sensilos da antena de 7. galloi e T. pretiosum. A. sensilo tricéideo com poro
apical (9.000 x); B. detalhe do apice do sensilo tricéideo com poro apical. A seta indica a
presenga do poro (45.000 x); C. sensilo placdideo com multiporos (4.500 x); D. detalhe
do sensilo placoideo com multiporos (45.000 x); E. sensilo basicénico (45.000 x); F.

estrutura parecida a um sensilo campaniforme (15.000 x).
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formado por trés estiletes que se acoplam (duas valvas 1 e uma valva 2), apresentando varios
sensilos na sua regido distal (Figuras 9 e 10A). A valva 2, porgdo do ovipositor voltada para o
abdome, apresenta uma concavidade proxima a regido distal, sendo que, na extremidade dessa
regido sdo encontradas varias elevagdes da cuticula, além de uma série de quatro projegdes
laterais pontiagudas de cada lado desse estilete (Figura 10B-C). Essas projegdes pontiagudas
sdo inclinadas em dire¢do a base do ovipositor, em formato de ponta de flecha, conferindo a
esse estilete agdo perfurante. Ambas as valvas 1 apresentam quatro tipos distintos de sensilos,
que se distribuem em dire¢do proximal, logo apos duas expansdes laterais da cuticula, no
apice da extremidade distal dessas valvas (Figura 10D). Na extremidade distal das valvas 1
estdo presentes dois sensilos (A), que sio expansdes cuticulares em forma de gancho,
apresentando um poro em sua base (Figura 10D). Esses sensilos estdo colocados em uma
depressdo ovoide da cuticula. Em diregdo a regido proximal desse estilete, colocado
ventralmente em relagdo aos sensilos (A), encontra-se um sensilo (B), de estrutura cuticular
deprimida e irregular (Figura 10D). Na seqtiéncia, é encontrado um processo dentiforme (C)
(Figura 10D-E), que se distribui regularmente ao longo de toda a extensio desse estilete, logo
apés a constrigdo cuticular presente (Figura 10F). Apds o primeiro processo dentiforme e
anterior a constrigao da cuticula, encontra-se uma estrutura pouco diferenciada, formada por
uma depressdo circular da cuticula (D), aproximando-se do formato de um sensilo
campaniforme (Figura 10D). A estrutura geral, o nimero e o tipo de sensilos presentes no
ovipositor de 7. galloi e 1. pretiosum foram semelhantes, ndo diferindo daquela descrita para
1. maidis (Le Ralec & Wajnberg, 1990).

A funcdo dos sensilos presentes no ovipositor desses parasitoides poderia ser
explicada por estudos da estrutura interna desses sensilos. Estudos da ultraestrutura desses
orgios relatam a presenga de sensilos com fungdo quimiorreceptora, mecanorreceptora e
mista para outras espécies de parasitoides (Hawke et al., 1973; Greany ef al., 1977, van Veen
& van Wilk, 1985). No entanto, Le Ralec & Wajnberg (1990) conferiram suposta fungdo
mista aos sensilos (A) e mecanorreceptora aos (C) e (D). Para o sensilo (B), devido as

peculiaridades da sua estrutura, ndo foi levantada nenhuma possivel fungéo.



Figura 9. Corte transversal do ovipositor de fémeas de 7richogramma. A. ovipositor
recolhido no interior da capsula genital (6.000 x). No detalhe: ovipositor retirado da
capsula genital (2.000 x); B = detalhe do ovipositor (9.000 x) (V; = valvifero 1, V, =
valvifero 2, b= bainha da capsula genital, SN = células nervosas) (Escala: A = 1,1 pum -

detalhe =25 pm, B = 1,7 pm).
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Figura 10. Estrutura do ovipositor de Trichogramma. A. ovipositor parcialmente retirado
da bainha da capsula genital (1.500 x). A seta indica a disposig¢@o da estrutura dentiforme
presente ao longo do ovipositor. A mesma estrutura em detalhe (22.500x); B. elevagdes
cuticulares da porgdo inferior do estilete do ovipositor de 7Trichogramma (7.500x), C.
Constri¢do cuticular na por¢do superior do estilete (4.500 x); D. sensilos do apice do
ovipositor de Trichogramma. a = sensilo (A); b = sensilo (B); ¢ = sensilo (C); d = sensilo
(D). A seta indica a presenga de um poro (7.500 x) (detalhe: 30.000 x); E. Presenga de
quatro estruturas pontiagudas no apice da porcéo inferior do ovipositor (15.000 x); F.

Detalhe das projegdes cuticulares presentes no interior dos estiletes (18.000 x)






4.4 Avaliaciio (tamanho, volume, espessura e estrutura do corion) de ovos de

hospedeiros naturais e alternativos de 7. galloi e T. pretiosum

Os ovos dos hospedeiros naturais e alternativos, estudados para 7. galloi e T.
pretiosum, apresentaram diferengas quanto ao seu tamanho, formato, coloragdo, volume,

espessura e esculturagio do corion. Essas caracteristicas s3o descritas para ovos de:

- 8. cerealella: hospedeiro alternativo. Postura agrupada, com os ovos colocados
lado a lado, em camada unica. Ovo de colorag@o branca, passando ao amarelo-palha no inicio
do desenvolvimento embrionario até atingir a colorag@o vermelha, proximo a eclosdo da
lagarta. Formato fusiforme (584,7 pm x 263,4 pum), com a extremidade posterior arredondada
e a anterior truncada. Regido micropilar localizada em uma depressdo da porgo anterior.
Superficie do corion apresentando saliéncias longitudinais conspicuas, que percorrem o ovo
em todo a sua extensdo, até a regido da micropila. Essas saliéncias longitudinais sdo ligadas
por outras que percorrem o ovo transversalmente, delimitando pequenas areas de formato
quase retangular. O formato dessas areas pode ser distinto na extremidade posterior, variando
do tringular ao poligonal. Cérion de textura granular. O nimero de aeropilas em ovos de S.
cerealella é bastante reduzido, estando localizado na extremidade posterior do ovo (Figura
11). O volume do ovo é de aproximadamente 0,021 mm’. O cérion ¢ formado por 5 camadas,
sendo a primeira delas, a que recobre externamente o ovo, formada por muco. A sua
distribuigdo € irregular sobre a superficie do ovo, chegando quase a inexisténcia em
determinados pontos, e apresenta espessura oscilando entre 0,13 a 0,26 um (Figura 12). A
camada subseqiiente € uma fina membrana, com cerca de 20 nm de espessura, colocada logo
acima do exocorion, que apresenta estrutura lamelar, medindo entre 4,00 ¢ 4,27 um. A
camada trabecular (0,40 - 0,53 um) € sustentada por colunas que raramente se ramificam, e
quando o fazem, a ramificagdo ocorre na base. O endoc6rion € uma fina camada de cerca de
13,33 nm. Essas camadas resultam em um corion com espessura variavel entre 4,54 a 4,81 um
(Figura 12). A membrana vitelinica (6,9 1im) € bi-partida, com a sua camada mais externa
apresentando alta densidade e espessura de 0,27 a 0,54 um. A outra camada, a interna, (inica,

apresenta aspecto esponjoso, com elevada elétron densidade. Arbogast ef al. (1980)
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Figura 11. Ovo de S. cerealella. A. vista geral do ovo (225 x); B. micrépila e aerdpilas
juntas na regido anterior (1.050 x); C. aerdpilas na porgdo posterior do ovo (1.275 x); D.

microestrutura (textura) do cérion (15.000 x).



Figura 12. Estrutura fina do corion de §. cerealella. A. estrutura geral (15.000x); B.
detalhe do corion (24.000x); C. Coérion mostrando alteragdo na espessura da camada
trabecular (15.000x) (cm = camada de muco; end = endocorion; exo = exocorion;, m =
membrana; Mv = membrana vitelinica, Oo = ooplasma; tr = camada trabecular) (Escalas:

AeC=1,1 um; B=0,4 um).
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descreveram ovos de S. cerealella com caracteristicas semelhantes, relatando, porém, a

presenca de aeropilas restritas a por¢do anterior do ovo (Figura 12).

- A. kuehniella: hospedeiro alternativo. Ovo de coloragdo branca, passando ao
amarelo-palha proximo a eclosdo da lagarta. Apresenta formato eliptico, com ambas as
extremidades arredondadas. Comprimento médio de 520, 7 pum e largura média de 289,8 pm.
Coérion com esculturagio abundante, formada por iniimeras saliéncias sinuosas que
convergem, em numero variavel de 4 a 8, em diversos pontos, formando assim, uma regido
mais saliente. Corion de textura aspera. Aerdpilas em nimero extremamente reduzido quando
presentes, localizadas nos pontos de convergéncia das saliéncias do corion. Micropila cercada
por iniimeras células primérias (14-22) de tamanho variavel, com as mais longas ultrapassando
o final das células secundéanas (Figura 13). Corion composto de 4 camadas distintas, com
espessura entre 2,63 - 3,23 pum (Figura 14) . A camada mais externa € representada por uma
membrana extremamente fina, com espessura entre 37,5 e 75,0 nm, que recobre a camada
subseqiiente, o exocorion, mais espessa (2,17 - 2,77 um), apresentando estrutura lamelar,
demonstrada pela disposicdo alternada de camadas claras e escuras. A camada trabecular,
localizada logo abaixo do exocorion, € composta por canais sustentados por diversas colunas,
que se ramificam apenas na base. Espessura varidvel de 0,45 a 0,67 um. (Figura 14).
Separando o cérion da membrana vitelinica encontra-se uma camada extremamente fina, com
espessura inferior a 7,5 nm. Essa camada foi descrita como sendo formada pela deposigdo de
placas sobrepostas de cera (Cruickshank, 1972). A membrana vitelinica, com cerca de 11,8
pum de espessura, € dividida em duas camadas, no estagio inicial do desenvolvimento
embrionario, sendo a primeira de espessura uniforme (0,16 pum), de alta elétron densidade
(Figura 14 A - detalhe). A segunda, nesse mesmo estagio de desenvolvimento, ¢ bi-partida, de
espessura varidvel. A mais interna, de maior elétron densidade, emite prolongamentos que se
estendem em dire¢io a camada mais externa da membrana vitelinica, (Figura 14 A - detalhe
MV2a). No entanto, a membrana vitelinica parece sofrer alteragdes em sua composi¢do,

mesmo apos curto intervalo de desenvolvimento embrionério. A membrana vitelinica de ovos
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Figura 13. Ovo de 4. kuehniella. A. vista geral do ovo (270 x); B. regido micropilar
(1.500 x). Detalhe da micropila (2.500 x); C. aerépilas na porgédo posterior do ovo (750

x); D. microestrutura (textura) do cérion (15.000 x).



Figura 14. Estrutura fina do corion de A. kuehniella. A. estrutura geral (13.000x). No
detalhe: corion em estagio de desenvolvimento atrasado, mostrando a ocorréncia da
camada Mv 2 da membrana vitelinica dividida em duas camadas distintas (22.000x). B.
detalhe do corion (27.000x) (end = endocorion; exo = exocorion; m = membrana, Mv =
membrana vitelinica; Oo = ooplasma; tr = camada trabecular) (Escalas: A = 1,7 pum;

detalhe e B = 0,6 um).
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mais adiantados, dentro do intervalo de desenvolvimento amostrado (0-24 horas), ndo
apresenta a sua camada mais interna bi-partida, enquanto aquela colocada mais externamente
apresenta-se mais espessa (Figura 14 A). O que parece ocorrer € 0 espessamento da primeira
camada da membrana vitelinica, sendo que a primeira camada da membrana vitelinica interna
desaparece (Figura 14 A). Alteragdes na composigdo da membrana vitelinica durante o
desenvolvimento embriondrio ja foram relatadas para outras espécies de Lepidoptera
(Fehrenbach ez al., 1987). Volume aproximado do ovo de 0,023 mm’. Arbogast ez al. (1980)
relataram a existéncia de aerdpilas espalhadas por toda a superficie do ovo desse inseto, sendo
que Cummings (1972) chegou a quantificar a presenga de 100-150 aeropilas por ovo de 4.
kuehniella. A estrutura do corion de A. kuehniella se assemelha aquela descrita para 6vulos

em estagio de maturagio avangado (Cruickshank, 1972).

- (. cephalonica: hospedeiro alternativo. Ovo amarelo-claro. Ocorre um
escurecimento gradual do ovo com o desenvolvimento embrionario. Apresenta as regides
anterior e posterior arredondadas, sendo que a anterior mostra um pequena projegio na regiao
da micropila. Micropila formada por um nimero variavel de células primérias (11-19) em
formato de roseta, sendo algumas mais longas do que as outras. Dimensdes de 573,5 pm x
346,1 um. Corion com esculturagdo abundante, porém pouco pronunciada. Formado por
saliéncias que se ligam indistintamente, formando areas definidas de formato geométrico
indistinto. Corion de textura lisa. Numero extremamente reduzido de aeropilas. Abertura das
aeropilas colocadas nos pontos de contato entre as saliéncias do corion, em posigdo ndo
definida da superficie dos ovos (Figura 15). Corion subdividido em varias camadas, com
espessura entre 4,18 e 5,32 pm (Figura 16). A primeira camada, a mais externa, € formada por
muco, e apresenta espessura de 0,06 a 0,17 pm. Logo abaixo encontra-se uma fina membrana
com poucos nanometros de espessura. O exocorion € a mais espessa das camadas, medindo
entre 2,46 a 2,91 um, apresentando estrutura lamelar com a deposigdo de faixas claras e
escuras. A camada mais externa do endocorion, colocada logo abaixo do exocorion, apresenta
espessura de 0,74 a 1,14 pm, e se distribui desuniformemente pelo corion, estando

praticamente ausente em determinadas regides. A camada trabecular, também de espessura
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Figura 15. Ovo de C. cephalonica. A. vista geral (255 x); B. micropila (1.500 x); C
aeropilas (750 x); D. microestrutura (textura) do corion (4.500 x).



Figura 16. Estrutura fina do corion de C. cephalonica. A. estrutura geral . Notar o
afilamento da camada trabecular (9.000x); B. detalhe do cérion (27.000x) (cm = camada
de muco; end = endocorion; exo = exocoOrion;, m = membrana;, mc = mesocorion, My =
membrana vitelinica; Oo = ooplasma; tr = camada trabecular) (Escalas: A=25um ;B =

0,6 um).
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bastante variavel (0,91 - 1,20 pum) apresenta determinadas regides em que ocorre grande
alargamento dos canais que a compde. As colunas que sustentam os canais formados nessa
camada bifurcam-se apenas na base. Separando o corion da membrana vitelinica encontra-se
uma fina camada (85,70 - 114,28 nm), que pode ser composta por cera. A membrana
vitelinica, com 10,6 pum, se divide em duas camadas: a mais externa apresenta alta densidade e
espessura uniforme; a segunda, de aspecto esponjoso, divide-se em duas partes com elétron
densidade diferente, sendo a de maior elétron densidade mais espessa e interna, e emite
invaginagdes que penetram na parte de menor elétron densidade (Figura 16). Ovo de volume
aproximado de 0,036 mm’. Essas caracteristicas assemelham-se as descritas por outros

autores (Arbogast et al., 1980).

- D. saccharalis: hospedeiro natural de 7. galloi. Ovos normalmente colocados
agrupados, onde pelo menos metade do seu comprimento fica coberto por outro ovo, o que
confere ao grupo de ovos o aspecto de escamas de peixe. Ovo amarelo-claro passando ao
laranja, proximo a eclosio da lagarta. So ovos de formato eliptico (1136,0 um x 826,9 pum),
achatados. Esculturagdo do corion abundante e uniforme. Saliéncias que se interligam
formando pequenas areas deprimidas de formato poligonal\ A superficie do corion é formada
por pequenas estruturas de formato irregular, colocadas assimetricamente entre si, que
conferem a superficie do corion o aspecto rugoso. Presenca de pequenas fissuras. Regido da
micropila pouco diferenciada, com orificios quase indistintos. Numero abundante de aeropilas,
espalhadas por quase toda a superficie exposta do ovo, havendo maior concentragdo logo
abaixo da regido da micropila, em diregdo a regido posterior do ovo. Abertura das aerOpilas
sempre localizadas nos pontos de contato entre as saliéncias (Figura 17). Corion constituido
de 5 camadas, sendo a mais externa representada por uma fina camada de muco (0,20 - 0,40
um) que recobre irregularmente o ovo. Logo abaixo encontra-se uma fina membrana (10 - 20
nm) A camada seguinte, o exocérion, € lamelar, apresentando espessura entre 4,40 - 5,73 um
na parte superior do ovo, sendo que o coérion na parte inferior do ovo € extremamente
delgado, reduzindo essa camada a poucos nanometros de espessura. A camada trabecular €

caracterizada por um espessamento que ocorre a intervalos freqiientes ao longo de sua



Figura 17. Ovo de D. saccharalis. A. vista geral da postura (200 x); B. ovo isolado (150
x); C. regido da micropila (1.500 x); D. esculturagéo do corion (300 x); E. aerdpila (750

X); F. microestrutura (textura) do cérion (7.500 x).
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Figura 18. Estrutura fina do cérion de D. saccharalis. A estrutura geral (6.600 x); B.
detalhe do corion (22.000 x). Notar a camada trabecular (30.000 x); D. detalhe da

membrana vitelinica (10.000 x) (cm = camada de muco; end = endocorion; exo
exocorion; m = membrana; Mv = membrana vitelinica, Oo = ooplasma; tr = camada

trabecular) (Escalas: Ae D= 1,7 um; B= 1,1 um; C = 0,4 um).
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extensdo, sendo a sua espessura de 0,60 - 1,00 um, reduzida a 0,20 - 0,40 um nos pontos
mais finos desta camada. Endocérion delgado, com cerca de 0,1 um de espessura. Cérion
apresentando espessura variando de 4,80 a 6,53 um, podendo chegar a 7,53 pum nos pontos
onde a camada trabecular € mais espessa. (Figura 18). Membrana vitelinica (11,5 pm)
apresenta uma camada externa delgada, densa, e uma segunda, mais interna, bem mais
espessa, que apresenta granulagdo intensa (Figura 18). Devido ao seu formato achatado, o
volume dos ovos de D. saccharalis nio puderam ser determinados pelas formulas aqui

utilizadas.

- H. virescens: hospedeiro natural de 7. pretiosum. Ovo branco, passando ao
amarelo palha ao final do desenvolvimento embrionario. Visto lateralmente apresenta formato
cilindrico e em vista superior, formato circular. Apresenta comprimento de 551,8 um e largura
de 499,5 pm. Corion de esculturagéo destacada. Nove a dez saliéncias bem pronunciadas, que
partem logo acima da base do ovo, percorrem toda a extensdo longitudinal até proximo a
micropila. Entre essas saliéncias, ha outras que terminam logo abaixo da extremidade anterior,
conferindo um aspecto ondulado & superficie do ovo. Ambas saliéncias sdo percorridas por
elevagdes longitudinais, que se estendem da regido anterior até proximo a base do ovo.
Corion com inimeros orificios de didmetro extremamente reduzido, conferindo a superficie
do coérion textura rugosa. A regido da micropila € circundada por 11-13 células primarias de
extremidade distal arredondada. As aerdpilas est@io presentes nas extremidades das saliéncias
que terminam proximo a micropila e em uma pequena faixa que circunda todo o ovo, em seu
tergo superior. A regido posterior do ovo de H. virescens ndo apresenta qualquer
ornamentagdo do cérion (Figura 19). O corion é dividido em 5 camadas, sendo encontrada
externamente uma camada de muco de espessura bastante variavel (0,90 - 9,15 um), que
recobre desuniformemente o ovo de H. virescens, chegando a estar ausente em determinadas
regides. Nessa camada ainda € possivel verificar a presenga de inclusdes cristalinas de tamanho
variavel (Figura 20). Abaixo da camada de muco, quando presente, ocorre uma fina
membrana (12 a 18 nm) recobrindo uma camada lamelar, o exocdrion. Essa camada, por sua

vez, apresenta espessura ao redor de 2,40 - 3,93 um nas regides planas do corion. A camada
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Figura 19. Ovo de H. virescens. A. vista lateral (225 x); B. vista superior, mostrando em
detalhe a regido da micropila e aerdpilas (setas) (450 x); C. aeropilas da regido lateral do

ovo; D. microestrutura (textura) do cérion (7.500 x).
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Figura 20. Estrutura fina do cérion de H. virescens. A. estrutura geral (7.000 x); B.

detalhe do coérion (15.000 x); C e D. detalhe da camada de muco de diferentes
espessuras, contendo corpos de incluséio (18.000 e 40.000 x) (Escalas: A =1,7 um; B e
C =106 um; D = 0,4 um) (ci = corpo de inclusdo; cm = camada de muco; end =

endocorion; exo = exocOrion; m = membrana; Mv = membrana vitelinica; Oo =

ooplasma; tr = camada trabecular).
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seguinte, a trabecular, € sustentada por colunas que se ramificam tanto na base como na
porgdo superior, formando uma rede de canais conjuntos. A sua espessura varia de 0,68 a
0,77 um. Logo abaixo encontra-se o endocorion, bastante delgado, com cerca de 94,28 nm de
espessura. A espessura do corion em H. virescens pode ser bastante variavel devido a camada
de muco que o recobre, podendo varar de 4,00 a 13,15 pum (Figura 20). A membrana
vitelinica, com 5 pm de espessura, € formada por duas camadas bastante distintas. A primeira,
¢ homogénea, extremamente fina (cerca de 60 nm). Coloca-se acima de uma camada
esponjosa que se subdivide em duas camadas: uma de maior elétron densidade, colocada logo
abaixo da primeira camada, e a outra de menor elétron densidade (Figura 20). O volume do
ovo é de 0,108 mm’. Fehrenbach er al. (1987), descrevendo o corion de ovos de H. virescens
de diversos estados fisiologicos e idade, observaram estrutura semelhante aquela encontrada

nesse trabalho para ovos fertilizados e fixados em um periodo de até 2 h ap6s a sua deposigéo.

- A. gemmatalis: hospedeiro natural de 7. pretiosum. Ovo de coloragdo variada.
Normalmente apresenta coloragdo inicial azul-esverdeada, passando por um escurecimento
gradual até a eclosdo. Em vista superior, o ovo de A. gemmatalis apresenta formato circular e,
lateralmente, sua regio anterior apresenta-se arredondada e a posterior achatada, conferindo
o formato de um disco. Apresenta comprimento de 628,2 um e altura de 428,0 um. O cérion
¢ percorrido da base ao topo por 9-10 elevagdes conspicuas, que atingem as células terciarias
colocadas ao redor da micropila, e por uma a duas elevagdes que se colocam entre as
anteriores, terminando logo abaixo da regido anterior do ovo. Saliéncias laterais ligam essas
elevagdes, formando pequenas areas de formato retangular. A micropila € circundada por
células primarias, secundarias e terciarias. AeroOpilas em numero abundante, presentes ao
longo das elevagdes que percorrem o ovo da regifio posterior a anterior, sempre nos locais de
contato entre as saliéncias. A regido posterior do ovo € lisa, sem qualquer esculturagio
(Figura 21). O volume do ovo de 4. gemmatalis é de 0,089 mm’. O cérion é dividido em
vérias camadas, conferindo a ele uma espessura entre 3,75 e 5,81 pum, que podera atingir
10,76 um, nos pontos onde o exocorion alcangar a sua espessura maxima (Figura 22). O

corion apresenta como primeira camada uma membrana muito fina, colocada externamente.



Figura 21. Ovo de A. gemmatalis. A. vista superior (217 x); B. vista lateral (202 x); C.
micropila (450 x), D. aeropilas (750 x); E. microestrutura (textura) do corion na regido
das células primarias que envolvem a micrépila (7.500 x); F. microestrutura (textura)

geral do cérion (7.500 x).
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Figura 22. Estrutura fina do coérion de A. gemmatalis. A. detalhe do cdrion (9.000 x); B.
detalhe da membrana vitelinica (9.000 x); C. estrutura geral (16.000 x); D. detalhe do
corion mostrando a disposi¢do diferenciada da camada trabecular (25.000 x) (cm =
camada de muco; end = endocoérion; exo = exocorion; m = membrana; Mv = membrana
vitelinica; Oo = ooplasma; tr = camada trabecular) (Escalas: Ae B =1,1 pm; C= 0,6 pm;
D =0,4 pm).
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Recobrindo essa membrana existe uma camada de muco com espessura de 1,10 a 1,92 pum. O
exocorion, que mede cerca de 2,20 a 2,47 pum de espessura, localiza-se logo abaixo da
membrana que recobre o corion, € caracteriza-se por ser uma camada lamelar. Essa pode
chegar a medir 7,42 pum nas regides onde ocorre elevagdes do corion, visualizadas
externamente, percorrendo a sua superficie longitudinalmente. A camada seguinte, a
trabecular, ¢ extremamente delgada (0,41 - 0,55 pm), sendo a sua estrutura, em determinadas
regides, distinta da normalmente descrita (presenga de colunas que se anastomosam em uma
ou ambas extremidades). A modifica¢iio € dada pela auséncia de colunas bem definidas entre
os canals formados, sendo que esses ocorrem aleatoriamente. A camada intema do
endocoOrion € densa, de espessura uniforme (aproximadamente 85,7 nm). Logo abaixo
encontra-se uma camada de deposigdo irregular de 0,31-0,86 um. Em dire¢do @ membrana
vitelinica ainda é possivel visualizar uma fina camada de alta elétron densidade, com cerca de
60 nm de espessura. A membrana vitelinica, com 12,5 im de espessura, apresenta 2 camadas,
sendo a externa de densidade homogénea, com 0,34 pm de espessura. A interna, de aspecto
esponjoso, divide-se em 2 outras camadas. A primeira, a mais externa, apresenta menor
elétron densidade, e emite invaginagdes em direcdo a primeira camada da membrana vitelinica.

A outra, a mais interna, apresenta maior homogeneidade e elétron densidade (Figura 22).

- 8. frugiperda: hospedeiro natural de 7. prefiosum. Postura agrupada, normalmente
colocada em varias camadas sobrepostas (2 - 3). As posturas realizadas por fémeas mais
novas sdo recobertas por uma densa camada de pélos, que sdo retirados do tufo anal das
fémeas. Ja as posturas realizadas por fémeas mais velhas, apresentam os ovos recobertos com
uma quantidade muito reduzida desses pélos. Ovo de coloracéio variada do cinza-azulado ao
esverdeado no inicio do desenvolvimento embrionario, assumindo tonalidade marrom-
avermelhada ao final desse estagio. A coloragdo dos ovos de S. frugiperda pode ser bastante
variada e parece estar relacionada a fonte nutricional utilizada pelo inseto durante a sua fase
imatura, visto ter sido relatada a ocorréncia de posturas com nimero variavel de 12 a 24
cores, dependendo da fonte de alimento utilizada pelo inseto, dieta natural ou dieta a base de

feijdo, respectivamente (Nalim, 1991). Formato quase circular, apresentando comprimento de
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454,9 um e largura de 390,2 pum. Corion com esculturagdo pronunciada, formada por
elevagdes longitudinais e transversais que se intercruzam, estabelecendo pequenas areas de
formato quase quadrangular. As células primarias que circundam os orificios da micropila
apresentam formato de roseta, ocorrendo uma modificagdo no formato das fileiras sucessivas
de células que circundam as primarias, 2 medida que se caminha para a regido posterior,
passando a apresentar aspecto quadrangular. O terco inferior dos ovos de S. frugiperda ndo
apresenta esculturagdo do cérion. Corion de textura lisa (Figura 23). Aeropilas em quantidade
razoavel, localizadas nos pontos de contato entre as elevagdes longitudinais e verticais. Corion
de espessura varidvel de 2,50 a 4,44 um, atingindo até 11,95 um nos locais de maior
espessura do exocérion. Exocdrion recoberto por uma camada de muco de espessura bastante
variavel (1,33 - 2,55 um), apresentando o seu ponto de maior espessura junto as elevagdes do
corion, que o percorrem longitudinalmente. A espessura do exocorion oscila entre 0,57 e 1,33
um, chegando a 10,20 um nas regides de elevagdes do cérion. A camada trabecular mede
cerca de 0,56 pm, ndo apresentando grandes variagdes na sua espessura, assim como
encontrado para as demais espécies. Endocérion, localizado logo abaixo da camada
trabecular, bastante delgado (40 - 133 nm). Membrana vitelinica (15,1 pm) com a sua
primeira camada bastante fina, de densidade homogénea. A segunda camada subdivide-se em
duas camadas com elétron densidade distintas. Aquela colocada externamente apresenta
menor elétron densidade do que a posicionada internamente (Figura 24). Volume do ovo de

0,036 mm’.

Possiveis relacdes existentes entre a estrutura dos ovos do hospedeiro e o desen-

volvimento do parasitdide:

O conhecimento da estrutura superficial e da estrutura fina do corion das diversas
espécies de hospedeiros de 7. galloi e T. pretiosum permite especular sobre determinados
mecanismos, além de sugerir possiveis relagdes quanto as exigéncias apresentadas pelos
parasitoides para o seu desenvolvimento em condigSes naturais. Como exemplo, pode-se
comparar a estrutura do ovo do hospedeiro natural de 7. galloi, D. saccharalis, com a dos

seus hospedeiros alternativos. Ao se analisar a estrutura do corion do ovo de D. saccharalis é



Figura 23. Ovo de S. frugiperda. A. vista geral da postura realizada por fémea recém-
emergida (75 x). No detalhe: Pélo que recobre a postura (10.000 x); B. vista geral da
postura realizada por fémea de idade mais avangada (90 x); C. vista geral de um ovo
individualizado. Notar a auséncia de esculturagdo do corion no tergo inferior do mesmo

(150 x); D. area micropilar (750 x); E. aeropila (1.500 x); F. microestrutura (textura) do
cérion (7.500 x).
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Figura 24. Estrutura fina do cérion de S. frugiperda. A. detalhe do cérion mostrando
elevagdo da sua superficie (6.600 x); B. detalhe da membrana vitelinica (3.800 x); C.
detalhe do cdrion (25.000 x); D. Pé&lo recobrindo ovo de S. frugiperda. Notar a espessura
do pélo em relagdo ao corion (10.500 x) (cm = camada de muco; end = endocdrion; exo
= exocorion; Mv = membrana vitelinica; p = pélo; tr = camada trabecular) (Escalas: A =

1,7 pm; B=2,5 pm; C= 0,4 pm; D = 1,1 pm).
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possivel verificar que se trata de um ovo bastante sensivel ao ressecamento, pois apresenta
caracteristicas que facilitam a troca gasosa, principalmente no final do estagio larval e pupal
quando a taxa metabdlica de 7richogramma é bastante elevada (Dai ef al., 1982). Apesar de
muitos ovos de insetos ja conterem o suprimento de oxigénio necessario para ©O
desenvolvimento embrionario armazenado na camada trabecular logo ap6s a sua postura
(Hinton, 1981), as caracteristicas encontradas nos ovos de D. saccharalis levam a suposigdo
de que esse poderia ser um dos fatores pelo qual esse parasitoide apresenta um
desenvolvimento inicial muito reduzido em ovos de hospedeiros alternativos, os quais
apresentam raras aeropilas, além de possuirem camadas protetoras contra a dessecac¢@o (muco
ou ceras). Essa suposi¢do fica reforcada quando se supde um certo grau de adaptacdo entre o
parasitoide e o hospedeiro que, particularmente para 7. galloi, parece ser bastante alto, visto
ser esse parasitoide relatado parasitando apenas ovos de Diatraea spp. (Zucchi & Monteiro,
1997). O aumento na exploragdo desses hospedeiros alternativos, em condi¢Ges de
laboratério, por 7. galloi poderia ser dado pela selegdo de individuos mais vigorosos, assim
como sugerido por Gomes (1997), ou provavelmente, de individuos que apresentassem menor
taxa metabolica durante o seu desenvolvimento.

Outra caracteristica representada nos estudos de estrutura dos ovos dos hospedeiros
de 7. galloi e T. pretiosum, € a variagdo na abundéncia de pélos de S. frugiperda recobrindo
as massas de ovos desses insetos. O parasitismo de ovos de S. frugiperda por 1. pretiosum,
seja na natureza ou em condigdes de laboratorio, € normalmente bastante reduzido (JR.P.
Parra, informagdo pessoal). No entanto, os testes de comportamento realizados em
laboratorio (ver item 4.5, Figura 26), utilizando-se ovos de S. frugiperda contendo uma
quantidade muito reduzida desses pélos, indicaram a aceitag@o e o parasitismo de quase 100%
dos ovos estudados por 93% das fémeas observadas. Esse valor de fémeas que localizaram e
parasitaram os ovos foi superior inclusive aos valores apresentados por fémeas de 7.
pretiosum em contato com ovos de hospedeiros conhecidamente mais parasitados, A.
kuehniella e A. gemmatalis. Certamente esses pélos desempenham algum papel na protegdo
dos ovos de S. frugiperda, seja através da agdo mecinica, por dificultarem o acesso do

ovipositor da fémea ao ovo, visto que a espessura do pélo chega a ser de 2 a 3 vezes superior



a do corion do ovo desse inseto (Figura 24D), ou pela presenga de substincias quimicas
adsorvidas a ele. Os valores oscilantes de parasitismo encontrado em condigdes naturais ou de
laboratorio poderiam estar relacionados a idade do adulto que realizou aquela postura, visto
que a densidade de pélos ¢ visivelmente inferior em posturas realizadas por fémeas mais velhas

(Figura 23A e B).

4.5 Estudo do comportamento de parasitismo de 7. galloi e T. pretiosum

1. galloi e T. pretiosum apresentaram padrdo tipico de comportamento de
parasitismo das espécies desse género (Klomp et al., 1980), envolvendo as principais etapas
abordadas nesse estudo (Figura 25). Fémeas do parasitéide, ao tocarem o ovo do hospedeiro
com suas antenas (contato), iniciam o processo de avaliagdo do hospedeiro. As fémeas
percorrem toda a superficie do hospedeiro, de uma extremidade a outra, até tocarem o
substrato no qual o hospedeiro foi depositado, quando retornam para a outra extremidade do
ovo. Durante esse caminhamento sobre a superficie do ovo, as fémeas movimentam
continuamente as antenas para cima e para baixo, fazendo com que as mesmas estejam em
contato constante com o coérion do hospedeiro. Em seguida, a fémea interrompe essa
movimentagdo, apoiando a extremidade distal do abdome sobre a superficie do hospedeiro,
retirando o ovipositor do interior da bainha. Logo ap6s, o ovipositor € apoiado sobre o corion
e a fémea inicia a perfuragdo do mesmo. Com a completa introdugdo do ovipositor no
hospedeiro, a fémea inicia a colocagdo do ovo (oviposi¢do), que € precedida por movimentos
intensos do abdome, que podem ser varidveis conforme o sexo da progénie depositada
(Suzuki et al., 1984). Apos a oviposigdo, a fémea retira o ovipositor do hospedeiro fazendo
movimentos circulares e, em certos casos, alimenta-se do liquido que extravasa pelo orificio
de postura, logo em seguida (Figura 25).

O comportamento de parasitismo de 7. galloi € 1. pretiosum apresentou diferengas
quanto aos pardmetros observados entre os diversos hospedeiros estudados (Tabelas 3 e 4),
sendo que a alimentagdo do adulto sobre o ovo hospedeiro e a marcagdo do ovo parasitado
ndo foram padrdes apresentados por todas as fémeas, ou que se repetiram para todos o0s

hospedeiros parasitados.
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A porcentagem de fémeas de 7. galloi e T. pretiosum que aceitaram os diferentes
hospedeiros estudados foi variavel (Figura 26), podendo a rejeigdo ocorrer em qualquer etapa
do parasitismo. A porcentagem de fémeas de 7. galloi que aceitaram os hospedeiros foi
decrescente com o tamanho dos mesmos, sendo os valores de rejeicdo de ovos de A.
kuehniella e S. cerealella igual ou superior a 50% (Figura 26). Essas observagdes concordam
com as dificuldades encontradas na produgiio de 7. galloi sobre ovos dos hospedeiros
alternativos, A. kuehniella e S. cerealella, com especial referéncia para a ultima espécie
(Parra, 1997). Para 1. pretiosum, S. cerealella foi o tinico hospedeiro cuja porcentagem de
aceitacdo foi inferior a 85% (Figura 26). Esses resultados ainda indicam que a baixa aceitagio
de ovos de A. kuehniella e S. cerealella como hospedeiros de 7. galloi se deu devido a
estimulos fisicos ou quimicos de contato, pois a rejeigdo ocorreu apds o contato com 0s
mesmos, o0 que envolveu a sua localizagdo. Por outro lado, a menor aceitagdo de ovos de S.
cerealella por T. pretiosum parece estar relacionada tanto com os efeitos encontrados para 7.
galloi, como também & auséncia ou insuficiéncia de componentes quimicos que permitissem a
localizagdo do hospedeiro, visto que, nesse caso, ocorreu 31% de rejei¢io (envolvendo
contato) e de fémeas inativas, que sequer localizaram o hospedeiro (Figura 26). O tempo
gasto para a localizagdo dos ovos de S. cerealella foi superior ao dos demais hospedeiros,
para ambos os parasitoides (Figura 27).

A aceitagdo do hospedeiro apds o contato envolve diferentes estimulos fisicos
(tamanho, formato, cor e textura) e quimicos externos (escamas do hospedeiro e componentes
quimicos de contato associados ao ovo do hospedeiro) e internos (aminoécidos e ions
inorganicos) (Wu & Qin, 1982; Nettles ef al., 1983; Pak, 1988; Qin & Wu, 1988; Noldus,
1989; Nordlund, 1994). Apesar da polifagia apresentada pelas espécies de Trichogramma e da
resposta positiva a escamas de inimeros hospedeiros, indicando a presenga de um
componente comum funcionando como atraente (Thomsoh & Stinner, 1990), em algumas
associa¢Oes hospedeiro-parasitoide os componentes quimicos presentes nas escamas podem
atuar como repelentes (Ohta et al., 1994).

A rejeicio de A. kuehniella e S. cerealella, onde os ovos apresentam formato,

textura (ver item 4.3) e composi¢do qualitativa de aminoacidos livres (Barret & Schmudt,
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Figura 25. Principais etapas do comportamento de parasitismo de fémeas de
Trichogramma. A. contato, B. avaliagdo, C. perfuragdo, D. oviposigdo, E. alimentagdo

(Desenho por P. Milano).
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1991; Consoli & Parra, 1996a) semelhantes ao de outros hospedeiros, por 7. galloi parece
estar associada a presenca de algum componente quimico de contato ou ao tamanho dos ovos
(os menores aqui estudados - ver item 4.3). Reznik & Umarova (1991) verificaram que o
parasitismo de ovos de S. cerealella por sete espécies de Trichogramma foi dependente da
relag@o entre o hospedeiro e o parasitdide. Os autores argumentaram que o nimero reduzido
de fémeas que aceitaram ovos de S. cerealella como hospedeiro, em condigdes onde eram
oferecidos cinco ovos do hospedeiro as mesmas, foi decorrente da concentragio dos
cairomdnios que desencadeam a retengdo do parasitdide em areas onde o hospedeiro
encontra-se presente, devido ao fato da seqii€ncia de parasitismo ter sido interrompida no
estagio de descoberta do hospedeiro. Outro aspecto que também pode estar envolvido é o
tamanho do ovo. Schmidt & Smith (1987b) relataram que a aceitagdo do hospedeiro por 7.
minutum estava condicionada ao tamanho do ovo do hospedeiro, compreendido entre 0,3 mm
(0,014 mm’) e 3 mm de didmetro (14 mm®), sendo que Flanders (1935) j4 havia sugerido que
o limite do tamanho do hospedeiro para a sua aceitagdo poderia ser variavel com o tamanho
apresentado pelo parasitoide.

O periodo utilizado por fémeas de 7. galloi para a perfuragdo do corion do
hospedeiro e para a oviposi¢do foi variavel para os hospedeiros estudados, D. saccharalis, C.
cephalonica, A. kuehniella e S. cerealella. No entanto, a durag@o da etapa de avaliagio foi
semelhante para todas as espécies estudadas (Tabela 3). Apesar do periodo empregado para a
avaliagio ndo diferir entre os hospedeiros, f€meas de 1. galloi reduziram o tempo gasto nessa
etapa do parasitismo quando em contato com o 2° e 3° ovo, para D. saccharalis, C.
cephalonica e S. cerealella (Figura 28).

Apesar da espessura do corion dos ovos de S. cerealella (4,54 - 4,81 pum) ser
proxima a dos ovos de C. cephalonica (4,18 - 5,32 pm) e D. saccharalis (4,80 - 6,53 um),
fémeas de 7. galloi necessitaram de um periodo maior para perfurar o primeiro hospedeiro.
Ao mesmo tempo, ovos de 4. kuehniella, com um corion menos espesso (2,63 - 3,23 pm),
exigiram um periodo semelhante a0 gasto em ovos mais espessos, como os de D. saccharalis

e C. cephalonica (Tabela 3).
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I. galloi
D. saccharalis C. cephalonica
A. kuehniella S. cerealella
T. pretiosum
H. virescens A. gemmatalis S. frugiperda
C. cephalonica A. kuehniella 8. cerealella

[- Aceitaram [ Rejeitaram [] Inativas

Figura 26. Porcentagem (%) de fémeas de 7' galloi (A) e T. pretiosum (B) que aceitaram,

rejeitaram ou permaneceram inativas, quando as mesmas foram oferecidos ovos de diversos

hospedeiros naturais e alternativos. Temperatura: 24 + 1°C; Umidade relativa: 60 + 10%.
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TEMPO DE PROCURA (SEGUNDOS)

D. saccharalis C. cephalonica A. kuehniella S.cerealella
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H. virescens A. gemmatalis S. frugiperdaC. cephalonicaA. kuehniella S. cerealella
HOSPEDEIRO

Figura 27. Tempo de procura (segundos) utilizado por fémeas de 7. galloi (A) e T. pretiosum
(B) para a localizagdo de diversos hospedeiros naturais e alternativos. Temperatura: 24 + 1°C,
Umidade relativa: 60 + 10%.
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Tabela 3. Duragdo (segundos) dos pardmetros de comportamento de avaliagdo, perfuragio e
oviposi¢do, observados para 7. galloi parasitando diversos hospedeiros. Temperatura: 24 =+

1°C; UR: 60 + 10%.

Duragio (s) das etapas do comportamento de parasitismo

(x£ se)’
Hospedeiro Avaliagdo Perfuragéo Oviposigio
D. saccharalis 33,23+3,35a 40,31£1,57b 68,38+3,8%
C. cephalonica 25,9842 44a 41,15£3.33 b 62,44+6,96ab
A. kuehniella 32,5644 80a 36,94+1,57b 46,97+5,50 be
S. cerealella 28,4613 48a 54,58+3,28a 34,834£3,13 ¢

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de wma coluna nfo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,03). (Avaliagio: F'=0,81; gl. =3, 140; P <0,03; Perfuragio: F =6,64; gl =3, 139, P <0,05;
Oviposigio: F'=6,62; gl. =3, 140, P <0,03).

A duragéo da oviposi¢do em ovos de D. saccharalis foi maior do que aquela em
ovos de A. kuehniella e S. cerealella. O parasitismo de ovos de C. cephalonica apresentou
durag@o intermediaria aos de D. saccharalis e A. kuehniella (Tabela 3).

T. pretiosum, ao contrario de 7. galloi, apresentou diferengas para todos os
parametros de comportamento avaliados para os hospedeiros H. virescens, A. gemmatalis, S.
Sfrugiperda, C. cephalonica, A. kuehniella e S. cerealella (Tabela 4). O tempo de avaliagio de
ovos de H. virescens foi superior ao de S. frugiperda e C. cephalonica, sendo que para os
demais hospedeiros, ovos de 4. gemmatalis, A. kuehniella e S. cerealella, os valores foram
intermediarios (Tabela 4). 7. pretiosum também reduziu o tempo gasto na avaliagdo dos
hospedeiros subseqiientes, apos o parasitismo do primeiro hospedeiro, com exce¢do de C.
cephalonica (Figura 28).

O periodo para a perfuragdo do corion foi superior em H. virescens (4,00 - 13,15

um) e A. gemmatalis (3,75 - 5,81 um) em relagdo aos demais hospedeiros. O periodo
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TEMPO DE AVALIACAO (SEGUNDOS)

D. saccharalis C. cephalonica A. kuehniella S. cerealella

HOSPEDEIRO

~

TEMPO DE AVALIACAO (SEGUNDOS)

H. virescens A. gemmatalis S. frugiperda C. cephalonica A. kuehniella S. cerealella

HOSPEDEIRO
|-Primeiro [@Segundo ETerceiro |

Figura 28. Tempo de avaliagdo (segundos) dos trés primeiros ovos de diversos hospedeiros
parasitados por 7. galloi (A) e T. pretiosum (B). Temperatura: 24 + 1°C; Umidade relativa:
60 + 10%.



83

empregado na perfuracdo de ovos de S. cerealella foi intermediario ao de A. gemmatalis e aos
dos demais, C. cephalonica, A. kuehniella e S. frugiperda (2,50 - 4,44 um) (Tabela 4).
novamente, 7. pretiosum levou o mesmo periodo para perfurar ovos de espessuras distintas,

como A. kuehniella (2,63 - 3,23 um) e C. cephalonica (4,18 - 5,32 um) (Tabela 4).

Tabela 4. Duragdo (segundos) dos parametros de comportamento de avaliagdo, perfuragio e
oviposicao, observados para 7. pretiosum parasitando diversos hospedeiros. Temperatura: 24

+ 1°C; UR: 60 £ 10%.

Durag#o (s) das etapas do comportamento de parasitismo

(x se)’

Hospedeiro Avaliagdo Perfuragdo Oviposi¢ao

H. virescens 39,43+2 51a 86,52+5,50a 120,64+10,72a
A. gemmatalis 34,7242 32ab | 62,11+£3,98 b 08,28+5,94ab
S. frugiperda 27784201 b 47,28+2.40 ¢ 76,57+6,16 be
C. cephalonica 2931£1,98b 46,6042 .38 ¢ 68,78+5,10 ¢
A. kuehniella 37,05+3,37ab 43.24+1,44 ¢ 70,31£7,06 ¢
S. cerealella 30,8242 54ab 52,11+£2,51 be 60,07+5,27 ¢

1. Médias seguidas pela mesma letra dentro de uma coluna nfo diferem significativamente entre si, pelo teste
de Tukey (P < 0,05). (Avaliagio: F = 3,70; gl. = 5, 234; P < 0,03; Perfuragio; F =2546; gl. =5, 234, P <
0,05; Oviposigio: /= 10,27; g1. = 5, 240; P <0,05).

A oviposigdo em ovos de H. virescens foi a mais longa, sendo seguida por 4.
gemmatalis e S. frugiperda. Os periodos gastos em ovos dos hospedeiros alternativos, C.
cephalonica, A. kuehniella e S. cerealella, foram os mais reduzidos (Tabela 4).

As diferencas encontradas no periodo de avaliagdo dos hospedeiros por 7. pretiosum

estdo relacionadas com a curvatura do ovo do hospedeiro, que € o pardmetro utilizado por
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espécies de Trichogramma para avaliar o tamanho (volume) do hospedeiro. Esse
comportamento € de fundamental importdncia para a espécie, pois permitira & fémea do
parasitoide definir corretamente o tamanho da sua progénie a ser destinada aquele hospedeiro
(Klomp & Teerink, 1962; Schmidt & Smith, 1985a, 1987a,b). O tempo gasto na avaliagdo do
hospedeiro € variavel com a espécie e a temperatura (Schmidt & Smith, 1987a,b; Schmidt &
Pak, 1991).

As varia¢des encontradas quanto a durag@o do periodo para a perfuragdo do corion
dos ovos sdo dependentes de caracteristicas como a espessura ¢ resisténcia do mesmo
(Schmidt, 1994). A capacidade de perfuragio do corion também € dependente do tamanho do
ovipositor das fémeas de Trichogramma (Li, 1989). Pelos resultados apresentados, foi
possivel verificar que ovos de A. kuehniella (2,63 - 3,23 um) apresentam o coérion mais
resistente a perfuragdo do que aqueles mais espessos, como D. saccharalis (4,80 - 6,53 pum) e
C. cephalonica (4,18 - 5,32 pum), pois o periodo gasto para a perfuragdo foi semelhante
(Tabelas 3 e 4). Essa diferenca pode ser conferida a aspectos distintos conforme a
comparagao estabelecida, mas ela € primariamente determinada pela espessura e composi¢do
do exocérion, camada que apresenta a maior quantidade de quitina\Outro aspecto que pode
influenciar € a presenga da camada de muco recobrindo os ovos desses insetos. Assim, a
semelhanga no periodo de perfuragdo de ovos de A. kuehniella e C. cephalonica pode ter sido
devido ao fato de ambas espécies apresentarem exocérion de espessura proxima, 2,17 - 2,77
pm e 2,46 - 2,91 um, respectivamente. J4 quanto a comparagdo com D. saccharalis, onde o
exocorion (4,40 - 5,73 um) é muito mais espesso do que o de A. kuehniella, a semelhanga no
periodo de perfuragdo dos ovos se deu provavelmente pela maior resisténcia do segundo, que
apresenta um exocoérion muito mais elétron denso, composto por camadas nitidamente
sobrepostas, que poderiam conferir ao mesmo maior compactagdo. O mesmo argumento pode
ser utilizado para explicar o maior periodo utilizado por fémeas de 7. galloi para perfurar os
ovos de S. cerealella, em relagio aos de C. cephalonica e D. saccharalis, apesar desses ovos
apresentarem corion de espessura semelhante. No entanto, o exocorion de S. cerealella (4,00
- 4,27 um) é cerca de 1,5 vezes mais espesso do que o de C. cephalonica (2,46 - 2,91). Essa

mesma comparagdo feita com D. saccharalis leva novamente a sugestio de que o corion



desse inseto apresenta baixa resisténcia, dada talvez pela sua composigio protéica ou pelo
padrio de deposicdo de proteinas que o compdem. A membrana vitelinica, que € a tltima
barreira a ser rompida pela fémea do parasitoide para realizar a postura, também pode exercer
certa resisténcia a perfuragdo visto que em alguns ovos a sua espessura ¢ consideravel. Essa
resisténcia poderia ser dada pela elasticidade da membrana ou pela propria agéo de resisténcia
mecanica conferida pelo espessamento e condensagdo que ocorre com o desenvolvimento
embrionario, assim como foi demonstrado para A. kuehniella (Figura 14) e outras espécies de
Lepidoptera (Fehrenbach ez al., 1987).

O volume do hospedeiro influencia diretamente o periodo empregado pelo
parasitoide para definir o tamanho da progénie a ser destinada ao ovo parasitado, que pode
ocorrer em uma Unica inser¢do do seu ovipositor. Normalmente, ovos de maior volume
tendem a receber um maior numero de ovos do parasitoide, o que leva as fémeas a
permanecerem por um periodo prolongado nesses hospedeiros (Salt, 1935, 1940; Schmidt &
Smith, 1985a,b; Suzuki ef al., 1984). Esse comportamento foi observado para 7. galloi e 1.
pretiosum, que apresentaram um periodo de oviposigio crescente com o volume do
hospedeiro. Ovos com maior volume, de D. saccharalis e de H. virescens (0,107 mm’),
necessitaram de um periodo de oviposigdo mais prolongado do que um ovo menor, S.

cerealella (0,021 mm’), para 7. galloi e T. pretiosum, respectivamente (Tabelas 3 ¢ 4).

4.6 Confecgiio do ovo artificial

4.6.1 Selecdo do polimero plastico

T. galloi parasitou com sucesso ovos de polietileno e polipropileno, sendo
extremamente reduzido o parasitismo de ovos confeccionados com poliestireno (Tabela 5).
Ovos de polipropileno de espessura superior a 12-13 um foram parasitados esporadicamente,
resultando em um percentual de parasitismo inferior a 30%, com um niimero muito reduzido
de ovos depositados. Apesar dos ovos de polipropileno de 12-13 pm de espessura
apresentarem um percentual de parasitismo de 87%, o niamero de ovos de 7. galloi por " ovo

artificial foi inferior ao obtido em ovos de polietileno de espessura de 7-8 um e 9-10 pm

(Tabela 5).
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Ovos artificiais confeccionados com polietileno de 7-8 pm e 9-10 um de espessura
foram plenamente aceitos pelas fémeas de 7. galloi, resultando em 100% de parasitismo, com
os maiores niimeros de ovos depositados por "ovo artificial”. Apesar do parasitismo dos ovos
de 8-9 pm de espessura ter sido elevado (87%), o nimero de ovos de 7. galloi colocado por
"ovo artificial” foi muito reduzido. As peliculas mais espessas, de 50 e 60 pum, raramente
apresentaram "ovos artificiais" parasitados (Tabela 5).

I pretiosum apresentou bons resultados apenas em ovos de polietileno. O
parasitismo de ovos de polipropileno e poliestireno variou de 6 a 44%, com um nimero muito
reduzido de ovos colocados por "ovo artificial”. Novamente, os ovos de polietileno de 7-8 e
9-10 pm de espessura permitiram as fémeas de 7. prefiosum a deposi¢do do maior nimero de
ovos/"ovo artificial". A pelicula de espessura intermediaria, 8-9 pum, proporcionou um bom
parasitismo, mas com apenas 21,25 ovos/"ovo artificial".

O maior parasitismo de ovos confeccionados com polietileno por 7. galloi e T.
pretiosum assemelha-se aos resultados obtidos para varias espécies de parasitoides, onde a
oviposigao foi obtida preferencialmente em substratos artificiais produzidos com esse pléstico
(Li, 1989; Battisti ef al., 1990; Masutti et al., 1991; Grenier et al., 1993). Li (1989) ainda
demonstrou que a preferéncia pela espessura do plastico pode ser varidvel com o tamanho do
ovipositor de Trichogramma.

O parasitismo de ovos artificiais, obtido para 7. galloi e T. pretiosum, demonstrou
que os estimulos fisicos presentes (tamanho, formato e textura) foram suficientes para
desencadear no parasitoide o processo de avaliagdo e aceitagdo do hospedeiro, visto que ndo
foi utilizado qualquer tipo de estimulante quimico de superficie para a indug&o da oviposigdo
desses parasitoides. Analises da superficie dos ovos artificiais indicaram que o tratamento
térmico utilizado na confecgdo dos ovos foi suficiente para provocar alteragdes na textura dos
mesmos, proporcionando estimulos suficientes para as fémeas dos parasitoides (Figura 29). A
textura foi variavel para as peliculas estudadas, podendo explicar a menor aceitagdo de ovos
de polietileno de 8-9 um de espessura por 7. galloi. Esses ovos apresentaram textura distinta,
contendo fissuras muito grandes, quando comparada aquela apresentada por ovos de

polietileno de 7-8 € 9-10 um de espessura (Figura 29) e pelo corion do hospedeiro natural, D.
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Tabela 5. Porcentagem (%) de parasitismo e numero de ovos de 7. galloi e T. pretiosum
colocados por "ovo artificial", confeccionado com diversas peliculas plasticas. Temperatura:

25+ 1°C; UR: 60 + 10%; fotofase: 14 horas.

T. galloi 1. pretiosum

Plastico Parasitismo N° de ovos/ovo Parasitismo Ne° de ovos/ovo

(%) (xt se)' (%) (xt se)’
Polietileno
7-8 um 100 84,5043 97a 100 79,81+7,032
8-9 um 87 8,87+1,64 ¢ 100 212543.19b
9-10 um 100 94,19+2,90a 100 76,0043 242
50 pum 19 0,19+0,10 d 19 0,19+0,10 cd
60 um 6 0,06£0,06 d 6 0,06£004 d
Poliestireno
12-15 pm 12 0,31£0,25 d 19 0,25+0,14 cd
Polipropileno
12-13 um 87 29.87+7 51b 44 431+1,84 ¢
20 um 18 0,37+£0,18 d 25 0,36+0,18 cd
30 um 25 0,37+0,15 d 31 0,37+0,13 cd
40 pum 6 0,1240,12 d 6 0,1240,12 cd

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de
Tukey (P <0,05). (7" galloi: F= 164,37, gl. = 9, 159; P <0,05); (T. pretiosum: F=24728; gl =9, 159; P <
0,05).
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saccharalis (ver item 4.4). A maior sensibilidade desse plastico as alteragdes encontradas na
superficie desse filme plastico, podem ser explicadas por ser essa membrana um filme de baixa
densidade, mais sensivel & agdo térmica do que as demais membranas de alta densidade. De
um modo geral, a textura das membranas dos ovos artificiais mais aceitas por 7. galloi e T.
pretiosum assemelham-se a de alguns ovos de hospedeiros naturais e alternativos (Figuras
11D, 15D, 17F, 21F e 23F).

Apesar do comportamento de localizagdo e aceitagdo do hospedeiro por
Trichogramma ser influenciado por uma série de fatores quimicos (Noldus, 1989; Nordlund,
1994), alguns autores ja haviam relatado o comportamento de parasitismo de Trichogramma
em objetos sem qualquer composto organico de superficie que induzisse a oviposi¢do, como
em esferas de vidro, globulos de parafina ou gotas de merchrio (Salt, 1935; Rajendram,
1978ab; Pak, 1988). O efeito da textura no comportamento de aceitagdo do hospedeiro foi
anteriormente relatado por Pak (1988), sendo que Grenier ef al. (1993) também verificaram
que as alteracdes provocadas na textura dos ovos artificiais pela utilizagdo de solventes
organicos induziam a oviposi¢io de 7. brassicae em ovos artificiais. Xie et al. (1997)
indicaram que a maior oviposigdo de fémeas de 7richogramma spp. em ovos plasticos
artificiais, tratados superficialmente com determinado tipo de cola (Elmer’s school glue® e
Elmer’s glue all%), pode ter sido ocasionada devido a textura rugosa conferida a superficie dos
ovos apés o tratamento dos mesmos com a cola. Esse fato foi sugenido pela observagio do
comportamento das fémeas de Trichogramma, que se detinham para a avaliagdo dos ovos

apenas quando em contato direto com essa superficie.

4.6.2 Determinacio da propor¢io ideal entre o niimero de féemeas do
parasitéide por "ovo artificial”

1. galloi parasitou 100% dos "ovos artificiais" quando utilizado em proporgdes

superiores a uma fémea para cada "ovo artificial". O niimero de ovos colocados por "ovo

artificial" foi crescente, a partir de um determinado niimero de fémeas do parasitoide, sendo os



Figura 29. Estrutura superficial das membranas plésticas ap6s a utilizagdo do processo térmico
para a confec¢do dos ovos artificiais. A. polietileno 7-8 um, B. polietileno 9-10 um, C.
polietileno 8-9 pum, D. polipropileno 12-13 pum, E. polietileno 20 pm; F. poliestireno 12-15
pm.
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valores encontrados quando da utilizagdo de 4 a 6 fémeas por "ovo artificial” semelhantes
(Tabela 6).

Os resultados apresentados para 7. prefiosum ndo foram proporcionais ao aumento
da pressdo de parasitismo (numero de fé€meas/"ovo artificial"). O parasitismo dos ovos

artificiais foi total, mas o nimero de ovos depositados por "ovo artificial" foi bastante

reduzido (Tabela 6).

Tabela 6. Parasitismo (%) e nimero de ovos de 7. galloi e T. pretiosum colocados por "ovo
artificial", utilizando-se diferentes numeros de fémeas do parasitdide:"ovo artificial”.

Temperatura: 25 £ 1°C; UR: 60 & 10%; fotofase: 14 horas.

1. galloi 1. pretiosum
Numero de Parasitismo Numero de Parasitismo Numero de
fémeas/ovo (%) ovos/ovo (%) ovos/ovo
(x+ se)' (ot se)’
1:1 81 11,06+2,99b 81 1437+4 71 b
2:1 100 16,50+1,76b 100 9.94+2 54 b
3:1 100 20,00+2,08b 100 14,62+1,99 b
4:1 100 37,0043,62a 100 21,8745,19b
5:1 100 50,87+5,97a 94 13,69£296b
6:1 100 48,3742 34a 100 37.7543,81a

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna nio diferem significativamente entre si, pelo teste de

Tukey (P < 0,05). (T galloi: F=3381; g1. = 5,95, P <005, T. pretiosum:. F =771, g1. = 5,95, P <0,05).

A pressdo de parasitismo demonstrou ser um fator importante na aceitagdo dos ovos
artificiais, visto que o parasitismo foi inferior quando da utilizagdo de 1 fémea do parasitoide

por ovo artificial, para ambas as espécies estudadas (Tabela 6). Em condigdes de maior
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pressdo, ocorreu, na grande maioria, 0 parasitismo de 100% dos ovos. O nimero de ovos do
parasitoide depositado por ovo hospedeiro ndo foi propocional ao aumento da densidade das
fémeas. Para 7. galloi, ocorreu a divisdo em dois grupos, havendo deposi¢do de 11 - 20
ovos/ovo artificial, nas propor¢des de 1:1 a 3:1 (fémeas:ovo), e de 37 - 50 ovos/ovo artificial,
nas proporgoes de 4:1 a 6:1. O namero de ovos depositados por 7. pretiosum s6 apresentou
diferenga quando na maior densidade (6 fémeas:ovo artificial). Esse fato pode ser decorrente
de dois aspectos: 1) o numero de fémeas que aceitam ovos artificiais ¢ dependente da
densidade utilizada ou 2) acima de um certo valor de ovos do parasitoide por ovo artificial, as
fémeas do parasitoide reconheceriam aquele ovo como ja contendo um niimero excessivo de
ovos co-especificos, devido ao reconhecimento das substdncias quimicas que sdo injetadas
juntamente com os ovos, no momento da oviposicdo. Essas substancias quimicas promovem
alteragdes no ambiente de desenvolvimento do parasitoide (ovo do hospedeiro) (Hawlitzky &
Boulay, 1982), podendo também servir como indicadores quimicos da presenga de ovos do
parasitoide para uma segunda fémea. Essas substdncias seriam percebidas pelos receptores
presentes no ovipositor de 7richogramma. No entanto, ha a necessidade de estudos mais

detalhados para se verificar o efeito da densidade das fémeas no parasitismo de ovos artificiais.

4.6.3 Determinagiio do tamanho ideal do "ovo artificial"

O tamanho do ovo artificial influenciou o parasitismo de 7. galloi e 1. pretiosum.
Fémeas de 7. galloi colocaram um menor nimero de ovos em ovos artificiais com didmetro
inferior a 3 mm. Por outro lado, 7. prefiosum parasitou igualmente ovos com didmetro
variavel de 1 a 4 mm. Ovos com 5 mm de didmetro foram os que apresentaram o maior
numero de ovos do parasitdide (Tabela 7).

O intervalo de tamanho de ovos artificiais utilizados parece estar dentro dos limites
aceitos por 1. galloi e T. pretiosum, visto o parasitismo de 100% dos ovos. Mesmo 0s 0vos
artificiais de menor tamanho apresentam volume superior ao de muitos hospedeiros
estudados. Novamente, as fémeas de 7. galloi e T. pretiosum estabeleceram limites diferentes
para a colocagdo de seus ovos. 7. galloi depositou o mesmo nimero de ovos em OvVOS

artificiais de 1 a 2 mm e de3a 5mm. Ja 7. pretiosum colocou um maior nimero de ovos
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Tabela 7. Parasitismo (%) de "ovos artificiais" de diversos tamanhos e nimero de ovos de 7.
galloi e T. pretiosum colocados por "ovo artificial". Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%;

fotofase: 14 horas.

1. galloi 1. pretiosum
Diametro do Parasitismo Nuamero de Parasitismo Numero de
ovo {mm) (%) ovos/ovo (%) ovVos/ovo
(x£ se)’ (xx se)’
1 100 28 56+4.18 b 100 44 8141,65b
2 100 24,00£2,69 b 100 58,87+6,16 b
3 100 54,1243 24a 100 55,69+2.58 b
4 100 42.00+3,28a 100 58694403 b
5 160 42 37+3,10a 100 90,81£3,59a

1. Médias seguidas pela mesma letra dentro de uma coluna nfo diferem significativamente entre si, pelo teste
de Tukey (P <0,03). (T. galloi: F=1398; gl. =4, 79; P <0,05; T. pretiosum: F=1934; g1.=4,79, P <
0,03).

apenas em ovos artificiais de 5 mm de didmetro. De forma semelhante ao exposto no item
4.6.2, a presenga de um certo numero de ovos de 1. galloi por ovo artificial aprarentemente
inibe a oviposi¢ao de mais ovos, mesmos em hospedeiros maiores. 1. pretiosum mostrou
sensibilidade distinta a esse estimulo, ja que o nimero de ovos foi maior em ovos artificiais de
5 mm. Em condigbes onde o hospedeiro encontra-se em menor nimero, fémeas de
Trichogramma, na presenga de ovos parasitados por ela mesma ou por outras fémeas, buscam
evitar o parasitismo desses ovos previamente parasitados. Porém, apds certo periodo de
auséncia de hospedeiros para a colocagdo de ovos, as fémeas desse parasitoide passam a
deposita-los em hospedeiros ja parasitados, o que na natureza caracterizania o
superparasitismo (Schmidt, 1994). Nessas condi¢bes, onde as fémeas estariam novamente

parasitando ovos reconhecidos como previamente parasitados, os ovos artificiais de menor
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tamanho estariam apresentando um niimero de ovos do parasitoide superior ao que eles
realmente apresentariam se o parasitismo fosse interrompido antes dessa fase. Certamente, ha
a necessidade de se ajustar o periodo de exposi¢io dos ovos artificiais ao parasitismo, para
que se obtenha uma relagdo ideal entre o nimero de ovos do parasitdide e o volume do ovo

artificial.

4.7 Avaliacdo das dietas artificiais para a criacio invitro de T. galloi e T.

pretiosum

Com excegdo das dietas 3 (40% de suspensido de holotecidos pupais de B. mori,
20% de gema de ovo, 10% de soro fetal bovino, 20% de meio de Grace e 10% de hidrolisado
de proteinas do milho) e 4 (20 de supensdo de holotecidos pupais de B. mori, 20% de gema
de ovo, 20% de soro fetal bovino, 20% de meio de Grace e 20% de hidrolisado de proteinas
do milho), as demais dietas forneceram estimulos suficientes as fémeas de 7. galloi, enquanto
que, para 1. pretiosum, todas elas permitiram a obtengdo de grande quantidade de ovos dos
parasitoides (Figura 30). Em alguns casos, o nimero de ovos do parasitdide excedeu o limite
maximo de 87 ovos, valor teorico, calculado como sendo o nimero méaximo ideal de
individuos dos parasitoides que poderiam se desenvolver em 1 pl de dieta, contido em cada
ovo artificial.

No entanto, a resposta dos parasitdides ao estimulo de oviposi¢do fornecido pelas
dietas foi bastante diferente entre 7. galloi e 7. pretiosum. Em 15 das 36 dietas testadas para
T. galloi (42%), o nimero de ovos depositados pelas fémeas do parasitoide esteve proximo
ou acima do valor maximo calculado como sendo o ideal, enquanto que para 7. prefiosum
apenas 11% das dietas avaliadas estimularam fortemente a oviposigdo por essa espécie (Figura
30). Em alguns casos, essa diferenca pode ser explicada pelo componente derivado de inseto
utilizado como constituinte principal do meio artificial. Isso fica claro quando se compara o
parasitismo obtido nas dietas 8, 9, 33, 34, 35, 36 e 37 entre as duas espécies de parasitoide.
Essas dietas apresentam suspensdo de holotecidos pupais de D. saccharalis como a principal
fonte de nutrientes do meio, inseto esse que, normalmente, ndo € parasitado por 7. pretiosum.

Entretanto, 7. pretiosum e 1. galloi apresentaram valores de parasitismo proximos quando
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comparadas as dietas 12, 13 e 14, que também sdo formuladas com holotecidos de D.
saccharalis como principal componente da dieta, obtidos, porém, de outra forma (Figura 30).
Esse fato indica que o procedimento de preparo e de obtengdo da suspensio de holotecidos
pupais de D. saccharalis poderia estar eliminando ou reduzindo os niveis de algum
componente quimico, aumentando, assim, a aceitagdo dessas dietas pelas fémeas de 7.
pretiosum.

A pressuposi¢ao de que o método de obtengdo da suspensdo de holotecidos pupais
poderia estar eliminando fatores responsaveis pela inducdo da oviposigao fica fortalecida pelos
resultados obtidos para a dieta 2 (suspens@o de holotecidos pupais de B. mori), quando
comparados aos da dieta 15 (centrifugado de holotecidos pupais de B. mori). Os resultados
obtidos com derivados de holotecidos pupais de B. mori ainda permitem verificar que a adigdo
do meio de Grace a dieta com suspensdo de holotecidos (dieta 1) forneceu maior estimulo a
oviposi¢ao por 1. galloi e T. pretiosum (Figura 30).

A utilizagdo de holotecidos pupais de B. mori, extraidos de pupas com idade
variando de 2 a 7 dias apOs a formagdo do casulo (dietas 27, 29, 30 e 31), reduziu o
parasitismo por 1. pretiosum, quando se compara o nimero de ovos do parasitoide/ovo
artificial obtido em dietas compostas por holotecidos pupais de insetos com 10 dias de idade
(dietas 23, 24, 25 e 26). Esse mesmo efeito foi observado para 7. galloi entre as dietas 23 a
26 e 30 a 32 (Figura 30). As diferengas encontradas entre essas dietas, devido a utilizag@o de
insetos em diferentes estagios de desenvolvimento, podem estar relacionadas & composigio
quimica da pupa, que, com metamorfose, passa por inimeras alteragcdes quimicas e
fisiologicas durante a histolise e histogénese (Plantevin ef al. 1984, 1987).

O meio de Grace e o aumento na concentragdo de soro fetal bovino estimularam 7.
galloi a depositar maior nimero de ovos em dietas contendo 50% de suspensio de
holotecidos pupais de B. mori (dieta 7), o mesmo ndo ocorrendo com 0 meio composto por
centrifugado de holotecidos (dieta 16). 7. pretiosum apresentou comportamento diferente em
relagio a essas dietas. Mesmo com a utilizagdo desses compostos em dietas com
concentragdes de suspensdo ou centrifugado de holotecidos de B. mori inferiores a 60%,

houve redugdo no parasitismo se comparado aquele da dieta 1. O estimulo fornecido por esses
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Figura 30. Numero médio de ovos de 7. galloi e T. pretiosum depositados por ovo artificial,

contendo diversas dietas artificiais como substrato de criagdo. As linhas vermelhas indicam o

intervalo ideal do nimero de larvas do parasitoide/ovo artificial (9 - 87) (Temperatura:
25+1°C; umidade relativa: 60+10%; fotofase: 14 horas).
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dois componentes pode ser devido ao aumento na concentrag@o de nutrientes, especialmente
os aminoacidos, que atuam como estimulantes de oviposigdo para parasitoides desse género
(Qin & Wu, 1988). No entanto, o mesmo efeito néo foi alcangado quando foram utilizadas
outras fontes proteicas, tais como o hidrolisado de lactoalbumina (dietas 29,30, 34, 35 e 37)
ou a solugdo de extrato de levedura (dietas 29, 30, 31, 33, 35 e 36) (Figura 30).

Dietas (5, 6, 18 e 19) contendo hemolinfa de lagartas de H. zea como um dos seus
componentes possibilitaram altos valores de ovos do parasitoide depositados por ovo
artificial. Esse componente, acrescido a dieta 6, contendo 40% de suspensdo de holotecidos
pupais de B. mori, permitiu a obtengdo de um grande numero de ovos de ambas as espécies
de parasitoides estudadas (Figura 30). Esses resultados demonstram que a hemolinfa de H.
zeq apresenta componentes essenciais que induzem o parasitismo por 1. galloi e 1. pretiosum.

Para que o nimero inicial de ovos dos parasitoides, obtidos nas diferentes dietas,
permanega entre o intervalo minimo e maximo estipulado como sendo o ideal, haverd a
necessidade de se ajustar o periodo permitido ao parasitismo para aquelas dietas que
excederam os limites calculados e que apresentarem resultados positivos, pols a composigao
das mesmas afetou a intensidade do parasitismo.

Entretanto, mesmo com a grande quantidade de ovos dos parasitdides obtidos em
vanas dietas, o desenvolvimento até a fase adulta ficou restrito a alguns meios artificiais
(Figuras 31 e 32), sugerindo a inexisténcia de relagiio entre a adequag@o do substrato
alimentar para a postura e o desenvolvimento do parasitoide. O desenvolvimento incompleto
ou a baixa viabilidade alcangada em algumas dietas pode ter sido proporcionado pelo elevado
namero de ovos do parasitoide/ovo artificial que, em alguns casos, caracterizariam o
superparasitismo (mais de 87 ovos/ovo artificial) (Figuras 30 e 32). Mesmo em casos onde o
namero de parasitoides por ovo artificial encontrava-se abaixo do limite superior do intervalo
calculado, pode ter ocorrido redugdo na viabilidade do desenvolvimento imaturo ocasionada
pelo contato entre as larvas, devido ao espago disponivel, desde que foi verficada, em
observagdes do comportamento alimentar do parasitdide em dieta artificial, a ruptura de ovos
pelas mandibulas de larvas em desenvolvimento. Isso ocorre porque as larvas de

Trichogramma movimentam-se ativamente no estagio inicial do seu desenvolvimento, durante
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Figura 31. Desenvolvimento » vitro de ovo a adulto de 7richogramma. A. f€émeas de
Trichogramma parasitando ovo artificial. Detalhe: fémea em close-up; B. larvas no final
do desenvolvimento (notar secregdo de granulos escuros), C. pupas no inicio do
desenvolvimento (estagio de olhos vermelhos); D. detalhe das pupas; E. escurecimento

do tegumento das pupas (proximo a emergéncia); F. adulto emergindo do ovo artificial.
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a ingestdo do alimento, facilitando o contato fisico entre os individuos.

A dieta 6 (hemolinfa, suspensdo de holotecidos pupais de B. mori, gema de ovo,
soro fetal bovino e meio de Grace) forneceu condigdes para o desenvolvimento de 7. galloi
(56,29+2,81 larvas maduras/ovo artificial) e 7. prefiosum (37,81+8,71 larvas maduras/ovo
artificial) até o estagio de prepupa, ndo havendo continuidade no desenvolvimento desses
parasitoides apds esse estagio. No entanto, foi observada alteragdo no final do
desenvolvimento desses parasitoides que, normalmente, ao atingirem o inicio da fase de
prepupa, secretam, através das glandulas labiais, uma substdncia de coloragdo escura, que
recobre a superficie interna da membrana vitelinica do ovo hospedeiro, conferindo a coloragio
preta caracteristica de um ovo parasitado por esses inimigos naturais (Bowen & Stern, 1966,
Saakyan-Baranova, 1990). Nos parasitdides que se desenvolveram nessa dieta, ndo foi
observada a secre¢do dessa substancia ao final do seu desenvolvimento larval. Os resultados
obtidos com essa dieta permitem constatar que a hemolinfa de H. zea contém algum
componente essencial ao desenvolvimento dos parasitoides, o qual estd ausente, ou presente
em quantidade muito reduzida, na suspensao de holotecidos pupais de B. mori, pois ndo foi
obtido o desenvolvimento larval em dietas formuladas exclusivamente com esse componente
derivado de inseto. A adi¢do de pequena quantidade de hemolinfa (20%) estimulou o
desenvolvimento larval, ndo permitindo, porém, a pupagdo. E citada na literatura a presenca
de componentes na hemolinfa e/ou nos extratos de ovos de hospedeiros, que sdo responsaveis
pela pupagio de Trichogramma em dieta artificial (Xie et al. 1986b; Irie ef al. 1987). Irie et
al. (1987) caracterizaram como sendo um carboidrato a fragdo da hemolinfa de Manduca
sexta, utilizada em dietas artificiais para a criagdo de 7. pretiosum, responsavel pela indugdo
da pupagdo desse parasitdide. O meio de Grace, apesar de ser composto por varios
aminoacidos, vitaminas, sais inorgdnicos e carboidratos, auxiliou no enriquecimento
nutricional da dieta, mas nao forneceu condigbes ideais a mesma. Sua composi¢do, em
carboidratos, conta com a presenga de frutose, glicose e, principalmente, sacarose, que 30 0s
agucares mais utilizados em dietas artificiais para parasitoides; porém, a trealose € o principal
carboidrato presente na hemolinfa de insetos. A adigdo de carboidratos aos meios artificiais €

bastante complicada, pois esses nutrientes exercem fortes alteragdes na pressdo osmotica dos
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Figura 32. Viabilidade (%) das fases larval e pupal de 7. galloi e T. pretiosum, em dietas

artificiais em que houve o desenvolvimento de ovo a adulto. (Temperatura: 25+1°C; umidade

relativa: 60+10%,; fotofase: 14 horas).
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mesmos (Grenier, 1994, 1997).

Foi obtido o desenvolvimento completo de 7. galloi e/ou 7. pretiosum em 11 das 36
dietas artificias testadas (Figura 32). Os melhores resultados, para ambos os parasitoides,
foram alcangados nas dietas confeccionadas com holotecidos centrifugados de D. saccharalis
(dietas 33 a 37), sendo o desenvolvimento de 7. pretiosum nitidamente superior ao
encontrado para 7. galloi, apesar do parasitismo (ntimero de ovos do parasitbide/ovo
artificial) por 7. pretiosum ter sido bem inferior ao de 7. galloi (Figuras 30 e 32). 1. pretiosum
também apresentou maior viabilidade nas dietas 23 e 27 (dietas contendo centrifugado de
holotecidos de B. mori) em relagdo a 7. galloi, ocorrendo o inverso apenas na dieta 18
(hemolinfa de H. zea) (Figura 32). O melhor desempenho de 7. prefiosum em relagdo a T.
galloi quanto ao desenvolvimento em meios artificiais, pode ser explicado pela maior polifagia
apresentada por 1. pretiosum, que se trata de uma espécie cosmopolita, possuindo um grande
nimero de hospedeiros naturais; por outro lado, 7. galloi se destaca por ser uma espécie
associada basicamente a espécies de brocas da cana, como D. saccharalis e D. rufescens
(Consoli & Parra 1996b; Zucchi & Monteiro 1997).

O enriquecimento do meio artificial com fontes protéicas, principalmente hidrolisado
de lactoalbumina e extrato de levedura, permitiram um melhor desenvolvimento dos
parasitdides, nitidamente visualizado pela comparagdo dos valores obtidos nas dietas 28 e 33 a
37 (Figura 32).

Além do desenvolvimento de ovo a adulto de 7. galloi e T. pretiosum nas dietas
mencionadas anteriormente (Figura 32), esses parasitdides se desenvolveram até o final da
fase larval sem, contudo, atingirem o estagio pupal, em alguns outros meios artificiais. As
dietas 12 (centrifugado de holotecidos de D. saccharalis, gema de ovo e soro fetal bovino),
28 (centrifugado de holotecidos de D. saccharalis, gema de ovo, soro fetal bovino e meio de
Grace) e 19 (hemolinfa, gema de ovo, soro fetal bovino e meio de Grace) proporcionaram o
desenvolvimento até¢ o ultimo instar larval de 7. galloi, havendo o desenvolvimento de
21,06+1,48, 24,96+2,66 e 18,58+3,39 larvas maduras/ovo artificial, respectivamente. 7.
pretiosum apresentou desenvolvimento incompleto, atingindo o final da fase larval, na dieta

12, com o desenvolvimento de 41,17+10,72 larvas maduras/ovo artificial.
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E possivel notar que ocorre alta mortalidade (aproximadamente 60%) de ovos e/ou
larvas durante o inicio do desenvolvimento imaturo de 1. galloi e T. pretiosum, pelo reduzido
nimero de larvas que alcangam o Ultimo instar se comparado ao nimero inicial de ovos
amostrados para cada dieta. A reduzida viabilidade durante essas fases poderia ser explicada
pelas caracteristicas fisico-quimicas da dieta, que ndo estariam apresentando pH e/ou pressao
osmotica dentro dos limites tolerados por esses parasitoides, pela competi¢do no inicio do
desenvolvimento larval, onde o nimero de ovos obtidos por ovo artificial excedeu, em alguns
casos, o limite superior estimado, ou pelo intenso contato entre as larvas, no inicio do
desenvolvimento, como discutido anteriormente (Figuras 30 e 32). A contaminagdo por
fungos, mesmo com a utilizagdo de filtros, também atuou como causa de mortalidade. A
contaminagdo do meio artificial pode ser realizada pelo proprio parasitoide, ao introduzir o
ovipositor no interior do ovo para efetuar a oviposi¢do. A eliminagdo dos ovos artificiais
atacados por fungos nio limitava a contaminagio de novos ovos, pois a contaminagdo dos
ovos vizinhos ja havia ocorrido devido a emissdo de hifas por esses microorganismos, que
permitia sua rapida disseminagao. As contaminagdes por fungos foram reduzidas, porém néo
eliminadas, mesmo apoés a inclusdo de anfotericina B, agente de ag@o fungistatica, possivel de
ser utilizado na cragdo in vitro de Trichogramma devido a sua baixa toxicidade ao
parasitoide, quando utilizado nas dosagens efetivas (Grenier & Liu 1990), em associag@o ao
antibidtico estreptomicina. Outro fator que também afetou a viabilidade do desenvolvimento
dos parasitoides foi o ressecamento do meio artificial, que, em certos casos, ndo permitia a
continuidade do crescimento do inseto.

As melhores viabilidades de larva a adulto obtidas para 7. galloi e T. pretiosum,
criados em dietas artificiais, foram superiores aquelas relatadas por Consoli & Parra (19964,
1997ab), que criaram esse parasitoide sob condigdes mais controladas, e comparaveis aos
resultados obtidos para diversas espécies de 7Trichogramma (Li et al. 1988; Qin & Wu, 1988,
Li 1989). No entanto, a porcentagem de adultos deformados foi extremamente reduzida
quando da utilizagdo de ovos artificiais para a criagao dos parasitoides, ndo ultrapassando 10-

15% (item 4.8.3).
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4.8 Qualidade dos insetos produzidos in vitro versus in vivo

4.8.1 Parimetros comportamentais

1. galloi e T. pretiosum, criados em dietas artificiais, apresentaram a mesma
seqiiéncia de etapas do processo de parasitismo comparada aquela apresentada pelos insetos
criados in vivo, descrita em detalhe no item 4.5 (Klomp ef al, 1980). No entanto, a
porcentagem de f€émeas de 7. galloi que rejeitaram ou permaneceram inativas foi maior para
aquelas fémeas provenientes de dieta artificial, especialmente aquelas criadas nas dietas 5, 18,
29 e 37 (Figura 33). Fémeas de 7. galloi, criadas na dieta 23 (centrifugado de holotecidos
pupais de B. mori, gema de ovo e soro fetal bovino), ndo apresentaram atividade de
parasitismo, pois foram incapazes de localizar o hospedeiro durante o periodo de observagéo.
Os resultados obtidos para fémeas de 7. prefiosum foram proximos aos alcangados para os
insetos criados in vivo, para a maioria das dietas onde se obteve a emergéncia de adultos, com
excecdo das dietas 23, 27 e 28 (Figura 33). Nesse experimento, também deve ser considerada
como fémeas inativas, ou seja, definidas inicialmente como sendo incapazes de localizar o
hospedeiro dentro dos 15 minutos iniciais do periodo de observacdo, aquelas fémeas que
localizaram o hospedeiro, mas naZo deram continuidade ao processo de parasitismo sem, no
entanto, recusa-lo. Normalmente, essas fémeas, ap0s a localizagdo do hospedeiro,
permaneciam paradas junto ao ovo hospedeiro por longos periodos que, por muitas vezes,
excediam o tempo experimental proposto.

No entanto, a duragdo das varias etapas do processo de parasitismo (avaliagdo,
perfuracdo e oviposigdo) dos seus respectivos hospedeiros naturais por 1. galloi e T.
pretiosum, D. saccharalis € H. virescens, foi variavel conforme o substrato de criagdo
utilizado pelo parasitdide (Figura 34; Tabelas 8 e 9). No geral, o periodo de localizagdo dos
ovos do hospedeiro foi maior para as fémeas de 7. galloi criadas em dietas artificiais em
relagdo aquelas produzidas in vivo, havendo diferenga mesmo entre as dietas artificiais. O
maior periodo gasto pelas fémeas para localizar seu hospedeiro pode ser um indicador de que
esses adultos ndo acumularam reservas energéticas suficientes durante o seu desenvolvimento
imaturo, resultado da inadequagdo nutricional do meio (Figura 34). O periodo de localizagdo

do hospedeiro por T. pretiosum criado in vitro foi semelhante, ou até inferior, ao periodo



103

T. galloi

I D. saccharalis I A. kuehniella I
‘Dleta 18 . Dieta 29 . Dieta 33
‘m .D‘m 35 ) 36‘%‘ 37

T. pretiosum

.H.w-n“m .“M ‘meu |
‘m | , 23‘m |
‘e ) ‘ 3“ |

|- Aceitaram [ Inativas [T] Rejeltar

Dieta 33

ta 3

Figura 33. Porcentagem (%) de fémeas de 7’ galloi e T. pretiosum, criadas in vivo e in vitro,
que aceitaram, rejeitaram ou permaneceram inativas, quando as mesmas foram oferecidos
ovos dos respectivos hospedeiros naturais, D. saccharalis e H. virescens. Temperatura: 24 +
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utilizado pelas fémeas criadas in vivo. Apenas os adultos criados na dieta 23 apresentaram
periodo de localizagdo superior aos demais insetos, sejam eles criados em outras dietas
artificiais ou nos hospedeiros natural e alternativo (Figura 34).

As variagdes no comportamento de parasitismo podem ocorrer devido a influéncia
de fatores bidticos e abidticos, bem como a fatores intrinsecos ao inimigo natural. A maioria
desses relatos foi realizada verificando-se o efeito de estimulos ambientais (Pak., 1988; Alphen
& Visser, 1990), do hospedeiro de criagdo (Marston & Ertle, 1973; Boldt, 1974; Stinner et
al, 1974; Bigler et al., 1987, Hohmann et al, 1988) e da variabilidade genética entre
diferentes populagdes de uma mesma espécie (Futuyma & Peterson, 1985; Wajnberg, 1994;
Pizzol & Wajnberg, 1995). Porém, o papel dos processos fisiologicos intrinsecos do
parasitoide sdo raramente analisados (Minkenberg et al., 1992).

Um dos fatores internos do parasitéide mais estudados, que podena afetar o
comportamento de parasitismo € o nimero de odcitos maduros que a fémea apresenta ao
emergir. Foram estabelecidas varias relagdes entre o nimero de odcitos e determinadas etapas
do comportamento de parasitismo. Normalmente, quanto maior o nimero de o0citos
maduros, maior sera a atividade de procura das fémeas, a aceitagdo do hospedeiro e o
parasitismo, ocorrendo ainda, redugdo no tempo de procura e no periodo de exploragdo do
hospedeiro (Pak et al., 1985; Collins & Dixon, 1986; Volkl & Mackauer, 1990; Rosenheim &
Rosen, 1991). Assim, o comportamento de parasitismo esta condicionado ao nimero de
o6citos maduros apresentado pelas fémeas do parasitoide que, de forma geral, resulta em dois
comportamentos basicos: 1) quando o nimero de odcitos € elevado e, portanto, o risco da
fémea “perceber” que ela apresenta um niimero restrito de odcitos for muito baixo, a fémea
maximizara a taxa de encontro e a exploragao do hospedeiro; 2) quando o niimero de o6citos
¢ muito baixo, e portanto, ocorrer maior chance da fémea ndo aproveitar uma oportunidade
de parasitismo, o comportamento resultante sera o de maximizar a aceitagio de hospedeiros
de qualidade para o parasitismo (Minkenberg et al., 1992).

Assim, as variagdes encontradas quanto a exploragdo do hospedeiro por 7. galloi e
T. pretiosum, criados em diversas dietas artificiais e nos hospedeiros natural e alternativo,

podem estar relacionadas com o nimero de odcitos maduros que as fémeas desses



parasitoides apresentavam ao emergir, visto que essa caracteristica ¢ basicamente determinada
pela qualidade nutricional do meio em que o inseto se desenvolveu (Godfray, 1994).

Apesar desse parametro ndo ter sido avaliado para as fémeas utilizadas nos estudos
de comportamento, poderia se fazer uma estimativa do nimero de oocitos que as fémeas
apresentavam utilizando-se os dados de parasitismo diario e da capacidade total de
parasitismo observados para as fémeas utilizadas para os estudos biologicos. No entanto,
como Trichogramma apresenta tipo de produgio de ovos intermediario entre o sinovigénico
(fémeas emergem com uma certa quantidade de odcitos maduros, produzindo numero
suplementar através da aquisigdo de fonte nutricional adequada, obtida pela alimentagdo no
proprio hospedeiro) e o pro-ovigénico (fémeas que emergem com todos os odcitos maduros
que serdo utilizados durante o seu periodo reprodutivo) (Volkoff & Daumal, 1994), ndo foi
possivel estimar o nimero de odcitos utilizando-se os dados anteriormente descritos por 2
motivos: 1) as observagdes de comportamento foram realizadas durante 30 minutos e as
observagOes do parasitismo diario eram realizadas a intervalos de 24 horas. Como ndo se
conhece a velocidade com que a fémea pode converter o alimento ingerido em novos oocitos,
o namero de odcitos estimados utilizando os valores de parasitismo observados ap6s 24 h
poderia estar sendo superestimado, ja que nesse periodo a fémea poderia ter produzido e
utilizado novos odcitos; 2) como a produgdo de ovos € intermediaria, ou seja, a fémea ainda
produzird novos o6citos ao longo de sua vida, a fecundidade final da fémea sera muito
superior aquela no momento da emergéncia.

Os periodos de avaliagdo, perfura¢@o e oviposigdo de fémeas de 7. galloi criadas em
dietas artificiais foram bastante variaveis, mas sempre apresentaram semelhanga com os
resultados apresentados pelos insetos emergidos do hospedeiro natural e/ou do alternativo.
Apenas o periodo gasto para a perfuragdo do hospedeiro por fémeas provenientes da dieta 37
ndo apresentou semelhanga com os dados obtidos pelos insetos criados in vivo (Tabela 8).

1. pretiosum apresentou resultados similares aos encontrados para 7. galloi, sendo o |
periodo de perfuragio do hospedeiro o pardmetro mais variavel. Neste caso, houve nitido
prolongamento deste periodo para adultos criados em dieta artificial, sendo que apenas as

dietas 33 e 34 originaram adultos que perfuraram o corion do hospedeiro em periodo seme-
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lhante ao dos insetos criados in vivo (Tabela 9).

No geral, o tempo de exploragdo do hospedeiro, do contato até o parasitismo, dos
insetos criados em dieta artificial foi superior aos dos criados nos hospedeiros natural e
alternativo (Tabelas 8 e 9). Entretanto, apesar das diferengas encontradas para cada etapa do
processo de exploragdo do hospedeiro entre os adultos provenientes de diferentes substratos
alimentares, o tempo empregado em cada uma dessas etapas (avaliagdo, perfura¢io e
oviposi¢do), em relagdo ao periodo total de exploragdo, se manteve praticamente constante
em todos os tratamentos (Figura 35). Novamente, fica evidente o prolongamento do periodo
de perfuragdo do hospedeiro por 7. pretiosum criado em dieta artificial, quando comparado
ao criado em substrato natural, pois o periodo de perfuragdo, em relagdo ao processo
completo de parasitismo, foi proporcionalmente maior para os insetos criados em dieta
artificial (Figura 35). Cabe ressaltar que o periodo de perfuragdo assumido nesse trabalho
também envolve a fase de avaliagio interna do hospedeiro, que é feita com o auxilio dos
sensilos presentes no ovipositor das fémeas de Trichogramma (Le Ralec & Wajnberg, 1990).
Assim, as alteragdes encontradas na perfuragdo do hospedeiro, que envolve o rompimento do
corion propriamente dito e a avaliagdo (pelo menos inicial) do interior do ovo hospedeiro, nos
permite fazer trés hipOteses: 1) incapacidade do adulto perfurar o cérion do hospedeiro, que
poderia ocorrer devido ao desenvolvimento anormal do seu ovipositor, sugerida pela
observag@o direta da dificuldade que algumas fémeas apresentaram para retirar o ovipositor da
bainha e, mesmo apos té-lo apoiado sobre o corion, em prosseguir com a perfuragdo; 2%)
desenvolvimento de adultos de tamanho reduzido, que apresentariam, por conseqiiéncia,
maiores dificuldades em perfurarem o corion hospedeiro; 3%) presenga de alteragdes
fisiologicas, que levariam o inseto a necessitar de um periodo maior para aceitar
definitivamente aquele hospedeiro e, assim, iniciar a oviposi¢@o. Das trés hipoteses levantadas,
apenas a primeira e a segunda foram verificadas, sendo que observagdes da estrutura externa
do ovipositor das fémeas de Trichogramma, em microscopia eletronica de varredura, ndo
indicaram qualquer anormalidade aparente. No entanto, ndo fica descartada a possibilidade de
alteragdes morfologicas internas, ao nivel da musculatura responsavel pela protagio e retragdo

do ovipositor. O tamanho dos adultos ndo mostrou ser a causa provavel para tais alteragdes,
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visto que adultos criados in vivo e in vitro apresentaram tamanho semelhante (Figura 39).
Tabela 8 Duragdo (segundos) dos pardmetros de comportamento de avaliagdo, perfuragio e

oviposi¢ao, observados para 7. galloi criado in vivo e in vitro, parasitando ovos de D.

saccharalis. Temperatura: 24 + 2°C; UR: 60 + 10%.

Duragio (s) das etapas do comportamento de parasitismo

(xt se)’

Hosp. de criagdo Avaliagdo Perfuragdo Oviposi¢ao
D. saccharalis 28,34+1,14 abc 3408+1,22 ¢ 58,08+3,10 ab
A. kuehniella 2391+120 ¢ 37,64+1,59 be 5232+3.10b
Dieta 5 31,33+2 48 abc 41,54+2.33 abc 77,56+6,93 ab
Dieta 18 28,5242,00 be 50,69+3,21 ab 9421+12,90 a
Dieta 29 34,29+4,14 ab 48,94+4,14 ab 84,59+10,56 a
Dieta 33 34,10+3,78 ab 36,87+2,94 be 63,63+5,90 ab
Dieta 34 36,00+2,92 ab 42.67+6,54 abc 88,97+10,82 a
Dieta 35 41,13+437 a 52,00+7,20 ab 76,7349,00 ab
Dieta 36 33,4243 .24 abc 48,77+5,06 ab 90,13+25,92 a
Dieta 37 38,55+3,74 ab 55,3946,68 a 68,83+5,56 ab

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05). (Avaliagio: F=4,39; gl. = 9, 287, P < 0,05; Perfuragio; F =437, gl =9, 258; P <0,05;
Oviposigdo: F'=3,14; gl. =9, 287, P <0,05).

Com excecdo do maior periodo de perfuragdo em dietas artificiais encontrado para
T. pretiosum, o prolongamento do periodo total de exploragdo do hospedeiro parece estar
relacionado a qualidade do substrato alimentar (natural ou artificial) utilizado pelo parasitoide
durante o seu desenvolvimento imaturo, ja que esse alimento lhe fornecerd as reservas
energéticas a serem gastas durante o processo de parasitismo. Essa pressuposi¢do surge
devido aos resultados encontrados para 7. galloi e T. pretiosum, onde o tempo empregado

por uma fémea para completar o processo de parasitismo de um ovo hospedeiro foi superior



110

para os insetos obtidos de dieta com qualidade nutricional inferior, ja que esta dieta resultou

em menor desenvolvimento do parasitoide (Figura 35).

Tabela 9 Duragio (segundos) dos parametros de comportamento de avaliagdo, perfuragdo e
oviposigdo, observados para 7. pretiosum criado in vivo e in vitro, parasitando ovos de H.

virescens. Temperatura: 24 + 2°C; UR: 60 + 10%.

Duragio (s) das etapas do comportamento de parasitismo

(xt se)'
Hosp. de criagdo Avaliagdo Perfuragdo Oviposigdo
H. virescens 39,4242 53 b 51,4542 57f 122,55+7,74 b
A. kuehniella 43,4143,53 b 56,21+2,29 ef 107,88+5,36b
Dieta 5 28,02+1,19b 82,95+7,59 cde 122,33+7,10 b
Dieta 18 32,05+2,14 b 93,69+6,16 bed 108,53+7,12b
Dieta 23 50,33+9,49 ab 203,55+38,86 a 310,11+113,26 a
Dieta 27 56,75+23,86 ab 182,25+51,62 a 177,75+23,03 ab
Dieta 33 39,88+2,96 b 70,57+6,04 def 118,74+7,94 b
Dieta 34 36,87+3,34 b 77,00+7,17 cdef 114,40+7,76 b
Dieta 35 82,77+17,82 a 12585+16,41 abc  165,61+20,62 ab
Dieta 36 61,84+4 68 a 94,68+14,46 bed 136,76+11,95b
Dieta 37 38,09+235b 13491+21,59 ab 139,61+15,41b

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P < 0,05). (Avaliagdo: F = 8,56; gl. = 10, 301; P <0,05; Perfuracio: F = 1331; gl =10,30]; P<
0,05; Oviposiciio: F=3,69; gl. = 10, 301; P <0,05).

O maior periodo gasto para a exploragao do hospedeiro por parasitdides criados em
dietas artificiais resulta em insetos com baixa agressividade, se comparados aos insetos criados
in vivo. Esse fato fica claro quando comparamos a porcentagem de ovos parasitados por 7.
galloi ao longo do periodo de observagdo. Adultos provenientes do hospedeiro alternativo

apresentaram maior porcentagem de parasitismo ao longo dos trés intervalos de observagio,
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resultando ainda em um maior valor final de parasitismo. Novamente, ficam evidentes as
diferengas entre as dietas 5 e 18 para a criagdo de 7. galloi. Para T. pretiosum, as diferengas
sdo menos evidentes, mas o parasitismo acumulado nos intervalos de 11-20 e 21-30 minutos ¢

maior para os parasitoides criados in vivo (Figura 36).

4.8.2 Parametros biologicos

A capacidade de parasitismo de 7. galloi criado em dieta artificial foi reduzida
quando comparada aos insetos emergidos do hospedeiro natural ou alternativo, com excecio
daqueles criados nas dietas 33 e 36, que apresentaram capacidade de parasitismo semelhante
aos insetos criados no hospedeiro alternativo e natural, respectivamente (Tabela 10). Além do
parasitismo reduzido encontrado para fémeas criadas em alguns meios artificiais, ocorreu um
acentuado porcentual de fémeas que ndo efetuaram o parasitismo, em comparagao aos adultos
criados no hospedeiro alternativo (Tabela 10). Poderia ser questionado 'se esse percentual
elevado ndo estaria ocorrendo pela utilizagdo de ovos de A. kuehmiella na avaliagio da
capacidade de parasitismo dessa espécie, ja que o parasitoide apresenta certas dificuldades de
utilizacdo desse hospedeiro no seu processo normal de criagdo e multiplicagdo em laboratono
(Parra, 1997). Porém, foram observados valores proximos de fémeas que se mantiveram
inativas durante os estudos comportamentais para parasitdides criados nessas mesmas dietas,
estando, contudo, em contato com ovos do hospedeiro natural, D. saccharalis.

Argumentagdo contraria pode ser utilizada para explicar o reduzido porcentual
(56%) de fémeas de 7. galloi que parasitaram ovos de 4. kuehniella, quando criadas em seu
hospedeiro natural, D. saccharalis, visto que, nos estudos de comportamento, o numero de
fémeas inativas desse parasitoide, quando em contato com ovos do hospedeiro natural, foi
muito reduzido (Tabela 10 e Figura 33).

Por outro lado, nenhuma dieta artificial permitiu o desenvolvimento de adultos de 7.
pretiosum com capacidade de parasitismo semelhante a dos adultos criados no hospedeiro
natural, H. virescens. O mesmo ocorreu quando os insetos foram criados em ovos do
hospedeiro alternativo (Tabela 11). Apesar da menor capacidade de parasitismo dos insetos

criados em meio artificial em relago aos criados no hospedeiro natural, varios meios artificiais
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(dietas 5, 18, 33, 34, 36 e 37) deram origem a adultos com capacidade de parasitismo similar
aquela apresentada pelos insetos produzidos em ovos de A. kuehniella (Tabela 11). A

porcentagem de fémeas que parasitaram se manteve elevada, exceto para as dietas 14, 23 e 28

(Tabela 11).

Tabela 10. Parasitismo de ovos de 4. kuehniella (mimero médio de ovos parasitados/ fémea),
porcentagem de fémeas que parasitaram e longevidade de 7. galloi criado in vivo e in vitro.

(Temperatura: 25+1°C; UR: 60+10%; fotofase: 14 horas).

Hospedeiro de criagdo Parasitismo Fémeas que Longevidade
(xt se)’ parasitaram (%) (xtse)!
D. saccharalis 59,14+3,65a 56,00 3,64+0,37 ab
A. kuehniella 46,96+3 30 ab 100,00 4,60+0,34 a
D5 34,67+4,22 cd 60,00 2,8740,21 ¢
D18 22.58+2 48 d 76,00 2531021 ¢
D23 15,33+7,20d 24,00 2,67+0,61 ¢
D28 21,4442 47d 64,00 1,8140,24 ¢
D29 18,07+2,79d 64,00 2,12+026 ¢
D33 41,37+3,28 be 88,00 3,64+0,30 ab
D34 31,96+2,68 ¢ 100,00 3,60+0,28 ab
D35 26,20+2.30 d 84,00 257+0,19 ¢
D36 43,96+3,49 ab 92,00 430+0,28 ab
D37 31,37+4,22 cd 76,00 2.89+0,17 be

1. Médias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna njo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05) (Parasitismo: F'= 13,28; gl = 11, 206; P <0,03; Longevidade: F'= 9,69; gt = 11, 220;
P <0,05).

Os insetos criados em dieta artificial e nos seus respectivos hospedeiros naturais e
alternativo apresentaram uma dindmica de maturagdo de oocitos e parasitismo bastante

distintos. Esse fato pode ser visualizado através do nimero de ovos parasitados diariamente
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Tabela 11. Parasitismo de ovos de 4. kuehniella (nimero médio de ovos parasitados/ fémea),

porcentagem de fémeas que parasitaram e longevidade de 7. pretiosum cniado in vivo e in

vitro. (Temperatura: 25+1°C; UR: 60+10%; fotofase: 14 horas).

Hospedeiro Parasitismo Fémeas que Longevidade
de criagdo (£ se)’ parasitaram (%) (ot se)’

H. virescens 163,80+9,27 a 100,00 14,64+0,64 a

A. kuehniella 83,04+10,32b 96,00 13,37+1,02 ab
D5 91,76+11,38 b 100,00 9,72+0,99 bede
D14 46,00+12,85 cd 32,00 8,75+1,48 bedef
DI18 75,37+11,11 be 838,00 9,75+1,09 bede
D23 22.78+9.46 d 36,00 6,55+1 25 cdef
D27 34,36+3,78 d 100,00 3,5240,32f
D28 27,50+8,63 d 40,00 4,70+0,82 ef
D33 66,57+14,64 be 56,00 11,00+1,16 abed
D34 81,24+12,36 b 96,00 12,92+1,04 ab
D35 40,31+11,00d 80,00 6,26+1,19 def
D36 95,37+12,62 b 92,00 11,75+0,74 abc
D37 103,09+10,73 b 88,00 10,59+0,54 abed

Meédias seguidas da mesma letra dentro de uma coluna nfo diferem significativamente entre si pelo 1) teste
de Dunn (P < 0,05) (Parasitismo: F'= 11,76; gt = 12, 236; P <0,05) € 2) pelo teste de Tukey (P < 0,05)
(Longevidade: F=13,48; gl = 12, 253; P <0,05).

(Figura 37). Fémeas emergidas da criagdo em dieta artificial nasceram com um menor nimero

de odcitos maduros, pois a seu parasitismo no primeiro dia foi bastante distinto daquele

encontrado para os insetos criados nos hospedeiros naturais e alternativo, especialmente para

T. pretiosum (Figura 37). No entanto, adultos de varias dietas, em contato com alimento

fornecido na forma de mel puro, e através da sua nutrigdo com liquidos extravasados do

interior do hospedeiro pelo orificio de oviposi¢do, desenvolveram um namero tal de odcitos



durante o seu periodo reprodutivo, que conferiram as fémeas de algumas dessas dietas
parasitismo comparavel ao encontrado em insetos criados no hospedeiro natural ou alternativo
(Figura 37).

Apesar da capacidade de parasitismo e do nimero total de ovos parasitados,
principalmente no primeiro dia, ter sido bastante diferente para a maioria dos insetos criados
in vitro em comparagdo aqueles produzidos in vivo, o parasitismo acumulado, ou seja, a
porcentagem de ovos parasitados diariamente em relagdo a capacidade total de parasitismo
daquela fémea, foi bastante similar para a maioria dos insetos criados em dietas artificiais e
aqueles criados in vivo (Figura 38). Fémeas de 1. galloi tendem a parasitar 80% do total de
ovos parasitados ja no segundo dia do seu periodo reprodutivo, sendo que 7. pretiosum, seja
ele produzido in vifro ou in vivo, necessitou de um periodo um pouco mais prolongado,
atingindo esse valor entre o 82 e 10° dias (Figura 38).

O parasitismo encontrado para 7. galloi e 7. pretiosum, criados em dietas artificiais,
¢ comparavel aos relatados para outras linhagens dessas espécies, quando criados em ovos de
hospedeiros naturais e alternativos, parasitando ovos desses mesmos hospedeiros (Sa & Parra,
1994; Consoli & Parra, 1995; Gomes, 1997).

A longevidade das fémeas criadas em dieta artificial foi bastante variavel quando
comparada aquela encontrada para os insetos criados in vivo (Tabelas 10 e 11). Para 7. galloi,
as dietas 5, 18, 23, 28, 29 e 35 apresentaram fémeas com longevidade inferior aquela
encontrada nas demais dietas artificiais ou no hospedeiro natural ou alternativo (Tabela 10). 7.
pretiosum criado nas dietas 33, 34, 36 e 37 apresentou longevidade semelhante a dos insetos
criados no hospedeiro natural, sendo que, adultos emergidos das dietas 5, 14 e 18 foram tio
longevos quanto aqueles do hospedeiro alternativo (Tabela 11). Os valores de longevidade
observados para 7. galloi e T. pretiosum sao comparaveis aos relatados por Consoli & Parra
(1996b), que criaram esses parasitoides iz vivo e in vitro, submetendo-os ao parasitismo de
ovos de 4. kuehniella.

Fémeas criadas em dieta artificial deram origem a descendentes com razdo sexual
inversa aquela encontrada nos insetos criados inn vivo. Por se tratarem de linhagens que se

reproduziam por partenogénese telitoca, a razao sexual esperada seria igual a um, ou seja, a



116

T. galloi
40 &
=
I 30 -
)
£
=t
3
2 20
)
et
5
E 10
z
0 | T T | | | | f
0 1 2 3 4 5 6 7 8
DIAS
-o-D. saccharalis *A. kuehniella #D5 #D23 -«D29 D33 D34
28
=2 s
I 21
)
£
e
§ p
1) 14 |
D
=
(=]
g p
7 el
3
z
0 T T T T T T T T T T

T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19

DIAS
|+H. virescens ®A. kuehniella +D14 -+D23 ®D27 +~D36 *D37|

Figura 37. Numero de ovos de A. kuehniella parasitados/fémea/dia por 7. galloi e T.
pretiosum, criados em algumas dietas artificiais e nos seus respectivos hospedeiros
naturais e no hospedeiro alternativo (temperatura: 25 + 1°C; umidade relativa: 60 + 10%;

fotofase: 14 horas).



117

ocorréncia exclusiva de fémeas. No entanto, apos o desenvolvimento em meio artificial, as
fémeas de 1. galloi e T. pretiosum, submetidas ao parasitismo de ovos de A. kuehniella,
deram origem a progénie composta exclusivamente de machos. A partenogénese em
Trichogramma est4 associada a presenga de uma alfa-proteobactéria pertencente ao género
Wolbachia, que infecta os tecidos reprodutivos desse inseto. Essa bactéria infecta insetos das
mais diferentes ordens, sempre interferindo no processo reprodutivo dos mesmos. Seus efeitos
na populagio de insetos podem ser causado pela incompatibilidade citoplasmatica
(citoplasmas das células reprodutivas, Ovulo e espermatozdide, sdo incompativeis),
feminilizagdo de machos e indugdo de partenogénese telitoca. O mecanismo citogenético
envolvido na partenogénese telitoca em 7richogramma infectados por essa bactéria, se da
pela diploidizagdo do ntcleo durante a metafase. Esse mecanismo € conhecido como
duplicagdo dos gametas, permitindo a formagfo de um individuo diploide (2n) a partir de um
ovulo (n). O individuo resultante desse processo apresentara homozigose em todos os /loci.
(Stouthamer & Werren, 1993; Stouthamer & Kazmer, 1994; Werren, 1997). A associagdo
dessa bactéria com a reprodugdo por partenogénese telitoca por parasitdides do género
Trichogramma foi comprovada pelo tratamento de fémeas do parasitéide com solugdes de
antibiotico, que levavam a eliminagdo desse agente, permitindo que a populagdo voltasse
novamente a produzir machos (Sthouthamer ef al. 1990). No entanto, ap0s a eliminag@o desse
microorganismo, Irichogramma retorna ao seu processo de reprodugdo partenogenético
normal, onde gametas ndo-fecundados dardo origem a machos e os fecundados, a fémeas.
Assim, no caso das fémeas de 7. galloi e T. pretiosum, que se desenvolveram durante a fase
imatura em dieta artificial, provavelmente houve eliminagdo desse agente contaminante devido
as dietas conterem certa quantidade de antibioticos em sua composigdo, 0 que permitiu aos
adultos emergidos desse meio restabelecerem o processo partenogenético normal. No entanto,
como essa geragdo ainda era composta exclusivamente por fémeas, os estudos de parasitismo
foram conduzidos com fémeas virgens que, livres de Wolbachia, produziram descendéncia

exclusiva de machos.
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4.8.3 Parametros morfologicos

O tamanho dos adultos, dentro de certos limites, é determinado pela quantidade de
alimento disponivel para o inseto, e os resultados aqui apresentados mostram que o volume de
dieta oferecido foi adequado ao nimero de individuos que se desenvolveram por ovo artificial,
pois tanto 7. galloi, quanto 1. pretiosum, apresentaram adultos de tamanho semelhante aos
criados 71 vivo (Figura 39). O tamanho dos adultos de 7. galloi criados in vitro e in vivo
foram muito proximos, sendo que adultos de todas as dietas apresentaram tamanho
semelhante aos adultos criados no hospedeiro natural ou alternativo (Figura 39). Os
resultados para 7. prefiosum foram mais variaveis, ocorrendo, porém, diversos casos de
semelhanga com adultos emergidos dos hospedeiros natural e alternativo (Figura 39). No
entanto, ficou evidente a maior variagdo no tamanho dos adultos criados em dieta artificial, em
relagdo aqueles criados in vivo, especialmente nos insetos emergidos de ovos de A. kuehniella
(Figura 39) que, devido ao seu tamanho, suporta, no maximo, o desenvolvimento de até dois
individuos do parasitoide (Parra et al. 1997). Ovos de maior volume, como os de D.
saccharalis e H. virescens, que permitem o desenvolvimento de até seis individuos por ovo
(observagdo pessoal), tendem a ter o desenvolvimento de insetos com maior variagdo de
tamanho.

Apesar da drastica redugdo no nimero de adultos deformados (cerca de 10-15%),
ainda € freqiiente a ocorréncia de deformagdes comumente relatadas em parasitoides criados
em dietas artificiais, tais como adultos com abdome exageradamente desenvolvido e/ou asas
nao-distendidas (L1, 1982; Strand & Vinson, 1985; Xie ef al. 1986a;, Consoli & Parra, 1997b).

Os resultados obtidos até o momento indicam a possibilidade de criagdo de 7. galloi
e 1. pretiosum em dietas artificiais, utilizando-se de ovos artificiais, abrindo perspectivas para
o desenvolvimento de processos automatizados que permitam a produgio desses insetos em
maior escala, especialmente para 7. pretiosum. A adigdo do hidrolisado protéico de
lactoalbumina e da solugdo de extrato de levedura as dietas artificiais permitiram ©
desenvolvimento de fémeas com caracteristicas semelhantes aquelas encontradas pelos insetos
produzidos em ovos do hospedeiro alternativo, comumente empregado para a produgdo

massal de Trichogramma, visando a programas de controle biologico através de liberagdes
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barra azul) da tibia posterior de fémeas de 7. galloi e T. pretiosum, criadas in vivo € in vitro.
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massais desse parasitdide. No entanto, ha ainda a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas, especialmente no que se refere ao aprimoramento dos meios nutritivos utilizados.
Assim, devido as variagdes fisiologicas existentes ao longo do desenvolvimento do inseto, ha a
necessidade de se vertficar quais sio os efeitos dessas mudangas na qualidade nutritiva do
produto extraido (hemolinfa ou holotecidos) como componente de dietas artificiais para a
criagdo 7n vitro de Trichogramma. Por exemplo, no caso da utilizagio de holotecidos pupais,
deve-se determinar qual o momento durante este periodo em que a extragdo deve ser feita.
Também sdo necessarios trabalhos visando o estabelecimento das condi¢Ges abiodticas ideais
durante as diferentes fases do desenvolvimento do inseto, especialmente a umidade, para
evitar a concentragdo ou diluigio do meio artificial durante o desenvolvimento larval e a
desidratag@o das fases de prepupa e pupa. Outros fatores importantes a serem pesquisados sao
as implicagdes da infecgdo de linhagens/espécies de Trichogramma por Wolbachia, no
processo de produgdo in vitro, visto que ficaria impossivel o estabelecimento de geragSes
sucessivas em meios artificiais, quando da utilizag@o de linhagens/espécies contaminadas por

essa bacténa.

4.9 Efeito da idade da pupa, no momento da coleta dos holotecidos, na

qualidade do meio artificial

A idade da pupa no momento da coleta dos holotecidos pupais, para confec¢do de
dietas artificiais para a criagdo in vitro de 1. galloi e T. pretiosum afeta o
desenvolvimento dos parasitoides. 7. galloi depositou um niimero de ovos/ovo artificial
semelhante nas trés dietas testadas (Figura 40). Apesar do parasitismo ter sido idéntico
nas dietas compostas com holotecidos coletados de pupas de diferentes idades, a
sobrevivéncia dos estagios imaturos foi afetada. 7. galloi ndo se desenvolveu em dieta
com holotecidos de pupas de D. saccharalis com 5-6 dias de idade (Figura 41).
Resultados semethantes foram encontrados para 1. pretiosum, tanto para o parasitismo
quanto para a sobrevivéncia dos estagios imaturos. No entanto, para este parasitoide,
ficou clara a tendéncia de realizarem menor postura em dietas contendo holotecidos de

pupas com 5 a 6 dias de idade (Figuras 40 e 41). O parasitismo dos ovos artificiais s6 ndo
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foi de 100% para a dieta contendo holotecidos de pupas com 5 a 6 dias de idade, para 7.

pretiosum, onde o parasitismo foi de 92%.

PARASITISMO

(numero de ovos/ovo artificial)

1-2d 34d 5-6d
DIETA

[.T galloi @T. pretiosum I

Figura 40. Parasitismo de ovos artificiais, por 1. galloi e T. pretiosum, contendo dietas
confeccionadas com holotecidos de pupas de D. saccharalis em diferentes idades (1-2
dias, 3-4 dias e 5-6 dias) (temperatura: 25 + .1°C; umidade relativa: 60 + 10%; fotofase:
14 horas).

Adultos de 7. galloi e T. pretiosum, emergidos das dietas contendo holotecidos
de pupas com 1-2 e 3-4 dias de idade, apresentaram capacidade de parasitismo e
longevidade semelhantes (Tabelas 12 e 13). Adultos de 7. pretiosum, emergidos da dieta
com pupas de 3-4 dias de idade, foram maiores (Tabela 13).

Esses resultados comprovam as sugestdes feitas anteriormente de que a idade do
hospedeiro como fonte de holotecidos para a composi¢do das dietas pode ser um fator
determinante na sua qualidade. Esse fato € baseado na literatura que relata alteragdes na
composi¢ao quimica das pupas no decorrer do seu desenvolvimento. Essas alteragdes sdo
causadas principalmente pela transformacdo das proteinas de reserva (localizadas no
tecido adiposo), em proteinas circulantes; esse mecanismo € controlado pelos niveis de

hormonio juvenil na hemolinfa do inseto. Na realidade, essas alteragdes iniciam-se no
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Figura 41. Viabilidade (%) larval e pupal de 7. galloi e T. pretiosum, criados em dietas
artificiais confeccionadas com holotecidos de pupas de D. saccharalis de diferentes

idades (temperatura: 25 + 1°C; umidade relativa: 60 + 10%; fotofase: 14 horas).
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ultimo instar larval, quando comegam a ser produzidas as principais proteinas circulantes
na hemolinfa, sendo a quantidade dessas proteinas no estagio pupal muito superior a do
estagio larval, fazendo parte ainda da composi¢do do exoesqueleto do inseto. Essas
proteinas também estdo presentes nos ovos, representando cerca de 30-35% das
proteinas solveis dos mesmos (Plantevin ef al., 1987), caracterizando, desta forma, a sua
importancia neste tipo de trabalho.

E evidente, que ao longo do processo de metamorfose varias outras alteragdes
ocorrem, como a passagem dos residuos de excremento da forma acumulada (sais de
urato - ndo toxica as células) para a forma de material excretavel (acido urico). Este
material fica depositado no tubo digestivo recém-formado do adulto, sendo eliminado
apOs a sua emergéncia. Neste caso, holotecidos derivados de pupas nesse estagio de
desenvolvimento apresentam grande quantidade de acido trico, substancia sabidamente
toxica. Esse poderia ser um dos fatores a explicar a completa auséncia de
desenvolvimento, tanto de 7. galloi como 7. pretiosum, na dieta contendo tecidos
derivados de pupas com 5-6 dias de idade. Nessa fase, o adulto de D. saccharalis ja se
encontra proximo a emergéncia, que ocorrera a partir do sétimo dia.

Os resultados para 7. galloi e T. pretiosum quando criados em dietas derivadas de
holotecidos de pupas de D. saccharalis de diferentes idades, associados aqueles
encontrados para os mesmos parasitoides criados em dietas contendo esses componentes
de B. mori (item 4.7), indicam que cada espécie de hospedeiro utilizado apresenta um
momento ideal para que os seus holotecidos sejam coletados e processados na criagéo

desses parasitoides em dietas artificiais.

4.10 Parasitismo de ovos artificiais por diferentes linhagens de 7. pretiosum

O parasitismo de ovos artificiais pelas diferentes linhagens de 7. pretiosum foi
bastante diferenciado. A linhagem 4 apresentou o maior nimero de ovos depositados por
ovo artificial, sendo o menor parasitismo apresentado pela linhagem 1 (Figura 42). Esta
linhagem, também foi a tinica a ndo parasitar 100% dos ovos artificias, estando a sua

aceitacdo ao redor de 90%.



Tabela 12. Capacidade de parasitismo (nimero de ovos parasitados/fémea), longevidade
(dias) e tamanho (um) de fémeas de 7. galloi, criadas em dieta artificial confeccionadas
com holotecidos de pupas de D. saccharalis em diferentes idades (temperatura: 25 + 1°C;

UR: 60 + 10%; fotofase: 14 horas).

Parasitismo Longevidade Tamanho
Dieta (ntimero ovos/fémea) (dias) (mm)
Idade da pupa (dias) (x+se) (x +se) (x + se)
1-2 40,95+3,24a 3,33+0,13a 152,10+3,28a
3-4 53,25+13,36a 3,58+0,22a 157,00+3,29a
5-6 * * *

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05)
(Parasitismo: £ = 0,888; gl = 1, 46; P <0,05; Longevidade: F = 0,963, gl = 1, 46; P < 0,05; Tamanho: F
= 1,054; gl = 1, 39; P <0,05).*. A dieta confeccionada com holotecidos extraidos de pupas com 5-6 dias

de idade ndo permitiu o completo desenvolvimento de 7. galloi.

Tabela 13 . Capacidade de parasitismo (nimero de ovos parasitados/fémea), longevidade
(dias) e tamanho (um) de fémeas de 7. prefiosum, criadas em dieta artificial
confeccionadas com holotecidos de pupas de D. saccharalis em diferentes idades

(temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%; fotofase: 14 horas).

Parasitismo Longevidade Tamanho
Dieta (nimero ovos/fémea) (dias) (mm)
Idade da pupa (dias) (x +se) (x + se) (x + se)
1-2 101,87+12,09a 10,35+0,882 148,82+4.07a
3-4 131,40+16,20a 12,72+1,08a 168,20+3,75b
5.6 * * *

Médias seguidas pela mesma letra nfo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05)
(Parasitismo:; /= 1,441; gl = 1, 46; P <0,05; Longevidade: F = 1,693; gl = 1, 46; P <0,05; Tamanho: F
=3,503; gl = 1, 39; P <0,05).*. A dieta confeccionada com holotecidos extraidos de pupas com 5-6 dias

de idade ndo permitiu o completo desenvolvimento de T. pretiosum.
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PARASITISMO
(numero de ovos/ovo artificial)

Figura 42. Parasitismo (nimero de ovos do parasitoide/ovo artificial) de ovos artificiais
por diversas linhagens de 7. pretiosum (temperatura: 25 + 1°C; umidade relativa: 60 +

10%; fotofase: 14 horas).

Essas linhagens também apresentaram diferencgas quanto a sobrevivéncia dos seus
estagios imaturos em meio artificial. A linhagem 2, apesar de ndo ter apresentado o maior
numero de ovos depositado por ovo artificial, apresentou a maior viabilidade para o
estagio imaturo. A linhagem 1, apesar de ter a menor viabilidade larval, apresentou a
maior viabilidade para o estagio de pupa (Figura 43).

O sucesso na exploragdo de um hospedeiro durante os estagios imaturos de
Trichogramma ¢ determinado geneticamente e as diferencas na sobrevivéncia dos
estagios imaturos entre diferentes linhagens de uma mesma espécie, quando parasitando
um mesmo hospedeiro, esta relacionado a variagdo genética entre as populagdes. Essa
variabilidade foi anteriormente relatada para 7. brassicae (Chassain & Boulétreau, 1991)
e 1. voegelei (Mimouni, 1991), sendo que Gomes (1997) verificou que o sucesso do
desenvolvimento pré-imaginal também € dependente da espécie do hospedeiro na qual as
linhagens do parasitéide sejam criadas. Este autor demonstrou que a viabilidade do

periodo de desenvolvimento pré-imaginal de diversas linhagens de 7. pretiosum variou de
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acordo com o hospedeiro alternativo utilizado.

VIABILIDADE (%)

LINHAGEM

|-Larval EPupal |

Figura 43. Viabilidade (%) larval e pupal das diferentes linhagens de 7. pretiosum criadas
em dieta artificial (temperatura: 25 + 1°C; umidade relativa: 60 + 10%, fotofase: 14

horas).

Esses resultados demonstram que a variabilidade genética existente entre as
diversas populagdes de uma mesma espécie deve ser um fator a ser considerado quando
do desenvolvimento de meios artificiais para a produgdo in vifro de parasitoides, quando
se busca a producg@o de parasitoides para o controle de diversas pragas nas mais variadas
culturas. Devido a esse fato, que indica uma certa adaptagdo de cada populagdo a um
hospedeiro preferencial, levando, portanto, a ocorréncia de uma pequena especializagéo
ao nivel nutricional, talvez seja necessaria a adaptagdo nutricional do meio artificial para
cada populagdo (linhagem) a ser produzida, ja que a selegdo de linhagens adequadas para
o controle de uma praga-alvo € um dos fatores determinantes para o sucesso no controle

da mesma por Trichogramma (Hassan, 1994, 1997).
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. CONCLUSOES

E possivel a criagdo in vitro de Trichogramma galloi Zucchi, 1988 ¢ 7. pretiosum
Riley, 1879 em substrato artificial, desde o parasitismo até a emergéncia dos adultos,
em 30% das dietas testadas;

parasitdides com caracteristicas biologicas, comportamentais e morfologicas
semelhantes aquelas dos insetos criados in vivo, sdo obtidos em até 50% das dietas
artificiais que resultaram no completo desenvolvimento dos parasitoides;

os ovos dos hospedeiros naturais (Diatraea saccharalis, Heliothis virescens,
Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda) e alternativos (Sitotroga cerealella,
Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica) de T. galloi e T. pretiosum apresentam
tamanho, volume, esculturagio e textura do cérion bastante diferenciada;

os hospedeiros naturais de 1. galloi (D. saccharalis) e 1. pretiosum (H. virescens, A.
gemmatalis e S. frugiperda), assim como os alternativos, apresentam estrutura fina
do corion bem distinta, especialmente no nimero e tamanho das camadas existentes;

a duragdo das diversas etapas do parasitismo por 7. galloi e T. pretiosum € variavel
de acordo com o hospedeiro;

ovos de S. cerealella foram os menos aceitos pelos parasitdides estudados;

a duragdo do periodo de perfuragdo do corion dos diversos hospedeiros esta
relacionada com a espessura do corion, especialmente do exocdrion,

o periodo de oviposi¢ao por 1. galloi e T. pretiosum esta relacionado com o volume

do hospedeiro;
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o método descrito para a confecg¢do de ovos artificiais € adequado;

a textura da superficie do ovo artificial, resultante da agfio térmica do processo de
confecgdo dos ovos, € suficiente para desencadear o processo de parasitismo por
fémeas de 7. galloi e 1. pretiosum,

filmes plasticos de polietileno de alta densidade, de 7-8 e 9-10 um de espessura, sdo
adequados para a confecgdo de ovos artificiais, para as espécies dos parasitoides
estudadas;

ovos artificiais de 5 mm de didmetro e a proporgdo de 6 f€meas do parasitdide por
ovo artificial € a melthor combinag@o a ser utilizada para a criagao in vifro de 1. galloi
e 1. pretiosum,

T. galloi e T. pretiosum apresentam exigéncias nutricionais distintas,

as dietas compostas de holotecidos pupais de D. saccharalis (65%), gema de ovo
(18%), soro fetal bovino (8,5%), hidrolisado de lactoalbumina (8,5%) ou solug@o de
extrato de levedura (8,5%) e anticontaminates (0,3%) possibilitam o melhor
desenvolvimento de 7. galloi e T. pretiosum,

a composi¢do da dieta influencia a oviposigio pelos parasitoides;

o estimulo a oviposigdo fornecido pela dieta ndo esté relacionado com a sua qualidade
nutricional para o desenvolvimento dos parasitoides;

a forma de obtengdo, o armazenamento e a idade do hospedeiro no momento da
coleta de holotecidos pupais afetam a qualidade nutricional desse material como
componente para a criagdo in vitro de parasitoides;

a adigdo do hidrolisado de lactoalbumina e/ou da solugdo de extrato de levedura
aumenta a sobrevivéncia larval e pupal, e permite a obtengdo de adultos fecundos;

o parasitismo de ovos artificiais e a sobrevivéncia larval e pupal de 7. prefiosum em

dietas artificiais é dependente da linhagem utilizada.
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