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Resumo

GONCALVES, Rafael da Silva. Técnicas de criacdo, bioecologia e competicdo
interespecifica de parasitoides (Hymenoptera: Braco  nidae) de moscas-das-frutas
(Diptera: Tephritidae). 2016. 182f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduacdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Um dos principais problemas da fruticultura nacional e mundial € a ocorréncia das
moscas-das-frutas Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) e Ceratitis capitata
(Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae), as quais estdo amplamente distribuidas e
causando graves perdas na regido Neotropical. Diversas espécies de parasitoides
sao responsaveis pela regulacdo populacional destas pragas agricolas. Uma destas
espécies € o endoparasitoide coinobionte Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911)
que encontra-se distribuido desde a Argentina até o sul dos Estados Unidos
parasitando larvas de diferentes espécies de moscas-das-frutas. Além deste, 0s
parasitoides exoéticos Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905)e Fopius
arisanus (Sonan, 1932)(Hymenoptera: Braconidae) merecem destaque, devido a
ampla utilizacdo em programas de controle biologico. Neste sentido, os objetivos do
presente trabalho foram: I) conhecer uma serie de informacdes bioldgicas que
possam dar suporte ao desenvolvimento de uma técnica de criacdo para Do.
areolatus; Il); estudar a biologia de Do. areolatus nos hospedeiros A. fraterculus e C.
capitata;lll) determinar os efeitos de diferentes temperaturas sobre as fases imaturas
e adulta de Do. areolatus; 1V) estudar o comportamento de forrageamento de Do.
areolatus e Di. longicaudataem condigBes de competicdo extrinseca; V) estudar o
processo de competicdo intrinseca entre Do. areolatus e Di. longicaudata em larvas
de A. fraterculus e, VI) investigar os efeitos da aprendizagem sobre a eficiéncia de
parasitismo de F. arisanus em Bactrocera dorsalis. No estudo sobre técnica de
criagdo verificou-se que o fornecimento de 10 larvas de segundo instar de A.
fraterculus pelo periodo de 12 horas permitiu a maximizacdo da producdo de Do.
areolatus. Além disso, o desempenho dos insetos foi incrementado com o
fornecimento de dieta com concentragcdo de mel de 60%. O estudo da biologia de
Do. areolatus em larvas de A. fraterculus e C. capitata demonstra que os parametros
demograficos dos parasitoides multiplicados em larvas de A. fraterculus foram
superiores ao dos insetos multiplicados em C. capitata. Além disso, larvas de A.
fraterculus proporcionaram a producéo de insetos com maior peso e comprimento de
tibia. No que diz respeito ao impacto de diferentes temperaturas sobre as fases
imaturas de Do. areolatus, verificou-se que houve desenvolvimento em todas as
temperaturas estudadas. O limiar térmico inferior de desenvolvimento e a constante
térmica de machos e fémeas de Do. areolatus foram de 8,04 e 8,15 °C, e de 358,05
e 399,97 graus dias. Sobre a fase adulta observamos que a longevidade de machos
e fémeas foi inversamente proporcional a temperatura, variando de 27,83 a 8,41 dias
para machos e de 42,75 a 16,58 dias para fémeas. Analisando conjuntamente o0s
parametros demograficos, verificamos que a faixa térmica ideal para a manutencao
dos adultos varia entre 22 e 25 °C. Nos bioensaios de competicdo intrinseca com
exposicoes sequenciais de larvas de A. fraterculus, foi observado que larvas
expostas para Do. areolatus em segundo instar e para Di. longicaudata no terceiro,



possibilitam que Do. areolatus supere seu competidor. Nos estudos de competicao
extrinseca verificou-se que as fémeas de Do. areolatus, diferentemente de Di.
longicaudata, sdo capazes de discriminar frutos previamente explorados pelo seu
competidor, por meio do reconhecimento de sinais quimicos. Além disso, 0 processo
de forrageamento hospedeiro de ambas as espécies € alterado quando sé&o
expostas a frutos jA explorados pela espécie competidora. Os estudos de
aprendizagem com F. arisanus demonstraram que a eficiéncia de parasitismo deste
€ incrementada por experiéncias prévias de parasitismo e que este efeito independe
da idade dos parasitoides.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus, Ceratitis capitata, Doryctobracon areolatus,
Diachasmimorpha longicaudata, Fopius arisanus



Abstract

GONCALVES, Rafael da Silva. Bioecology and interspecific competition of
parasitoids (Hymenoptera: Braconidae) of the fruit flies (Diptera: Tephritidae).
2016. 182p. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

One of the main problems of national and global fruit production is the occurrence of
the fruit flies Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) and Ceratitis capitata
(Diptera: Tephritidae), wich are widely distributed and causing serious losses in the
Neotropical region. Several species of parasitoids are responsible for population
regulation of agricultural pests. One such species is the koinobiont endoparasitoid
Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) that is distributed from Argentina to the
southern United States parasitizing larvae of different species of fruit flies. Apart from
this, the exotic parasitoids Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) and
Fopius arisanus (Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) are worth mentioning,
due to extensive use in biological control programs. Thus, the current study aimed to:
i) develop a background biological to support the development of a mass rearing
technique of Do. areolatus; Il); study the biology of Do. areolatus in the hosts A.
fraterculus and C. capitata; Ill) determine the effects of different temperatures on the
immature and adult stages of Do. areolatus; IV) study the foraging behavior of Do.
areolatus and Di. longicaudata in extrinsic competition; V) study the intrinsic
competition process between Do. areolatus and Di. longicaudata in larvae of A.
fraterculus and VI) investigate the effects of learning about F. arisanus parasitism
efficiency in Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912) (Diptera: Tephritidae). In the study of
rearing technique it has been found that providing 10 second instar larvae of A.
fraterculus for 12 hours allowed maximizing production of Do. areolatus.
Furthermore, the performance of this insect was increased with the supply of a diet
wit 60% honey concentration. The study of biology of Do. areolatus in A. fraterculus
and C. capitata larvae showed that the demographic parameters of parasitoids
multiplied in A. fraterculus larvae were higher than the insects multiplied in C.
capitata. Also, Do. areolatus reared in A. fraterculus were heavier and had a longer
tibia than those reared in C. capitata. The lower thermal threshold and the thermal
constant of males and females of Do. areolatus were 8.04 and 8.15 °C and 358.05
and 399.97 degrees days. On the adult stage we observed that the longevity of
males and females was inversely proportional to temperature, ranging from 27.83 to
8.41 days for males and 42.75 to 16.58 days for females. By analyzing demographic
parameters, we find that the ideal temperature range for the maintenance of adult
varies between 22 and 25 °C. In intrinsic competition studies with sequential
exposures of A. fraterculus larvae, it was found that larvae exposed to Do. areolatus
in second instar and then to Di. longicaudata in the third instar, enable Do. areolatus
overcome your competitor. In extrinsic competition studies it was found that Do.
areolatus females, unlike Di. longicaudata, are able to discriminate fruits previously
exploited by its competitor, by recognizing chemical cues. In addition, the foraging
behavior of both species was altered when they are exposed to fruit already explored



by competitor species. Studies of learning, with F. arisanus showed that parasitism
efficiency of this parasitoid is increased by previous experiences of parasitization,
and that this effect is independent of the age of the parasitoids.

Key words: Anastrepha fraterculus, Ceratitis capitata, Doryctobracon areolatus,
Diachasmimorpha longicaudata, Fopius arisanus
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1 - Introducao Geral

A fruticultura brasileira € considerada uma das atividades mais dindmicas da
economia e tem se destacado como uma das principais atividades agricolas. Os
fatores que contribuem para o desenvolvimento da fruticultura brasileira dizem
respeito, principalmente, as condi¢cbes climaticas favoraveis, bem como a
disponibilidade de areas para cultivo (AGRIANUAL, 2010).

No mundo 800 milhdes de toneladas de frutas sédo produzidas ao ano, e
atualmente, o Brasil consolida a terceira posicdo em producdo de frutas em nivel
mundial (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2015), atras apenas da
China e da india. No Brasil a area cultivada com frutiferas é de cerca de 2.260
milhdes de hectares e a producdo encontra-se ao redor de 43 milhdes de
toneladas/ano (IBRAF, 2010).

Embora exista certa especializacao regional, especialmente em funcao das
condi¢cbes climaticas, a producdo de frutas ocorre em todo o territério nacional.
Assim, as regides mais proximas da linha do Equador possuem maior importancia na
producdo de frutiferas de clima tropical, com destaque a producdo de banana,
manga, cacau, meldo, etc. J& nas regides mais ao Sul, destacam-se as frutiferas de
clima sub-tropical e temperado, como por exemplo, o0 péssego, pera e maca.

Ademais, tem-se o0s sérios problemas fitossanitarios decorrentes,
principalmente, da acdo de moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae), as quais
contribuem para o aumento das perdas tanto qualitativas como quantitativas. Além
disso, estes insetos-praga limitam as exportagdes de frutas, em decorréncia das
barreiras quarentenarias impostas pelos paises importadores. No mundo inteiro, 0s
tefritideos representam o maior entrave ao livre transito de frutas (FACHOLI;
UCHOA, 2006; DUARTE; MALAVASI, 2000). No Brasil as espécies de moscas-das-
frutas de importancia econdmica para 0s paises importadores sao:Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830), Anastrepha obliqgua (Macquart, 1835), Anastrepha
grandis (Macquart, 1846), Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824), bem
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como,Bactrocera carambolae Drew e Hancock, 1994(Diptera: Tephritidae)
(MALAVASI; NASCIMENTO, 2003).

A mosca-das-frutas sul-americana, A. fraterculus, ocorre desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000).
No Brasil, esta espécie encontra-se amplamente distribuida e é considerada praga-
chave de diversas frutiferas de interesse econdmico e frutas nativas. Nos estados do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina € considerada uma espécie predominante,
pois representa cerca de 95% das espécies de Anastrephacoletadas em armadilhas
nos pomares (SALLES; KOVALESKI, 1990). Alguns estudos realizados em
municipios do estado de Santa Catarina demonstram queA. fraterculusfoi a espécie
constante, mais frequente, muito abundante e dominante (GARCIA; CAMPOS;
CORSEUIL, 2003).

A gama de frutos hospedeiros utilizados por A. fraterculuscompreende mais
de 90 espécies de plantas distribuidas em 20 familias botanicas (ZUCCHI, 2007). Na
regido Sul do Brasil,A. fraterculus ataca diversas frutiferas, como por exemplo,
pessegueiro [(Prunus persica Batsch)], ameixeira [(Prunus salicina Lindl)],
nectarineira [(Prunus persica var. nucipersica (Suckow)], macieira [(Malus domestica
Borkh)], videira [(Vitis vinifera Linnaeus)], além de espécies nativas (SALLES;
KOVALESKI, 1990; GARCIA; CAMPOS; CORSEUIL, 2003; ZART; BOTTON;
FERNANDES, 2011; NUNES et al., 2012).

A mosca-do-mediterraneo, C. capitata é a espécie de maior importancia
econdmica no &mbito mundial, e encontra-se distribuida em todas as areas tropicais
e subtropicais do mundo (ZUCCHI, 2000). No Brasil esta espécieé a Unica do género
e esta presente em praticamente todos os Estados (ZUCCHI, 2000). No Rio Grande
do Sul, encontra-se restrita as zonas urbanas (MALAVASI; ZUCCHI, 2000).
Contudo, alguns exemplares ja foram detectados préximos a pomares comerciais
dos municipios de Pelotas e Capdo do Ledo, representando, praticamente, a
totalidade de moscas coletadas em caquizeiro, além de estarem presentes em
diversas outras frutiferas (NAVA et al., 2008; NUNES et al., 2012; RICALDE, 2010).

O manejo das populacdes de A. fraterculus e C. capitata tem sido realizado
com o uso de inseticidas organofosforados e piretroides em area total, de acordo
com calendarios de aplicacbes (ARIOLI; BOTTON; CARVALHO, 2004; NAVA;
BOTTON, 2010). A utilizacdo de iscas-toxicas tem sido amplamente difundida entre

os produtores, especialmente entre aqueles dedicados a cultura do pessegueiro
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devido a remocao de diversas inseticidas da grade de agrotoxicos registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Agronegécios (MAPA) para a cultura (NAVA;
BOTTON, 2010). No entanto, o uso frequente de agrotdoxicos € responsavel por
reduzir as populacbes de insetos benéficos, como polinizadores e entomdéfagos,
além de favorecer o surgimento de pragas secundarias (GALLO et al., 2002;
NORRIS; CASWELL-CHEN; KOGAN, 2002). Além disso, problemas relacionados a
contaminacdo dos alimentos, colocam em risco a saude dos consumidores e
dificultam as exportacdes (PARANHOS; WALDER; ALVARENGA, 2007).

Nos ultimos 25 anos o controle biolégico de moscas-das-frutas apresentou
notavel ressurgimento a nivel mundial (OVRUSKI et al., 2003). Diversos programas
de controle e erradicacdo de tefritideos praga inseriram no roll de ferramentas o
controle bioldgico classico ou aplicado com parasitoides (MONTOYA et
al., 2000;SIVINSKI et al.,1996;CARVALHO; NASCIMENTO, 2002). Diversos fatores
contribuiram para o aumento da utilizacdo do controle biolégico, entre eles o
interesse na conservacdo da biodiversidade nos agroecossistemas e 0 impacto
negativo dos inseticidas. No entanto, o desenvolvimento de programas de controle
biolégico de moscas-das-frutas somente foi possivel devido ao desenvolvimento de
métodos de criacdo massal de parasitoides (OVRUSKI et al., 2000).

Os programas de manejo integrado de pragas tém preconizado a utilizacao de
diferentes métodos de controle, a fim de reduzir as populacdes de insetos-praga a
niveis que nao causem danos as culturas. Dessa forma, a liberagdo ou manutencao
de parasitoides, associado a utilizacdo de inseticidas na forma de iscas toxicas e o
uso de insetos estéreis, tem sido utilizado para o controle de diferentes espécies de
tefritideos (REYES; SANTIAGO; HERNANDEZ, 2000; STARK; VARGAS; MILLER,
2004; RUIZ et al., 2008; NAVA; BOTTON, 2010).

No Brasil existem diversas espécies de parasitoides que apresentam
relevante importancia na regulacdo populacional de moscas-das-frutas, e que estao
presentes em diversos agroecossistemas. Estudos faunisticos demonstram que de
maneira geral no Brasil, Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) é a espécie mais frequente parasitando larvas deAnastrepha spp. e C.
capitata (CANAL; ZUCCHI, 2000, NUNES et al., 2012). De acordo com Nunes et al.
(2012) o percentual de parasitismo desta espécie é variavel de acordo com a
espécie frutifera hospedeira, sendo que, em goiabeira este percentual € de cerca de

78%. Entretanto, a utilizacdo de D. areolatus como agente de controle biolégico em
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programas de libera¢cdes inundativas ainda depende do desenvolvimento de estudos
que possam dar suporte ao desenvolvimento de uma técnica de criacao.

Outro ponto critico na estruturacdo de programas de controle bioldgico se
refere a selecdo de uma ou mais espécies para realizacao de liberacdes inundativas
(MURDOCH; BRIGGS, 1996; PEDERSEN; MILLS, 2004), uma vez que ha
possibilidade destas atuarem de forma sinérgica ou competitiva, implicando
diretamente sobre a eficiéncia do programa. Assim, se duas ou mais espécies de
parasitoides, que atuam sobre diferentes fases do ciclo biolégico da espécie-alvo,
sdo liberadas simultaneamente é possivel que a regulacdo desta populacdo seja
mais eficiente (KNIPLING, 1992). As liberacdes de Di. longicaudata na regiao sul do
estado da Flérida-USA, foram responsaveis pelo deslocamento das populacdes de
D. areolatus (EITAM et al.,, 2004). A introducdo de Fopius arisanus (Sonan, 1932)
(Hymenopera: Braconidae), no estado do Havai - USA causou impacto ainda mais
drastico nas populacdes de parasitoides previamente liberadas e estabelecidas. De
acordo com Messing e Wang (2009), apos a introducao desta espécie, o parasitoide
Diachasmimorpha tryoni (Cameron, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) passou a
explorar larvas da espécie ndo alvo Eutreta xanthochaeta Aldrich, 1923 (Diptera:
Tephritidae).

Embora existam possibilidades de estabelecimento de programas de controle
bioldgico que permitam a minimizacdo dos problemas e dos custos decorrentes do
controle quimico, atualmente, no Brasil, o controle biolégico de pragas de frutiferas
de clima temperado apresenta-se como uma opc¢ao viavel para um numero reduzido
de insetos. Assim, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento de novos
estudos e a implantacdo de programas de controle biolégico de pragas, como € o
caso das moscas-das-frutas (NAVA et al., 2006; NAVA, 2007). Neste sentido, o
presente trabalho teve por objetivo gerar subsidios para o estabelecimento de um
programa de controle biol6gico de moscas-das-frutas utilizando o parasitoide nativo
Do. areolatus. Além disso, foram realizados estudos de competicdo entre as
espécies Do. areolatus e Di. longicaudata a fim de determinar a possibilidade do uso
conjunto das mesmas em programas de controle biolégico. Ademais, devido a
recente importacdo de F. arisanus para o Brasil e a possibilidade de uso deste
inimigo natural, foram realizados estudos bioldgico da espécie com 0 objetivo de
aumentar a eficiéncia das criacdes massais e 0 potencial deste inseto em condi¢des

de campo. Para tal, foram estabelecidos 0s seguintes objetivos especificos: a)
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conhecer uma série de informacfes bioldgicas que possam dar suporte ao
desenvolvimento de uma técnica de criacdo para Do. areolatus; b) estudar a biologia
de Do. areolatus nos hospedeiros A. fraterculus e C. capitata; c) determinar os
efeitos de diferentes temperaturas sobre as fases imaturas e adulta de Do.
areolatus; d) estudar o comportamento de forrageamento de Do. areolatus e Di.
longicaudata em condicbes de competicdo extrinseca; e) estudar o processo de
competicdo intrinseca entre Do. areolatus e Di. longicaudata em larvas de A.
fraterculus; f) investigar os efeitos da aprendizagem sobre a eficiénca de parasitismo

de F. arisanus em Bactrocera dorsalis (Hendel, 1912) (Diptera: Tephritidae).



Artigo 1 - Revista: Neotropical Entomology
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2 - Artigo 1
Bases biologicas para o desenvolvimento de um protwo de criagdo deDoryctobracon
areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) em\nastrepha fraterculus

(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
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Resumo
Doryctobracon areolatugSzépligeti) € uma das principais espécies natd@snimigos
naturais de moscas-das-frutas da regido Neotroistd braconideo tem sido apontado como
potencial agente de controle biolégico a ser aiilz em programas de manejo de tefritideos-
praga. No entanto, atualmente o principal obstapala o uso desta e de outras espécies de
parasitoides nativos se refere a falta de informagfue possibilitem o desenvolvimento de
técnicas de multiplicacdo massal. Neste sentigesente trabalho teve por objetivo fornecer
uma detalhada base de informacgdes bioldgicas qienpser utilizadas para a estruturagcéo de
um sistema de multiplicacdo dB. areolatus utilizando como hospedeiro larvas de
Anastrepha fraterculugWiedemann). Foram determinados o instar 6tim@\ dé&aterculus
para parasitismo, a capacidade de parasitismoesnpact ideal de exposicdo das larvas as
fémeas, bem como, o efeito de diferentes dietaasa de mel sobre a longevidade e a vida
reprodutiva deD. areolatus.Nossos resultados demonstram que o fornecimenid digrvas
de segundo instar d&. fraterculuspelo periodo de 12 horas permitiu a maximizacdo da
producdo deD. areolatus Além disso, o desempenho reprodutivo dos paidsgofoi

incrementado com o fornecimento de dieta com cdragio de mel de 60 %.

Palavras-chave:Controle biol6gico, moscas-das-frutas, parasit@dea-pupa
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Basis for the development of a rearing technique ddoryctobracon areolatus (Szépligeti)

(Hymenoptera: Braconidae) inAnastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae)

Abstract
Doryctobracon areolatugSzépligeti) is one of the main native speciesatiiral enemies of
flies in the Neotropics region. This braconid hagi mentioneted as a potential biological
control agent to be inserted in management tedhrjtest programs. However, currently the
main obstacle to the use of this and other speafiesative parasitoids refers to lack of
information to enable the development of mass mgateéchniques. In this sense, this study
will provide a detailed basis of biological infortiean that can be used to structureDa
areolatugsearing system using as host larvaeAofastrepha fraterculugWiedemann). The
studies determined the optimal instarfoffraterculusfor parasitism, parasitism capacity and
the ideal exposure time of the larvae to the ptriasand the effect of diets honey based on
longevity and reproductive life Bf areolatus Our results demonstrate that supplying 10
second instar larvae d&. fraterculusfor 12 hours allowed maximizing production Df
areolatus Furthermore, the performance of the insects,in@gased with the supply of 60%

honey concentration diet.

Key words: Biological control, fruit-fly control, larval-pupglarasitoid
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Introducao

Anastrepha fraterculug considerada a espécie de moscas-das-frutaside relavancia
na América do Sul (Nava & Botton 2010, Bisogmh al 2015). No Brasil, encontra-se
amplamente distribuida e foi relatada em mais desp@cies de plantas (Zucchi 2007). As
perdas podem chegar a 100 % quando medidas deleonio sdo adotadas (Ruppal
2006). Atualmente, o manejo populacional desta gregn sido realizado por meio da
utilizacdo de agrotoxicos, os quais sao aplicadosocisca-toxica, bem como, em cobertura
total (Nava & Botton 2010). Contudo, em decorréndts problemas causados pelo uso
abusivo de inseticidas, a utilizacdo de parasitoel® programas de manejo integrado de
moscas-das-frutas tem aumentado (Ovraski 2000).

Em diversos paises da América o controle biologieanoscas-das-frutas foi conduzido
inicialmente com parasitoides exoticos. No entaspds numerosos esforgcos, poucas espéecies
foram capazes de se estabelecer (Ovreisél 2000). No Brasil, em 199®iachasmimorpha
longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) foi liberadga @iferentes regides,
porém o parasitismo médio em larvasAtestrephaspp. eCeratitis capitata(Wiedemann,
1824) (Diptera: Tephritidae) em diferentes frutasgedeiros ndo excedeu 5%. Além disto,
problemas de adaptacao as condigbes ambientam fetatados (Carvalhet al 2000). Outro
potencial problema decorrente da introducdo decesp@xoticas de inimigos naturais € o
impacto negativo que esta pode vir a causar na mioiade de espécies nativas. Um exemplo
desta situacdo foi observado no Hawaii apds adoti@o do parasitoide de moscas-das-frutas
Fopius arisanugSonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) (Duan &dtey 2000).

Existem no Brasil cerca de 25 espécies de parmdsgfonativos de moscas-das-frutas
pertencentes principalmente as familias BraconidaEigitidae (Nava D.E. informacéo
pessoal). No entanto, até o0 momento algumas despexies foram estudadas apenas sob o

ponto de vista taxondmico e ecoldgico. Pesquisasatpordem os aspectos bioldgicos e de
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desenvolvimento de técnicas de criacdo massahsgmantes, mesmo havendo indicios que
demonstram o potencial de uso destes parasitoicepregramas de controle biologico
aplicado (Navaet al 2011). Um exemplo desta situacdo é a espBciareolatus um
endoparasitoide coinobionte larva-pupa que encaatramplamente distribuido na regido
Neotropical, desde o México até a Argentina (Wha&dviarsh 1978).

Pesquisas realizadas no Brasil apontam Queareolatusé a espécie mais frequiente
parasitando larvas de diferentes espécies do g&restrephae deC. capitata(Canal &
Zucchi 2000, Nunest al 2012). Ademais, estudos de campo demonstraran gaeeolatus
explora seus hospedeiros em diferentes espéctéeras com niveis de parasitismo variando
de 32,3 a 63,4% (Souza Filho 1999). Estes reswdtado proximos aos verificados na regiao
centro-sul da Florida onde as taxas de parasitimreon em meédia de 36% (Eitaet al
2003). Alguns estudos desenvolvidos em condi¢codaligatorio apontam que a taxa media
de parasitismo, em frutos de maméo infestados camad A. fraterculus €& de
aproximadamente 53% (Nunetal 2011).

Embora os resultados obtidos até o momento deneomsir potencial dé. areolatus
como agente de controle biologico, poucas saofasmacdes bioldgicas disponiveis para o
desenvolvimento de uma técnica de criagdo. Dessaafoo presente trabalho tem como
objetivo construir uma base de informacdes biokigjicde D. areolatus para o
desenvolvimento de uma técnica de criacdo utiliacandmo hospedeiro larvas dé.

fraterculusproduzidas em dieta artificial.

Material e Métodos
As colbonias deA. fraterculuse D. areolatusforam mantidas em salas climatizadas com
temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa do ar@e: 10 % e fotofase de 12 horas. A

colonia deA. fraterculusfoi conduzida conforme descrito por Gongale¢sal (2013). Para
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estabelecimento da colonia d& areolatusforam coletados frutos de aracBs{dium
cattleianum Sabine, 1821, (Myrtaceae)] infestados phr fraterculus nos pomares de
frutiferas nativas do Centro de Pesquisa Agrop&us Clima Temperado (CPACT) —
Embrapa Clima Temperado. Os frutos foram acondatlos em bandejas plasticas (19 cm x
13,5 cm x 3,5 cm) (I x w x h), contendo uma cama@eld® cm de vermiculita, envoltas por
tecidovoile.

Com o inicio da formacgédo dos puparios a vermicubiapeneirada diariamente, para a
coleta dos mesmos. Logo apds, os mesmos foramfer@os para caixas de acrilico
(Gerbox®, J. Prolab Ltda, S&o José dos PinhaignBamBrazil) contendo vermiculita fina
onde foram mantidos até a emergéncia. Aproximadenuémco dias antes da emergéncia dos
parasitoides, as caixas contendo os puparios foeareferidas para gaiolas plasticas (40 cm x
30 cm x 30 cm) (I x w x h). Com o0 inicio da emeigéros parasitoides foram transferidos
para gaiolas de criacdo (40 cm x 27 cm x 23 cm)A{x h).

Para manutencdo dos adultos utilizou-se agua, ldajdarnecida em potes de acrilico (50
mL) por capilaridade por meio de uma tira de pasporja vegetal. Como alimento foi
utilizada uma solucdo aquosa de mel na concentdg&0 % fornecida em placas de acrilico
(3 cm de diametro x 1,5 cm de altura) embebidalgod&o. Para multiplicar os parasitoides,
larvas de segundo instar de fraterculus obtidas da criacdo realizada em dieta artificial,
foram utilizadas como hospedeiro. Dessa forma,aag$ foram mantidas em placa de
acrilico (4 cm de diametro x 0,2 cm de altura),ual doi envolvida com tecid@oile e
posicionada no piso da gaiola por um periodo dea?ds.

Apos o término do periodo de exposicao as larvesrfdransferidas para potes plasticos
contendo dieta artificial, conforme proposto poniset al (2013), onde permaneceram até a

formacdo dos puparios. Com o inicio da formacdo pidseiros puparios 0S mesmos,
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juntamente com as demais larvas que ainda encantrge em terceiro instar, foram

transferidos para caixas de acrilico contendo \arlita.

Experimento 1 - Determinacéo do instar para pasasit

Foram realizados testes de confinamento e dedistelha, onde foram utilizadas fémeas
deD. areolatuscom 5 dias de idade, acasaladas e sem exper@gmgpiarasitismo. As fémeas
foram confinadas em gaiolas (copos plasticos d@ bfl) e alimentadas com solugcdo aquosa
de mel na concentracédo de 50 % embebida em pagmivabte, a qual foi disponibilizada em
placas de acrilico (2,2 cm de diametro x 0,7 craltlga).

Para o teste de livre escolha, 40 larvag digaterculusde cada um dos trés instares foram
oferecidas para as fémeas. O instar foi determidadacordo com Salles (2000). A fim de
padronizar as larvas de cada instar utilizou-seogoanametro o comprimento das mesmas, as
quais foram padronizadas de acordo com as seguirgesias: 1,488 + 0,028 mm*(Instar -

2 dias de idade); 3,982 + 0,061 mm‘star - 6 dias de idade) e 8,110 + 0,098 mff (3
instar - 12 dias de idade).

As larvas foram depositadas separadamente de acomlm instar em placas de acrilico
(1,7 cm de didmetro x 0,1 cm de altura) contenétada base de polpa de gioaba e agar, e
envoltas com tecidwoile. As placas contendo as larvas foram depositad@ssnalas gaiolas
de forma equidistante entre si e para serem expastédémeas. Ap6s 24 horas, as larvas de
primeiro e segundo instar foram transferidas paxscbs contendo dieta artificial conforme
descrito no primeiro item desta se¢cdo. Quando wsepos pupérios foram formados as
larvas e estes foram transferidos para frascosidiéca contendo vermiculita extrafina. As
larvas de terceiro instar foram transferidas dinetate para os frascos de acrilico (2,5 cm de
didmetro x 4,5 cm de altura) contendo vermiculixaradina. ApGs a transferéncia para

vermiculita, os insetos oriundos de todos os iastpermaneceram nesta até a emergéncia de
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parasitoides e/ou moscas. Os puparios em que mdicecoemergéncia foram dissecados para
verificar a existéncia de parasitoides.

No teste de confinamento, apenas larvas do messtar iforam expostas as fémeas. O
namero de larvas de cada instar, o tempo de edwodis larvas e os procedimentos para o
desenvolvimento larval foram conduzidos conformscd® para o teste de livre escolha.

Tanto no teste de livre escolha como no de conmanforam avaliados o numero total
de descendente (emergidos + ndo emergidos), nto@tade descendentes e razdo sexual.
Os experimentos foram conduzidos em delineamenti@ramente casualizado com 10

repeticbes, sendo cada repeticdo composta porémeaf(unidade experimental).

Experimento 2 - Determinacdo do tempo ideal de €gpo das larvas aos parasitoides

Fémeas com cinco dias de idade, acasaladas e gmméexia de parasitismo foram
individualizadas em gaiolas (copos plasticos der@Q) e alimentadas conforme descrito no
Experimento 1. Foram oferecidas 30 larvas de segmlmstar deA. fraterculuspara cada
fémea. As larvas foram expostas aos parasitoide®,ph 6, 8, 10 e 12 horas, utilizando-se a
mesma metodologia descrita no Experimento 1.

Foram avaliados o numero total de descendentesrd@loe + ndo emergidos), niamero
total de descendentes emergidos e niamero totaérdeals. O bioensaio foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 10 i#Edj sendo cada repeticdo constituida

por uma fémea (unidade experimental).

Experimento 3 - Determinacdo da capacidade deipsnas deD. areolatus
Fémeas com cinco dias de idade, acasaladas e gmméexia de parasitismo foram
individualizadas em gaiolas (copos plasticos der@Q)) sendo alimentadas com mel a 30%,

conforme descrito no experimento 1. Os tratameritmam constituidos de diferentes
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nameros de larvas, sendo, 5, 10, 15, 20, 25, 3@date segundo instar Ae fraterculuspor
fémea deD. areolatus A forma e o tempo de exposi¢cdo, bem como o psocds criacao das
larvas apos a exposicao para as fémeas foramadasizonforme descrito no Experimento 1.
Foram avaliados o numero total de descendentesrd@loe + ndo emergidos), niamero
total de descendentes emergidos e razdo sexualxp@rimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com 15 ietj sendo cada repeticdo constituida

por uma fémea db. areolatus(unidade experimental).

Experimento 4 - Efeito de diferentes concentraci@esel na biologia db. areolatus

Casais recém emergidos foram individualizados eiolaga(copos plasticos de 300 mL).
As diferentes dietas foram oferecidas em recipgerde vidro de 5 mL por meio de
capilaridade utilizando roletes de algoddo. Osatna@ntos constituiram de dietas compostas
de: D1 - sem agua e alimento, D2 - agua, D3 - Soliaguosa de mel na concentracao de 20
%, D4 - solugcdo aquosa de mel na concentragcdo d,9D5 - solucdo aquosa de mel na
concentracdo de 80 % e D6 - mel puro (100%).

Desde a formagdo dos casais até a morte das fédiedamente foram oferecidas 30
larvas de segundo instar de fraterculuspor fémea. Os procedimentos de exposicdo das
larvas, tempo de exposicdo e processo de manutepgdoa exposicdo as fémeas foram
realizados conforme descrito no Experimento 1.

Foram avaliados o numero total de descendentegdios + ndo emergidos), nimero de
descendentes emergidos, razdo sexual e longevigadechos e fémeas. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado20 repeticdes, sendo cada repeticao

constituida por um casal @e areolatus
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Analise estatistica

Os dados foram verificados quanto a normalidade pgekte de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley e a ind&peia dos residuos por analise grafica.
Entretanto, no experimento 1 verificou-se que @sgrpostos ndo foram atendidos e dessa
forma, optou-se pela utilizacdo de testes ndo-patrasns. Sendo assim, os dados referentes
ao numero total de descendentes e total de destesdemergidos foram submetidos a
analise de variancia por meio do teste de KruskaligV(p = 0,05), seguida da comparacao
multipla das médias através do teste de Nemgny 0,05) (Elliott & Hynan 2011). Em
relacdo a razao sexual, as propor¢cdes médiasatamgntos foram comparadas pelo teste Z
(p = 0,05).

Para os experimentos 2 e 3, os dados foram suloedi@dnalise de variancia através do
teste F. Constatando-se diferenca significativafesos da densidade hospedeira e do tempo
de exposicdo foram avaliados por modelos de regpgsslinomial p = 0,05). Quando néo
ocorreu ajuste de equacdo, a densidade de hospedeios tempos de exposicdo foram
comparados com intervalos de confianca a 95% (®aute 2002).

No experimento 4, quando constatou-se significanesatistica, os efeitos das
concentracdes de mel em relacdo as testemunhas éwmaiados pelo teste de Dunngtt<
0,05). A comparacgao entre as concentracoes deanaehfrealizadas conforme descrito para
0s experimentos 2 e 3 utilizando-se o software $8A8S Institute 2002). Os dados de
longevidade foram utilizados para a construcao almgas de sobrevivéncia por meio do
estimador de Kaplan-Meier, as quais foram comparadé&re si utilizando-se o teste de log-

rank (R Development Core Team 2011)
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Resultados e Discusséo

Doryctobracon areolatugem sido apontado como uma das espécies com [aitpaa ser
utilizada em programas de controle biologico deaasslas frutas do génekoastrephaspp.
(Eitam et al 2003, Nuneset al 2011). Todavia, as poucas informacdes existeresoa
momento sobre aspectos bioldgicos e em especialsubcdes de criagdo do hospedeiro em
dieta artificial dificultaram o processo de desdwweento de uma técnica de criagdo massiva
para este parasitoide. Neste sentido, nossosadssltiemonstram que a utilizacdo de larvas
de segundo instar de fraterculusexpostas ao parasitismo por um periodo de 12 laounasa
taxa de 10 larvas por fémea permitiram maximizpraglucdo deste parasitoide. Além disso,
a alimentacdo dos parasitoides com solucdo aquesmal na concentracdo de 60 %,
possibilitou o melhor desempenho dos insetos.

Larvas de 2° instar dA. fraterculusforam mais adequadas para o parasitismdde
areolatus em comparacdo as larvas de primeiro e terceirtaringanto no teste de
confinamento quanto no de livre escolha. Nao fogamados descendentes com a utilizagéo
de larvas de terceiro instar em ambos os testégadas. A utilizacdo de larvas de segundo
instar proporcionou aumento significativo da pré@stude descendentes em aproximadamente
7 vezes no teste de confinamen#~22,70df = 2p < 0,0001) e cerca de 16,5 vezes no teste
de livre escolhayt = 12,46df = 2;p = 0,002) em relagéo as larvas de 1° instar (Taljela 1

O instar larval déA. fraterculustambém foi responséavel por afetar significativareem
namero total de insetos emergidos em ambos 0s testbzados (confinamentg: = 22,70df
= 2p < 0,0002; livre escolhay? = 15,13df = 2p = 0,0005) (Tabela 1). O total de
descendentes emergidos foi maior em larvas de degimstar diferindo significativamente
dos resultados obtidos com larvas de primeiro.

Estes resultados demonstram dDe areolatus possui comportamento de parasitismo

diferente de outros braconideos que exploram o messourso hospedeiro, como por
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exemplo, Doryctobracon brasiliensis(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) e
Diachasmimorpha longicaudaf@shmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) que panas
principalmente, larvas de terceiro instar (Van Miemhove & Ovruski 2011, Poncio 2015).
Possivelmente esta diferenca ndo esta relacionada a& maior quantidade de recursos
nutricionais nas larvas de terceiro instar, conéosugerido por Poncio (2015) e Goncgalves
(2012), mas sim com a especificidade de cada espégparasitoide em relacdo a maturacao
do hospedeiro (Lopezt al 2009).

Do ponto de vista de criacdo massal, a utilizagéla/as de segundo instar pode se tornar
um fator complicante devido a elevacéao dos custgzraducao, os quais estao relacionados a
perdas durante o processo de criagcdo, bem comoacmnessidade de empregar mais mao-
de-obra. As perdas podem ocorrer devido a maioripukatédo das larvas que necessitam
retornar a dieta apos o periodo de parasitismo qargpletar o desenvolvimento. Ademais,
com o retorno das larvas para a dieta, aumentxo de contaminacdo da mesma. O aumento
dos custos com mao-de-obra sdo inevitaveis, pos etapa € adicionada ao processo de
producdo, haja vista que as larvas devem ser énaas$ para a dieta para completar o
desenvolvimento.

A razdo sexual da populacdo descendente tambérsigiificativamente afetada pelo
instar larval deA. fraterculustanto no teste de confinameny@g € 9,9df = 2p = 0,007)
quanto em livre escolha?(= 16,88df = 2p < 0,001), sendo a maior proporcao de fémeas
gerada com a utilizagcéo de larvas de segundo ifisbela 1). No teste de confinamento, que
simula a condi¢cdo de um sistema de criacdo mgssial,ndo ha opcdes para as fémeas, a
proporcao de fémeas da populacdo descendente Tdi%deEste resultado €é relevante, pois a
razdo sexual é um dos mais importantes parametsesean avaliados em uma criagdo de
parasitoides, uma vez que sdo as fémeas as regpisngar realizar a regulacéo populacional

da espécie-praga.
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Outro fator a ser considerado para a otimizacaandesistema de criacdo € o tempo de
exposicao das larvas aos parasitoides. Nossosa@ssirevelaram que a producdo média de
descendentes por fémea £ 10,97¢df = 5p = 0,029) e a producdo média de descendentes
emergidosE = 12,35¢f = 5;p = 0,024) apresentaram relacéo linear positiva cdampo de
exposicao (Fig 1A e B). A comparacéao entre os tadat da exposicao das larvas por 10 e 12
horas com aqueles obtidos com duas horas de e#ppsigmonstram um acréscimo no
namero meédio de descendentes emergidos por fém&b3d@4 e 391,30 %, respectivamente.
Este comportamento € similar ao observado pararasipgide de ovog-opius arisanus
(Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) (Bautstal 1998). Estes autores verificaram
que o aumento do tempo de exposicdo dos hospegeopsrcionou elevacao do percentual
de parasitismo.

A exposicdo dos hospedeiros por tempo prolongadie davorecer a ocorréncia de
superparasitismo em criacdes massivas, acarre@ngerdas especialmente pela reducéo do
percentual de parasitoides emergidos, bem com@ parte dos hospedeiros. Para os
parasitoide®d. brasiliensise Aganaspis pellerangiBrethes, 1924) (Hymenoptera: Figitidae)
este fendmeno ja foi descrito por Gongalves (2@LRpncio (2015), respectivamente, sendo
gue no presente estudo, este fendmeno nao ocaraD pareolatus(Fig 1A e B).

O numero de fémeas produzidas também foi afetaldagmpo de exposicao das larvas. O
modelo de regressao linear positivo proposto pascréver esta relacdo demonstrou ser
adequado (R? = 0,77F(= 13,67df = 5p = 0,02) e da mesma forma que para os demais
parametros, o nimero de fémeas produzidas sofoceeniento com o aumento do tempo de
exposicdo das larvas. O acréscimo no numero deapreduzidas foi de aproximadamente
714 % quando o tempo de exposi¢cdo aumentou deaZl@droras.

A determinacdo da densidade de hospedeiros poraf@merucial para que se possa

desenvolver um sistema de criagdo economicamegtelyipois a oferta de hospedeiros
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acima da capacidade de parasitismo das fémeasdem consequéncia o desperdicio de
material biolégico. Por outro lado, a oferta de gemteiros abaixo do nivel 6timo pode
favorecer a ocorréncia de superparasitismo, quéé&amé prejudicial para a eficiéncia do
sistema de criacao.

Nossos resultados demonstram que a relacdo enistddde hospedeira e producédo de
descendentes emergidos apresenta comportamentatead = 61,43;df = 5; p = 0,003)
(Fig 2A). Por meio da derivacdo da equacdo geraeldficamos que o ponto de maxima
ocorreu com a oferta de 25 larvas por fémea. Nanémt ao analisarmos a proporcao entre
densidade de hospedeiros e 0 niumero de descendemgegidos, verificamos que ao ofertar
apenas 10 larvas por fémea a razéo é de 50 % ao gase a oferta de 25 larvas gera uma
razao de apenas 36,8 % (Fig 2A). Nesse sentidzaavel admitirmos que a densidade ideal
de hospedeiros para uma fémealleareolatusé de 10 larvas. Este valor é préximo ao
proposto paraD. longicaudataem que a oferta de 8 larvas por fémea proporcicmou
producao de cerca de 5 descendentes emergidosdj@ttal 2000).

A relacdo entre nimero de fémeas emergidas e @eleside hospedeiros também
apresentou comportamento quadratiee=(27,09;df = 5;p = 0,01) (Fig 2B). A densidade de
hospedeiros definida com base no niumero de desuesdemergidos foi corroborada pelo
resultado referente ao nimero de fémeas emergidasgja,a proporcao entre densidade de
hospedeiro e numero de fémeas emergidas, demapstra melhor relacéo, que foi de 28,40
%, se deu com a oferta de apenas 10 larvas poaféme

O fornecimento de alimento pafa. areolatusteve impacto significativo sobre os
parametros bioldgicos avaliados. Fémeas alimenteatasmel produziram maior nimero de
descendentes=(= 15,45;df = 5; p< 0,0001), bem como, maior numero de descendentes
emergidos £ = 11,59;df = 5; p< 0,0001) em comparagao com as fémeas mantidagssapen

com agua e aquelas nao alimentadas (Tabela 2} Estetados séo justificados uma vez que
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D. areolatusé uma espécie sinovigénica, e, portanto, necesgj&ir carboidratos para a
producao e maturacdo dos ovos. Alem disso, a idgelks carboidratos é fundamental ndo sé
sobre o aspecto reprodutivo, mas para a manuted@fiduncdes vitais (Flanders 1950,
Vattalaet al 2005, Jerviet al 2008, Vasquez 2011).

Ao analisar conjuntamente apenas os dados refsr@m® insetos mantidos com mel,
verificamos que a relacdo dos parametros niumegibdetdescendenteB € 176,91df = 3;p
= 0,05), descendentes emergides=(229,15df = 3;p = 0,04) e razao sexudt € 324,24 df
= 3; p = 0,03) com a concentracdo de mel na dieta podeleszrita por uma regressao
quadratica positiva (Fig 3). A partir da derivacdas equacles, determinamos que a
concentracdo de 60 % de mel (m/v) possibilitougatinos pontos de maxima para todos os
parametros analisados.

Estudos realizados col. longicaudatademonstraram que o fornecimento de mel puro
proporcionou boas condicbes para o desenvolvimeni@ reproducdo deste parasitoide
(Sivinski et al 2006). Entretanto, os resultados deste estudo mmnam que o fornecimento
de mel puro par®. areolatusresulta em piora dos parametros biolégicos (TaBglassim
como foi observado para os parasitoidespelleranoie D. brasiliensis(Gongalves 2012,
Poncio 2015). Estes resultados podem ser expligaglasdificuldade dos insetos em ingerir
um alimento com alta viscosidade como o mel, eapmente quando o mesmo é oferecido
aos insetos em forma de mistura com papel abservent

De maneira geral a producdo de descendentes comeeaet nos primeiros dias de vida das
fémeas, porém para aquelas mantidas com mel ag&odaoi maior até o 15° dia de vida (Fig
4). Além disso, durante este periodo a razdo sedapopulacdo descendente foi de 0,4 em
média. Em contra partida, considerando todo o gerite vida das fémeas mantidas sem

alimento e agua, cerca de 11 dias, a razdo sexadibirda populacdo descendente foi de 0,67.
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Estes resultados indicam que a renovacdo dos sn&#toum sistema de criacdo massal
podera ser realizada até 15 dias ap0s a emergfoeiaesmos.

O efeito benéfico do fornecimento de mel sobrengdwidade de parasitoides braconideos
de moscas-das-frutas, como por exemo,longicaudata Opius hirtus Fischer, 1963,
Doryctobracon crawfordi (Viereck, 1911) e Utetes anastrephae(Viereck, 1913)
(Hymenoptera (Braconidae) ja foi demonstrado pahiSet al (2011). Em nosso estudo as
diferentes dietas impactaram de forma significativangevidade dos machgs € 46,20;df
=5;p<0,0001) e das fémegg € 70,20;df = 5;p < 0,0001) deD. areoltaus(Fig 5).

O tempo médio de sobrevivéncia dos machos apresegiggdo direta com o aumento da
concentracdo de mel na dieta. Contudo, ndo foi rebda diferenca significativa na
sobrevivéncia dos machos alimentados com mel nasntracdes de 50, 80 e 100 % de mel
(Fig 5A). Em relacéo as fémeas, o TMS aumentoa attncentracao de 80 % e entdo reduziu
em cerca de 4 dias quando os insetos foram alicesnizom mel puro (100 %) (Fig 5B). Da
mesma forma que para os machos, nao foi verifidddeenca significativa na sobrevivéncia
de fémeas mantidas com as dietas contendo 50180 & de mel. De acordo com Nuregs
al (2011) machos e fémeas @e areolatusalimentados com solugédo aquosa de mel na
concentracdo de 30 % sobreviveram cerca de 16deas0respectivamente. No entanto, em
nosso estudo todas as fémeas mantidas com astbfedietas a base de mel sobreviveram
por mais de 10 dias (Fig 5B).

A utilizagdo deD. areolatusem programas de manejo integrado de moscas das,fru
especialmentél. fraterculus tem como primeiro e principal obstaculo o desénnento de
um sistema de criagdo que permita a produgcdo madest inimigo natural. Neste sentido, 0s
resultados obtidos em nosso estudo fornecem umariampe base biolégica para o

desenvolvimento de uma técnica de criacdo pargasisitoide.
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Tabela 1 - Médias (= EP) do total de descendedies;endentes emergidos e razdo sexudlagctobracon areolatusriados em larvas de
Anastrepha fraterculude diferentes instares em teste de livre escotltmfnamento. Temperatura de 25 + 2 °C, umidaldiva do ar de 70 £

10% e fotofase de 12horas.

Instar
Teste Parametros bioldgicos
1° 2° 3°
Total de descendentés 1,00+0,48b 7,13+0,82a 0,00+0,00b
Confinamento Total de descendentes emergidos 1,00+0,48b 7,10+£0,82a 0,00+0,00b
Razdo sexud 0,30b 0,71a 0,00c
Total de descendentes 0,23+0,11ab 3,80+0,96a 0,00+0,00b
Livre escolha  Total de descendentes emergidos 0,07+0,07b 3,77+£0,96a 0,00+0,00b
Razdo sexudl 0,10b 0,49a 0,00c

Y médias seguidas por mesma letra na linha nao difergre si pelo teste de Nemenyi(Q;OS).gIValores seguidos pela mesma letra na linha nacedifentre si pelo teste de comparacao de

propor¢des (0,05). EP - Erro padréo.
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Tabela 2 - Numero total (+ EP) de descendentesgddentes emergidos e razédo sexudagyctobracon areolatumantidos com diferentes

dietas a base de mel. Temperatura de 25 * 2 °Clagmirelativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 12h.

Tratamento

NUmero total de
NUmero total de descendentes
descendentes emergidos

Razao sexual

Sem agua e alimento 24,85+4/71 21,30+4,08 0,43+0,07
Agua 29,75+5,32 27,8045,22 0,17+0,06
Mel 20% 52,50+14,35 63,44+15,50° 0,20+0,08°
Mel 50% 146,28+22,00% 132,78+21,58*° 0,37+0,08°
Mel 80% 134,61+20,47% 118,14+19,71* P 0,32+0,07°“
Mel 100% 54,008,785 “ 51,85+10,3% 0,17+0,07°°

Y Média de 20 determinacdes + erro padra®Significativo e ndo significativo, respectivameree) relagdo a testemunha 1 (sem agua e alimerim}gste de Dunnett

(p<0,05). ).» * Significativo e n&o significativo, respectivamergs relacdo a testemunha 2 (a4gua) pelo teste deefilp<0,05).
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3 - Artigo 2
Biologia deDoryctobracon areolatus em larvas deAnastrepha fraterculus e Ceratitis

capitata

Rafael da Silva Goncalves?!, Roberta Manica-BeAngerson Dionei Griitzmachebori
Edson Nava?

lDepartamento de Fitossanidade, Universidade FedeerdPelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
96010-900, Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil

2| aboratério de Entomologia, Embrapa Clima Temper@6001-970, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

Resumo

Este trabalho examinou os efeitos dos hospeddéirdsaterculuse C. capitatasobre a
performance d®. areolatus a fim de identificar a espécie que fornece aharek condigdes
para a producdo deste parasitoide. O experiment@dbzado em salas climatizadas como
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa de 71D #% e fotofase de 12 horas. Foram
determinados o peso de puparios, numero de destersdeercentual de emergéncia, razao
sexual, longevidade peso de adultos de tamanhibidapbsterior. Com os dados biolégicos
elaborou-se a tabela de vida de fertilidddeareolatusparasitou larvas de ambas as espécies
hospedeiras, no entanto, verificamos que o desdmpe@os adultos oriundos da.
fraterculus foi superior. A taxa liquida de reproducdo (Ro) mtgoulacdo criada er.
fraterculusfoi 30.5 vezes superior a @k capitata A razdo sexual da populacdo descendente
foi significativamente superior quando os insetosri multiplicados com larvas dé.
fraterculus Além disso, parasitoides criados em larvasAdératerculugpresentaram maior

peso corporal e comprimento de tibia do que aqueiasos emC. capitata O presente
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estudo apresenta resultados inéditos sobre a l@oldg D. areolatus em diferentes
hospedeiros e as suas implicacdes em um contextwiiplicacdo massal deste parasitoide

para programas de controle bioldgico de moscagrdtes.

Palavras-chave:controle biologico, moscas-das-frutas, parasitol@ghritidae, Braconidae
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Biology of Doryctobracon areolatus in larvae of Anastrepha fraterculus and Ceratitis
capitata

Abstract
The present study examined the effects of the hstsaterculusand C. capitataon the
performance oD. areolatusin order to identify the specie that provides Hest conditions
for the production of this parasitoi@. areolatusparasitized larvae of both host species,
however, we find that the performance of adultsnfrA. fraterculuswas superior. The net
reproductive rate (Ro) of the population reared\irffraterculuswas 30.5 times higher than
that fromC. capitata The sex ratio of the offspring population wasgigantly higher when
the insects were multiplied with larvaeAffraterculus In addition,D. areolatusreared orA.
fraterculuslarvae were heavier and had longer hind tibia ttherse reared of. capitata
This study presents new results on the biologyDofareolatuson different hosts. The

implications of our results are discussed in aexndf mass multiplication of this parasitoid.

Key words: biological control, fruit fly, parasitoid, Tephitae, Braconidae
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Introducao

A utilizacdo do controle biolégico para o manejo wdritideos praga teve notavel
ressurgimento ao redor do mundo nas ultimas duzddé. Dessa forma, diversos programas
de supressao e erradicacao de espécies quareased@nmoscas-das-frutas incorporaram ao
roll de tecnologias, liberacdes inundativas e inoadatde parasitoides (Cancino-Detzal.,
1992; Montoyaet al, 2000). Aléem disso, devido a baixa eficiéncia igculdade de
estabelecimento de espécies exoticas de parasit@@dvalhoet al, 2000), a utilizacdo de
espécies nativas tem recebido especial atencadalawi longo periodo de co-evolugcdo com
seus hospedeiros e por estarem adaptadas as @mndigbientais locais.

Doryctobracon areolatus (Szepligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) € um
endoparasitoide, coinobionte de vida solitariajvoatla regidao Neotropical e amplamente
distribuido desde o sul dos EUA até a Argentinar(®ki et al, 2000; Alujaet al, 2003;
Nuneset al, 2012). Esta espécie tem sido comumente encenétadando larvas de espécies
do génerocAnastrephaspp. Schiner, bem como, dgeratitis capitata(Wiedemann, 1824)
(Diptera: Tephritidae) em diferentes espéciesfiras (Canal & Zucchi, 2000; Sivinsi al,
2000; Nune=t al, 2012).

Estudos faunisticos conduzidos em areas fruticaagrciais e nativas em diversos paises,
demonstram quB. areolatusé a espécie dominante (Leoneétlal, 1995; Matrangolet al.,
1998; Eitamet al, 2003; Garcia & Corseuil, 2004; Nunetsal, 2012). Na regido centro sul
da Flérida Eitarret al (2003) verificaram que esta espécie represen@l del100% de todas
as espécies de parasitoides encontradas, além fdissn observadas taxas de parasitismo de
36 %. No Brasil, pesquisas demonstraram @ueareolatus é capaz de explorar seus
hospedeiros em mais de 20 espécies de plantagerfasgti e no caso de pitangueira o
percentual de parasitismo pode chegar a 100 % @lebret al, 1995; Matrangoleet al,

1998).
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Matrangoloet al (1998) observaram que em pomares de pitaBggenia uniflora frutos
ainda verdes sao explorados por fémeds.dmeolatus De acordo com os autores frutos com
esta caracteristica encontravam-se infestados goeas jovens, de primeiro e/ou segundo
instar. Aléem disso, os pesquisadores verificaram em frutos de pitanga colhidos ainda
verdes 100 % do parasitismo foi realizado [poareolatus Estes resultados sugerem que este
parasitoide possui vantagem temporal em relac@rrasoespécies de parasitoides que atacam
a fase larval, como por exemplo o braconi@@achasmimorpha longicaudat@Ashmead,
1905) (Hymenoptera: Braconidae), que de acordo Paoncell et al (1994) restringe-se a
parasitar larvas mais desenvolvidas.

Embora existam diversos estudos demonstrando o@ataleD. areolatuscomo agente
de controle biologico, poucas sdo as informacdésessua biologia, especialmente em
hospedeiros multiplicados em dieta artificial. Mes¢ntido, o objetivo do presente estudo foi
determinar os parametros biologicos Dleareolatusem larvas déAnastrepha fraterculus
(Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae} ecapitata bem como, determinar os parametros

demograficos da espécie em ambos hospedeiros.

Material e Métodos
Coldnias de insetos

Os insetos utilizados neste trabalho foram obtidas criacbes de manutencdo do
laboratorio de Entomologia da Empresa BrasileiradPdequisa Agropecuaria - EMBRAPA
Clima Temperado em Pelotas, Rio Grande do Sul,ilBrss colonias deA. fraterculuse C.
capitata tem sido mantidas por mais de quatro anos com éaséécnicas padronizadas
(Nuneset al, 2013; Goncalvest al,, 2013).

A colonia de manutencdo de. areolatusteve inicio com a coleta de frutos de araca
(Psidium cattleianemSabine, 1821 - Myrtaceae) infestados com lareas. draterculus nos

pomares de frutiferas nativas da EMBRAPA Clima Terago. Os adultos foram mantidos
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em gaiolas de criacdo (40 cm x 27 cm x 23 cmwIxh) e alimentados com solucdo aquosa
de mel na concentracédo de 30 % e agua. Para glwalfo dos parasitoides foram ofertadas
larvas de segundo instar Alefraterculus(6 dias de idade) €. capitata(5 dias de idade).

A oferta das larvas foi realizada em uma unidadpatasitismo, onde as mesmas ficavam
alocadas em uma placa de acrilico (4 cm de diame@@ cm de altura) envolta em tecido
voile. As larvas foram expostas ao parasitismo pel@mgerile 24 horas, sendo posteriormente
transferidas para dieta artificial conforme descpbr Nuneset al (2013). Ap0s o inicio da
formacdo dos primeiros puparios oS mesmos, juntEanemm as demais larvas que ainda
encontravam-se em terceiro instar, foram transierigara caixas de acrilico contendo
vermiculita. Todas as criacdes de manutencao bemo 03 experimentos foram mantidos em
salas climatizadas como temperatura de 25 + 2 fiidade relativa do ar de 70 £ 10 % e

fotofase de 12 horas.

Biologia deD. areolatus

Para o estudo da biologia Be areolatus 25 casais de cada populaca@o frateculus C.
capitatg foram formados quando os mesmos possuiam trésddiddade. Cada casal foi
mantido em gaiola plastica (300 ml) com tela e aefitados com dieta a base de mel (mistura
de mel com papel absorvente). Um dia apds a forondQé casais até a morte das fémeas,
foram fornecidas 20 larvas de segundo inst& dias de idade para fraterculuse ~ 4 dias
paraC. capitatg por fémea. As larvas foram oferecidas em umaad®dde parasitismo
constituida por uma placa de acrilico (1,7 cm é@enetro x 0,1 cm de altura) contendo dieta
artificial, composta pela mistura de polpa de gaiabagar, envolta por tecidoile. Como
controle, diariamente, cinco unidades de parasitisoram preparadas e mantidas nas

mesmas condi¢des experimentais, porém nédo foragseqtadas a fémeasldeareolatus
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ApoOs oito horas de exposicdo as fémeas, as laoramftransferidas frascos (4 cm de
diametro x 4,5 cm de altura) contendo dieta amifiqNunes et al, 2013), onde
permaneceram até a formacdo dos primeiros pupddespuparios foram mantidos em
frascos (2,5 cm de diametro x 4,5 cm de altura)erao vermiculita, onde permaneceram até
a emergéncia de parasitoides e/ou moscas. Os psidni que ndo foi observado emergéncia
foram dissecados para verificar a presenca deifmadas e/ou moscas.

Com base nos dados de emergéncia determinou-seilmladde e a fecundidade das
populacdes dd. areolatus bem como, a razdo sexual da populacdo descendesia
determinacao da longevidade Deareolatus os 25 casais oriundos de cada hospedeiro foram
checados diariamente até a verificacdo da mortengssnos.

ApoOs 48 horas da emergéncia dos primeiros descsdgarados, 50 individuos de cada
sexo foram individualizados e mortos, para aferigdgeso corporal e do tamanho da tibia
posterior. Para determinar o peso utilizou-se lgalate precisdo Shimadzu modelo AUY?220,
e para medir o tamanho da tibia posterior foi addio microscépio estereoscopico (Zeiss,
Jena, Germany) com ocular de graduada, utilizandeeato de 4x. A partir da determinacao
dos parametros bioldgicos, elaborou-se a tabelaidie de fertilidade, estimando-se o
intervalo entre geracfes (T), o tempo de duplicat@opulagcédo (@, a taxa liquida de

reproducao (Ro), a taxa intrinseca de crescimemtpd a taxa finita de aumento (

Andlise Estatistica

Os dados referentes as variaveis nimero de destesdpercentual de emergéncia e razao
sexual ndo atenderam 0s pressupostos para anate®dirica, dessa forma, os tratamentos
foram comparados utilizando-se o teste de Wilcofor 0,05). O peso médio de puparios

das duas espécies hospedeiras e de adultbs deeolatus bem como, o comprimento da
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tibia posterior dos mesmos, foram submetidos asendé variancia e as medias comparadas
pelo testd ao nivel de 5% de significancia.

Os parametros demograficos foram estimados utdizantécnica de "Jackknife” (Meyetr
al., 1986) utilizando os procedimentos propostos ara et al (2000) e os tratamentos
comparados pelo teste de Wilcoxd?(0,05). A longevidade dos adultos foi analisada po
meio da construcdo das curvas de sobrevivénciaamdo o estimador de Kaplan-Meier, as
quais foram comparadas pelo teste de log-rank.sradalises foram realizadas utilizando-se

a versao 3.1.3 do software R (R Development Coeenl015).

Resultados

A producédo de descendentes foi significativamefdtada pela espécie hospedeira (W =
538,5; df = 1; p < 0,001). Fémeas De areolatusoriundas de larvas da. fraterculus
produziram em média 45,32 descendentes enquanta$aniadas em larvas @e capitata
geraram apenas 6,56 descendentes (Tabela 1). Enapamida, o percentual de emergéncia
nao foi afetado significativamente pela espéciepbdesira (W = 114; df = 1; p = 0,07)
(Tabela 1).

A populacéo deD. areolatusoriginada de larvas da. fraterculusapresentou proporcao
significativamente superior de fémeas (0,61) do ampeela oriunda d€. capitata(0,26) (W
= 271; df = 1; p = 0,004). Além disso, os insetogemidos deA. fraterculusapresentaram
peso (machos: F = 197,39; df = 1; p = 0; fémeas1B5,23; df = 1; p = 0) e comprimento da
tibia posterior (machos: F = 219,35; df = 1; p =f@neas: F = 164,31; df = 1; p = 0)
significativamente superior aos oriundosClecapitata(Tabela 2).

A analise conjunta dos parametros demograficos szag®s na tabela 3, demonstram a
superioridade deA. fraterculuscomo hospedeiro parB. areolatus A taxa liquida de

reproducao (Ro) apresentada pela populacéo criada. draterculusfoi aproximadamente



62

30,5 vezes superior ao dos insetos multiplicadosCeroapitata Diferenca significativa (W =
668; df = 1; p < 0,0001) foi observada para o wakr entre geracdes (T), o qual foi de
apenas 16 dias para a populacadcAddraterculusde de aproximadamente 24 dias para a
populacdo d€. capitata(Tabela 3).

Em relacdo a sobrevivéncia, desconsiderando o tlespeas fémeas foram mais longevas
do que os machos. O resultado do teste de logdamonstrou que a longevidade, tanto de
machos 2 = 1,3; df = 1; p = 0,259) quanto de fémegs<0,5; df = 1; p = 0,461), nao foi

significativamente afetada pela espécie hospe(leigal).

Discussao

No contexto de um programa de controle biologiceglacdo de uma espécie hospedeira é
um dos processos fundamentais para a multiplicdganimigo natural em laboratério, pois o
desempenho do mesmo esta relacionado com a qualkittaiospedeiro (Diast al, 2010).
Esta escolha torna-se ainda mais importante pagxies de parasitoides polifagos, como no
caso deD. areolatus(Aluja et al, 1996; Eitamet al, 2004; Garcia & Corseuil, 2004; Nunes
et al, 2011).

Os resultados apresentados neste estudo demonguenD. areolatus oriundo do
hospedeird. fraterculuspossui desempenho superior aos insetos obtidosaditizagcéo de
C. capitata As fémeas da populacéo Aefraterculusproduziram aproximadamente 7 vezes
mais descendentes do que as fémeaS.dmpitata(Tabela 1). Esta diferenca de fertilidade
torna-se ainda mais evidente com a andlise dditpxda de reproducéo (Ro) das populacdes
(Tabela 2). A utilizacdo dé. fraterculuscomo hospedeiro, possibilitou um crescimento
populacional da ordem de 12,78 vezes a cada geratAceja, 30 vezes superior ao
proporcionado po€. capitata Estes valores sdo proximos aos encontrados pagaBeset

al. (2013) ao avaliar o potencial das mesmas espbogsedeiras para a multiplicacdo do
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parasitoideAganaspis pelleranoiBréthes, 1924) (Hymenoptera: Figitidae). De acatdm
estes autores a Ro da populacdo criadaAermaterculusfoi 10 vezes superior a daquela
mantida em larvas de. capitata

Segundo Godfray (1994) o tamanho de um parasifmde estar diretamente condicionado
ao tamanho da espécie hospedeira. Verificamos siaecendicdo € aplicavellx areolatus
pois 0s puparios dd. fraterculus os quais apresentaram peso médio significativeanen
superior aos d€. capitata(Tabela 1), foram responsaveis pela producdo dsipaides com
maior peso corporal e comprimento de tibia. Seguietwis (2005) parasitoides maiores
podem apresentar maior fertilidade e fecundidadgocme demonstrado pafa areolatus
neste estudo. Além disso, insetos maiores apresemaior capacidade de busca por
hospedeiros em condi¢cdes de campo, 0 que é extremramesejado na producdo de agentes
de controle biologico (Lawrene al, 1976).

Para programas de controle bioldgico é desejawelagproporcdo de fémeas seja igual ou
superior a 50% e o mais préoximo possivel de 100%.abordo com Godfray (1994), a
espécie hospedeira € um fator limitante para arsgfual de uma populacdo de parasitoides.
Nossos resultados demonstram que a melhor propatedf@meas foi obtida quando os
insetos foram multiplicados er. fraterculus(Tabela 1). A analise de demonstra que
fémeas oriundas deste hospedeiro sdo capazes denadi diariamente, mais fémeas a
populacdo do que aquelas que descenderanC.deapitata (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram obtidos cor@iachasmimorpha longicaudata(Ashmead, 1905)
(Hymenoptera: Braconidae) por Ovruski al (2011). Segundo os autores, a utilizacao de
larvas de A. fraterculus possibilitou a obtencdo de uma proporcédo de féneas
aproximadamente 79,5 %, enqua@tccapitataapenas 55%.

O tempo de sobrevivéncia de um parasitoide esttadiente relacionado com o

tamanho do hospedeiro, assim insetos desenvohedoshospedeiros maiores sdo mais
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longevos (Sagarrat al, 2001). De acordo com Rivero & West (2002) e r&ll& Jervis
(2003) esta relacdo é explicada pela maior disglmi@ade de recursos nutricionais em
hospedeiros maiores. Esta condicdo ja foi desgaitaD. longicaudata(Lopezet al, 2009),
entretanto, os resultados demonstram que esta nretagao nao se aplicoula areolatus

haja visto que nédo foram observadas diferencadisagivas entre a longevidade dos insetos
criados emA. fraterculuse C. capitata(Figure 1). Nossos resultados vao de encontro aos
observados por Gongalves al (2013) que verificaram que fémeas Alepelleranoiforam
mais longevos quando multiplicados em larvasAdedraterculus Contudo, estes autores
também verificaram que a longevidade dos machos foBanfluenciada pela espécie
hospedeira.

A utilizacdo de A. fraterculus como hospedeiro, além de permitir a producédo de
parasitoides com elevada capacidade reprodutivgigiou a reducdo do intervalo meédio
entre geracoes (T) em aproximadamente 9 dias egaeelaC. capitata(Tabela 2). Esta
reducéo é relevante do ponto de vista de criag@&sahporque possibilita a multiplicacdo em
menor espaco de tempo. Além disso, a utilizacadA.deaterculuspermitiu reduzir o tempo
de duplicacéo (Td) da populacdoeareolatusem aproximadamente 65 % em comparagao
aC. capitata

A andlise da taxa intrinseca de crescimento (rns) dieas populacbes de. areolatus
demonstra a melhor adaptacdo deste parasitoid®. ératerculus(rm: 0,16) (Tabela 2). Este
resultado é proximo ao encontrado por Meiredteal (2013) pard. longicaudata(rm: 0,17)
criada no mesmo hospedeiro. Além disso, nossotagsuvai de encontro a hipétese sugerida
por Aluja et al (2009) de queD. longicaudatadeveria ser preferida em relagdoDa
areolatus como agente de controle bioldgico, devido suauziglh taxa intrinseca de
crescimento. Ademais, cabe ressaltar Quareolatus por ser nativo da regido Neotropical,

ja encontra-se adaptado a estas condi¢cbfes ambieb@ssa forma, sua utilizacdo nestas
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regides nao enfrentaria problemas de adaptacaorcomfdemonstrado para espécies exoticas
introduzidas a exemplo do que ocorreu ddmongicaudatano Brasil (Carvalhet al, 2000;
Sugayama, 2000). Cabe ressaltar que do ponto @eexslutivo, 0 melhor desenvolvimento
de D. areolatusemA. fraterculuspode ser explicado pela longa historia co-evodutestas
espécies, haja visto que as mesmas possuem origetropical.

Nosso estudo apresenta informacfes inéditas sobbéolagia de D. areolatus em
hospedeiros multiplicados em dieta artificial. Al€hisso, demonstramos que embora seja
possivel multiplica-lo em ambas as espécies hospsdesstudadasA. fraterculus
proporcionou as melhores condi¢cbes para o desemaito deste inimigo natural. Estes
resultados possibilitardo que as pesquisas comiraptatante agente de controle biolégico
sejam aceleradas e avancem em diversas areas lecooanto, especialmente no que diz

respeito ao desenvolvimento de sistemas de criagdsal.
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Tabela 1 - Peso de pupariosAldraterculuse C. capitata nimero total de descendentes, percentual de énwage razao sexual e
areolatuscriados em ambos hospedeiros

Parametros biolégicos _ Anastrepha_fraterculus _ _ Ceratitis capitata _
Mediana Média Desvio padrdao  Mediana Média Desvirgma
Peso de puparios (g) 19,10 a 19,10 2,00 10,50 b 5010, 1,00
Numero de descendentes 58,00 a 45,32 34,46 1,00b 56 6 11,29
Emergéncia (%) 76,71 a 70,92 20,63 94,21a 68,57 ,2845
Razao sexual 0,63 a 0,61 0,23 0,13 b 0,26 0,32

Medianas seguidas pelas mesmas letras na linhdifeem significativamente entre si pelo teste diedon (P < 0,05).
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Tabela 2 - Valores médios (+ EP) do comprimentdiloia posterior e do peso de adultos machos e e, areolatuscriados em larvas de
A. fraterculuse C. capitata

Parametros biologicos Hospedeiro " .
Anastrepha fraterculus Ceratitis capitata

Comprimento da tibia posterior (mm)

Machos 1,21 £0,009 a 0,94+0,014 b

Fémeas 1,37 £0,016 a 1,07+0,016 b
Peso de adultos (g)

Machos 3,58 £ 0,08 a 1,80+0,08 b

Fémeas 4,32 +0,09 a 2,54 +£0,08 b

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndcedifeignificativamente entre si pelo test@®< 0,05).



Tabela 3 - Parametros demogréaficofdareolatuscriado em larvas da. fraterculuse C. capitata

Hospedeiro
Parametros demograficos Anastrepha fraterculus Ceratitis capitata
Mediana Média Desvio padréao Mediana Média Desvirgma
Taxa liquida de reproducéo (Ro) 12,78 a 9,99 7,59 ,16 B 0,33 0,49
Taca intrinseca de aumento (rm) 0,11a 0,16 0,09 08 19, 0,07 0,03
Intervalo entre geracdes (T) 16,00 b 14,66 5,46 428, 23,38 8,78
Tempo de duplicacdo (Td) 545b 4,57 2,00 7.90 a ,0413 14,21
Razao finita de aumenta)( 1,12 a 1,17 0,11 0,93 b 0,95 0,06

Medianas seguidas pela mesma letra na linha néredifsignificativamente entre si pelo teste de o (P < 0,05).
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""" —— Anusivepha fraterculus (TMS: 31,08 dias)
---- Ceratitis capitata (TMS: 35,04 dias)

iy —— Anastrepha fraterculus (TMS: 23,02 dias)
- ---- Ceratitis capitata (TMS: 27,08 dias)
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Figura 1 -Curvas de sobrevéncia de fémeas (A) e machos (B) adultosD. areolatus
criados em larvas da. fraterculuse C. capitata Temperatura: 25 + 2°C; UR: 70 + 10
fotofase: 12 horas. Curvas em (A) e (B) nao difesgynificativamente entre si. TMS: tem
meédio de sobrevivéncia.
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Resumo

Doryctobracon areolatug um endoparasitoide larva-pupa de moscas-dasfeutjue possui
potencial para ser utilizado em programas de cnbiol6gico. O trabalho teve por objetivo
conhecer a bionomia, determinar as exigéncias ¢ésre o efeito de temperaturas constantes
sobre os parametros demograficosDdeareolatusutilizando larvas dé\. fraterculuscomo
hospedeiro. A bionomia d@. areolatusfoi estudada em camaras climatizadas mantidas nas
temperaturas de 18, 20, 25, 28 e 30 °C, umidadgvalde 70 + 10% e fotofase de 12 horas.
Observou-se o desenvolvimento de imaturos em tafastemperaturas estudadas. A
temperatura base para machos e féme&s decolatusfoi de 8,04 e 8,15 °C, respectivamente.
As fémeas (399,97 DD) requerem maior acumulo dasgdias do que os machos (358,05
DD). A andlise conjunta dos parametros demogréafimsonstra que a faixa térmica ideal
para manutencao dos adultos varia entre 22 e 25 f@xima taxa liquida de reproducao (Ro)
foi estimada para ocorrer a 23.6 °C, sendo quea mestperatura a populacdo Meareolatus
aumenta aproximadamente 31 vezes a cada gera¢éngdvidade tanto de machos quanto
de fémeas apresentou relacéo inversa com a tem@eraariando de 27,83 a 8,41 dias para
machos e de 42,75 a 16,58 dias para fémeas. Em &sd@mperaturas estudadas as fémeas
foram mais longevas do que os machos. Os resultauntaos sdo discutidos tendo em vista
suas aplicacdes para um sistema de criacdo mhssalcomo, sobre o aspecto de algumas

implicacdes a nivel de campo.

Palavras-chave:temperatura base, graus dias, Braconidae, controle

bioldgico
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Bionomics, thermal requirements and fertility liéble ofDoryctobracon areolatusnder

different thermal conditions

Abstract

Doryctobracon areolatuds a larval-pupal endoparasitoid larval-pupal afitf flies with
potential to be used in biological control prografisis study aimed to know the bionomics,
determine thermal requirements and effects of emtistemperatures on demographic
parameters oD. areolatususing larvae ofA. fraterculusas host. The bionomics @.
areolatuswas studied in air-conditioned chambers at tentpera 18, 20, 25, 28 and 30°C,
relative humidity (RH) 70£10% and a photophase af L Immature development was
investigated at all temperatures studied. The basgerature for males and femalesDof
areolatus was 8.04 and 8.15°C, respectively. Females (39D®) required greater
accumulation of degree/days than males (358.05 DBg joint analysis of demographic
parameters showed that the ideal thermal rangadolt maintenance varied between 22 and
25°C. The maximum net reproduction rate (Ro) wamesed for 23.6°C and, at this
temperature, the population dd. areolatus increased approximately 31 times every
generation. Longevity of both males as females glowverse relationship with temperature,
ranging from 27.83 to 8.41 d for males and from782to 16.58 d for females. At all
temperatures studied, females had greater longévay males. The results are discussed
considering the use of the species in a massivéngeaystem and aspects of some field

conditions were also approached.

Key words: lower thermal threshold, degree days, Braconidae,

biological control
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Introducao

As moscas-das-frutas representam um dos maio@sdepras para a fruticultura
mundial. A espécieAnastrepha fraterculus(Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae),
também conhecida por mosca-das-frutas sul-americppasui origem Neotropical e
encontra-se distribuida desde o Sul dos Estadodobrdaté o Norte da Argentina [1]. Esta
espécie é considerada uma das principais pragfstdaltura na América do Sul [2—4]. No
Brasil A. fraterculusencontra-se amplamente distribuida e utiliza cbogpedeiros mais de
90 espécies de plantas em 20 familias botanicasElidos demonstram que as perdas
causadas poA. fraterculuspodem chegar a 100% quando medidas de controles@@o
adotadas [6].

Atualmente, o controle desta praga tem sido ra@@ddizbasicamente com o uso de
agrotoxicos por meio de iscas-toxicas e/ou em agplies em cobertura total [2]. Entretanto, o
uso de inseticidas tem como consequéncias, a recagulacional de inimigos naturais e
polinizadores, surgimento de pragas secundaridsicgo ambiental e contaminacdo de
trabalhadores [7]. Em virtude destes problemas, deracido o interesse pela utilizacdo de
agentes de controle bioldgico nos programas de jmartegrado de tefritideos-praga [8].

Nas ultimas duas décadas, a utilizacdo do conb@®gico para 0 manejo de
populacdes de tefritideos praga teve notavel rgssento no ambito mundial [9]. Neste
sentido, diversos programas de controle e erradlicde espécies quarentenarias de moscas-
das-frutas na América incorporaram a@oll de ferramentas, liberacbes massivas de
parasitoides [10-13].

No Brasil, historicamente o controle biologico fealizado por meio da utilizacdo de
espécies exoticas de parasitoides. Em 19Batrasticus giffardianusSilvestri, 1915
(Hymenoptera: Eulophidae) foi introduzido para atcole deCeratitis capitata(Wiedemann,

1824) (Diptera: Tephritidae) e em 1994 importoud&chasmimorpha longicaudata
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(Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidade) comjetieb de manejar populacdes Ge

capitata e A. fraterculus[12,14]. Ambas espécies de parasitoides foram zegpae se
estabelecer, porém a taxa de parasitismo naodsparada [15]. No caso Be longicaudata
a taxa de parasitismo nao atingiu o nivel de 1P1%4.

Em virtude dos insucessos com espécies exoticanfeoesse pela utilizacdo de
espécies nativas de parasitoides tem se tornado & maior, pois estas possuem longa
relacdo de co-evolugcdo com suas espécies hospeddidemais, as populacdes de
parasitoides nativas encontram-se adaptadas ag@es@mbientais locais. Contudo, um dos
entraves para a utilizacdo de tais espécies éta da informacOes que possibilitem a
producdo massal de forma eficiente [16].

Doryctobracon areolatus(Szépligeti, 1911) (Hymenoptara: Braconidae) € um
endoparasitoide coinobionte larva-pupa e encomtramplamente distribuido na regido
Neotropical, desde o México até a Argentina [179. Brasil diversos estudos demonstram
que D. areolatusé a espécie mais frequente parasitando larvasfeentes espécies do
génercAnastrephae deC. capitata[18,19].

Estudos realizados em condi¢fes de campo dem@mstgue o nivel de parasitismo
de D. areolatusvariou de 32,3 a 63,4 % de acordo a espécie dratihospedeira [20].
Resultados obtidos em condi¢des de laboratdrio dstreon que a taxa médio de parasitismo,
em frutos de mamao infestados com larvaAdératerculus € de aproximadamente 53 %
[21]. Estudos faunisticos realizados na regidoroesul da Fl6rida demonstraram que as taxas
de parasitismo foram superiores a 36 % [22].

Embora os resultados demonstrem o potencial del@iBo areolatuscomo agente de
controle biologico, sdo escassas as informacOessgeito de fatores abidticos sobre sua
biologia. E sabido que dentre estes, a temperahoa afetar diferentes aspectos biolégicos

dos insetos, como por exemplo, fecundidade, ragfinas longevidade, duracéo do ciclo de
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vida e a viabilidade dos diferentes estagios deerdedvimento [23-25]. Além disso, 0
conhecimento das exigéncias térmicas dos insetamitpeo controle da producdo em
laboratorio, o desenvolvimento de modelos paradestde zoneamento ecolégico, bem como,
na previsdo de liberacbes no campo [26—28]. NessBds, 0 presente trabalho tem por
objetivo estudar a bionomia d® areolatusvisando determinar as exigéncias térmicas e a
tabela de vida de fertilidadeem diferentes tempeaiat utilizando como hospedeiro larvas de

A. fraterculus

Materiais e Métodos

ColGnias de manutencéo

As criagbes foram mantidas em sala climatizaday éemperatura de 25 = 2 °C,
umidade relativa do ar de 70 £ 10 % e fotofase2lédras. Para a criagao Aefraterculus
foram utilizadas técnicas ja descritas para egtéoss [29]. O estabelecimento da criacdo de
manutencdo dB. areolatusteve inicio com a coleta de frutos de ar&sidium cattleianum
Sabine, 1821 (Myrtaceae)] infestados com larvaé.deaterculusnos pomares de frutiferas
nativas do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clenaperado (CPACT). ApGs a coleta
dos frutos, os procedimentos realizados com os wesforam acondicionados em bandejas
contendo vermiculita até a coleta dos puparios.

Os parasitoides adultos foram mantidos com aguaeida em pote de acrilico de 50
mL por capilaridade por meio de uma tira de pammega vegetal (Spontex, Ilhéus, Bahia,
Brazil). Ademais, os insetos foram alimentados coma solugdo aquosa de mel na
concentracdo de 80 %, a qual foi fornecida aossjtaides em placa de acrilico (3 cm de
diametro x 1,5 cm de altura) embebida em algodaca B multiplicacdo dos parasitoides,

larvas de segundo instar Aefraterculusforam oferecidas aos parasitoides por um periedo d
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24 horas. Assim, as larvas foram depositadas eca pla acrilico (4 cm de diametro x 0,2 cm
de altura), a qual foi envolta com teciduile e posicionada no piso da gaiola.

Logo apds o periodo de exposicdo as larvas foransferidas para potes plasticos
contendo dieta artificial [30], onde permanecerdé a formacdo dos primeiros puparios,
quando entdo foram transferidas para caixas diécaardom vermiculita. Parte dos adultos de
D. areolatus coletados em campo e da primeira geracdo criadalaboratorio foram
armazenados emials contendo alcool 70 % e enviados para identificagddDr. Valmir
Antonio Costa do Instituto Biolégico da Agéncia Bsta de Tecnologia dos Agronegocios em

Campinas, Séo Paulo.

Biologia das fases imaturas d®. areolatus e determinacao das

exigéncias térmicas

Larvas de segundo instar Aefraterculusforam expostas por 24 horas a fémeab de
areolatuscom 13 dias de idade em sala climatizada com teatya de 25 + 2 °C, umidade
relativa de 70 + 10 % e fotofase de 12 horas. Asataforam colocadas em placa de acrilico
(3 cm de diametro x 0,3 cm de altura), sendo estaplta por tecidovoile, e expostas as
fémeas.

Logo apos o término do periodo de exposicdo asddioram transferidas para potes
plasticos (4,5 cm x 5 cm de altura) contendo déetificial, conforme descrito na primeira
secdo. Em seguida os insetos foram transferid@s géamaras climatizadas nas temperaturas
de 18, 20, 25, 28 e 30 =+ 1 °C. Diariamente as $afoeam observadas e quando os primeiros
pupérios foram formados as larvas foram transferjplra frascos de acrilico (2,5 cm de
diametro x 4,5 cm de altura) com vermiculita eXina-como substrato de pupacéo.

Apos 10 dias da formacdo dos pupérios, os mesaramfobservados diariamente a

fim de determinar o momento da emergéncia de maeliéseas d®. areolatus Com base
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nos dados de emergéncia determinou-se o percetgupérasitoides emergidos, a duracéo
meédia do periodo ovo-adulto, bem como a razdo $gara cada uma das temperaturas
estudadas. Além disso, determinou-se a temperbag@{Th) e a constante térmica (K) para
machos e fémeas. O experimento foi conduzido emedghento inteiramente casualizado
com seis tratamentos e 100 repeti¢cdes, onde cadadeA. fraterculusfoi considerada como

uma repeticao (unidade experimental).

Biologia dos adultos e determinacdo dos parametragemograficos

de D. areolatus

Casais com 24 horas de idade foram formados e deantidividualizados em gaiolas
constituidas por copos de acrilico (500 mL) feclsaak por¢éo inferior com tecidwoile para
permitir aeracdo, e na por¢cao oposta colocou-seplata de acrilico que serviu como base
para a gaiola. Os insetos foram mantidos em camhnaatizadas nas temperaturas de 18, 20,
25,28 e 30+ 1°C.

Os insetos foram alimentados com solugédo aquosaeflena concentracdo de 80 %
embebida em papel absorvente fornecido em plaeeridéco (2,2 cm de diametro x 0,7 cm
de altura). Diariamente desde a formacao dos catas morte das fémeas foram oferecidas
20 larvas de segundo instarAlefraterculus As larvas foram dispostas em placas de acrilico
(1,7 cm de diametro x 0,2 cm de altura), contendtadrtificial a base de polpa de goiaba e
agar, envoltas por tecidmile.

As larvas foram expostas aos parasitoides por d@dshe logo em seguida foram
transferidas para potes plasticos (4,5 cm x 5 craltdea) contendo dieta artificial conforme
descrito na segunda sec¢do. Quando verificou-senaaf@o dos primeiros puparios as larvas
foram transferidas para frascos de acrilico (2,5dendiametro x 4,5 cm de altura) contendo

vermiculita extra-fina como substrato de pupac@goLapds os insetos foram acondicionados
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em sala climatizada com temperatura de 25 + 2 fjJade relativa de 70 + 10 % e fotofase
de 12 horas.

Apés a emergéncia, foram contabilizados o numetal de parasitoides e moscas
emergidas. Ademais, as pupas intactas foram dagcpara verificar a presenca de
parasitoides ndo emergidos. Foram avaliados o mitotsl de parasitoides, percentual de
emergéncia, parasitismo diario e acumulado, rae&oas (nUmero de fémeas/nimero de
fémeas + machos), e longevidade de machos e fémeas.

O experimento foi conduzido em delineamento iatagnte casualizado, com seis
tratamentos (temperaturas), com 12 repeticoespseah unidade experimental um casal de
D. areolatus Os dados dos parametros biologicos, obtidos mstsdes da biologia de
imaturos e de adultos d@® areolatus foram utilizados para a construcéo da tabelaidke de
fertilidade, e para a proposicdo de modelos poliammpara descrever a influéncia da

temperatura nos parametros demograficoS.dmeolatus.

Analise estatistica

A determinacdo da temperatura base, bem como, Eace térmica de machos e
fémeas foi realizada por meio do método da hipérbalilizando-se o software MOBAE
(Modelos Bioestatisticos Aplicados a Entomologia}][ Os dados de duracdo do periodo
ovo-adulto foram submetidos a analise de varigmea médias foram comparadas pelo teste
(p < 0,05). Para a razdo sexual, da populagdo de adwitendos dos imaturos mantidos nas
diferentes temperaturas, as proporcdes médiagatamentos foram comparadas pelo t&ste
(p < 0,05), protegido pelo teste de Qui-quadrade QpO5). As analises de duragdo do periodo
ovo-adulto e razdo sexual foram realizadas conftovae R [32].

Os parametros da tabela de vida de fertilidadenfagatimados por meio da técnica

de “jacknife” [33] utilizando a programacéao “Liféla.sas” [34] no programa SAS. Os dados
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obtidos foram analisados quanto a normalidade pielste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a am§ncia dos residuos por analise grafica.
Na sequéncia, os dados foram submetidos a an&ligsardncia através do teste F(p,05).
Constatando-se significancia estatistica, os &fede temperatura foram avaliados por
modelos de regressao polinomiak(0,05) representados pelas equacdes: y = yo + §0ou
yo + ax + bx, onde: y = variavel resposta; yo = variavel respa®rrespondente ao ponto
minimo da curva; a = valor maximo estimado para@avel resposta; b = declividade da
curva; X = temperatura [35]. Para avaliacdo dadweittade, as curvas de sobrevivéncia foram
construidas com a utilizacdo do estimador de Kallarer e posteriormente comparadas pelo

teste de log-rank utilizando-se o software R [32].

Resultados

Biologia das fases imaturas d®. areolatus e determinacao

das exigéncias térmicas

O desenvolvimento de imaturos de. areolatus foi observado em todas as
temperaturas estudadas. A duracéo do periodo autegzhra ambos os sexos no intervalo de
temperatura de 18 a 30 °C apresentou relacdo aeers a temperatura, variando de 44,26 a
19,26 dias para fémeas (F = 2348,48; d.f. p40) e de 41,31 a 17,40 dias para machos (F =
1337,69; d.f. = 4p=0) (Tabela 1).

Com base na duracdo média do tempo de desenvalande® periodo ovo-adulto
verificou-se que a temperatura-base de fémeas lkeanaeD. areolatusfoi de 8,04 e 8,15 °C,
respectivamente. A constante térmica (K) para féneeaachos foi de 399,97 e 358,05 graus-
dias, respectivamente (Fig. 1).

A razéo sexual dos adultos oriundos dos imatuémsfai significativamente afetada
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pelas diferentes temperaturagg¢ € 1,35; d.f. = 4;p = 0,85) (Tabela 1). Entretanto, se
compararmos os resultados obtidos em 18 e 30 Gficaese-a que a diferenca na producao

de fémeas entre estas temperaturas € de aproxireatade 20 %.

Biologia dos adultos e determinacdo dos parametragmograficos

de D. areolatus

Os dados obtidos para a taxa liquida de reprod(Ré&p ajustaram-se ao modelo de
regressao polinomial quadratico positivo (F = 93®1d.f. = 4;p = 0,01) (Fig. 2A). A partir
da equacado, a maxima Ro foi obtida com a tempera@23,6 °C. Comparando os resultados
observou-se que fémeas mantidas a 20 e 25 °C afmesa acréscimo na Ro de 126,7 e
204,3 %, respectivamente, quando comparadas cé@mass mantidas a 18 °C.

As diferentes temperaturas influenciaram signifieanente o parametro intervalo
entre geracdes (IMG) (F = 108,7773; d.f. p4; 0,001) (Fig. 2B). O maximo IMG foi obtido
na temperatura de 22,8 °C. Popula¢des mantidasea28(°C apresentaram reducéo do IMG
de 9,8 e 34,4 %, respectivamente, quando compatadaaquela mantida a 18 °C.

Para o parametro taxa intrinseca de crescimemd Verificou-se que os dados
ajustaram-se ao modelo de regressao polinomialrgtiea positivo (F = 32,5364; d.f. = #;
= 0,02) com Rde 0,97 (Fig. 2C). A partir da derivacéo da eqoaigiregressao verificou-se
gue o ponto de maxima para rm ocorreu a 24,3 °C.

A temperatura também influenciou significativangeatrazao finita de crescimeniq (

(F = 50,6352; d.f. = 4p = 0,01) (Fig. 2D). Comparando as temperaturasgrobs-se que
fémeas expostas a 20 e 25 °C obtiveram acréscimomz@o finita de crescimentd),
respectivamente de 13 e 33 %, quando comparaeaspetatura de 18 °C.

Em relacdo a taxa de parasitismo diaria, verifiseue para as fémeas mantidas a 18

e 20 °C o valor maximo observado foi de 4 e 4 &eaetivamente. Na temperatura de 25 °C a
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taxa maxima de parasitismo diaria observada fd® &6vas por fémea, a qual foi a maior
entre todas as temperaturas estudadas (Fig. 3ra3ifismo acumulado nas temperaturas de
28 e 30 °C atingiu o nivel de 80 % aos 20 e 11 dkagda das fémeas, respectivamente (Fig.
3). Para as temperaturas de 18, 20 e 25 °C o neiseicsomente foi atingido aos 34, 33 e 23
dias, respectivamente (Fig. 3).

A longevidade de machog (= 30,1; d.f. = 4p< 0,0001)e fémeag?d = 47,1; d.f. = 4;
p< 0,0001)foi afetada pela temperatura e apreseptagao inversa com a mesma (Figs. 4A e
B). Em todas as temperaturas estudadas as fémdasaieolatusforam mais longevas do
gue os machos. O tempo meédio de vida das fémemsi e 42,75 (18 °C) a 16,58 dias (30

°C) e o dos machos de 27,83 (18 °C) a 8,41 dia¥JB0

Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstrartequeeraturas amenas (18 a 25 °C)
foram mais favoraveis ao desenvolvimento das foimasuras dé. areolatushaja vista que
o percentual de insetos emergidos nas temperatard8 e 30 °C foi menor que nas demais
temperaturas estudadas. Ademais, os imaturos faegmazes de se desenvolver em um
gradiente amplo de temperatura (18 a 30 °C). Bstmdtados sugerem qu areolatus
apresenta vantagens em relacdo a seus heteroegsentd que diz respeito a multiplicacado
em laboratorio e plasticidade térmica em condicdescampo. Imaturos déganaspis
pelleranoi (Brethes, 1924) (Hymenoptera: Figitidae) submetidss mesmas condicOes
utilizadas no presente trabalho (temperatura e dusmw), ndo foram capazes de se
desenvolver em 28 e 30 °C [25].

Do ponto de vista de multiplicacdo em laboratGaiglasticidade dos imaturos Be
areolatuse sua capacidade de desenvolvimento em altas tetages, possibilita que em

situacOes de necessidade, o desenvolvimento detesngode ser acelerado ou retardado. No
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que concerne as condi¢cdes de campo, € possivimfogpopulacdes naturais Deareolatus
como as produzidas para liberacbes massivas, temhaior sucesso em aumentar suas
populacdes em ambientes onde temperaturas eleveniasm por periodos mais extensos.

A temperatura base tanto dos machos (8,15 °C)taudas fémeas (8,04 °C) e a
constante térmica (machos: 358,05; fémeas: 39985 glia) dd. areolatussao inferiores a
deA. fraterculus(Tb = 10,7°C, K = 430,6 graus dia), importanteeesphospedeira [36]. Em
todas as temperaturas estudadas observou-se qmseas emergiram antes dos parasitoides.
Os resultados do parametro duracéo do periodo dwiteadeD. areolatusa 25 °C, tanto de
machos (19,25 dias) quanto de fémeas (21,85 dias)proximos aos obtidos em trabalhos
anteriores para fémeas (22,1 dias) e machos (2488 {P2], os quais utilizaram como
hospedeiro larvas denastrepha suspenghoew, 1862) (Diptera Tephritidae). Esta diferenca
do periodo ovo-adulto de parasitoide e hospedeird do ponto de vista de criagdo massal,
pois pode ser utilizada para segregacdo dos mesannando o processo de criagdo menos
laborioso.

As equacdes de regressdo que descrevem a relagfie weelocidade de
desenvolvimento, de machos e fémeaddareolatus e temperatura sdo apresentadas na
Figura 2. Observa-se que tanto para machos quarad@meas hi uma relacao inversamente
proporcional entre velocidade de desenvolvimenteneperatura. Esta relagdo € explicada
pelo fato dos insetos serem organismos ectotérmpmotanto, a temperatura corporal varia
de acordo com a temperatura do ambiente onde asigsese encontram [37]. Em virtude
disto, com a elevacédo da temperatura ambientalnsegiientemente da corporal, ocorre o
aumento na velocidade das reacfes quimicas e egadfudeste fendbmeno a velocidade de
desenvolvimento dos insetos aumenta e o tempo sendelvimento é reduzido. Contudo,
esta relacdo direta ocorre dentro de um limitegunerente de cada espécie [38], e no caso de

D. areolatusa temperatura maxima deste limite € superior @30
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Nossos resultados demonstram que a temperaturafefou significativamente a
razao sexual da populacdo de adultos oriundos d@guios mantidos nas diferentes
temperaturas estudadas (Tabela 1). Entretanto, ramm@m tenhamos encontrado diferenca
estatistica significativa, € possivel observar umento gradual na proporcéo de fémeas com
0 aumento da temperatura. Ao compararmos os dadb8 d 30 °C podemos observar que a
diferenca na proporcdo de fémeas € cerca de 20i66 m&80 °C. Estes resultados sugerem
que as fémeas imaturas @e areolatussdo mais tolerantes a altas temperaturas que 0s
machos. Esta constatacao vai de encontro ao coanpamto observado eRsyttalia corsyrae
(Wilkinson, 1927) (Hymenoptera: Braconidae), em @gefémeas imaturas foram menos
tolerantes a altas temperaturas [39].

As diferentes temperaturas estudadas também afetde forma significativa os
parametros bioldégicos mensurados na fase adultaDdeareolatus Ao analisarmos
conjuntamente os parametros demograficos de unexiesge insetos podemos comparar a
performance da mesma sobre diferentes condi¢cd8sdsi@ abidticas, como por exemplo em
diferentes temperaturas.

Dessa forma, podemos verificar que de maneird garaD. areolatusos melhores
resultados foram obtidos entre as temperatura® @e25 °C (Fig. 2). A Unica exce¢ao a esse
intervalo de temperatura foi observada para o petr@m, onde o ponto de maxima foi
observado a 28 °C.

O maior valor observado para o parametro Ro foBH®6 e foi obtido a 23,6 °C
(ponto de maxima), ou seja, uma populacdoDdeareolatus mantida nesta temperatura
aumenta a cada geracdo aproximadamente 30 vez#sntBpopara otimizar o processo de
multiplicac@o desta espécie em laboratorio € reodideel que os adultos sejam mantidos em
temperaturas proximas a 23,6 °C. Ao comparar adtaeées de 23,6 °C em relagdo aos

obtidos a 18 °C, onde a Ro foi de 9,8, verificagsan acréscimo da ordem de 217,03 %.
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Analisando as variaveis que compdem a Ro verffecague o0 motivo deste
comportamento se deveu em funcédo da reducdo daléagabrevivéncia dos imaturos, mas
especialmente pelo impacto das temperaturas exdreimdase adulta, onde verificou-se a
reducdo da proporcdo de fémeas da populacdo destendAlém disso, em altas
temperaturas a situacao foi agravada devido a niengevidade das fémeas (Fig. 4).

O impacto das variaveis da fase adulta sobre iadkRcam a existéncia de utrade-off
entre longevidade e producao de descendentesetdéncia € suportada pelas informacdes
apresentadas na Figura 3 (parasitismo diario e @ladlm), onde € possivel observar que um
mesmo indice de parasitismo acumulado, 80 % panplce € atingido em diferentes idades.
Assim para insetos mantidos a 30 °C, este indicatfiogido com 11 dias, ao passo que
fémeas mantidas a 18 °C somente atingiram o masiceiaos 34 dias de vida. Além disso,
o indice de parasitismo diario demonstra que emiané&imeas mantidas em temperaturas
extremas produziram menor numero de descenderstietrdtie-offocorre pois as reservas de
gordura acumuladas durante a fase imatura saocssqrara diversos processos fisioldgicos
da fase adulta, como a manutencéo de processas Yigan como, fonte de recurso para o
processo de oogénese [40].

Em relacéo ao parasitismo diério, observa-se gar&i3 que ocorreram oscilagées na
producdo de descendentes em todas as temperattudsadas, entretanto, a 30 °C houve uma
concentracdo da producdo de descendentes nos rpsniBas de vida das fémeas. Esse
comportamento é similar ao observado pArapelleranoi nesta mesma temperatura e
condi¢cdes de trabalho [25Doryctobracon brasiliensigSzépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) também concentra a producéo de destesd® inicio da vida, porém isto pode
ser observado para fémeas mantidas no intervaknageratura entre 15 e 28 °C [41].

Nossos resultados indicam que o maior niumero sieeddentes foi gerado por fémeas

mantidas a 25 °C, sendo estd producado distribuddagoeneamente ao longo da vida das
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fémeas, no entanto, 80 % dos descendentes foramageate o vigésimo dia de vida. A maior
amplitude do periodo de producéo de descendentis g8y vantajosa do ponto de vista de
criacdo massal, pois as fémeas podem ser utilizaatasm periodo maior de tempo.

O intervalo médio entre geracdes (IMG) foi o Urpewametro que apresentou relacéo
inversamente proporcional com a temperatura. Esgedtados eram esperados, haja visto que
a principal variavel a impactar neste parametroléngevidade das fémeas, a qual também
apresentou relacéao inversa com a temperatura4fid relacéo inversa entre longevidade e
temperatura, que também foi observada nos mackos;eopois 0s insetos sdo organismos
ectotérmicos, e portanto, a temperatura corpora canforme a ambiental [37].

O IMG das popula¢gdes mantidas nas temperaturd8 @e30 °C, foi de 15,7 e 6,46,
respectivamente. Ao compararmos estes resultadtes s verificar que com o aumento da
temperatura, uma populacdo de areolatusteria seu IMG reduzido em cerca de 58,85 %.
Embora seja desejavel que uma populacdo apresentimdice baixo de IMG, € preciso
considerar que de maneira geral quando este éidedaatros parametros bioldgicos sao
afetados, porém de forma negativa, como por exemplo. Na temperatura de 25 °C o IMG
determinado em nosso estudo foi de 10,31 diasr eske um pouco superior ao obtido em
outro estudo que foi de 8,65 dias [42]. Esta difeae entre os resultados pode estar
relacionada com a variabilidade genética das pgpatadeD. areolatus bem como, pelo fato
das espécies hospedeiras utilizadas serem difserente

A taxa intrinseca de crescimentg)(& uma das principais informa¢des obtidas com a
determinacdo dos parametros demogréficos, poie emwo indicativo para determinar se a
espécie sera bem sucedida em determinado ambi&jtdNpssos resultados demonstram que
0 ponto de maxima parg foi obtido a 24,3 °C, onde o indice atingiu o vale 0,46. Este
resultado € bastante superior aos 0,03 obtidoswrnanpopulacdo mexicana Be areolatus

utilizando como hospedeiro larvas Alrastrepha ludenf_oew, 1873) (Diptera: Tephritidae)
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e mantida a 25 °C [42]. As diferencas entre osltaaos podem ser atribuidas a diversos
fatores como a variabilidade genética das poputadé®. areolatuse a espécie hospedeira
utilizada. A existéncia do efeito da interacdo erdgspécie hospedeira e temperatura ja foi
demonstrada para o parasitoide de ovos de lepig&iieachogramma pretiosurRiley, 1879
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) [44]. Entretamiara parasitoides de moscas-das-frutas
esse tipo de informacdo € escassa e ja é alvovestigacdo por parte dos autores deste
trabalho.

A razéo finita de aumentd\)( que representa o numero de fémeas adicionadas a
populacao por fémea, também foi impactada peldoefiasi temperatura. O modelo polinomial
quadratico negativo proposto para descrever o caarpento dos dados € semelhante aos
propostos para os parametros Rag.eA reducdo dos valores deem temperaturas extremas
ocorreu devido a reducédo da producdo de fémeaasnesnperaturas. O modelo proposto
neste estudo é diferente daquele proposto parapelleranoi [25] que apresentou
comportamento linear e diretamente proporcionateehte temperatura. Estas diferencas
demonstram que embora utilizem o0 mesmo recursoedegp, sob as mesmas condi¢des de
temperatura, as espécies de parasitoides de nmamsdritas respondem de forma
diferenciada a estes estimulos.

De acordo com o modelo proposto neste trabalhéxamai ocorreu a 28 °C e atingiu
o valor de 1,88, no entanto, para os demais par@metsta temperatura demonstrou ser
prejudicial. Em contrapartida a 25 °Q.apresentou valor bastante préximo (1,83) ao ponto
de maxima. Portanto, se analisarmos conjuntamestedamlos, buscando associar as
temperaturas onde obtivemos 0s pontos de maximagaelas em que os resultados sao
proximos a estes pontos, podemos verificar querauteacdo de uma col6nia de adulto$de
areolatusem temperaturas entre 22 e 25 °C é ideal paien&zatdo da mesma.

A reducao da producdo do numero de fémeas, emsaatbsentidos a partir do ponto
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de maxima pode estar relacionada ao efeito da tatopa sobre os processos fisioldgicos
que envolvem a liberacéo de espermatozoides pedsreateca [45]. Espécies de parasitoides
da ordem himenoptera apresentam um tipo usualpdedecédo e desenvolvimento, em que as
fémeas acasalam logo ao emergir e armazenam asnespeoides na espermateca. Assim ao
liberar os espermatozoides os ovos sdo fecundadadgieam fémeas, ao passo que quando
0S ovos sdo depositados sem terem sido fecundadogesmos dédo origem a machos [46].
Nesse sentido, podemos sugerir que as fémeBs aeolatusmantidas em temperaturas que
se afastam do ponto de maxima parasao estimuladas a reduzir a liberacdo de
espermatozoides. Isto porque as condicbes amlsepwssam a ser adversas para sua
progénie, em especial as fémeas que sdo as regpEEar manter a existéncia da populacao.
Com base nos resultados apresentados nesse gstifit@-se que as fases imaturas
de D. areolatusse desenvolveram em um gradiente amplo de terparét8 a 30 °C). Em
funcdo desta caracteristica € possivel aceleraetandar o desenvolvimento dos imaturos
guando necessario. A respeito da fase adulta,lseénjunta dos dados da tabela de vida de
fertilidade indicam que a maximizacdo da criacdormec entre 22 e 25 °C. Entretanto, é
importante ressaltar gu2. areolatusé capaz de produzir descendentes no interval@de 1

30 °C.
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Tabela 1. Duracéo do periodo de desenvolvimento caalulto (média * erro padréo) de

machos e fémeas e razdo sexual Beryctobracon areolatus em diferentes temperaturas.

Umidade Relativa de of 70 + 10 % e fotofase de 1d#fas.

Temperatura (°C)

Tempo de desenvolvimento (dias)

Razdo Sexudl

Machos Fémeas
18 41,31+0,35a 44,26 £0,15 a 0,41 a
20 29,00+£0,26 b 32,47+0,14 b 0,48 a
25 19,25+0,19¢ 21,85+0,23 ¢ 0,49 a
28 17,86 + 0,16 d 19,61 +0,20 d 0,55a
30 17,40 +0,45d 19,26 + 0,20 d 0,60 a

A/alores seguidos pelas mesmas letras na colundifeiem entre si pelo testéP< 0,05).
bValores seguidos pelas mesmas letras na colundifediem entre si pelo teste de comparacéo de prdpsP< 0,05).
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------- Parasitismo diario
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5 - Artigo 4
Competicao extrinsica entre o parasitoide nativoryctobracon areolatus e o exotico
Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera:Braconidae): evidéncias

comportamentais do reconhecimento heteroespecifico

Rafael S. Goncalv&s Roberta Manica-BerfpRicardo A. Valgas Dori E. Nav&
a Departamento de Fitossanidade, Universidade Federdtelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
96010-900, Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil

P aboratério de Entomologia, Embrapa Clima Temper@60601-970, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

*Autor correspondente
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Destaques
* Do. areolatuautiliza pistas quimicas para reconhecer frutosoeapgos pomDi.
longicaudata.
* A competicao extrinseca altera o comportament@tageamento dbo. areolatuse

Di. longicaudata.

Resumo

A capacidade de discriminar frutos hospedeirosaagdbs por espécies competidoras pode
ser considerada uma habilidade importante pareciespde endoparasitoides, pois assim as
fémeas podem evitar que seus descendentes tenleenfjantar ambientes de competicao.
O reconhecimento de pistas quimicas por coespesiccomum entre algumas espécies de
parasitoides de moscas-das-frutas. No entantorniaigbes sobre o reconhecimento destes
sinais entre heteroespecificos sdo escassas. M&siEo nOs investigamos a competicdo
extrinseca entrBo. areolatuse Di. longicaudata com o objetivo de verificar a capacidade de
Do. areolatusreconhecer frutos previamente explorados por sepetidorDi. longicaudata
Nossos resultados demonstram que, por meio dessinamicos, diferentemente de seu
heteroespecifico, as fémeasDe. areolatussdo capazes de discriminar frutos previamente
explorados pelo seu competidor. Ademais, observamos alguns dos eventos
comportamentais envolvidos no processo de forragemdestas espécies, sofrem alteracdes

quantitativas quando as mesmas sao expostas a éxjtorados pela espécie competidora.

Palavras-chave:BraconidaeAnastrepha fraterculyssinais quimicos
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Extrinsic competition between the native parasiidotyctobracon areolatuand exotic
Diachasmimorpha longicauda{@ymenoptera: Braconidae): behavioral evidences of

heterospecific recognition

Highlights
* Do. areolatususe chemical cues to recognize fruits exploite®hbyongicaudata
* Extrinsic competition changes the foraging behawdr Do. areolatusand Di.

longicaudata

Abstract

The ability to discriminate host fruits exploitegt bompeting species can be considered an
important skill for species of endoparasitoids, sase the females can avoid that their
offspring have to face competition environments.cd®mition of chemical cues by
conspecifics is common among some species of paidsiof fruit flies. However,
information about the recognition of these cuesvbeh heterospecific are scarce. In this
study we investigated the extrinsic competitionaeetnDo. areolatusandDi. longicaudata

in order to verify the ability tdo. areolatusrecognize fruits previously exploited .
longicaudata Our results demonstrate that, through chemicajnads, unlike its
heterospecific, the females d@o. areolatusare able to discriminate fruits previously
exploited by its competitor. Furthermore, we obedrthat some of the behavioral events
involved in the host foraging process of these iggaendergo quantitative changes when they

are exposed to fruit exploited by competitor specie

Key words: BraconidaeAnastrepha fraterculyshemical cues
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1. Introducéo

A escolha por uma ou mais espécies de parasit@desum programa de controle
biologico aplicado de mosca-das-frutas deve lewarcensideracéo, entre outros fatores, a
capacidade de coexisténcia entre as espécies, as [passarao a competir pelo mesmo
recurso. Esta caracteristica torna-se ainda migigarge quando uma das espécies € exotica,
pois sua liberacdo em um ambiente pode deslo@sETies nativas presentes (Harvey et al.,
2013; Miranda et al., 2015; Wang et al., 2008).opeticdo envolvendo parasitoides pode
ser intrinseca, quando ocorre dentro do hospedessia relacionada com a interacao entre as
fases imaturas, ou extrinseca, quando ocorre extemte ao hospedeiro e neste caso diz
respeito exclusivamente a fase adulta durante @athaspedeira (Harvey et al., 2013).

No Brasil, existem diversas espécies nativas daspaides de moscas-das-frutas, sendo
que Doryctobracon areolatugSzépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) tenp sa
espécie mais frequente e relacionada ao parasitspecialmente larvas daastrephaspp.

e deCeratitis capitata(Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae) (Canauwechi, 2000;
Nunes et al., 2012).

O parasitoidddiachasmimorpha longicaudaf@®shmead) (Hymenoptera: Braconidae) foi
introduzido no Brasil para ser utilizado em progaande controle biolégico de diversas
espécies do génernastrephaSchiner eC. capitata(Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
(Carvalho, 2005). Esta espécie destaca-se por edativa facilidade de criagdo e rapida
adaptacdo aos meios naturais onde é liberada (Kbetusl., 2000).

Estudos demonstram que em competi¢cdes interesgaecds imaturos dei. longicaudata
geralmente superam seus competidores (Wang eD@8; Paranhos et al. 2013; Miranda et
al. 2015). Paranhos et al. (2013) observaram quereaios com parasitismo subsequente,
Di. longicaudatasuprimiu o desenvolvimento da espécie ndflea areolatus Miranda et al.

(2015) avaliaram alguns eventos comportamentagsacteristicas morfoldgicas relacionadas
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a busca hospedeira em duas espécies de parasiicmscluiram qué®. longicaudataé
capaz de superdboryctobracon crawfordi(Viereck, 1911) (Hymenoptera: Braconidae)
Estes autores sugerem que em termos de contrdiggiom aumentativo, na maioria dos
casos, as libertacbes apenas Dlelongicaudataseriam mais eficaz do que a liberacdo
conjunta de ambas as espécies

Em contrapartida, par®o. areolatusos estudos de competicdo interespecifica tem
demonstrado desvantagem em relacao a outras espéoimaDi. longicaudata(Paranhos et
al., 2013) eUtetes anastrephaéViereck, 1913) (Hymenoptera: Braconidae) (Alujaakt
2013). Entretanto, todos estes estudos tem sitieagdas com foco na competi¢ao intrinseca,
ou seja, considerando apenas a competicdo dasrfatesas dentro do hospedeiro.

Para algumas espécies de parasitoides sabe-se g@meas sdo capazes de discriminar
frutos hospedeiros explorados por heteroespecifilazpieles ndo explorados. A espécie
Diachasmimorpha tryonfCameron, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) dificiiteeparasita
hospedeiros ja parasitados geopius arisanus(Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae)
(Wang and Messing, 2003a) enquanto fijieanastrephaemostrou-se menos propenso a
parasitar um hospedeiro previamente parasitad®poareolatugAluja et al., 2013).

Esta discriminag&o por parte dos parasitoides pedpor meio da utilizacdo de estimulos
fisicos ou quimicos na busca hospedeira (Godfi@§4)l Sinais quimicos de hospedeiros de
parasitoides e dos substratos (sobre os quais giget@iros se desenvolvem) sdo pistas
importantes para a orientagdo durante o forragean{@arrasco et al., 2005; Segura et al.,
2012; Stuhl et al., 2011). Estas pistas quimicaeposer volateis de frutos induzidos (Pérez
et al., 2013) ou ainda compostos quimicos deixgmElas moscas, como feroménio de
marcacéao ou fezes (Rousse et al., 2007)

O reconhecimento dos feroménios de marcacdo hospgu® coespecificos € comum e

difundido em algumas espécies de parasitoides dearaas-frutas, como por exemplo em
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Diachasma alloem{Muesebeck, 1956) (Hymenoptera: Braconidae) (Stkliet al., 201Q)
Contudo, poucas sao as informacbes sobre o redormdr@o por heteroespecificos,
especialmente considerando a interacédo entre asiesi. longicaudatae Do. areolatus

Neste sentido, em um contexto de competicdo ertiénse baseado nas evidéncias
relatadas para outras espécies, nossa hipotesgued®. areolatuspossui a capacidade de
reconhecer hospedeiros previamente explorado®pdongicaudata Assim, visando testar
essa hipotese, o trabalho objetivou avaliar duapast presentes no comportamento de
forrageamento dos parasitoides larv@ls longicaudata e Do. areolatus tendo como
hospedeirdA. fraterculus Para tanto, foram realizados ensaios comportamsevisando: (i)
avaliar as respostas olfativas e, (i) o comportameale forrageamento sobre frutos em

condicdes de laboratério.

2. Material e Métodos
2.1. Material bioldgico

Os insetos utilizados neste estudo foram obtidesdinias de criacdo do Laboratoério de
Entomologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agrgiria de Clima Temperado
(Embrapa-CPACT), em Pelotas, Rio Grande do SulsiBrA colbnia deA. fraterculusfoi
mantida conforme a metodologia descrita por Nurtesl.e(2013). Para criagdo dai.
longicaudata foram utilizados os procedimentos propostos porv&ho e Nascimento
(2002), porém utilizando como hospedeiro larvas deaterculus

ParaDo. areolatus os adultos foram mantidos em gaiolas plastidaslas (40 cm x 27
cm x 23 cm - | x w x h) e alimentados com soluggwoga de mel na concentragao de 30 % e
agua. Para multiplicar os insetos ofertou-se ladeasegundo instar de fraterculus(6 dias
de idade). As larvas foram ofertadas aos parasgoipor 24 horas em unidades de

parasitismo, constituidas por uma placa de acr(dcom de diametro x 0,2 cm de altura)
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envolta em tecidwoile. Ao final do periodo de exposicédo as larvas foteansferidas para
frascos contendo dieta artificial conforme descpido Nunes et al. (2013). Com a formacao
dos primeiros puparios, aos 12 dias de vida daadans mesmos juntamente com as demais
larvas que ainda se encontravam no terceiro irfstam transferidos para caixas de acrilico
contendo vermiculita. Todas as criacdes de mané@iterigem como, 0s bioensaios foram
mantidos em salas climatizadas com temperatur® de22°C, umidade relativa do ar de 60 *

10 % e fotofase de 12 horas.

2.2. Bioensaios olfatomeétricos

A resposta olfativa dos parasitoides braconideosolateis oriundos de frutos
hospedeiros foi observada em olfatdmetro tipo ™¢" 5 cm de diametro, com bracos
secundarios e principal de 10 e 15 cm de comprimeaspectivamente. Na extremidade de
cada braco secundario foi conectado, em série,amumto de trés camaras de vidro (500
mL). A camara localizada logo ap06s a saida do dtiatro foi utilizada para conter as
amostras a serem testadas. As camaras seguintagaonagua destilada (para umidificagdo
do ar filtrado) e carvao ativado (granulometri& tm), respectivamente. Rotametros foram
conectados a entrada de ar de cada um dos bragoslagos para calibrar o fluxo de ar, que
foi de 150 mL.miff (determinado em testes preliminares).

Na extremidade do bragco principal, onde os ins&i@sn introduzidos no sistema,
conectou-se uma bomba de vacuo, responsavel par fiexo de ar no sentido dos bracos
secundarios para o principal. Os testes foram codds em sala climatizadas (temperatura:
25 £ 2 °C, umidade relativa: 60 £ 10 %) com ilung&a homogénea proporcionada por
lampadas fluorescentes entre 8 e 16 horas, haja @gse neste periodo 0s insetos

encontravam-se em maior atividade.
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As amostras testadas consistiram de frutos de g@raidium guajavd.., Myrtaceae), em
estadio inicial de maturacdo, submetidos as sesplicondicdes: frutos sadios (FS), frutos
infestados (FI) com larvas de segundo instaA.dieaterculuse frutos infestados com larvas
de segundo instar Aefraterculuse explorados por heteroespecificos [gaEexplorado por
Do. areolatus FE p - explorado poDi. longicaudata. A resposta olfativa das fémeas de
cada espécie de parasitoide foi avaliada, submetemés mesmas as seguintes combinacdes
de amostras: A) ar limpo x Fl, B) FS x Fl e C) HFE.

Para obtencdo das amostras Fl e FE, frutos deaoimelha foram expostos para 10
fémeas deA. fraterculuscom 20 dias de idade, sexualmente maduras e picEuente
acasaladas, por um periodo de 24 horas. Logo apdrjtos foram acondicionados em copos
plasticos cobertos com tecidoile. Apds seis dias da infestacdo, a obtencdo dossfidds
amostras FE, foi realizada expondo-se os frutoa fEaneas déo. areolatus(10 dias de
idade) e deDi. longicaudata (7 dias de idade) sexualmente maduras, presumidame
acasaladas e com experiéncia de parasitismo. ©dpede exposi¢cdo dos frutos foi de 24
horas.

As avaliacOes iniciaram apds as combinacdes de teamogerem sido preparadas no
olfatdmetro e, a estabilizacdo do fluxo de ar e if.mir. A inser¢do de cada uma das
fémeas testadas, foi realizada pela abertura rgi@atistal do bracgo principal. Para isto o
tubo ligado a bomba de succéo foi desconectadogeto inserido no olfatbmetro. Logo apos
a movimentacgdo do inseto (cerca de 1 cm) o fluxard®i re-estabelecido. Cada fémea foi
observada durante 10 minutos, nos quais foramtradés a escolha final, bem como, o
tempo de laténcia (tempo que a fémea permanecéwago escolhido) em cada escolha. A
escolha final do parasitoide pelo tratamento foisiderada apds o cruzamento da metade do
comprimento do braco secundario e de sua perman@aci pelo menos 3 minutos (180

segundos). Apds o encerramento do tempo de tefmem utilizada foi descartada.
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Para evitar uma possivel marcacdo e consequemiden@ncia na resposta das fémeas
para um dos bracos, foi adotada a troca de olfdtéraecada 5 repeticbes. Além disso, entre
cada repeticdo o olfatbmetro foi rotacionado em°1&® final de cada bioensaio, os
olfatdmetros e as camaras que continham as amdstaas lavadas com detergente Exftan
na concentracao (v/v) de 20% em agua destiladastenormente com acetona e n-hexano,
sendo em seguida secos em estufa a 200°C.

Para cada espécie de parasitoide e combinacéo aras) foram avaliadas 30 fémeas
(repeticdes), as quais foram utilizadas uma Unea para evitar aprendizagem associativa
(Vet, 1982). As fémeas nado responsivas, foram sulukis e descartadas das analises. Em
relacdo a analise estatistica, os dados de esqalea,cada combinacdo de amostras, foram
comparadas pelo teste de qui-quadrade (,05). Os dados referentes ao tempo de laténcia
foram analisados quanto a normalidade pelo tesghdpiro Wilk, & homocedasticidade pelo
teste de Hartley e a independéncia dos residuoamise grafica. Os dados foram entao
submetidos a analise de varianaia=(0,05) e as médias comparadas pelo testd"de =
0,05). Os procedimentos estatisticos foram realgacbm o auxilio do software R (R

Development Core Team, 2015).

2.3. Bioensaios comportamentais

Visando avaliar o comportamento de forrageamentoalereolatuse Di. longicaudata
em situacdo de competicdo e ndo competicdo, estdoefoi dividido em duas etapas. Na
primeira etapa, denominada de estudo qualitato@ni determinados e caracterizados 0s
principais eventos comportamentais envolvidos mzgsso de forrageamento hospedeiro de
Do. areolatuse Di. longicaudataquando na presenca de frutos infestados com laiwas
fraterculus A segunda etapa do estudo consistiu na quamiiitcados eventos

comportamentais de ambas espécies, em situacdaodeompeticdo (FI - frutos infestados
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com larvas deéA. fraterculu3 e de competicdo (FE - frutos infestados com mrmtaA.
fraterculuse explorados por uma espécie competidora). Osstéstam realizados em salas
climatizadas com temperatura 25 = 2°C, umidaddivalalo ar de 70 + 10% e fotofase de
12h.

Em ambas as etapas foram utilizadas fémed&ndareolatuse Di. longicaudata com 10
e 7 dias de idade, respectivamente, sexualmentaraggresumidamente acasaladas, e sem
experiéncia de parasitismo. As observacoes forafizaglas em uma arena de vidro (20 cm
de diametro x 20 cm de altura) com fémeas indiVidadas. Cada fémea foi avaliada uma
Unica vez, e entdo descartada, e somente aqueaxpgloraram o fruto tiveram seus eventos
comportamentais registrados. Para registrar o tedgpa@ada evento comportamental foi
utilizado o software Etholog (versdo 2.25). Os ¢évercomportamentais, obtidos no teste
qualitativo, foram descritos em ordem de acontectme

Para cada uma das etapas do experimento 2, foralladas 30 fémeas de cada espécie.
As informagbes obtidas no estudo qualitativo forartilizadas para descrever o
comportamento de forrageamento de cada uma dasiesp®s dados referentes ao tempo de
cada evento comportamental foram analisados quamormalidade pelo teste de Shapiro
Wilk, a homocedasticidade pelo teste de Hartleyirmdapendéncia dos residuos por analise
gréfica. Entretanto, verificou-se que 0os mesmos ai@nderam aos pressupostos de uma
analise paramétrica, e, portanto os dados forametitios a um teste ndo paramétrico. Assim
os tratamentos (FI e FE) foram comparados, demtimada evento comportamental, pelo teste
de Kruskal-Wallis ¢ = 0,05). Todos os procedimentos estatisticos faratizados com o

auxilio do software R (R Development Core Team5201
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3. Resultados
3.1. Bioensaios olfatomeétricos

Os resultados apresentados nas figuras 1 e 2, d&m@non que nosSso Sistema de
olfatometria foi bem calibrado, pois na combinagadimpovs. fruto infestado, o nimero de
insetos que apresentaram preferéncia por frutestede foi significativamente maioba4.
areolatus x* = 12,90; gl = 1; p < 0,001Di. longicaudata x* = 18,58; gl = 1; p < 0,0001).
Ambas espécies de parasitoides foram capazestidegdis os volateis de frutos infestados e
frutos sadios, pois a maioria dos insetos demamgtreferéncia significativamente maior por
frutos infestadosa. areolatusy® = 8,83; gl = 1; p = 0,002Di. longicaudata y® = 4,96; gl
=1;p=0,02) (Fig.1le2).

Fémeas ddo. areolatusforam capazes de discriminar os volateis oriungmsfrutos
apenas infestados daqueles explorados por sewéspecificoDi. longicaudata(y® = 9,03;
gl =1; p =0,002) (Fig. 1). Em relacdo ao tempdaléncia, observamos que o0 mesmo foi
significativamente superior no brago que continbaaéteis oriundos de frutos infestados (F
=5,90; gl = 1; p =0,02) (Tabela 1). No que digpato aDi. longicaudatando detectamos
diferenca significativa entre o nimero de fémeasenkadas no braco contendo volateis de
frutos infestados e aquele com frutos exploradasDm areolatus(y’ = 2,37; gl = 1; p =
0,12) (Fig. 2). Ademais, também ndo foi verificatii@renca significativa entre os tempos de

laténcia (F = 2,69; gl =1; p=0,11) (Tabela 1).

3.2. Bioensaios comportamentais

Observamos que o comportamento de forrageamentdodeareolatusenvolve maior
namero de eventos que o d#. longicaudata (Tabela 2). Os eventoRarasitismo e
Marcacgaq considerados poOs forrageamento, também estdotdssta tabela 1, porém nao

foram alvos de quantificacdo na segunda etapatddaes
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Os tempos médios de cada evento comportamenfabdareolatussdo apresentados na
tabela 3. Nao verificamos diferenca significativatre os tratamentos para o0s eventos
comportamentai®Busca do frutdy® = 0,73; gl = 1; p = 0,393 aminhamentdy’ = 0; gl = 1;

p = 0,949) eCaminhamento e antenacdg = 0,40; gl = 1; p = 0,529). Para os eventos de
Parada (x* = 16,36; gl = 1; p = 0) ®rova (* = 5,64; gl = 1; p = 0,018) o tempo foi
significativamente superior quanto as fémeas foexpostas a frutos explorados pelo
competidor Di. longicaudata J4 para o evento dBlovimento em circuloas fémeas
despenderam significativamente mais tempo quandostxs a frutos apenas infestados com
larvas deA. fraterculus(y® = 5,54; gl = 1; p = 0,019).

No que diz respeito Bi. longicaudata verificamos que para os evengissca do frutdy?
= 3,68; gl = 1; p = 0,055) €Eaminhamento e Antenacég = 2,91; gl = 1; p = 0,088) nao
houve diferenca significativa entre os tratameifi@bela 4). No entanto, observamos que o
tempo para execucdo dos evento®deda(y’ = 13,16; gl = 1; p = 0) Prova(y* = 4,14; gl
=1; p = 0,042) foram significativamente superiagaando as fémeas foram expostas a frutos

explorados pelo heteroespecifido. areolatugTabela 4).

4. Discusséo

Os resultados apresentados neste estudo demorgiesdo. areolatusé capaz de evitar
frutos explorados pelo heteroespecifido longicaudata por meio do reconhecimento de
volateis oriundos destes frutos (Fig. 1). Contuoesmo néo foi observado para fémeas de
Di. longicaudata as quais foram igualmente atraidas pelos voladeisfrutos apenas
infestados com larvas de fraterculuse aqueles explorados pdo. areolatugFig. 2). Além
disso, verificamos que o comportamento de forragedon de ambas as espécies de
parasitoides foi quantitativamente alterado quaasi®&meas foram colocadas em situacao de

competicdo (exposicao a fruto explorado pelo hesgrecifico) (Tabelas 3 e 4).
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No processo de competicdo extrinseca, que ocoree do corpo do hospedeiro, as
espécies competidoras podem evitar ou reduzir aocc@ncia por hospedeiros por meio de
diferentes estratégias. Dessa forma, as espécigsnaigos naturais podem se dispersar no
ambiente e explorar outros nichos (Amarasekare3)2@d em casos mais drasticos, passar a
utilizar outra espécie como hospedeiro (Messing andV 2009). Outra estratégia também
utilizada por parasitoides € o forrageamento coowlad, onde as fémeas identificam e evitam
0s hospedeiros ja parasitados (Sivinski e Aluja220

Nossos resultados indicam que o forrageamento ciondl € uma estratégia utilizada por
Do. areolatuspara evitar colocar sua descendéncia em situagdoonhpeticdo conbi.
longicaudata(Fig. 1). Além disso, considerando que em bio@ssam olfatdmetro apenas os
estimulos quimicos sédo avaliados, podemos conglugr os estimulos utilizados pbwo.
areolatuspara discriminar frutos hospedeiros ja explorgumsheteroespecificos, séo pistas
quimicas. No entanto, ndo podemos afirmar a origeata de tais compostos, pois esta etapa
nao foi objeto de estudo do presente trabalho. posaivel fonte destes sinais quimicos é o
préprio fruto hospedeiro, que pode emitir compostadateis induzidos pelo inseto
hospedeiro (Kaplan, 2012). Outra possibilidade e8ocompostos derivados da espécie
competidora, como por exemplo feromonio de marcagammesmo excrementos deixados
pelas fémeas dei. longicaudatadurante a exploracao do fruto (Cancino et al.220Tang e
Messing, 2003a).

A identificacdo de hospedeiros explorados por @ee&ificos por meio do reconhecimento
de ferombnios de marcacdo € comum em algumas espdeiparasitoides de moscas-das-
frutas, como por exemplo erB@iachasma alloeum(Muesebeck, 1956) (Hymenoptera:
Braconidae) (Stelinski et al., 2010). Entretantcd Ipoucas informagcbes sobre o
reconhecimento de feromdnios de marcacao por lesteecificos (Sivinski e Aluja, 2012).

De acordo com (Wang e Messing, 2003a) o parasitbidd@ryoni € capaz de reconhecer
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larvas hospedeiras oriundas de ovos parasitadosFppius arisanus(Sonan, 1932)
(Hymenoptera: Braconidae). O mesmo é relatado pagarasitoide de pupaSoptera
haywardi (Loidcono, 1981) (Hymenoptera: Braconidae) que apaz de reconhecer
hospedeiros previamente parasitadosipolongicaudata(Cancino et al., 2012).

O fato das fémeas dei. longicaudatando terem discriminado os volateis oriundos de
frutos infestados daqueles oriundos de frutos eags pelo heteroespecifibw. areolatus
pode estar relacionado a ampla gama de hospedéiipados por esta espécie (Clancy et al.,
1952; Leyva et al., 1991; Meirelles et al., 201®jr3ki, 1991; Sivinski et al., 1997; Vargas e
Nishida, 1985; Wong e Ramadan, 1987). Estudos dsimeon queDi. longicaudatase
orienta por meio de estimulos gerais, tais comtateis liberados pelos frutos hospedeiros
(Carrasco et al., 2005; Stuhl et al., 2012), vidaldberados por fungos associados com a
decomposicao dos frutos hospedeiros e compostosiaps gerais, aparentemente emitidos
por todas as espécies de tefritideos (Duan e MpsAd00; Messing e Jang, 1992; Stuhl et al.,
2011).

No que diz respeito ao comportamento de forragemede Do. areolatuse Di.
longicaudata observamos que de maneira geral 0s eventos ctanpartais sdo semelhantes,
porém algumas diferencas foram observadas. Os ippBneeventos comportamentais
observados panai. longicaudataforam a busca do fruto e o caminhamento e antersgjire
0 mesmo. ParBo. areolatusalém destes, verificamos que as fémeas realizarimbamento
nos frutos sem tocar as antenas. Possivelmentantduestes eventos as fémeas de ambas as
espécies se utilizem de compostos quimicos paedizacdo mais precisa dos hospedeiros,
conforme ja descrito para as espédiesarisanus Aganaspis pellerano{Bréthes, 1924)
(Hymenoptera: Figitidae) ©dontosema albinerv&ieffer. 1909 (Hymenoptera: Figitidae)

(Guimaraes e Zucchi, 2004; Wang e Messing, 20034wa estes eventos comportamentais o
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tempo despendido pelas fémeas para a execucaoesdnsos nao diferiu entre os tratamentos
(Fl e FE) (Tabelas 3 e 4).

Apés 0os movimentos de caminhamento e antenacaossvplmente localizacdo de um
ponto com hospedeiros, as fémeas de ambas as essgécimantiveram iméveis com as
antenas dispostas perpendicularmente ao corpoideoasios que a partir deste momento as
fémeas passam a utilizar os sinais vibratoriosndes da movimentacao realizada pelas
larvas. Segundo Sivinski e Aluja (2012) a utilizack tais vibracdes € uma etapa importante
no processo de forrageamento de parasitoides deasidas-frutas, ja tendo sido observada
em outras espécies como por exemplotryoni, Di. longicaudatae D. alloeum(Duan e
Messing, 2000; Glas e Vet, 1982; Lawrence, 1981).

Durante a etapa de parada, ambas as espéciesaunaserexpenderam maior tempo nos
frutos j& explorados por heteroespecificos. Poksamte 0 maior tempo gasto se deveu a
reducdo dos sinais vibratorios, pois larvas padag tem sua mobilidade diminuida (Glas e
Vet, 1982; Lawrence, 1981). Contudo, € possivel pgistas quimicas também estejam
envolvidas e por este motivo novos estudos neaessier desenvolvidos. Logo apdos o evento
de parada, apenas as fémea®deareolatusexecutaram movimentos circulares, sobre seu
préprio eixo, tocando as antenas no fruto, indicamquae tais estruturas também podem estar
envolvidas no reconhecimento dos sinais vibratérios

Para a espécid¢-. arisanus o movimento de prova € relacionado a deteccdo dos
hospedeiros no interior dos frutos (Wang e Messifg3b). Possivelmente a realizacao deste
tipo de comportamento tenha a mesma funcaolparareolatuse Di. longicaudata Durante
a quantificagao, verificamos que o tempo gasto cawento de prova foi significativamente
superior guando as fémeas de ambas as espécias dgpstas aos frutos explorados por
seus competidores (Tabelas 3 e 4). De acordo caan@ret al., (1977i. longicaudata

possui sensilas quimioreceptoras no ovipositorgues podem estar relacionadas com a
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deteccdo de substéancias deterrentes de oviposiedenpes na hemolinfa dos hospedeiros
indicando. Esta funcéo ja foi descrita para o peride Leptopilina heterotomgThomson,
1862) (Hymenoptera: Figitidae) que por meio de ssipositor também é capaz de
discriminar hospedeiros de acordo com a densidaeowbs da espécie competidora
(Ruschioni et al., 2015).

Logo apos o evento de prova, observou-se que agande ambas as espeécies
permaneceram imoéveis e com 0 ovipositor no intetmifruto. Este tipo de comportamento,
pode configurar o parasitismo (deposicdo de ovostawior do hospedeiro) ou uma etapa
avancada da prova em que as fémeas introduzempositar no corpo do hospedeiro para
uma avaliagdo mais detalhada sobre as condi¢cdesosioedeiro, como por exemplo, a
presenca de imaturos de um heteroespecifico. Gatstderar, que a diferenciacdo entre estas
duas possibilidades é dificil de ser esclarecida s#ervir no comportamento natural dos
parasitoides. No entanto, se o0 evento que denoromale parasitismo fosse na verdade uma
extensdo do evento de prova, deveriamos ter olukergdierenca significativa entre os
tratamentos, o que néo foi verificado.

Durante as avaliacbes d¥. areolatusobservou-se que algumas fémeas apresentaram
comportamento de arraste do ovipositor apés o evedatparasitismo. Nosso estudo néo
permite afirmar que o arraste do ovipositor pogsacensiderado uma espécie de marcacao,
entretanto, se esta hipotese for verdadeira, éapeb\gue as fémeas depositem algum tipo de
secrecédo deterrente de oviposicao.

Neste contexto, concluimos que fémeas da esp@oie areolatus sdo capazes de
reconhecer frutos hospedeiros explorados pelo ciodopeDi. longicaudatapor meio do
reconhecimento de sinais quimicos. Além disso, anaBaespécies alteram quantitativamente
alguns dos eventos comportamentais durante o p@desforrageamento hospedeiro quando

na presenca de frutos explorados por seus respgcidmpetidores.
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As implicacdes praticas dos nossos resultados dizepeito a estratégia de liberacdo de
ambas as espécies, especialmente, se a possibiltaditiliza-las conjuntamente em um
programa de manejo de moscas-das-frutas for condi@eUm dos pontos cruciais para que a
implementacéo de programas de manejo de tefritisijasbem sucedida é a atuacdo em uma
ampla area, pois o controle populacional apenasaress comerciais € ineficiente devido a
re-entrada de insetos que se multiplicam em arasas.

De acordo com Zhang e Schlyter (2004) o aumentdiveasidade de compostos volateis
em um determinado ambiente esta diretamente ra@diocom aumento da diversidade de
espécies de plantas. Assim, ambientes de mataanapiresentam maior complexidade de
volateis do que os agroecosistemas convencionassaXorma, partindo do principio de que
fémeas ddDo. areolatusapresentam maior capacidade de discriminacdo @ thaspedeira,
pois evitaram frutos hospedeiros explorados peterbespecifico, podemos sugerir que o
desempenho desta espécie em areas de mata naiavaigeerior ao d®i. longicaudata
Neste sentido, uma opcao para a utilizacdo congedtas espécies seria a liberagcd®de

longicaudata em pomares comerciai®. areolatusem areas nativas.
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Fruto explorado por

Di. longicaudata Fruto infestado o
Fruto sadio Fruto infestado *&
Ar limpo Fruto infestado Kok
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Fig. 1. Resposta olfativa (Do. areolatusem olfatbmetro tipo "Y" a combinac¢des de volat
As barras representam a resposta final dos ins~ representa diferenca significativa er

os tratamentos pelo teste Qu-quadrado (= 0,05).
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Fruto explorado por ‘
Do. areolatus Fruto infestado ns
Fruto sadio Fruta infestado ks
Ar limpo Fruto infestado *%
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Fig. 2 Resposta olfativa dDi. longicaudata em olfatbmetro tipo "Y" a diferente
combinacdes de odores. As barras representam aestasfinal dos insetos’ representa
diferenca significativa &° diferenca ndo significativa entre os tratamentds feste de Qr

guadrado (p< 0,05).
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Tabela 1. Tempo de laténcia (média + EP) de féme&®. areolatuse Di. longicaudataem
resposta a diferentes compostos volateis

Combinacées Do. areolatus Di. longicaudata

¢ Tempo de laténcia (segundos)
Fruto infestado x 391+23a 36324 a
Ar limpo 255+51Db 11+7Db
Fruto infestado x 466 + 23 a 417 +39 a
Fruto sadio 432 +57 a 230+ 74 Db
Fruto infestado x 442 + 30 a -
Fruto explorado pdDi. longicaudata 292+65Db -
Fruto infestado x - 452 + 33 a
Fruto explorado pdDo. areolatus - 345+ 62 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, pdeactanbinacéo, ndo diferem significativamente esitpelo
testet (p < 0.05).
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Tabela 2. Descricao dos principais eventos compansais envolvidos no forrageamento
hospedeiro dos parasitoides. areolatuse Di. longicaudata

Comportamento

Descricdo

Busca do fruto

A fémea caminha ou voa em dire¢éo ao fruto hospedei

Caminhamento no fruto

Ao chegar no fruto as fémeas caminham rapidamesakizando alguns
movimentos verticais das antenas sem haver o wagienesmas no fruto.
Este evento foi observado apenas [favaareolatus.

Caminhamento e antenacéo
no fruto

As fémeas iniciam caminhamento mais lento e a oedjistal das antenas
ficam dispostas paralelamente a superficie do fruealizando
movimentos alternados de baixa amplitude no sentdical.

Parada

A fémea interrompe a caminhada e antenacdo e pecmamovel com as
antenas dispostas perpendicularmente ao corpo.

Movimento em circulo

ApoGs ou de forma intercalada a parada, a fémeaogexo do préprio
corpo (90 a 360°), permanecendo no mesmo locae EHpo de
comportamento ndo foi observado pBialongicaudata

Prova

A fémea introduz o ovipositor, parcial ou totalmenb fruto. Inicialmente

ocorre um movimento caracteristico em que a fémg@eeseu abdome e
posiciona o ovipositor de forma perpendicular agtofr Em seguida,

movimentos rapidos de insercédo e retirada do on@asio realizados.

Parasitismo

A fémea introduz o ovipositor, com ou sem a pra&/germanece sem
movimentacao.

Marcacéo

Apbs a retirada do ovipositor do fruto, a fémedizaaum breve arraste do
mesmo sobre o fruto. Este etapa do comportamenterge foi observada
paraDo. areolatus
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Tabela 3. Tempo despendido por fémeaPadeareolatuspara execucao dos eventos comportamentais eneslal processo de forrageamento
de frutos infestados com. fraterculuse explorados pelo competidDr. longicaudata(Temperatura: 25 + 2 °C, umidade relativa: 60 £24.@
fotofase: 12 horas)

Tratamentos
Evento comportamental Fruto infestado Fruto explorado dor. longicaudata p-valor
Mediana Média + EP Mediana Média + EP
Busca do fruto 30,83 81,63 + 25,84 36,98 142,05 + 38,79 0,393
Caminhamento no fruto 9,51 14,25 + 3,87 8,26 26,43 + 8,61 0,949
Caminhamento e antenacdo 66,15 64,29 + 13,96 70,48 81,21 +£13,24 0,529
Parada 94,57 107,46 £ 21,01 308,82 323,80 + 31,38 < 0,001
Movimento em circulo 17,36 17,19 + 2,96 5,22 8,37 +3,14 0,019
Prova 101,95 105,63 + 11,36 165,41 187,41 £ 23,76 0,018

Os tratamentos foram comparados pelo teste dekikWallis (p< 0,05).
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Tabela 4. Tempo despendido por fémeasDielongicaudata para execucdo dos eventos comportamentais engsivid processo de

forrageamento de frutos infestados cAnfraterculuse explorados pelo competidDo. areolatus.(Temperatura: 25 + 2 °C, umidade relativa:
60 £ 10 % e fotofase: 12 horas)

Tratamentos
Evento comportamental Fruto infestado Fruto explorado fdoo. areolatus p-valor
Mediana Média + EP Mediana Média + EP
Busca do fruto 32,64 36,25 + 6,90 59,64 127,75 + 34,76 0,055
Caminhamento e antenacdo 36,70 54,11 +17,71 60,12 89,81 +17,94 0,088
Parada 92,59 113,92 + 27,96 291,07 322,71 + 41,69 < 0,001
Prova 87,10 105,89 £ 16,61 184,21 171,37 £ 20,19 0,042

Os tratamentos foram comparados pelo teste dekikWallis (p< 0,05).
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Ha possibilidades deDoryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae) vencer uma

competicdo intrinseca contraDiachasmimor pha longicaudata?

R. S.GONCALVES, R. MANICA-BERTC, R. A. VALGAS, B. A. J. PARANHOSED. E.

NAVA 2

! Departamento de Fitossanidade, Universidade Federaelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
96010-900, Capéo do Ledao, Rio Grande do Sul, Brasil

2 Laboratério de Entomologia, Embrapa Clima Temper@6001-970, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.

3 Laboratério de Entomologia, Embrapa Semiéarido, &&.370, Petrolina, Pernambuco, Brasil.

Resumo

Os endoparasitoidePoryctobracon areolatuse Diachasmimorpha longicaudateséao
importantes inimigos naturais de moscas-das-frat@gdem explorar as mesmas espeécies
hospedeiras. Libera¢cOes inundativas destas esg#oipsrcionam ambientes favoraveis para
ocorréncia de competicdo entre ambas. Em func¢dm,desm muitas ocasides as fémeas
forcam seus descendentes a competir com os imalerasitras espécies. Em competicoes
intrinsecas, que ocorrem no interior dos hospesleidi. longicaudata apresenta
superioridade em relacadDm. areolatus No entanto, evidéncias recentes demonstraram que
Do. areolatuse capaz de explorar as fases iniciais de desamaio de seus hospedeiros, e
portanto, haveria possibilidade de sup@&arlongicaudata O presente estudou investigou a

possibilidade deDo. areolatus vencer seu uma competicdo intrinseca contra seu



138

heteroespecifico. Por meio de exposicdes sequsrtgdarvas dé. fraterculus verificamos

que o percentual de parasitismoRie longicaudatafoi significativamente reduzido quando
as larvas foram expostas p&¥a. areolatusem 2° instar e oferecidas pdba longicaudata

em 3° instar. Este resultado confirma nossa hipddesque quandDo. areolatuspossui
vantagem temporal em relaca®a longicaudata torna-se capaz de superar seu competidor.
Nossos resultados sédo discutidos considerando pestas co-evolutivos entre as espécies
envolvida. Além disso, abordamos 0s aspectos deistércias entre estas espécies e suas

implicacdes para os programas de controle biolodgcomoscas-das-frutas.

Palavras-chave:Controle biologico, interacdes tritroficas, Neoiogh, parasitoides, moscas-

das-frutas
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There possibilities ofDoryctobracon areolatus win an intrinsic competition against

Diachasmimor pha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae)?

Abstract

The endoparasitoidoryctobracon areolatusand Diachasmimorpha longicaudatare
important natural enemies of fruit flies and they @xplore the same host species. Inundative
releases of these species provide favorable conditfor the occurrence of competition
between them. As a result, on many situation tineafes force their offspring to compete
with the immature stages of other species. Innsiti competition, that occurring within the
host, Di. longicaudatashows superiority tdo. areolatus However, recent evidence has
shown thaDo. areolatuss able to explore the early stages of developrattiteir hosts, and
therefore would be able to overcome longicaudata This study investigated the possibility
of Do. areolatuswin an intrinsic competition against his heterasfie Di. longicaudata
Through sequential exposures Af fraterculuslarvae, we found that the percentage of
parasitism oDi. longicaudatawas significantly reduced when the larvae wereosed taDo.
areolatusin 2nd instar and offered @i. longicaudatain 3rd instar. This result confirms our
hypothesis that whebBo. areolatushas temporal advantage ot longicaudata it is able

to overcome its competitor. Our results are disedsonsidering the co-evolutionary aspects
of the species involved. Besides, we discuss aspdctoexistences between these species

and the implications for biological control prograuar the fruit flies

Key words: biological control, tritrophic interactions, Neogpioal, parasitoids, fruit-fly
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Introducéo

Uma determinada espécie herbivora pode ser explaratho recurso hospedeiro por
multiplas espécies de parasitoides (Hawkins 20@3ksipilitando a competicdo entreestas
espécies. A compreensao da dinamica desta intee¢@ndamental na implementacéo de
programas de controle bioldgico, pois permite seler espécies de inimigos naturais que
atuem de forma sinérgica, bem como, determinarnantica de liberacbes de espécies
concorrentes, potencializando o controle biolégieo pragas (Mackauer 1990, Bautista e
Harris 1997, Wang et al. 2003). Além disso, os destude competicdo sado fundamentais
quando se pensa na introducdo de espécies exotiegs, visto a possibilidade de
deslocamento e/ou extincdo de espécies nativasgWawdessing 2004, Messing e Wang
2009).

De maneira geral, espécies de endoparasitoideatgoam as fases inicias do hospedeiro,
como por exemplo, ovos e/ou larvas de primeiroamgiodem ter vantagem em relacéo as
espécies competidoras que atacam os estagios waaisaaos (Wang et al. 2003). Por meio
desta estratégia, as espécies superiores podentigaraior volume de recursos nutricionais
para seus descendentes (Silvers e Nappi 1986).X¢mpdo desta situacéo foi a introducao
do endoparasitoide ovo-pup@pius arisanugSonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) no
estado do Hawaii, EUA. Este inimigo natural foi umdas 32 espécies de parasitoides
introduzidas naquele Estado para o controle de asedas-frutas, entre os anos de 1947 e
1953, porém, apos seu estabelecimento as demaisesforam deslocadas (Bess et al. 1961,
Vargas et al. 2012). Além dissbjachasmimorpha tryon{Cameron, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae), que foi levada para o Hawaii parardrote deCeratitis capitata(Wiedemann,
1930) (Diptera: Tephritidae), e efetivamente reduws niveis populacionais desta espécie, foi
forcada a explorar a espécie ndo-abutreta xanthocaetaldrich (Diptera: Tephritidae),

devido a superioridade de arisanusMessing e Wang 2009).
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Diachasmimorpha longicaudat§dAshmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) é um
endoparasitoide larva-pupa, frequentemente enamtpmrasitando larvas de segundo e
terceiro instar de diferentes espécies de tefosidPurcell et al. 1994, Ovruski et al. 2000).
Em 1995,Di. longicaudatafoi introduzida no Brasil, por meio de liberacdaeculativas,
para o0 manejo populacional de diferentes espéaegéderoAnastrephae deC. capitata
(Carvalho 2005).

Estudos conduzidos para avaliar o impacto dest@&cespsobre as populacbes de
parasitoides nativos, demonstraram que em um pomedmentdDi. longicaudatafoi capaz
de reduzir a ocorréncia de espécies nativas, edperite deDoryctobracon areolatus
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae), aéeigp mais frequente e dominante
(Carvalho 2005). Todavia, apos dez anos das padiineracoes, estes autores verificaram
queDi. longicaudatando conseguiu se estabelecer. Ademais, observqued®o. areolatus
continuou sendo a espécie mais frequente. No estdd-l6rida - EUA, ondeDi.
longicaudatafoi introduzida entre 1969 e 1972, verificou-se @pds seu estabelecimento as
taxas de parasitismo ocasionadas [por areolatusforam brutalmente reduzidas (Sivinski
1991). Posteriormente, foi observado que as popetagleDo. areolatushaviam sido
deslocadas (Eitam et al. 2004).

Avaliando a competi¢do intrinseca dos endopardsisgDi. longicaudatae Do. areolatus
em larvas de terceiro instar de suspens&aranhos et al. (2013) verificaram gD@
longicaudata foi capaz de suprimir o desenvolvimento @®. areolatus Contudo,
Matrangolo et al. (1998) observaram que em condigi®&ecampo, fémeas @®. areolatus
realizam forrageamento em frutos de diferentesgiestade maturagéo, indicando que esta
espécie pode explorar hospedeiros de diferenteesda@lém disso, ao coletar frutos verdes
de pitangaKEugenia uniflora Myrtaceae), os autores constataram que 100 %alasitoides

emergidos pertenciam a espécie Neotrofalareolatus
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A col6nia deDo. areolatusmantida no laboratorio de entomologia da EMBRAPANG
Temperado desde 2012, utilizando como hospedeiread deA. fraterculuscriadas em dieta
artificial, so foi possivel apds determinar queanagitismo sO era possivel quando larvas de
segundo instar foram ofertadas (Goncalves, R. rformnacdo pessoal). Recentemente,
Murillo et al. (2015) demonstraram quio. areolatusfoi capaz de ovipositar em ovos e
larvas neonatas denastrepha obliquéMacquart, 1835) (Diptera: Tephritidae).

Diante das evidéncias de qD®. areolatusé capaz de parasitar os estagios iniciais de
desenvolvimento de espécies do génnastrepha o presente trabalho tem por objetivo
estudar o processo de competicdo entre esta espdgie longicaudata Dessa forma,
estabeleceu-se a hipétese de fue areolatusao parasitar larvas de segundo instaAde
fraterculus tera vantagem em relacdo ao seu heteroespecifigiicee e demonstrar-se-a

superior.

Material e Métodos

Material bioldgico. Os insetos utilizados neste estudo foram obtides adddnias de
criacdo do Laboratério de Entomologia da Empresssilgira de Pesquisa Agropecuaria de
Clima Temperado (Embrapa-CPACT), em Pelotas, Ran@ do Sul, Brasil. Para a criacédo
de A. fraterculusfoi utilizada a metodologia descrita por Goncaleesl. (2013) e Nunes et
al. (2013). A multiplicacado d®i. longicaudatafoi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Carvalho e Nascimento (2002), porélzaritdo como hospedeiro larvas Ae
fraterculus multiplicadas em dieta artificial.

Para criacdo dbPo. areolatus os adultos foram mantidos em gaiolas plasticac@ x 27
cm x 23 cm - | x w x h) teladas, alimentados cofugdm aquosa de mel na concentracao de
30 % e agua. A multiplicacdo dos insetos foi real& ofertando-se larvas de segundo instar
de A. fraterculus(6 dias de idade). As larvas foram dispostas erdadeis de parasitismo

(UP), constituidas por uma placa de acrilico (4dendiametro x 0,2 cm de altura) envolta em
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tecidovoile, e expostas as fémeas por 24 horas. Ao final dogmede exposicao as larvas
foram transferidas para frascos contendo dietéicaaticonforme descrito por Nunes et al.
(2013). Com a verificacdo da formacéo dos primemasarios, cerca de 12 dias de vida das
larvas, os mesmos juntamente com as demais lan@®igda se encontravam no terceiro
instar, foram transferidos para caixas de acritmatendo vermiculita. Todas as criacdes de
manutencdo, bem como, 0s bioensaios foram mantatos salas climatizadas com

temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa de 80 % e fotofase de 12 horas.

Experimento 1. Nesta etapa do estudo o objetivo foi avaliar a adip@o entreDo.
areolatus (Da) e Di. longicaudata(Dl) quando ambas espécies exploraram larvag\.de
fraterculus em segundo instar, portanto, nesta condicdo na@dssibilitada vantagem
temporal para nenhuma das espécies. Para afezfeibgs da competicdo entre as espécies,
foram estabelecidos diferentes regimes de exposig8darvas dé\. fraterculus os quais
foram: A (Da): hospedeiro exposto paba por 24 horas; BOl): hospedeiro exposto patd
por 1 hora; CDa - Da): hospedeiro exposto palla por 24 horas e em seguida para um co-
especifico por 24 horas; DK - DI): hospedeiro exposto pabd por 1 hora e em seguida para
um co-especifico por 1 hora; B4 - DI): hospedeiro exposto pakza por 24 horas e em
seguida par®| por 1 hora; FIDI - Da): hospedeiro exposto pddh por 1 hora e em seguida
paraDa por 24 horas. O tempo de exposi¢ao das larvasplafa menor devido a maior
agressividade desta espécie, especialmente entdesdie laboratério.

Para obtencdo de hospedeiros parasitadosdo reginge BA e aqueles da primeira
exposicdo dos regimes C, D, E e F, larvas de segimstiar déA. fraterculusforam expostas
aos respectivos parasitoides. Foram utilizadasd8rdes parasitoides com sete dias de idade,
supostamente acasaladas e com experiéncia prévigamdsitismo. Apos o0 periodo de
exposicao (24 horas paf2o. areolatuse 1 hora pardi. longicaudata as larvas foram

individualmente checadas quanto a presenca derizesatde parasitismo e aquelas que
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apresentaram apenas uma cicatriz foram seleciormdasdar seguimento ao experimento.
Logo apos a verificacéo, as larvas foram separaagiagrupos de 10 e aquelas designadas aos
regimes A e B foram diretamente transferidas pascbs de acrilico contendo dieta artificial
para completar o desenvolvimento larval.

As larvas destinadas aos regimes C, D, E e F fdramsferidas para unidades de
parasitismo [placas de acrilico (1,7 cm de diama&t@1 cm de altura) contendo substrato
constituido por polpa de goiaba e agar] e subnetad@egunda etapa de parasitismo, as
fémeas com sete dias de idade, supostamente alzmsadacom experiéncia prévia de
parasitismo. Ao final da segunda etapa, as lawasf transferidas para dieta artificial para
completar o desenvolvimento larval. Um grupo cdefraonstituido por 10 larvas nao
parasitadas, foi formado e submetido as mesmasig@@sd experimentais que as larvas
expostas aos parasitoides. A partir da formacéopdioseiros puparios, oS mesmos, bem
como as larvas foram transferidos para frascos ¢@5de diametro x 4,5 cm de altura)
contendo vermiculita extra fina, onde permaneceasdna emergéncia de parasitoides e/ou
moscas.

Apés 25 dias, os parasitoides emergidos foram ifiteattos e contabilizados juntamente
com as moscas emergidas e 0s puparios intactos.b@senno niumero de insetos emergidos
calculou-se o percentual de parasitismo (P %),npeio da seguinte equacgdo: P = {[nUmero
de parasitoidesDa ou Dl)/ Y parasitoides@a + DI) e moscas emergidas] x 100}. Para os
regimes de exposicao em que as larvas foram exppata as duas espécies de parasitoides, o
percentual de parasitismo foi calculado para aretmsomparacgéo entre regimes foi realizada
para cada espécie. O experimento foi conduzido €medmento inteiramente casualizado
com seis tratamentos (regimes de exposicdo) e petigdes, sendo cada unidade

experimental constituida por um grupo de 10 larvas.
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Experimento 2. Nesta fase do estudo submetemos ambas espéciesagaqides a uma
condicdo de vantagem temporal em relacdo ao setokspecifico. Dessa forma, as larvas de
A. fraterculusforam submetidas aos seguintes regimes de expogicéoa 29: hospedeiro
em 2° instar expostol@a por 24 horas; BO¥l 29: hospedeiro em 2° instar expostblgor 1
hora; C Da 39: hospedeiro em 3° instar expostoapor 24 horas; DOl 39: hospedeiro em
3° instar exposto @l por 1 hora; EQa 2° - Da 3. hospedeiro em 2° instar expostDapor
24 horas e quando em 3° instar exposto a um cai@spepor 24 horas; FOl 2° - DI 39:
hospedeiro em 2° instar expostbDIlgpor 1 hora e quando em 3° instar a um co-espefic
1 hora; G Da 2° - DI 3. hospedeiro em 2° instar expostDapor 24 horas e quando em 3°
instar exposto &I por 1 hora; HDI 2° - Da 39: hospedeiro em 2° instar expostDlgpor 1
hora e quando em 3° instar exposiaapor 24 horas. Um grupo controle foi submetido as
mesmas condicdes experimentais, porém nao foraosegao parasitismo.

Todos os procedimentos de verificacdo da preseagacdtriz de parasitismo, exposicao
das larvas durante a segunda etapa do regime deig&p, manutencao das larvas entre o 2°
e 3° instar e dos puparios, foram 0os mesmos descrit experimento 1. Apds a emergéncia
de parasitoides e/ou moscas 0s mesmos foram idadbf e contabilizados, e o percentual
de parasitismo foi determinado conforme descritoerperimento 1. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizzmo oito tratamentos (regimes de
exposicdo) e 10 repeticdes, sendo cada unidadeimemal constituida por um grupo de 10
larvas deA. fraterculus

Andlise estatistica. Os dados referentes ao percentual de parasitisng dibis
experimentos foram analisados quanto a normalidagle teste de Shapiro Wilk, a
homocedasticidade pelo teste de Hartley e a ind&peia dos residuos por analise grafica.
Para o experimento 1 verificou-se que o0s pressopgera a homocedasticidade nédo foram

atendidos, dessa forma, optou-se por utilizar te te8o paramétrico de Kruskal Wallis £
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0,05) para comparar o percentual de parasitisnzada espécie entre os tratamentos. Para o
experimento 2, os dados de percentual de parasitdenDo. areolatusatenderam aos
pressupostos e foram submetidos a analise de variéras médias foram comparadas pelo
teste de Tukeyo( = 0,05). Os dados referentesDa longicaudatando atenderam aos
pressupostos, e, portanto, os tratamentos foranpa@uios pelo teste de Kruskal Wallis<
0,05).

Resultados

Experimento 1. As taxas de parasitismo déi. longicaudata ndo foram
significativamente afetadas quando as larvas disaterculustambém foram expostas para
Do. areolatugy? = 5,13; df = 3; p = 0,16) (Fig. 1). Entretantabe ressaltar que no regime de
exposicdo onde as larvas foram expostas primeira [pa. areolatuse depois pardi.
longicaudata foi verificada reducao no percentual de parasiisieDi. longicaudata

No que diz respeito Ro. areolatus ndo foi possivel incluir na anélise os dadosresfies
ao regime de exposicabI(- Da), pois apenas um espécime@e. areolatusemergiu. Este
resultado demonstra a capacidade de supress@i. dengicaudatasobreDo. areolatus
especialmente quanddi. longicaudataé capaz de explorar primeiro 0os hospedeiros. No
entanto, a comparacao entre os demais regimespgsiedo demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre as taxas de parasitismdde areolatug(y? = 0,51; df = 2; p = 0,77) (Fig.
1).

Experimento 2. O percentual de parasitismo Be longicaudatafoi significativamente
reduzido quando as larvas foram expostas paxaareolatusem 2° instar e oferecidas para
Di. longicaudataem 3° instar. Por outro lado no regime de exposigésto DI 2° - Da 39 a
taxa de parasitismo d&. longicaudatafoi significativamente superiogd = 17,91; df = 4; p

= 0).
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N&o foi observado desenvolvimento Be. areolatusquando larvas de 3° instar foram
oferecidas (Fig. 2). Além disso, para o regible2° - Da 3°também nao obtivemos nenhum
espécime dd®o. areolatus Por este motivo os dados destes dois regimesmEsiedo nao
foram incluidos nas analises.

Contudo, ao analisarmos os demais dadd3aereolatuspodemos verificar que quando
esta espécie esteve em vantagem temporal em rel@atmngicaudata(Da 2° - DI 39, suas
taxas de parasitismo foram significativamente dopes (F = 8,02; df = 2; p = 0,001). Além
disso, verificou-se que larvas de 2° instaAdé&aterculusapresentaram melhores condicdes
para o desenvolvimento d&o. areolatus pois ndo observamos emergéncia de parasitoides,
apenas de moscas (dados nao apresentados), gaarasode 3° instar foram oferecidas a este

parasitoide.

Discussao

Os resultados apresentados aqui demonstram queéaiedNeotropicalDo. areolatus
teve seu desempenho significativamente reduzido porlongicaudata quando ambas
espécies foram permitidas a parasitar larvas danseginstar deA. fraterculus(Fig. 1).
Entretanto, quando ha vantagem temporal fgaoa areolatus esta espécie demonstrou
superioridade em relagéo @i. longicaudata(Fig. 2). Estes resultados confirmam nossa
hipotese de qubo. areolatusao explorar os estadios iniciais do desenvolviméntval deA.
fraterculustorna-se capaz de superar seu heteroespebifibtongicaudata

Esse resultado vai de encontro ao reportado p@nPRas et al. (2013) que determinaram
que Do. areolatusndo é capaz de superi. longicaudataem competi¢cdes intrinsecas.
Contudo, cabe ressaltar que Paranhos et al. (20ili2aram larvas de terceiro instar de
suspensafavorecendo assim a superioridadeDdelongicaudata Esta constatacdo pode ser

confirmada com nossos resultados, pois ndo obses/amergéncia deo. areolatus apenas

de moscas (dados ndo apresentados), quando laeveeragiro instar foram oferecidas a
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espécie. Em contrapartida, quando larvas de tercémstar foram oferecidas a
Di.longicaudata o percentual de parasitismo foi de 50 % (Fig. 2).

Doryctobracon areolatugoi capaz de gerar descendentes apenas explotands de
segundo instar, a0 passo dbDe longicaudataapresentou bom desempenho também em
larvas deA. fraterculusde terceiro instar. O fato d&. longicaudatater apresentado bons
resultados utilizando a mesma espécie hospedeirdifenentes idades, faz com que tenha
vantagem em relacadm. areolatus

O fraco desempenho d@®. areolatusem larvas de terceiro instar defraterculus pode
ser interpretado como uma resposta da estratégiadsd por este parasitoide ao longo do
processo de co-evolucdo com seus hospedeirosnejpadimente com seus competidores.
PossivelmenteDo. areolatus adaptou-se para explorar larvas menguesnormalmente se
localizam proximo a epiderme dos frutos, para assiitar competir com heteroespecificos
nativos, como por exemplo seu congénBxayctobracon brasiliensigSzépligeti, 1911)
(Hymenoptera: Braconidae) que possui ovipositogdomanto quantdi. longicaudatae
parasita larvas da. fraterculusde 3 instar (Poncio 2015).

Nossos resultados, corroboram as observagOesadadipor Matrangolo et al. (1998) em
condicdes de campo. Estes autores verificaram f#mdedo. areolatusintroduzindo o
ovipositor em frutos verdes de pitanga, onde asm$aainda encontram-se em estadio inicial
de desenvolvimento. Posteriormente, os autoresro@rim que nestes frutos, o parasitismo
foi realizado apenas p@o. areolatus

As prospeccoes realizadas por Carvalho (2005) mgdaedo Reconcavo Baiano,
demonstraram que a espécie nao foi capaz de $elestr. Além disso, o autor demonstrou
que as populacbes naturais Be. areolatusforam sempre frequentes, mesmo apds a

liberacdo da espécie competidora. Uma possibiligeda explicar as observacdes feitas por
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Carvalho (2005) é justamente o fatoRie areolatusapresentar melhor performance quando
ataca larvas em estadios iniciais de desenvolviongmseus hospedeiros.

Assim como para outras espécies de endoparasitgigesatacam os estadios iniciais de
desenvolvimento de seus hospedeiros, o exato nsacanide supressao utilizado poo.
areolatus para eliminar os imaturos dei. longicaudata permanece sem elucidacéo. De
acordo com Wang et al. (2003) em competicOes sdOas entre parasitoides de larva, o
ataque fisico entre imaturos é o mecanismo de ssgiwecomumente utilizado. Entretanto,
esta possibilidade parece néo ser aplicavel Pataareolatus pois as fases imaturas desta
espécie ndo apresentam aparelho bucal robust@®napéx das larvas ddtetes anastrephae
(Viereck, 1913) (Hymenoptera: Braconidae) (Alujake2013, Murillo et al. 2015).

Estudos ja demonstraram que imaturos de endopadesit em avancado estado de
desenvolvimento podem suprimir seus competidoresn@io da secrecdo de toxinas, anoxia
ou privando nutricionalmente os mesmos (Salt 1988ers e Nappi 1986, Wang et al. 2003).
O uso de um ou mais destes mecanismos, parecenseop;ao par®o. areolatus pois a
Unica situacdo em que a espécie sup&ndongicaudatafoi quando teve a vantagem de
explorar o recurso hospedeiro antes de seu coropéF. 2).

De acordo com modelo desenvolvido por Briggs (1988) uma guilda em que duas
espécies de parasitoides exploram diferentes estééi desenvolvimento da mesma espécie
hospedeira, a coexisténcia somente é possivelisgatisros da espécie tardia sdo capazes de
se desenvolver na presenca de heteroespecificdaviapo modelo parte do principio de que
ambas espécies exploram exatamente os mesmos hioksdeiros. Contudo, Lépez et al.
(1999) observaram quBi. longicaudataexplora especialmente frutos exéticos de maior
tamanho e em pomares comerciais, enqudo areolatustende a explorar frutos menores

de espécies nativas.
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A coexisténcia entr®i. longicaudatae Do. areolatusem diferentes paises demonstra o
quao complexa é a interacdo entre estas espece§liddida, USA, a introducdo dei.
longicaudatafez com que as populacfese. areolatusse deslocassem para outras regides
(Eitam et al. 2004) ao passo que na regidao nordesBrasil,Di. longicaudatando conseguiu
se estabelecer (Carvalho 2005). O fato desta espé&oiter se estabelecido no Brasil pode ser
um indicativo de que a mesma pode ser utilizadacemunto comDo. areolatusem
programas de supressao populacional de moscasudas-fsem que problemas de extingédo
da espécie nativa venham a ocorrer. No caso degmag de controle biolégico aplicado,
onde as duas especeis poderiam ser produzidaso&hrixas e liberadas de forma inundativa
€ possivel sugerir quBo. areolatusdeveria ser a primeira espécie a ser liberadapemb

saiba-se que em condi¢cdes de campo larvas de seguacteiro instar coexistem.
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Resumo

Fopius arisanugSonan) (Hymenoptera: Braconidae) € uma importespecie de parasitoide
de ovos e eventualmente de larvas de primeiroringtanoscas-das-frutas. Esta espécie tem
sido utilizada em diversos paises para o manejadivErsas espécies de tefritideos. Um
aspecto da biologia reprodutiva de parasitoideghdpteros que recentemente recebeu maior
atencdo é o papel da eprendizagem. Neste estusi@xatinamos o efeito de experiéncias
prévias de parasitismo sobre as taxas de parasitenF. arisanus utilizando como
hospedeiro, ovos d&actrocera dorsalisHendel (Diptera: Tephritidae). Os resultados
indicam que a eficiéncia de parasitismo Flearisanusé incrementada por experiéncias
prévias de parasitismo e que este efeito indepeaddade dos parasitoides. Os resultados sao
discutidos considerando as implicacbes sobre @sagbassais, bem como, a respeito da

eficiéncia deste parasitoide em campo.

Palavras-chave:Braconidae, Tephritidae, controle biologico, ciiagnassal
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The effect of Fopius arisanus experience on parasitization oBactrocera dorsalis

Abstract

Fopius arisanugSonan) (Hymenoptera: Braconidae) is an imporsgetcies of parasitoid of
eggs and eventually larvae of first instar of fiiligs. This species has been used in many
countries for the management of several speciggpbiritids. An aspect of the reproductive
biology of hymenopterous parasitoids that has riceaceived increased attention is the role
of learning. In this study, we examined the effeCprevious experiences of parasitism on
parasitization rates ofF. arisanus parasitization rates, using as host, egg8adftrocera
dorsalis Hendel (Diptera: Tephritidae). Our results indec#tat the parasitism efficiency of
this parasitoid, is increased by previous expegeat parasitism and that this effect is
independent of the age of the parasitoids. Ourirdgsl are discussed considering the

implications for mass rearing, as well as on ttieiehcy of this parasitoid in the field.

Key words: Braconidae, Tephritidae, biological control, mesaring
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Introducao

O parasitoide coinobionte ovo-larvRbpius arisanus(Sonan) € um importante agente de
controle de tefrritideos praga, particularmemactrocera dorsalis(Hendel) e Ceratitis
capitata (Wiedemann), embora também seja conhecido pomraiactrocera latifronse
Bactrocera cucurbitag(Bokonon-Ganta et al. 2007; Harris et al. 201B). arisanus é
conhecido como uma espécie altamente eficientau¢€taet al. 1965; Rousse et al. 2005;
Vargas et al. 2012b), com taxas de parasitismorgups a 50 % em condicdes de campo em
alguns casos (Vargas et al. 1993; Purcell 1998)a&et al. 2012a).

Devido as introducdes e estabelecimentos bem slasednicialmente no Havai e
recentemente na Polinésia Francesa, este bracofddentroduzido em dez paises do
Pacifico, Ilhas Reunido, Australia, Israel, Méx&€osta Rica (Vargas et al. 2007; Vargas et
al. 2012a). Entretant®,. arisanusfoi responsavel por deslocar outras espécies @dsipades
no Havai, onde foi um dos 32 inimigos naturaisoiditizidos entre 1947 e 1953 (Bess et al.
1961, Vargas et al. 2012a).

O aumento na utilizacdo e arisanuscomo agente de controle biologico foi possivel
devido ao desenvolvimento de técnicas de criacdodmta artificial para esta espécie
(Bautista et al. 1999; Manoukis et al. 2011), qaehiistoricamente considerada de dificil
multiplicagéo (Haramoto 1953; Chong 1962; SnowbkalVilson 1962; Ramadan et al. 1992a;
Ramadan et al. 1994a). Criacbes massais permitelesenvolvimento de programas de
liberacdo aumentativa, bem como, o aumento da pilalsde de estabelecimento da espécie.
Parametros reprodutivos e comportamentais crititeefam que ser mensurados para a
manutencgéo de colbnias e viabilizacdo da criac&sahaincluindo a idade em que ocorre o
pico de oviposicdo (Ramadan et al. 1994a; Wang ssivig 2003), o efeito da idade das
fémeas sobre a razdo sexual da populagdo descenfRattista et al. 1998), e a

adaptabilidade de diferentes linhagens as condi@désboratdrio (Harris e Okamoto 1991).
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Além destes estudos fundamentais, destinados sibpibar a criacdo massal, um
aspecto reprodutivo de parasitoides himendpteresepebeu recentemente maior atencéo € o
papel do aprendizado (Giunti et al. 2015). Fararisanus existem algumas pesquisas sobre
aprendizagem via associacdo de pistas olfativasueais indicando que estas podem ter
alguma funcéo para deteccédo de hospedeiros (DuRasie 2000; Rousse et al. 2007). Além
de estar envolvido na deteccdo de ovos ou larvaguados, o aprendizado tem sido
considerado um fator adaptativo que auxilia fémeasvitar o superparasitismo (Wang e
Messing 2008).

Neste estudo nés examinamos o papel da experi@aeaaiposicdo sobre as taxas de
parasitismo dd-. arisanus NOs hipotetizamos que fémeas com experiénciagigsréle
oviposicao serdo mais eficazes no parasitismo de deg tefritideos, provavelmente por meio

da aprendizagem de estratégias para localizarasip@ros ovos.

Material e Métodos

Material biol6gico

Os insetos utilizados nos estudos foram obtidos @#Abnias de manutencdo do
USDA-ARS US Pacific Basin Agricultural Research @en(PBARC) em Hilo, Hawalii,
USA. A colbénia de manutencédo Bedorsalisteve inicio com coletas em Puna, llha do Havai
em 1984 e foi mantida de acordo com a metodolagipgsta por Vargas (1989) e Spencer e
Fujita (1997). Desde aguele tempo, estes insetasifonantidos com dieta artificial (Tanaka
1969) em gaiolas 0,6 x 1,18 x 1,32 m a densidadespdoximadamented 50 mil por jaula
com introdugcdo peridédica de material selvagem paaater diversidade genética. Para a
criacado deF. arisanusfoi utilizado como protocolo padrédo os trabalh@sBRhutista et al.

(1999) e Manoukis et al. (2011). A coldénia no USBRS teve seu inicio aproximadamente
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em 1995, e tem sido mantida em gaiolas de 0,22% 0,25 m com aproximadamente 600
adultos. As criacbes de manutencdo e os experisidotam realizados sob condicdes
padrdes do laboratorio do USDA-ARS (Temperaturat 27°C, Umidade relativa: 80 £ 10 %

UR e Fotofase de 12 horas).

Experimento 1 - Efeito da experiéncia de oviposidas fémeas de. arisanus

Este bioensaio foi dividido em duas etapas, umarelearacédo dos insetos e a seguinte
de execucao do teste propriamente dito. Durandése de preparacdo fémeaddarisanus
com trés dias de idade, foram mantidas em grupd®dem gaiolas teladas de 0,25 x 0,25 x
0,25 m conforme descrito por Manoukis et al. (20CHda grupo foi submetido a um regime
de experiéncia (tratamentos), os quais foram: Uitha experiéncia de oviposicdo no terceiro
dia de vida, T2 - trés experiéncias de ovipositaeiro, quinto e sétimo dia de vida, T3 -
cinco experiéncias de oviposicao (do terceiro @iongedia de vida e T4 - sem experiéncia de
oviposigao.

Apls a etapa de preparagdo, que ocorreu duraptanaira semana de vida das
fémeas, o experimento foi executado. Para tal, &fleds de cada tratamento foram
aleatoriamente selecionadas e mantidas em grupd® dan gaiolas plasticas (400 mL).
Foram ofertados 20 ovos d& dorsalis com 2 horas de idade, para cada fémea por um
periodo de 22 horas (total por gaiola plastica ddnfémeas = 200 ovos). Os ovos foram
depositados sobre um pedaco de papel (4 cm de t@me qual foi colocado sobre uma
placa de agar, e ofertados as fémeas. Como cgndi@ike grupos com 100 ovos ndo foram
expostos &. arisanus mas foram mantidos sob as mesmas condi¢des egrasis.

Apos o término do periodo de exposicao, 50 ovamiadissecados para determinacao
dos percentuais de parasitismo e superparasiti©®alemais 150 ovos foram transferidos

para dieta de desenvolvimento larval (Manoukisl.e2@l1) e utilizados 24 horas apds, para
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determinacado da taxa de eclosédo. Apés a formaca@umarios, todas as pupas recuperadas
de cada repeticdo de todos tratamentos e do gropwote, foram mantidas em frascos
plasticos (250 mL), e checadas por quatro semani@as, de determinar o nimero de machos
e fémeas dé-. arisanusemergidos e ndo emergidos (parasitoide formades, que nao
emergiram). Este experimento foi repetido quatrpeseentre os meses de Abril e Maio de

2015.

Experimento 2 - Efeito da idade das fémeab.d&isanus

Para este bioensaio foram utilizadas fémeasFdearisanus presumidamente
acasaladas, de trés idades diferentes (uma, duds semanas de vida) e sem experiéncia de
parasitismo, as quais foram mantidas em gaiolastipd® (400 mL) em grupos de 10. A
quantidade de ovos ofertada por fémea e como d¢enbbem como, a forma de manuseio dos
mesmos, as condicfes experimentais utilizadagpardsnetros bioldgicos avaliados foram os
mesmos descritos no experimento 1. Este experinfent@petido quatro vezes durante o

més de junho de 2015.

Andlise estatistica

Para o experimento 1 os dados das variaveis, meaie de parasitismo,
superparasitismo, eclosdo, bem como, de parassteitiergidos e ndo emergidos, e o nimero
de pupas foram analisados quanto a normalidade pedte de Shapiro Wilk, a
homocedasticidade pelo teste de Hartley e a ind&peia dos residuos por analise grafica.
Nao foi necessario realizar a transformacéo doesjassim, os mesmos foram submetidos a
analise de variancia por meio do teste o <( 0.05). Quando constatada significancia

estatistica, as médias foram comparadas pelodestekey ¢ < 0.05). Para a variavel razédo
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sexual os pressupostos da ANOVA néo foram atendalos tratamentos foram comparados
com a aplicacdo do teste de Friedmag (.05).

No experimento 2, os dados de todas as variawmiamf checados quanto a
normalidade, homocedasticidade e indepéncia dadslues e submetidos a analise de
variancia conforme descrito para o experimento 4.d@dos da variavel superparasitismo
foram transformados emyx + 1 e os referentes a razdo sexual foram transibos
utilizando-se 0 método da poténcia 6tima de Box-C@ara a comparacdo das médias
aplicou-se o teste de Tukey £ 0.05). Todas as analises foram realizadas conxiticado

programa R (R Development Core Team 2015).

Resultados
Experimento 1 - Efeito da experiéncia de oviposidas fémeas de. arisanus

Verificou-se diferenca significativa no percentdal ovos deB. dorsalisparasitados
(F = 8,10;df = 3;p = 0.006) e superparasitadés< 8,92;df = 3;p = 0,004) por fémeas de
arisanus com diferentes niveis de experiéncia de oviposi¢gg@&mneas com trés e cinco
experiéncias de oviposicao apresentaram as mdenas de parasitismo e superparasitismo
(Fig. 1). Entretanto, n&o foi observada diferengaicativa = 0,905;df = 4; p = 0,492)
entre os diferentes regimes de oviposicao e o dentem relacdo a taxa de eclosao dos ovos
(Fig. 1).

O nivel de experiéncia de parasitismo das fémeabk. carisanustambém afetou
significativamente a propor¢édo de parasitoides gines ¢ = 7,66;df = 3; p = 0,007).
Fémeas com trés experiéncias de oviposicdo geraranaior proporcao de parasitoides
emergidos, aproximadamente 80%, diferindo sigrtifteanente das fémeas sem experiéncia
de oviposicdo (Fig. 2). Entretanto, n&o verificeuesferenca significativa para o percentual

de parasitoides ndo emergidés< 2,63;df = 3; p = 0,114). Além disso, nao foi oobservada
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diferenca significativa na razdo sexual das pogesgescendenteg (= 0; df = 3; p = 1)

(Fig. 2).

Experimento 2 - Efeito da idade das fémeab.d&isanus

Os resultados apresentados na tabela 1, demorpieam eficiéncia de parasitismo de
fémeas dd-. arisanusvariou de 22.20 a 36 %, porém néo foi influencipdta idade dos
insetos. Aléem disso, as taxas de superparasiti@mdpdm ndo foram significativamente
afetadas pela idade das fémebs= 4,49;df = 2; p = 0,06). Foi observado efeito do
parasitismo sobre a eclosdo dos ovos, pois todosatmmentos em que 0s ovos foram
expostos aos parasitoides, o percentual de ecfos@mnificativamente inferior ao do grupo
controle £ = 0,52;df = 3;p = 0,68) (Tabela 1).

Em relacdo a proporcdo de parasitoides emergités, foi constatada diferenca
significativa entre os tratamentds £ 2,71;df = 2;p = 0,145) entre os tratamentos (Tabela 2).
A idade das fémeas também nao teve impacto sigtificsobre o percentual de parasitoides
ndo emergidosH( = 2,45:df = 2; p = 0,17) e a raz&o sexual da populacdo descengénte

0,5;df=2;p=0,78).

Discussao

O estudo dos aspectos reprodutivo$-darisanusfoi um dos principais passos para o
avanco no desenvolvimento e aprimoramento de @ende criacdo deste parasitoide
(Ramadan et al. 1994b; Bautista et al. 1998; Baugs$ al. 1999; Wang e Messing 2003;
Manoukis et al. 2011). Neste contexto, o impactaldde das fémeas sobre a razao sexual da
populacdo descendente (Bautista et al. 1998) eaatedzacédo do periodo reprodutivo (Wang

e Messing 2003) foram cruciais para a construcagrdecolos de criacdo. Entretanto,
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estudos recentes demonstram que o0 processo dedizadm pode ter papel fundamental
sobre a capacidade reprodutiva de parasitoidesi(G&ual. 2015).

Os resultados apresentados aqui, demonstram quéxas de parasitismo e
superparasitismo deé. arisanusndo foram influenciadas pela idade das fémease(@al).
Além disso, o numero de parasitoides emergidosoeengrgidos produzidos por fémeas de
diferentes idades também foi similar (Tabela 2}e&sesultados podem ser explicados pela
analise conjunta de dois fatores. O primeiro sereed biologia reprodutiva deste parasitoide.
De acordo com Ramadan et al. (1992b) fémeak. dgisanusemergem com uma pequena
reserva de ovos e atingem o pico de producdo entrearto e o sexto dia de vida apos a
emergéncia, quando entdo a producao declina comalhecimento das fémeas. O segundo
fator a ser considerado nesta explicacdo foi obje® estudos desenvolvidos por Wang e
Messing (2003). Estes autores demonstraram quspardbilidade de hospedeiros (que aqui é
traduzida como experiéncia de oviposicdo) € fundamhepara estimular o processo de
maturacdo de novos ovos e retardar o process@bsargdo daqueles ja produzidos.

A taxa de eclosdo dos ovos nao foi afetada peddeiddas fémeas, no entanto,
verificou-se que a exposicao dos ovosBdalorsalisao parasitismo reduziu a eclosao dos
mesmos (Tabela 1). No que diz respeito a razadmbdapopulacdo descendente verificou-se
gue a mesma néo foi influenciada pela idade dagdéniTabela 2). Este resultado vai de
encontro ao de Bautista et al. (1998) que obsarvaeducao na proporcéo de fémeas geradas
com o aumento na idade das fémeak.d®isanus

A eficiéncia de parasitismo de arisanusfoi afetada pelo nivel de experiéncia das
fémeas. Insetos com 3 e 5 experiéncias de pamagititirante a primeira semana de vida
apresentaram taxas de parasitismo duas vezes@upele insetos sem experiéncia (Fig. 1).
Como consequéncia 0 numero de parasitoides emergidaduzidos por fémeas com

experiéncia também foi superior (Fig. 2). Estesltados podem ser explicados pelos efeitos
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fisioldgicos oriundos da experiéncia de oviposicd&egundo Wang e Messing (2003) o
processo de oviposicdo e arisanusé responsavel por estimular a maturacdo de ovos,
dessa forma, quanto maior o numero de ovos degositemaior serd 0 niamero de ovos
maduros produzidos.

De acordo com Manoukis et al. (2011) fémeas Fdearisanus estdo aptas ao
parasitismo ap0s uma semana da emergéncia e sénmanbdutivas por duas semanas.
Nossos resultados, sugerem que a experiéncia gesigéio durante a primeira semana de
vida das fémeas pode colaborar para elevar amfiei@e producdo dos sistemas de criacao.
Tal incremento de eficiéncia se da pelo fato de guempo de vida util das fémeas €
ampliado em uma semana e o potencial de parasidasimesmas € aumentado.

Diferentemente do reportado por Wang e Messin@8g®bservamos que as taxas de
superparasitismo foram significativamente maioreantp maior a experiéncia das fémeas.
Embora diferentes estudos demonstrem a ocorrémcisugerparasitismo em condi¢cdes de
criacdo, teoricamente, este comportamento é umatégb a ser evitada em espécies
solitarias, pois reduz o desempenho das mesmasA{paen e Visser 1990; Gonzalez et al.
2007; Montoya et al. 2012). Uma possivel razdo panaossos resultados € a associacado entre
a elevada carga de ovos maduros, devido ao estidasicexperiéncias de oviposicdo, e a
competicdo intra-especifica por hospedeiros (Fégtehal. 1994; Yamada e Miyamoto 1998).

Montoya et al. (2000) ao estudar os efeitos d@iggrasitismo em criacdes massais
de Diachasmimorpha longicaudatéAshmead) (Hymenoptera: Braconidae) verificaram a
existéncia de uma relacdo positiva inversa entqgerparasitismo e a emergéncia de
parasitoides. NoOs ndo detectamos diferenca sigtifeg para F. arisanusentre o0s
tratamentos para o parametro percentual de padestndo emergidos, contudo, ao analisar a

figura 1 € possivel verificar que os tratamentodeons taxas de superparasitismo foram
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maiores (trés e cinco experiéncias de oviposicap)amtidade de parasitoides ndo emergidos
também foi maior.

De acordo com Bautista et al. (1998) a propordaalide ovos/fémea paFfaarisanus
e de 20:1, conforme utilizado neste estudo. Emttetacom base em nossos resultados, é
possivel sugerir que a proporcao ideal pode vdeascordo com o nivel de experiéncia das
fémeas, e deve ser levada em consideracao paaa @wtorréncia de superparasitismo, bem
como, aumentar a eficiéncia dos sistemas de cr@gBoarisanus

Insetos sdo capazes de ajustar seu comportameritordgeamento e oviposicdo em
respota a carga de ovos (Minkenberg et al. 1998).afbrdo com a analise dos autores,
fémeas que possuem elevada carga de ovos procordmgpedeiros de forma mais intensa e
despendem menor tempo durante o processo de EnasiSe estas consideracdes também
forem verdadeiras paf arisanusge considerando o fato de que pRrarisanuso estimulo
de oviposicao é responsavel por provocar o aundatmarga de ovos, € possivel sugerir que
fémeas com maior experiéncia de oviposi¢cado seras efigientes em condigcbes de campo.
Neste sentido, poderiamos sugerir que o numeros#tos utilizados em liberagdes massais
poderia ser reduzido.

Outra implicagdo dos resultados obtidos, se refeediciéncia deF. arisanusem
funcdo da flutuacdo populacional hospedeira. Pgpak de moscas-das-frutas contraem e
expandem ao longo do ano e seus inimigos natwadgem a acompanhar tais flutuagoes.
Assim, é possivel presumir que durante os periddasescimento da populagdo hospedeira a
eficiéncia deF. arisanusseja maior do que nos periodos de decréscimostdehaobtese é
verdadeira, seria recomendavel realizar liberagi@splementares durante os periodos de
limitagdo da oferta hospedeira, como forma de cosgoe a reducdo da eficiéncia dos

parasitoides.
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Nossos resultados demonstram que proporcionarriérpgs de oviposicao para
fémeas dd-. arisanuspotencializa a eficiéncia de parasitismo. Alénsdjsnaior nimero de
descendentes sdo gerados. No entanto, a aplicagé®tipo de procedimento em condi¢cdes
de criacdo massal deve ser observada com cuidai®,as taxas de superparasitismo
aumentam com o nivel de experiéncia das fémeasjvpbaente devido a limitacdo de

hospedeiros.
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Tabela 1Percentual de parasitismo, superparasitismo s&zlgmédia + erro padréo) de ovos

deB. dorsalisexpostos para fémeas Eearisanuscom diferentes idades.

Idade (semanas) Parasitismo (%)  Superparasitisho (%0 Ecloséo (%)

3 32,70+ 7,48 a 2,30+ 0,68 a 90.07+£1.27 a
2 36,00 +4,31a 470+154 a 91.23+1.35a
1 22,20 + 8,68 a 0,90+0,34 a 91.97+0.36 a
Control NA NA 91.25+1.24a

Valores seguidos pela mesma letra na columa naredifsignificativamente entre si. Anova e Test@uey @ = 0,05).

NA - Nao aplicavel.
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Tabela 2 Percentual de parasitoides emergidos e nao erosrgiel razdo sexual dos

descendentes produzidos por fémeak.d®isanuscom diferentes idades.

Parasitoides
Idade (semanas) Razéao sexual

3 46,36 + 10,30 a 2,57+1,36 a 0,69+0,01a
2 44,63 + 8,62 a 3,671,994 a 0,68 +0,03 a
1 22,30+ 7,81 a 0,70+1,64 a 0,70+0,01 a

T valores seguidos pela mesma letra na coluna fié@di significativamente entre si. ANOVA e testeTaéey @ = 0,05).
2 valores seguidos pelas mesmas letras na colundifeiem significativamente entre si. Qui-quadrad@ste de Friedman
(a =0,05).

EP - erro padréo
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Fig. 1. Parasitismo, superparasitismo e eclosdovde deB. dorsalisexpostos para fémeas
de F. arisanuscom diferentes experiéncias de oviposicdo. As balleaerro representam

erro padréo.
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Figure 2. Percentual de parasitoides emergidosen@rgidos e razdo sexual da popule
descendente produzida por fémeas. arisanuscom diferentegxperiéncias de oviposicé

As barras de erro representam o erro pa
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8 — Conclusbes

- Larvas de segundo instar de A. fraterculus propiciam melhores condi¢des para o
desenvolvimento de Do. areolatus;

- Arelacédo de 10 larvas de A. fraterculus por fémea de Do. areolatus expostas por
12 pelo periodo de 12 horas permite maximizar a producao deste parasitoide;

- O desempenho de Do. areolatus é incrementado com o fornecimento de dieta com
concentracédo de mel 60 %;

- Larvas de A. fraterculus possibilitam o melhor desenvolvimento das fases imaturas
e adulta Do. areolatus em relacéo a C. capitata;

- O limiar térmico inferior de desenvolvimento (Tb) de machos e fémeas de Do.
areolatus séo 8,04 e 8,15, respectivamente;

- A constante térmica de machos e fémeas de Do. areolatus sdo 358,05 e 399,97
graus dias, respectivamente;

- O intervalo térmico de 22 a 25 °C € o ideal para a manutenc¢do dos adultos de Do.
areolatus;

- Fémeas de Do. areolatus se utilizam de sinais quimicos para discriminar frutos
previamente explorados pelo heteroespecifico Di. longicaudata;

- O comportamento de busca hospedeira tanto de Do. areolatus quanto de Di.
longicaudata é alterado quando as fémeas destas espécies exploram frutos
previamente explorados pela espécie competidora;

- Quando em vantagem temporal, Do. areolatus € capaz de superar seu competidor
Di. longicaudata.

- A eficiéncia de parasitismo de F. arisanus é incrementada por experiéncias prévias

de parasitismo e independente da idade das fémeas.
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