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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a viabilidade da estocagem de ovos de Mythimna sequax

em nitrogénio liquido visando a producdo massal de Trichogramma. A tese foi dividida em
quatro capitulos, sendo o primeiro destinado a realizacdo de estudos de base visando
incrementar os indices de parasitismo e emergéncia de Trichogramma em ovos de M. sequax
estocados em nitrogénio liquido. Foram avaliadas a influéncia da densidade de fémeas de
Trichogramma pretiosum no parasitismo de ovos estocados por 15 dias e o desempenho de
fémeas criadas em ovos estocados durante trés geracdes e comparadas com fémeas criadas em
ovos ndo estocados, a fim de verificar a necessidade de manter uma linhagem de Trichogramma
criada em ovos estocados. No segundo capitulo, foi estudado a influéncia de ovos de M. sequax,
tratados com crioprotetores antes do congelamento em nitrogénio liquido e ofertados ao
parasitismo por T. pretiosum. Os ovos foram tratados com dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol,
sacarose, etilenoglicol e leite desnatado para criopreservacdo. O parasitismo destes ovos foi
comparado com ovos nao tratados estocados e ndo estocados. No terceiro capitulo, avaliou-se
a capacidade reprodutiva de Trichogramma atopovirilia, Trichogramma exiguum,
Trichogramma galloi e T. pretiosum em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido
para determinar as espécies que apresentam melhor aceitacdo dos ovos estocados em nitrogénio
liquido. Enquanto que no quarto capitulo, foram comparados os indices de parasitismo e
emergéncia de T. pretiosum em ovos de Anticarsia gemmatalis e M. sequax estocados em
nitrogénio liquido. Posteriormente foram determinados e quantificados por meio de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) os metabolitos trealose, fosfocolina e
maltodextrina presentes nos ovos desses dois hospedeiros. Apos esses experimentos foram
avaliadas a influéncia do tempo de estocagem (um, trés, seis, nove e 12 meses) de ovos de M.
sequax em nitrogénio liquido no parasitismo por T. atopovirilia e T. pretiosum. Com base
nesses estudos verificou-se que a densidade ideal para os experimentos com T. pretiosum foi
de uma fémea para dez ovos; e que ndo ha necessidade de manter uma linhagem de
Trichogramma a partir de ovos estocados, pois ndo houve diferenca nos parametros biolégicos.
Né&o ha necessidade da adicdo de crioprotetores antes da estocagem dos ovos, uma vez que 0S
maiores indices de parasitismo foram obtidos em ovos sem tratamento prévio. As espécies que
mais se destacaram no parasitismo de ovos estocados foram T. atopovirilia e T. pretiosum. Ovos
de A. gemmatalis ndo sdo vidveis a estocagem em nitrogénio liquido e apresentaram menor
quantidade de trealose e maltodextrina do que os ovos de M. sequax, sendo que estes foram
viaveis para estocagem em nitrogénio liquido por até 12 meses sem afetar os parametros
bioldgicos das espécies de Trichogramma avaliadas.

PALAVRAS-CHAVE: estocagem de ovos, temperaturas ultrabaixas, parasitoides de ovos



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the viability of Mythimna sequax stored eggs in liquid nitrogen
for the mass production of Trichogramma. The thesis was divided into four chapters, the first
for the performing baseline studies to increase the parasitism and emergence of Trichogramma
on M. sequax eggs stored in liquid nitrogen. The influence of the density of Trichogramma
pretiosum females on parasitism of eggs stored for 15 days was evaluated. The performance of
females reared for three generations on stored eggs was compared to females reared on non-
stored eggs, to identify possible alterations in the parasitism capacity of stored produced adults
in relation to non-stored ones. In the second chapter, has studied the influence of M. sequax
eggs treated with cryoprotectants before freezing in liquid nitrogen and offered to parasitism
by T. pretiosum. The eggs were treated with dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol, sucrose,
ethylene glycol and skim milk for cryopreservation. The parasitism of the eggs was compared
to eggs untreated stored and non- stored. In the third chapter, we evaluated the reproductive
capacity of Trichogramma atopovirilia, Trichogramma exiguum, Trichogramma galloi and T.
pretiosum from eggs of M. sequax stored in liquid nitrogen to determine the species with better
acceptance of eggs stored in liquid nitrogen. In the fourth chapter the parasitism and emergence
of T. pretiosum was compared on Anticarsia gemmatalis and M. sequax eggs stored in liquid
nitrogen. After The trehalose metabolites, phosphocholine and maltodetrina present in eggs of
these two hosts were determined and quantified by means of nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR). After these experiments were evaluated the influence of storage time
(one, three, six, nine and 12 months) of M. sequax eggs in liquid nitrogen in parasitism by T.
atopovirilia and T. pretiosum. Based on these studies it was found that the ideal density for the
experiments with T. pretiosum was a female per ten eggs; and there is no need to maintain a
Trichogramma strain from eggs stored because there was no difference in biological
parameters. There is no need for the addition of cryoprotectant prior to storage of eggs, since
the larger parasitism were obtained from untreated eggs.The species that stood out in the
parasitism of stored eggs were T. atopovirilia and T. pretiosum. Anticarsia gemmatalis eggs are
not viable for storage in liquid nitrogen and had lower amount of trehalose and maltodextrin
than the M. sequax eggs, and these were viable for storage in liquid nitrogen for up to 12 months
without affecting the biological parameters of assessed species of Trichogramma.

KEYWORDS: stored eggs, ultralows temperatures, parasitoid eggs
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1 INTRODUCAO GERAL

Os parasitoides de ovos do género Trichogramma Westwood (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) sdo os inimigos naturais mais utilizados em programas de controle
biologico de lepiddpteros-pragas no mundo (KING e COLEMAN, 1989; SMITH, 1996;
PEREIRA et al., 2004). Sua producdo massal € realizada a partir de hospedeiros alternativos
como Sitotroga cerealella Olivier (Lepidoptera: Gelechiidae), Anagasta kuehniella Zeller e
Corcyra cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae) (HASSAN, 1981; PARRA, 1997,
GREENBERG et al., 1998; ZHENG et al., 2003). Esses hospedeiros sdo utilizados devido ao
seu baixo custo de producdo, uma vez que sdo criados em dieta a base de farinhas (PARRA,
1997).

Os microlepidopteros possuem ovos pequenos com volume aproximado de 0,021 a 0,036
mm® (CONSOLI et al., 1999). Neste contexto, 0 tamanho dos ovos da espécie hospedeira
influenciam significativamente o tamanho, longevidade e desempenho reprodutivo dos
parasitoides que neles se desenvolvem (SALT, 1941; BAI et al., 1992; ROITBERG et al.,
2001). Parasitoides originados de ovos hospedeiros de menor volume tém a capacidade de
parasitismo afetada quando parasitam ovos de maior volume (KRAZMER e LUCK, 1995;
GREENBERG et al., 1998; HOFFMANN et al., 2001). Por outro lado, ovos maiores originam
parasitoides mais vigorosos, longevos e com maior capacidade reprodutiva devido a maior
disponibilidade de alimento (SALT, 1941; BOLDT e MARSTON, 1974; BAI et al., 1992;
NURINDAH et al., 1999).

Atualmente, os parasitoides produzidos a partir de ovos das tracas-dos-cereais s@o
empregados tanto no controle de lepidopteros-pragas que possuem ovos mindsculos, quanto 0s
gue apresentam ovos mais volumosos, como é o caso dos noctuideos e erebideos. A maioria
dos lepidopteros-pragas que atacam grandes culturas pertencem a essas duas familias
(HOFFMANN et al., 2001; AVANCI et al., 2005; EL-WAKEIL, 2007; FOERSTER et al.,
2014). O sucesso de programas de controle bioldgico desses lepiddpteros-pragas pode ser
incrementado com a utilizagdo de parasitoides produzidos a partir de hospedeiros mais
volumosos. Alguns estudos ja demonstraram que o parasitismo de ovos de noctuideos foi mais
eficiente quando os parasitoides foram produzidos a partir de hospedeiros de maior volume em
comparacdo aos parasitoides obtidos de hospedeiros de menor volume (KRAZMER e LUCK,
1995; GREENBERG et al., 1998).
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Neste sentido, surge a necessidade de viabilizar a producdo massal de Trichogramma a
partir de um hospedeiro que atenda essa demanda. Ovos de Mythimna sequax (Franclemont,
1951) (Lepidoptera: Noctuidae) apresentam potencial para utilizacdo na producdo massal de
Trichogramma spp. (AVANCI, 2004; KRECHEMER, 2010). Esta espécie, além de apresentar
0vos trés vezes mais volumosos quando comparado com ovos de A. kuehniella (CONSOLI et
al., 1999; ZAMONER, 2005) possui alta capacidade reprodutiva, facilidade e custo reduzido
de criacdo (SALVADORI e PARRA, 1990; FOERSTER, 1996; MARCHIORO e FOERSTER,
2012).

Entretanto, um dos principais entraves numa producdo massal de Trichogramma € a
disponibilidade continua de ovos hospedeiros, uma vez que, eventualmente, pode ocorrer queda
na producdo de ovos. Uma das alternativas para incrementar a producdo massal de
Trichogramma nos periodos de maior incidéncia das pragas é a criopreservacao de ovos
hospedeiros em nitrogénio liquido (GRECO e STILINOVIC, 1998; TEZZE e BOTTO, 2004).
Esta técnica vem sendo empregada na producdo massal dos parasitoides de ovos de percevejos
Trissolcus basalis Wollaston e Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) para
utilizacdo em programas de controle bioldgico de percevejos na cultura da soja (CORREA-
FERREIRA e OLIVEIRA, 1998; DOETZER e FOERSTER, 2013; FAVETTI et al., 2014). A
principal vantagem da técnica é a preservacao dos ovos hospedeiros por periodos prolongados.
Corréa-Ferreira e Oliveira (1998) estocaram ovos de Nezara viridula L. (Heteroptera:
Pentatomidae) em nitrogénio liquido por um ano e obtiveram altos indices de parasitismo e
emergéncia de T. basalis.

Em lepidopteros, a maioria dos estudos se concentram na estocagem de ovos de
microlepiddpteros parasitados e mantidos em baixas temperaturas, porém, por periodos curtos,
de até dois meses (JALALI e SING, 1992; PITCHER et al., 2002; OZDER, 2004). A
criopreservacao de ovos de lepidopteros em nitrogénio liquido tem se mostrado uma alternativa
promissora para a producdo massal de Trichogramma. Greco e Stilinovic estocaram ovos de S.
cerealella por 20, 30 e 130 dias e obtiveram indices de parasitismo por Trichogramma
pretiosum de até 43% e emergéncia de 69%. Posteriormente, Krechemer (2010) avaliou o
parasitismo e emergéncia de Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner e T. pretiosum em
ovos de M. sequax armazenados em nitrogénio liquido por 30, 60 e 90 dias e observou indices
de parasitismo que variaram de 58,5 a 69,8% para T. pretiosum e 48 a 69% para T. atopovirilia.
A porcentagem de emergéncia foi superior a 97% para T. pretiosum e 85% para T. atopovirilia.
Esses resultados, embora promissores, indicam que a técnica de estocagem empregada em ovos

de M. sequax, pode ser aprimorada e se tornar viavel para a produgdo massal de Trichogramma.
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Portanto, h& necessidade de estudos que promovam o incremento do parasitismo por
Trichogramma em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido e o aumento do tempo
de estocagem desses 0vos.

Nesta tese foi estudada a viabilidade da estocagem de ovos de M. sequax em nitrogénio
liquido para utilizacdo na produgdo massal de Trichogramma. Portanto, foram avaliados fatores
como densidade de parasitoides, desempenho de linhagens e espécies de Trichogramma, uso
de crioprotetores, tempo de estocagem e tolerancia dos ovos de M. sequax a baixas
temperaturas.

A tese serd apresentada em quatro capitulos, sendo o primeiro destinado a realizacéo de
estudos para definicdo da densidade de parasitoides a ser empregada no parasitismo por
Trichogramma em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido; além da comparacao
do desempenho de fémeas criadas em ovos estocados com fémeas criadas em ovos nao
estocados. O segundo capitulo demonstra a influéncia do uso de alguns crioprotetores durante
0 processo de estocagem dos ovos. O terceiro trata-se da avaliagdo da capacidade reprodutiva
de T. atopovirilia, T. exiguum, T. galloi e T. pretiosum em ovos estocados comparadas com
ovos ndo estocados. O quarto capitulo apresenta a comparacdo dos indices de parasitismo e
emergéncia de T. pretiosum em ovos de Anticarsia gemmatalis e M. sequax criopreservados; a
determinacdo e quantificacdo dos crioprotetores naturais presentes nos ovos das duas espécies;
e para concluir, a avaliacdo do parasitismo por T. atopovirilia e T. pretiosum em ovos de M.

sequax mantidos em nitrogénio liquido por até 12 meses.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS

O controle biolégico por meio de inimigos naturais tem se mostrado uma ferramenta
eficiente no controle de diversas pragas agricolas e florestais (VAN LENTEREN et al., 2003;
PARRA et al., 2014). Os parasitoides de ovos do género Trichogramma sdo 0s agentes mais
utilizados no controle de lepidopteros-pragas (KING e COLEMAN, 1989; SMITH, 1996). A
cada ano, as liberagBes inundativas de Trichogramma em éreas florestais e agricolas tém
aumentado de forma expressiva em mais de 50 paises, totalizando aproximadamente 32 milhGes

de hectares (P1ZZOL et al., 2010). No Brasil, as libera¢cdes de Trichogramma ocorrem em
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aproximadamente 750.000 hectares, principalmente em areas de producéo de cana-de-agucar e
soja, mas também em pequenas areas de cultivo de milho e tomate (PARRA et al., 2015).

O género possui ampla distribuicdo geografica com mais de 200 espécies distribuidas
em todo o mundo (PINTO, 2006). Trichogramma pretiosum é a espécie que esta associada a
um maior numero de hospedeiros, portanto, é a mais utilizada em programas de controle
biolégico no mundo (ZUCCHI e MONTEIRO, 1997). Essa espécie, juntamente com
Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner, Trichogramma exiguum Pinto e Platner,
Trichogramma galloi Zucchi e Trichogramma lasallei Pinto ocorrem em todo continente
americano (ZUCCHI et al., 2010). Algumas espécies tém hospedeiros especificos, como é o
caso de T. galloi que estéa associado a broca da cana-de-acucar Diatraea sacharallis (ZUCCHI
etal., 2010).

A maioria dos lepidopteros parasitados por Trichogramma pertencem a familia
Noctuidae, como Chrysodeixis includens Walker (BUENO et al., 2012), Helicoverpa armigera
Hibnner (GUNDANNAVAR e GIRADDI, 2014; MACFADYEN et al., 2015), Helicoverpa
zea Boddie (MANANDHAR e WRIGTH, 2015), Heliothis virescens Fabricius (ANDRADE et
al., 2011), Spodoptera cosmioides Walker (CABEZAS et al., 2013), Spodoptera frugiperda
Smith (DIAZ et al., 2012), Trichoplusia ni Hiioner (KRECHEMER e FOERSTER, 2015) e
Anticarsia gemmatalis Hiioner (CANETE e FOERSTER, 2003; AVANCI et al., 2005;
FOERSTER et al., 2015), esta Gltima recentemente posicionada na familia Erebidae. Esses
lepidopteros estdo associados a culturas de grande importancia econémica, como soja, milho e
algodéo.

Outros lepidépteros como Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae)
(CONSOLI et al., 1999; GEREMIAS e PARRA, 2014), Lobesia botrana Denis e
Schiffermiller (lepidoptera: Tortricidae) (EL-WAKEIL et al., 2008; PI1ZZOL et al., 2012),
Ostrinia nubialis Hibner (Lepidoptera: Crambidae) (CHAPMANN et al., 2009), Tuta absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) (URBANEJA et al., 2012; CHAILLEUX et al., 2013)

também séo parasitados por inimeras espécies de Trichogramma.

2.2 DESEMPENHO DE Trichogramma EM FUNCAO DO TAMANHO DO HOSPEDEIRO

Trichogramma é um parasitoide gregario, com mais de um individuo desenvolvendo-se

no interior do ovo-hospedeiro dependendo do volume (SALT, 1941). A maioria das espécies

apresenta partenogénese arrendtoca, onde oOvulos fecundados originardo fémeas e 0s néo
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fecundados dardo origem a machos. Algumas espécies sao telitocas, cuja producédo sera apenas
de fémeas; Assim, a qualidade do hospedeiro influenciard a razdo sexual, pois as fémeas
necessitam de maior disponibilidade de nutrientes para um desenvolvimento ideal (VINSON,
2010).

Fatores como idade do ovo, volume e espessura do cérion estdo envolvidos na producéao
de um parasitoide de qualidade (BOIVIN, 2010). Dentre esses fatores, o tamanho do ovo-
hospedeiro além de influenciar o numero de parasitoides, também tem um efeito importante
sobre o desempenho dos adultos, em aspectos como tamanho, vigor e fecundidade, devido aos
recursos disponiveis para o desenvolvimento das formas imaturas (ROITBERG et al., 2001).
Neste sentido, parasitoides originados de ovos pequenos podem ter a sua capacidade de
parasitismo afetada em ovos mais volumosos. Krazmer e Luck (1995) verificaram que o
parasitismo de fémeas de T. pretiosum originadas de ovos H. zea foi maior quando comparado
com fémeas originadas de ovos de S. cerealella. Greenberg et al. (1998) avaliaram o
parasitismo de T. pretiosum e Trichogramma minutum Riley provenientes de ovos de H. zea,
Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae) e S. cerealella e verificaram que as fémeas
originadas dos hospedeiros com ovos de maior volume apresentaram maior capacidade de
parasitismo.

Hoffmann et al. (2001) compararam o desempenho de Trichogramma ostriniae Pang e
Chen originados de ovos de O. nubilalis, T. ni, Ephestia kuhniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) e S. cerealella em ovos de O. nubilalis e verificaram baixo desempenho dos
parasitoides oriundos de ovos de S. cerealella. Siqueira et al. (2012) verificaram baixos indices
de parasitismo por T. pretiosum, originados de ovos de A. kuehniella, em ovos de S. frugiperda,
A. gemmatalis e C. includens, cujos ovos sdo mais volumosos. Esses trabalhos demonstram a
importancia da sele¢do de um hospedeiro adequado para a producdo de Trichogramma visando
0 controle de lepiddpteros-pragas que apresentam ovos mais volumosos, como é o caso dos

noctuideos.

2.3 PRODUCAO DE Trichogramma EM OVOS DE Mythimna sequax

Mythimna sequax € considerada uma das principais pragas que atacam culturas de

inverno, como trigo, cevada e aveia (BERTELS, 1970). Além de ser um inseto de facil

multiplicacdo em laboratdrio, as fémeas possuem alta capacidade reprodutiva tanto em dieta
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artificial (SALVADORI e PARRA, 1990; MARCHIORO e FOERSTER, 2012) quanto em
dieta natural (FOERSTER, 1996) podendo produzir em média 1.200 ovos durante a sua vida.
Grande parte dos relatos de parasitismo de M. sequax se refere ao parasitismo no estagio
larval (DOETZER e FOERSTER, 1998; FOERSTER et al., 1999; FOERSTER e DOETZER,
2003), porem, estudos realizados por Avanci (2004) e Krechemer (2010) indicam que 0s 0vos
de M. sequax tem potencial para a producdo de Trichogramma, pois, proporcionam mais de um
parasitoide por ovo, individuos robustos, vigorosos e longevos. Os ovos desse noctuideo séo
trés vezes mais volumosos do que os ovos de A. kuehniella (CONSOLI et al. 1999, ZAMONER,
2005), o que proporciona maior reserva nutricional para o parasitoide durante a fase larval.
Entretanto, a producdo massal de Trichogramma em larga escala utiliza como critério o
nimero de parasitoides produzidos por custo de producdo e ndo considera o desempenho do
parasitoide (SOUTHARD et al., 1982, BAI et al., 1992), sendo este um fator limitante para a
producdo de parasitoides mais vigorosos a partir de hospedeiros de maior volume quando
comparado com os hospedeiros alternativos que existem no mercado. Neste sentido, Marchioro
e Foerster (2012) adaptaram uma dieta artificial para a producdo de M. sequax com custo
reduzido quando comparado as dietas utilizadas por Salvadori e Parra (1990) na criacdo deste
noctuideo. A utilizacdo da dieta adaptada por Marchioro e Foerster (2012) pode possibilitar
uma reducdo acentuada no custo de produgdo do hospedeiro tornando viavel a producdo de
Trichogramma a partir de ovos de M. sequax para liberagdes inoculativas em programas de

controle bioldgico visando o controle de noctuideos.

2.4 METODOS DE ESTOCAGEM EM BAIXAS TEMPERATURAS

A estocagem de ovos-hospedeiros em baixa temperatura € uma alternativa que
possibilita uma disponibilidade de ovos continua durante o ano e o incremento da producdo
massal de Trichogramma nos periodos de maior ocorréncia da praga (GRECO e STILINOVIC,
1998; OZDER, 2004; WANG et al., 2014). Esta técnica vem sendo estudada em muitos paises,
mas no Brasil ainda € pouco explorada (KRECHEMER, 2010). Os principais métodos
utilizados tém sido a estocagem de ovos em refrigerador (JALALI e SING, 1992; LEOPOLD
et al., 1998; PITCHER et al., 2002; BAYRAM et al., 2005; LOPEZ e BOTTO, 2005;
RODRIGUES e SAMPAIO, 2011), freezer e nitrogénio liquido (GRECO e STILINOVIC,
1998; LOHMANN et al., 2007; KRECHEMER, 2010).
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2.4.1 Estocagem em refrigerador

A estocagem de ovos em refrigerador consiste em armazenar ovos ja parasitados por
Trichogramma em temperaturas que variam entre 0 e 15 °C (LEOPOLD et al., 1998). Trata-se
de um método com baixo custo de manutencdo e permite a sincronizacao entre a producao de
parasitoides com a ocorréncia da praga nas culturas (TEZZE e BOTTO, 2004). A maioria dos
estudos se concentra na estocagem de ovos dos hospedeiros alternativos A. kuehniella, S.
cereallela e C. cephalonica (JALALI e SINGH, 1992; TEZZE e BOTTO, 2004; OZDER,
2004). Esse método € o mais utilizado, pois ndo afeta a capacidade de parasitismo uma vez que
apenas as pré-pupas e pupas de Trichogramma sdo armazenadas em baixas temperaturas
(AVANCI, 2004; OZDER, 2004). Porém, esta técnica sd é viavel por periodos curtos de
estocagem, pois, a medida em que se aumenta o tempo de armazenamento ocorre uma dréstica
reducdo no indice de emergéncia dos parasitoides (JALALI e SINGH, 1992; AYVAZ et al.,
2008).

Jalali e Singh (1992) estocaram ovos de C. cephalonica parasitados por Trichogramma
achaeae Nagaraja e Nagarkatti, Trichogrammatoidea eldanae Viggiani, Trichogramma
chilonis Ishii e Trichogramma japonicum Ashmead e posteriormente mantidos nas
temperaturas de 2, 5 e 10 °C por até 49 dias. Os autores observaram um descrésimo na
emergéncia de adultos a medida em que aumentou o tempo de armazenamento. A emergéncia
das quatro espécies de Trichogramma foi inferior a 40% aos 49 dias de estocagem dos ovos nas
trés temperaturas.

Pitcher et al. (2002) armazenaram por até 60 diasa 6, 9 e 12 °C ovos de S. cerealella
parasitados e verificaram que a temperatura de 9 °C foi a que menos afetou a emergéncia (63%)
de T. ostriniae. Rundle et al. (2004) estocaram ovos de S. cerealella nas temperaturas de 4, 8 e
10 °C por até 60 dias e observaram que o maior indice de emergéncia de Trichogramma
carverae Oatman e Pinto foi obtido nos ovos estocados por 15 dias a 10 °C. Rodrigues e
Sampaio (2011) avaliaram a viabilidade da estocagem de ovos de S. cerealella parasitados por
T. pretiosum nas temperaturas de 5, 8 e 10 °C mantidos por até 20 dias e obtiveram emergéncia
de parasitoides superior a 90% nas temperaturas de 5 e 8 °C e 79% para a estocagem a 10 °C.

Ozder (2004) observou em ovos de Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
parasitados e mantidos a 0 C° por 14 dias uma taxa de emergéncia de Trichogramma cacoeciae
Marchal superior a 90% e aos 31 dias 70%. Yilmaz et al. (2007) armazenaram ovos de E.

kuehniella parasitados por Trichogramma evanescens Westwood durante 30 dias a 10 °C e
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obtiveram 85% de emergéncia. Ayvaz et al. (2008) estocaram ovos de E. kuehniella parasitados
por T. evanescens a 4 °C por 60 dias, e observaram uma drastica reducdo na emergéncia dos
adultos (47%) a partir de trinta dias. Gardner et al. (2012) estocaram ovos de E. kuehniella
parasitados por T. ostriniae por 60 dias a 2 °C e duas vezes por semana aclimataram 0s ovos a
20 °C por 3 h. Essa técnica permitiu o aumento da emergéncia, longevidade e fecundidade dos
parasitoides. Lessar e Boivin (2013) observaram que a emergéncia de Trichogramma brassicae
Bezdenko ndo foi afetada pela estocagem de ovos de E. kuehniella a 10 °C por 30 dias.
Bayram et al. (2005) estudaram o efeito da estocagem de ovos do bicho da cana Sesamia
nonagrioides (Lefébvre) (Lepidoptera: Noctuidae), de ocorréncia nas regides mediterraneas,
parasitados por Telenomus busseolae Gahan (Hymenoptera: Scelionidae) por 30 dias em trés
temperaturas (4, 8 e 12 °C) e verificaram emergéncia superior a 60% para as trés temperaturas
somente nos primeiros 15 dias. Além de Trichogramma, outros parasitoides também sao
afetados pelo armazenamento em baixas temperaturas. Lopez e Botto (2005) estocaram pupas
de Eretmocerus corni Haldeman e Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae) a 11,5

°C e obtiveram emergéncia superior a 90% somente até 14 dias de estocagem.

2.4.2 Estocagem em freezer

Este método consiste no armazenamento de ovos-hospedeiros em temperaturas ultra-
baixas que variam entre 0 e — 140 °C (PEVERIERI et al., 2015). Diferentemente da estocagem
em refrigerador, 0s ovos sdo parasitados por Trichogramma ap0s a retirada do congelador
(GRECO e STILINOVIC, 1998). A principal vantagem é a possibilidade de estocagem dos
ovos por longos periodos. Peverieri et al. (2015) estocaram ovos do percevejo Leptoglossus
occidentalis (Heidemann) (Heteroptera: Coreidae), importante praga florestal na América do
Norte, em quatro temperaturas (+4, -20, -80 e -140 °C) e registraram as maiores taxas de
parasitismo de Gryon pennsylvanicum Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) nas
temperaturas de -80 °C -140 °C (52%) em ovos estocados por 12 meses. Milward-de-Azevedo
et al. (2004) avaliaram o desempenho reprodutivo de Nasonia vitripennis Walker
(Hymenoptera: Pteromalidae) em pupas de Chrysomya megacephala Fabricius (Diptera:
Calliphoridae) armazenadas a — 20 °C durante 77 dias e obtiveram 78% de emergéncia de
adultos.

Entretanto, para a producdo de Trichogramma este método ainda néo é vidvel conforme

estudos realizados por Dass e Ram (1983) que estocaram ovos de C. cephalonica a -6 °C por
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diferentes periodos por até 15 dias e verificaram que a maior taxa de parasitismo (69%) por T.
exiguum ocorreu nos ovos estocados por sete dias. Apos esse periodo, houve uma acentuada
reducdo na porcentagem de parasitismo chegando a 12% nos ovos estocados durante 15 dias,
porém, a emergéncia de adultos se manteve alta nesse periodo (88 %). Greco e Stilinovic (1998)
mantiveram ovos de S. cerealella em freezer a -20 °C por cinco, 10, 15, 20 e 25 dias e
posteriormente ofertaram esses ovos ao parasitismo por fémeas de T. pretiosum. A estocagem
dos ovos nesta temperatura impossibilitou o parasitismo dos ovos em todos os periodos de
estocagem devido aos danos na estrutura do ovo causados durante o processo lento de
congelamento. Segundo Castro et al. (2011), durante o congelamento lento, em freezer, ocorre
uma maior probabilidade de rompimento das mebranas celulares devido a formacéo de cristais

de gelo no interior da célula.

2.4.3 Estocagem em nitrogénio liquido

A criopreservacdo consiste na reducdo da temperatura como forma de diminuir o
metabolismo celular, permitindo que as células sejam conservadas por periodos indeterminados
(PEGG, 2007). Esta técnica baseia-se em cinco etapas fundamentais: exposi¢cdo do material
biol6gico ao agente crioprotetor, resfriamento de forma gradual ou rapida, armazenamento,
descongelamento e diluicdo ou remocao do agente crioprotetor (SHAW et al., 2000).

Os agentes crioprotetores, que podem ser extracelulares ou intracelulares, tem a funcéo
de minimizar os danos causados aos tecidos celulares durante o processo de congelamento
(VAJTA et al., 2007). Os crioprotetores intracelulares como etilenoglicol, dimetilsufoxido,
propanodiol e glicerol, atuam na substituicdo parcial da agua no interior da célula ligando-se ao
hidrogénio das moléculas de agua das células e, consequentemente, reduzindo o ponto de
congelamento das células (JAIN e PAULSON, 2006). Enquanto que o0s crioprotetores
extracelulares como acuUcares, lipoproteinas, proteinas do leite e aminoacidos aumentam a
osmolaridade do meio extracelular removendo a agua do interior da célula evitando a formacéo
de cristais de gelo (AMANN e PICKETT, 1987).

A velocidade de congelamento é um fator determinante para a conservacao dos tecidos
celulares. O congelamento gradual consiste na reducéo lenta da temperatura, entre -20 °C e -80
°C, e posteriormente o material é estocado em nitrogénio liquido a — 196 °C, enquanto que, no
congelamento rapido, denominado vitrificagdo, o material passa da temperatura ambiente direto

para o nitrogénio liquido (CASTRO et al., 2011). Nesse sentido, a vitrificacdo reduz a formacao
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de cristais de gelo no interior das células minimizando os danos causados pelo congelamento
(MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2004).

Este método tem sido aplicado na preservacdo de embrides de inUmeras espécies de
insetos na América do Norte, Asia e Europa, como Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae)
(BANNO et al.,, 2013), Pectnophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae)
(RAJAMOHAN et. al., 2013), Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (GUANG-
HONG et al.,, 2001; LUO et al., 2006), Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)
(ROVERSI et al., 2008), Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) (WANG et al., 2000) e
Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae) (LEOPOLD et al., 2010).

A técnica de criopreservacdo em nitrogénio liquido de ovos-hospedeiros tem se
mostrado promissora para a producdo massal de Trichogramma, apesar de ainda ser pouco
explorada (KRECHEMER, 2010). Esta técnica tem sido aplicada com sucesso desde a década
de 90 na estocagem de ovos dos pentatomideos N. viridula (CORREA-FERREIRA e
OLIVEIRA, 1998), Dichelops furcatus Fabricius, Acrosternum pengue Rolston e Piezodorus
guildinii Westwood (DOETZER e FOERSTER, 2013) para producdo massal dos parasitoides
de ovos T. basalis e T. podisi para liberacdo na cultura da soja.

Este método consiste em armazenar ovos diretamente em nitrogénio liquido e
posteriormente oferta-los ao parasitismo. Uma das vantagens € a possibilidade de armazenar
ovos hospedeiros por periodos indeterminados. Correa-Ferreira e Oliveira (1998) estocaram
ovos de N. viridula em nitrogénio liquido durante um ano e obtiveram altas taxas de emergéncia
de adultos de T. basalis. Entretanto, em lepidopteros os resultados sdo restritos; Alguns
hospedeiros demonstraram ser promissores a aplicacdo deste método. Greco e Stilinovic (1998)
estocaram ovos de S. cerealella por 20, 30 e 130 dias em nitrogénio liquido e posteriormente
ofertaram esses ovos ao parasitismo por T. pretiosum nas temperaturas de 21 e 26 °C. O indice
de parasitismo mais alto foi obtido nos ovos estocados por 130 dias, com 43%, nos ovos
desenvolvidos a 26 °C. Lohmann et al. (2007) verificaram que o congelamento dos ovos de A.
kuehniella por nove meses causou a deterioragéo total apos a retirada do nitrogénio, impedindo
0 parasitismo dos ovos por T. pretiosum.

Dentre os lepidopteros, apenas os ovos de M. sequax apresentaram um resultado
promissor na estocagem em nitrogénio liquido. Krechemer (2010) empregou a técnica em ovos
de M. sequax por até 90 dias e obteve 58% de ovos parasitados por T. pretiosum e 52% por T.
atopovirilia. Os dados obtidos por Krechemer (2010) sugerem que os ovos de M. sequax

apresentam potencial para criopreservacdo visando a produgéo massal de Trichogramma. No
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entanto, € necessario aprimorar a técnica para aumentar a taxa de parasitismo, emergéncia de

adultos e a capacidade de parasitismo das progénies de Trichogramma criopreservados.

2.5 TOLERANCIA DOS OVOS AO CONGELAMENTO

A maior tolerancia ao congelamento de ovos de M. sequax quando comparado com 0s
ovos de tracas-dos-cerais pode estar relacionado com o fato de M. sequax ser uma espécie de
ocorréncia durante o periodo de inverno (BERTELS, 1970) o que ndo ocorre com as tracas-
dos-cereais que s&o criadas em temperaturas mais altas. Varios estudos demonstram que alguns
insetos podem apresentar adaptac6es bioquimicas para sobreviver em temperaturas mais baixas
(ZACHARIASSEN, 1985; BLOCK, 1991; ROZSYPAL, 2015). Estudos com a mosca varejeira
Sarcophaga crassipalpis Macquart (Diptera: Sarcophagidae) demonstraram elevagdes nos
niveis de glicerol quando estas foram expostas ao congelamento a 0 °C por duas horas (CHEN
et al., 1987). A trealose, principal agucar presente na hemolinfa dos insetos, também pode agir
como crioprotetor. Em Droshoplia melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae), inseto
considerado sensivel ao frio, a quantidade de trealose aumentou a tolerancia deste inseto a
baixas temperaturas (OVERGAARD et al., 2007). Também foram relatadas alteracfes nos
niveis de trealose em nematoides entomopatogénicos em resposta a uma rapida exposicao ao
estresse térmico, onde foi observado um acimulo de trealose de até seis vezes (JAGDALE et
al., 2005).
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3 CAPITULO | - BASES PARA A APLICACAO DA TECNICA DE
CRIOPRESERVACAO EM OVOS DE Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) PARA A PRODUCAO DE Trichogramma spp.
WESTWOOD

RESUMO - A criopreservagdo de ovos de noctuideos em nitrogénio liquido pode ser uma
ferramenta promissora para a producao massal de Trichogramma, entretanto, estudos sobre esta
técnica sdo incipientes. Neste trabalho, avaliou-se a resposta de diferentes densidades de fémeas
de Trichogramma pretiosum ao parasitismo de ovos de Mythimna sequax estocados e nao
estocados em nitrogénio liquido; comparou-se o0 desempenho reprodutivo de fémeas criadas em
ovos estocados e ndo estocados. Para isso, avaliou-se a influéncia da quantidade de fémeas de
T. pretiosum (4, 8 e 12) liberadas para o parasitismo de 40 ovos de M. sequax estocados por 15
dias em nitrogénio liquido e ndo estocados, assim como, o desempenho de fémeas de T.
pretiosum criadas por trés geragdes em ovos estocados e ndo estocados. O parasitismo de T.
pretiosum nas densidades de 4 e 8 fémeas em ovos estocados foi superior a 84 %, o dobro dos
resultados obtidos em estudos anteriores. A emergéncia dos parasitoides foi superior a 90 %
em ambos os experimentos. O desempenho das fémeas criadas em ovos estocados por trés
geracOes ndo diferiu das fémeas criadas em ovos ndo estocados em todos os parametros
bioldgicos avaliados. Com base neste estudo, conclui-se que a criopreservacao de ovos de M.
sequax € alternativa vidvel para a producdo massal de T. pretiosum.

Palavras-chave: Estocagem de ovos. Temperaturas ultrabaixas. Noctuideos. Parasitoides de
0VO0S.
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BASIS FOR THE APPLICATION OF CRYOPRESERVATION TECHNIQUE IN EGGS OF
Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) FOR
PRODUCTION OF Trichogramma spp. WESTWOOD

ABSTRACT - The cryopreservation of noctuid eggs in liquid nitrogen can be a promising tool
for mass production of Trichogramma, however, studies about this technique are incipient. In
this study, we evaluated the response of three densities of females of Trichogramma pretiosum
(4, 8 and 12 females /40 eggs) on parasitism in eggs of Mythimna sequax stored for 15 days in
liquid nitrogen, as well as the reproductive performance of T. pretiosum females reared in
stored eggs for three generations with females reared in non-stored eggs.. The performance of
females reared on cryopreserved eggs was compared to those reared on non-stored eggs. The
parasitism of T. pretiosum in densities of females 4 and 8 in stored eggs was higher than 84 %,
twice as much as previously described results. The emergence of the parasitoid was above 90%
in both experiments. The performance of females reared on stored eggs for three generations
did not differ from females reared in non-stored eggs in all biological parameters evaluated.
Based in the study, we conclude that the cryopreservation of M. sequax eggs is a viable
technique for the mass production of T. pretiosum.

Keywords: Storage of eggs. Ultralow temperature. Noctuids. Eggs parasitoids.
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3.1 INTRODUCAO

Os parasitoides de ovos do género Trichogramma Westwood sdo 0s agentes mais
utilizados em programas de controle bioldgico de lepidopteros-praga em areas agricolas e
florestais em todo o mundo (PEREIRA et al., 2004). Sua producéo massal é realizada a partir
de ovos de hospedeiros alternativos como Anagasta kuehniella Zeller, Sitotroga cerealella
Olivier e Corcyra cephalonica Staiton por apresentarem facilidade na criacéo e baixo custo de
producdo (PARRA, 1997). No entanto, estes hospedeiros fornecem ovos de tamanho reduzido
(CONSOLI et al., 1999) e que resultam em parasitoides pequenos e com menos vigor quando
comparados aos parasitoides originados de ovos de hospedeiros de maior volume, devido a
maior disponibilidade de nutrientes para os imaturos (SALT, 1941; BAl et al., 1992).

Os parasitoides originados de hospedeiros alternativos sdo utilizados com sucesso no
controle de Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) (GEREMIAS e PARRA,
2014), Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) (URBANEJA et al., 2012), Lobesia
botrana Denis e Schiffermdller (lepidoptera: Tortricidae) (PIZZOL et al., 2012). Entretanto
esses parasitoides ndo tem a mesma eficiéncia quando parasitam ovos mais volumosos, como
aqueles da familia Noctuidae (KRAZMER e LUCK, 1995; GREENBERG et al., 1998;
HOFFMANN et al., 2001). Segundo Bai et al. (1992) a criacdo de Trichogramma a partir de
hospedeiros que apresentam ovos com maior volume proporcionam maior nimero de
parasitoides por ovo, individuos mais longevos e robustos, favorecendo o sucesso no controle
das pragas.

Neste contexto, o noctuideo Mythimna sequax (Franclemont, 1951), considerado uma das
principais pragas de culturas de inverno no Brasil (BERTELS, 1970), além de apresentar ovos
de maior volume do que 0s ovos de tracas criadas em farinha, possui alta capacidade reprodutiva
(SALVADORI e PARRA, 1990) e facilidade com custo reduzido de criacdo (MARCHIORO e
FOERSTER, 2012). Estudos realizados por Zamoner (2005) e Krechemer (2010) mostraram
que este hospedeiro apresenta potencial para a producdo de Trichogramma, pois, proporciona
individuos maiores quando comparado a parasitoides originados de A. kuehniella, com alta
capacidade de parasitismo e longevidade.

Entretanto, o sucesso de um programa de controle bioldgico realizado por Trichogramma
depende de uma producdo massal que atenda a alta demanda para liberac@o de parasitoides nas
culturas nos periodos de maior incidéncia da praga. Um dos fatores que pode comprometer uma
producdo massal € a falta de sincronizagéo entre a producdo do hospedeiro e o parasitoide
(TEZZE e BOTTO, 2004). Uma das alternativas para atender a demanda de producéo de
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parasitoides em larga escala é a criopreservacdo de ovos hospedeiros em nitrogénio liquido
(GRECO e STILINOVIC, 1998; KRECHEMER, 2010).

Em lepidopteros, essa técnica ainda € pouco explorada, no entanto, ela tem sido aplicada
com sucesso na estocagem de ovos de percevejos pentatomideos para producdo de Trissolcus
basalis Wollaston e Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) para utilizacéo
em programas de controle biol6gico de percevejos que atacam a cultura da soja (CORREA-
FERREIRA e OLIVEIRA, 1998; DOETZER e FOERSTER, 2013; FAVETTI et al., 2014).

A maioria dos estudos sobre estocagem de ovos de lepidopteros para a producdo de
Trichogramma concentram-se na estocagem em baixas temperaturas de ovos de hospedeiros
alternativos ja parasitados, porém, os melhores indices de emergéncia foram obtidos por
periodos curtos de armazenamento que variam de 15 a 49 dias (PITCHER et al., 2002; OZDER,
2004; JALALI e SING, 1992). A principal vantagem da estocagem em nitrogénio liquido € o
armazenamento de ovos hospedeiros por periodos prolongados (CORREA-FERREIRA e
OLIVEIRA, 1998). Esta técnica tem se mostrado promissora para a produgdo de
Trichogramma, como demonstram alguns estudos conduzidos com diferentes hospedeiros
(GRECO e STILINOVIC, 1998; KRECHEMER, 2010). Apesar dos resultados promissores, a
taxa de parasitismo nestes estudos ficou abaixo de 70%, indicando que é necessario 0
aprimoramento desta técnica.

Fatores como a densidade de fémeas (PEREIRA et al., 2004; MOREIRA et al., 2009) e
a selecdo de linhagens de Trichogramma podem aumentar a eficiéncia do parasitismo de ovos
estocados (NAVA et al., 2007; PRATISSOLI e PARRA, 2001). O presente trabalho avaliou a
resposta de diferentes densidades de fémeas de T. pretiosum ao parasitismo de ovos de M.
sequax estocados e ndo estocados em nitrogénio liquido e comparou-se o desempenho
reprodutivo de fémeas criadas por trés geracdes consecutivasem ovos estocados comparadas

com fémeas criadas em ovos nédo estocados.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Criagéo de insetos
Os ovos de M. sequax foram obtidos de criacfes de laboratdrio, em temperatura de 20+
1°C; 70+ 10% de umidade relativa e fotoperiodo de 12L: 12D. As lagartas foram mantidas em

dieta artificial adaptada por Marchioro e Foerster (2012) até a fase de pupa. Os adultos foram

liberados em gaiolas de madeira (40 x 30 x 27 cm) com laterais cobertas com tela de nailon e
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alimentados com mel diluido (10 %). Utilizou-se como substrato de oviposi¢éo tiras papel de
seda sanfonadas.

A criacdo de T. pretiosum foi mantida em tubos de vidro (1,0 x 10 cm), na mesma
temperatura do seu hospedeiro. A cada dois dias, aproximadamente 100 ovos de M. sequax
foram ofertados ao parasitismo por T. pretiosum. Os adultos foram alimentados com mel puro
distribuido em filetes no interior do tubo de vidro.

3.2.2 Estocagem dos ovos

Ovos de M. sequax com 24 horas de idade foram transferidos para criotubos com
capacidade para 2 mL (Corning®) na quantidade aproximada de 400 ovos por tubo. Os ovos
permaneceram em nitrogénio liquido a — 196 °C por 15 e 30 dias. Apds o periodo de
armazenamento, os ovos foram retirados e descongelados em banho-maria a temperatura de 37
°C durante 5 minutos e acondicionados a 20+ 1 °C; 70+ 10% de umidade relativa e 12L: 12D

de fotoperiodo durante a conducéo dos experimentos.

3.2.3 Influéncia do nimero de fémeas de T. pretiosum no parasitismo de ovos estocados

O efeito do numero de fémeas foi avaliado em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio
liquido por 15 dias e em ovos ndo estocados (controle). Os tratamentos foram: quatro, oito e
12 fémeas de T. pretiosum por 40 ovos, resultando em uma relacdo de 10, 5 e 3,3 fémeas/ovos,
respectivamente. Posturas, aderidas em papel de seda, contendo 40 ovos de M. sequax foram
transferidas para tubos de vidro (1,0 x 10 cm) e ofertados ao parasitismo durante 24 h.
Utilizaram-se fémeas com até 48 h de idade, as quais foram alimentadas com filetes de mel
puro no interior de cada tubo. O delineamento foi inteiramente casualizado com seis

tratamentos e 20 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 40 ovos.

3.2.4 Parasitismo por fémeas de T. pretiosum criadas em ovos estocados por trés geraces

Avaliou-se 0 desempenho de fémeas criadas em ovos estocados em nitrogénio liquido
durante trés geracGes e comparou-se com fémeas criadas em ovos ndo estocados. Ambas as
fémeas receberam ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias e ovos ndo
estocados. Foram transferidos para tubos de vidro (1,0 x 10 cm) 20 ovos de M. sequax aderidos

em papel de seda e expostos ao parasitismo por duas fémeas de T. pretiosum com até 48 h de
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idade. A razdo de 10 ovos/fémea foi empregada devido aos resultados obtidos do experimento
anterior. As fémeas foram alimentadas com mel no interior dos tubos e permaneceram
parasitando durante 24 h. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado composto
por quatro tratamentos: fémeas criadas em ovos estocados parasitando ovos estocados e ndo
estocados e fémeas criadas em ovos frescos parasitando ovos estocados e ndo estocados, com
20 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 20 ovos e duas fémeas de T. pretiosum.

3.2.5 Pardmetros avaliados e andlise estatistica

Foram avaliadas a porcentagem de parasitismo e emergéncia, o0 tempo de
desenvolvimento e a razdo sexual. Os parametros cujas variancias mostraram-se normais pelo
teste de Shapiro-Wilk e homogéneas pelo teste de Levene tiveram os efeitos dos tratamentos
testados por meio do teste de T- Student (P< 0,05) e os que ndo se mostraram homogéneos
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (P< 0,05) e Mann- Whitney (P< 0,05). A razéo
sexual foi calculada pela formula: RS= namero de fémeas/ (n° de machos + n° de fémeas) e
comparada por meio do teste de Qui-quadrado () tendo como valor esperado a proporgéo de

d e Q obtidas de ovos ndo estocados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Influéncia do numero de fémeas de T. pretiosum no parasitismo de ovos estocados

As maiores médias de parasitismo por T. pretiosum em ovos de M. sequax estocados
foram observadas quando os 40 ovos foram expostos ao parasitismo por quatro (90,7%) e oito
(88%) fémeas, enquanto que a menor média foi verificada quando os ovos foram ofertados a
12 fémeas (70,9%) diferindo dos demais tratamentos (H= 13,542; p< 0,001). O parasitismo das
densidades de quatro (U= 198,00; p=0,957) e oito (U= 19300; p= 0,850) fémeas nao diferiram

entre ovos estocados e nédo estocados (Figura 1).
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Figura 1. Média (x EP) da porcentagem de parasitismo por Trichogramma pretiosum em ovos
de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido e ovos ndo estocados, parasitados por
diferentes nimeros de fémeas. Barras com letras mailsculas iguais que representam ovos
estocados e minusculas que representam ovos ndo estocados, ndo diferem entre as densidades
de fémeas pelo teste de Kruskal-Wallis (P< 0,05). Asteriscos indicam significancia entre ovos

estocados e ndo estocados para cada densidade de fémeas pelo teste Mann— Whitney (P< 0,05).

Esses indices de parasitismo foram o dobro dos obtidos por Greco e Stilinovic (1998) ao
criopreservarem ovos de S. cerealella em nitrogénio liquido por 20, 30 e 130 dias, onde o
parasitismo por T. pretiosum foi de 32, 41 e 43% respectivamente. Entretanto, 0s autores nao
mencionaram a relacdo numero de fémeas/ ovo utilizado no experimento. Krechemer (2010)
utilizou a densidade de uma fémea para 20 ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido
por 30, 60 e 90 dias e obteve 61, 70 e 58% de parasitismo por T. pretiosum, respectivamente.
Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o aumento da proporcdo de uma
fémea para 10 ovos (4 fémeas: 40 ovos) promoveu o incremento no parasitismo dos ovos de M.
sequax estocados quando comparados aos obtidos por Krechemer (2010).

No entanto, a proporg¢do de 12 fémeas ocasionou um declinio no indice de parasitismo de
ovos de M. sequax estocados. Essa queda se deve provavelmente a algum dano causado na
estrutura do cérion durante o parasitismo devido ao aumento consideravel no nimero de
fémeas. Alguns ovos submetidos ao congelamento podem ter sofrido alteragdes na sua
estrutura, pois se desidrataram ap0s o parasitismo das diversas fémeas. Paron et al. (1998)

verificaram que o0 aumento da proporc¢do de fémeas de T. atopovirilia afetou o parasitismo e o
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desenvolvimento dos parasitoides em ovos de Helicoverpa zea devido & competicdo intra-
especifica pela busca de alimento das larvas dos parasitoides no interior do ovo. Beserra et al.
(2003) também constataram uma reducdo no parasitismo com o aumento da densidade de
fémeas de T. pretiosum, pois as fémeas parasitam varias vezes 0 mesmo ovo ao invés de
parasitarem diferentes ovos. O parasitismo do mesmo ovo por inumeras vezes provoca 0
hiperparasitismo ocasionando uma dréstica redugdo no indice de parasitismo.

Os maiores indices de emergéncia de parasitoides em ovos estocados foram observados
nas densidades de quatro (87%) e oito fémeas (79%), as quais diferiram da densidade de 12
fémeas (59,8%) (H= 27,452; p< 0,001). A emergéncia em ovos estocados foi menor que em
0vos ndo estocados nas densidades de quatro (t= 2,963; p= 0,005), oito (U= 85,00; p= 0,002)
e 12 fémeas (U= 6,00; p< 0,001) (Figura 2). Observou-se que a medida que aumentou 0 nUmero
de fémeas, diminuiu a porcentagem de emergéncia dos parasitoides, tanto em ovos estocados

guanto em ovos ndo estocados.
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Figura 2. Porcentagem média (+ EP) de emergéncia de adultos de Trichogramma pretiosum a
partir de ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por 15 dias e ovos ndo
estocados, parasitados por diferentes nimeros de fémeas. Barra com letras maiusculas iguais
gue representam ovos estocados e minusculas que representam ovos ndo estocados, nao diferem
entre as densidades de fémeas pelo teste de Kruskal-Wallis (P< 0,05). Asteriscos indicam
significancia entre ovos estocados e ndo estocados para cada densidade de fémeas pelo teste t
— Student e Mann- Whitney (P< 0,05).
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Esse resultado corroborou com os obtidos por Krechemer (2010) na emergéncia de T.
pretiosum em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido e foi superior a Greco e
Stilinovic (1998), onde a emergéncia dos parasitoides foi de no maximo 69 % em ovos de S.
cerealella estocados em nitrogénio liquido. Neste trabalho, a porcentagem de emergéncia se
manteve dentro do padréo para T. pretiosum, pois, segundo Navarro (1998), no controle de
qualidade de producdo de Trichogramma o indice de emergéncia deve ser superior a 85%.

Em relacdo a razdo sexual, os ovos estocados e ndo estocados parasitados por diferentes
densidades de fémeas de T. pretiosum originaram maior numero de fémeas do que machos
(Tabela 1). Sabe-se que o fator nutricional pode influenciar na razéo sexual dos parasitoides,
entdo, o fato dos ovos de M. sequax apresentarem maior reserva nutricional devido ao seu
volume, o qual é trés vezes maior do que os ovos de A. kuehniella (ZAMONER, 2005),
contribuiu para que o aumento da densidade de fémeas ndo afetasse a razdo sexual. Esses
resultados corroboraram com os obtidos por Greco e Stilinovic (1998) e Krechemer (2010), os
quais obtiveram maior predominancia de fémeas de T. pretiosum tanto em ovos estocados em

nitrogénio liquido quanto nao estocados.

Tabela 1. Médias (+ EP) da razdo sexual e tempo de desenvolvimento (ovo-adulto) de
Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por
15 dias e ndo estocados, parasitados por diferentes nimeros de fémeas (n= 120).

Numero de fémeas Razéo sexual™ Teste de X? P (valor)

Ovos estocados Ovos ndo estocados

4 0,76 £ 0,02 0,71+0,02 0,362 > 0,050
8 0,75+0,01 0,66 + 0,03 1,047 > 0,050
12 0,72 +0,02 0,66 £ 0,01 0,510 > 0,050

Tempo de desenvolvimento (dias)

Teste Mann —

Ovos estocados Ovos ndo estocados Whitney P (valor)
4 14,00 £ 0,00 aB 13,60+ 0,11 bB 3,559 0,001
8 14,00 + 0,00 aB 14,00 + 0,05 aAB 1,000 0,324
12 1450 £ 0,11 aA 14,10 + 0,08 bA 2,847 0,007

NS= nao significativo pelo teste de Qui-quadrado (P< 0,05) para a variavel razdo sexual. Médias seguidas de mesma letra
minuasculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Mann-Whitney (P< 0,05) e maidsculas nas colunas nao diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis (P< 0,05) para o tempo de desenvolvimento.

O tempo de desenvolvimento dos parasitoides que se desenvolveram em ovos estocados

nas densidades de quatro e oito fémeas foi 0,5 dias menor em relagédo a densidade de 12 fémeas
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(H= 26,481; p< 0,001). A mesma diferenca foi verificada nos parasitoides que se
desenvolveram em ovos ndo estocados na densidade de quatro fémeas quando comparada com
12 fémeas (H= 17,605; p< 0,001) (Tabela 1). Estes resultados contrastam com os obtidos por
Krechemer (2010) onde o tempo de desenvolvimento de T. pretiosum em ovos estocados foi de
17 dias. Essa diferenca pode estar relacionada com o tempo de armazenamento dos ovos que
neste experimento foi de 15 dias, enquanto que nos estudos realizados por Krechemer (2010)
0s ovos foram estocados por 30 dias. Os resultados observandos no presente trabalho sugerem
que na medida que aumenta o tempo de armazenamento ha uma tendéncia de aumentar o tempo

de desenvolvimento dos parasitoides.

3.3.2 Parasitismo por fémeas de T. pretiosum criadas em ovos estocados por trés geracoes

Comparando-se o parasitismo por fémeas de T. pretiosum criadas em ovos estocados
durante trés geracdes com fémeas criadas em ovos ndo estocados, observou-se que ndo houve
diferenca quando ambas parasitaram ovos estocados ( > 8 %) e néo estocados ( > 9 %) (Tabela
2). No entanto, quando as fémeas criadas em ovos estocados parasitaram ovos estocados 0
parasitismo foi 1 % menor em relacdo ao parasitismo de ovos ndo estocados. Ja em relacéo as
fémeas criadas em ovos ndo estocados, a diferenca no parasitismo entre ovos estocados e ndo
estocados ndo foi significativa.

A percentagem de emergéncia de parasitoides nos ovos estocados parasitados por fémeas
criadas em ovos estocados e fémeas criadas em ovos ndo estocados foi de cerca de 9 %, ndo
havendo diferenca entre elas. A diferenca também ndo foi significativa na emergéncia de
parasitoides originados de ovos ndo estocados parasitados por ambas as fémeas, onde os indices
ficaram entre 97 e 98% (Tabela 2), demonstrando que ndo é necessario uma criacao constante
de parasitoides em ovos estocados em nitrogénio liquido, pois ndo ha uma adaptacao das fémeas
a estes ovos. Quando a comparacao foi feita separadamente em cada fémea, analisando apenas
a emergéncia em ovos estocados e ndo estocados verificou-se que em ovos estocados a
emergéncia foi 4% menor em comparagdo aos ovos nao estocados para ambas as fémeas.
Embora tenha ocorrido essa pequena diferenca, os resultados indicam que os ovos de M. sequax
estocados em nitrogénio liquido sdo adequados para o parasitoide completar o seu
desenvolvimento, pois segundo Navarro (1998) um hospedeiro de qualidade deve apresentar

indices de emergéncia superiores a 85%.
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Tabela 2. Médias (+ EP) de parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum em ovos de
Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias e ovos ndo estocados parasitados
por fémeas criadas durante trés geracdes em ovos de Mythimna sequax armazenados em

nitrogénio liquido e ovos ndo armazenados (controle). (n= 80).

Fémeas de % Parasitismo
Teste P (valor)

Trichogramma pretiosum Ovos estocados  Ovos ndo estocados

Criadas em ovos estocados ~ 84,75+530bA 98,00+ 122aA t=2435 0,020
Criadas em ovos ndo estocados 84,25 +4,83aA  90,53+3,82aA t=1012 0,318
Teste t= 0,070 U= 136,00
P (valor) 0, 945 0,129

% Emergéncia

Ovos estocados  Ovos ndo estocados ~ Teste P (valor)

Criadas em ovos estocados 9280+ 1,67bA  9742+1,70aA t=2233 0,031
Criadas em ovos ndo estocados 9339 +1,23bA 98,24+ 0,74aA  t=2552 0,015
Teste t= 0,251 t= 0,563
P (valor) 0,803 0,578

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas linhas e maiusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste t —
Student ou t e Mann-Whitney ou U (P< 0,05).

Cobert (1985) relata que parasitoides criados por varias geracdes em um determinado
hospedeiro desenvolvem um condicionamento pré-imaginal adquirido durante a fase imatura
que faz com que os adultos tenham preferéncia por parasitar ovos do mesmo hospedeiro em
que sdo mantidos. Entretanto, neste estudo verificou-se que tanto as fémeas criadas em ovos de
M. sequax ndo estocados quanto as fémeas criadas em ovos estocados parasitam com sucesso
ovos estocados em nitrogénio liquido, sem afetar a emergéncia das progenies. Portanto, ndo ha
necessidade de manter uma linhagem de Trichogramma criada somente em ovos estocados, 0
que pode contribuir para a reducao de custos com méo-de-obra e manutencgéo das criacdes dos
hospedeiros.

Os altos indices de parasitismo e emergéncia de T. pretiosum em ovos estocados obtidos
neste experimento podem estar relacionados com a espécie hospedeira. Avanci e Foerster
(2006) verificaram que ovos de M. sequax apresentam em sua COmpoSicd0 maior reserva
lipidica por se tratar de hospedeiro de inverno, o que pode refletir uma maior tolerancia dos

ovos a baixa temperatura. A estrutura do ovo, como a espessura do corion também pode
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influenciar na qualidade da estocagem, pois um ovo com a estrutura mais fragil pode ser afetado
pelo congelamento devido a formagdo de cristais de gelo no interior do ovo provocando o
rompimento da membrana celular (CASTRO et al., 2011).

A razdo sexual dos parasitoides originados de ovos estocados foi de 0,8 enquanto que
nos ovos ndo estocados a taxa foi entre 0,6 e 0,8 ndo havendo diferenca entre os tratamentos
pelo teste de qui-quadrado (Tabela 3). Houve uma maior predominéncia de fémeas tanto nos
ovos parasitados por fémeas de T. pretiosum criadas em ovos estocados quanto nédo estocados.
Segundo Navarro (1998) esses resultados estdo dentro do padréo para essa espécie que deve
ser igual ou superior a 0,50 (Tabela 3).

O tempo de desenvolvimento dos parasitoides em ovos estocados foi em torno de 16 dias
tanto para fémeas criadas em ovos estocados quanto para fémeas criadas a partir de ovos nédo
estocados, enquanto que para os parasitoides desenvolvidos em ovos ndo estocados o tempo foi
de 14 dias (Tabela 3). Embora ndo haja relato na literatura, essa observagéo pode ser explicada
pela ocorréncia de alguma alteracéo fisiol6gica nos componentes nutricionais dos ovos durante
0 processo de congelamento. Essa maior duragdo no ciclo (ovo-adulto) também foi relatada por
Krechemer (2010) ao estocar ovos de M. sequax em nitrogénio liquido por 30 dias e comprova
que a medida que aumenta o tempo de estocagem dos ovos, ha uma tendéncia de aumentar o

tempo de desenvolvimento dos parasitoides.

Tabela 3. Médias (x EP) da razdo sexual e do tempo de desenvolvimento (ovo-adulto) de T.
pretiosum em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias, parasitados por

fémeas criadas em ovos estocados em nitrogénio liquido e ndo estocados (n= 80).

Fémeas de y )
) ) Razdo sexual™ Teste X P (valor)
Trichogramma pretiosum

Ovos estocados  Ovos ndo estocados

Criadas em ovos estocados 0,80 + 0,01 0,60 + 0,04 1,705 >0,050
Criadas em ovos néo estocados 0,80+ 0,05 0,80 + 0,02 1,309 >0,050

Tempo de desenvolvimento (dias)

Ovos estocados  Ovos ndo estocados ~ Teste t P (valor)

Criadas em ovos estocados 16,35+ 0,11aA 14,10+ 0,07 bB 17,405 <0,001
Criadas em ovos ndo estocados 16,60+ 0,11 aA 14,84 + 0,09 bA 12,331 <0,001

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas e maiusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t-
Student (P< 0,05). *NS= ndo significativo pelo teste de qui-quadrado (P< 0,05).
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Este estudo demonstrou que ovos de M. sequax sdo Vidveis para a estocagem em
nitrogénio liquido por 30 dias visando a produgdo massal de Trichogramma. Estudos realizados
por Krechemer (2010) demonstram que ovos de M. sequax tem potencial para estocagem por
periodos de até 90 dias com parasitismo de 58%. Entretanto, nossa hipétese € que os altos

indices de parasitismo e emergéncia se mantenham por periodos superiores aos ja estudados.

3.4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:
1. Pode ser utilizado até uma fémea para 10 ovos, ndo necessitando aumentar a densidade
para obter um maior indice de parasitismo;
2. As fémeas de T. pretiosum criadas em ovos estocados em nitrogénio liquido tiveram
desempenho semelhante a fémeas criadas em ovos néo estocados em todos 0s parametros

avaliados.
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4 CAPITULO Il — USO DE CRIOPROTETORES NO ARMAZENAMENTO DE OVOS
DE Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM
NITROGENIO LIQUIDO VISANDO A PRODUCAO DE Trichogramma WESTWOOD

RESUMO - A criopreservacdo consiste na conservacao de materiais bioldgicos em
temperaturas ultrabaixas, geralmente a -196 °C. Dentre as inumeras aplicacOes, esta técnica
também tem sido empregada na estocagem de ovos de algumas espécies de insetos para a
producéo de parasitoides. O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes
crioprotetores intra e extracelulares sobre ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio
liquido visando a producéo de Trichogramma pretiosum. No experimento 1, foram avaliadas
diferentes concentracfes de Dimetilsulfoxido - DMSO e Glicerol sobre ovos de M. sequax
estocados em nitrogénio liquido por dois métodos: congelamento gradual (-20 °C por 2 h, -80
°C por 24 h e -196 °C em nitrogénio liquido por 15 dias) e rapido (diretamente no nitrogénio
liquido por 15 dias). Os tratamentos consistiram de ovos tratados com T1= 10% DMSO + 90%
Soro fetal bovino, T2= 10% DMSO + 45% Soro fetal bovino+ 45% de meio de cultura liquido;
T3=10% DMSO + 90% meio de cultura; T4= 100% Glicerol; T5= 50% Glicerol + 50% meio
de cultura; T6=10% Glicerol + 90% meio de cultura; T7= ovos sem crioprotetor; T8= ovos nao
estocados em nitrogénio liquido. No experimento 2, foi avaliada a influéncia da adicdo de
solucdo de sacarose a 100% em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido que foi
comparada com ovos estocados sem adicdo de sacarose e ovos ndo estocados. Os ovos
permaneceram estocados durante 30 dias. No experimento 3, avaliou-se o uso de etilenoglicol
e leite desnatado em ovos de M. sequax criopreservados, que foram comparados com ovos
estocados sem adicao desses crioprotetores e ovos ndo estocados. Os ovos foram mantidos em
nitrogénio liquido por 30 dias. Apds a retirada do nitrogénio e o descongelamento, 0s ovos
foram expostos ao parasitismo por fémeas de T. pretiosum durante 24 h. Em cada experimento,
avaliou-se a porcentagem de parasitismo, a emergéncia e o tempo de desenvolvimento das
progénies. No experimento 1, o congelamento gradual afetou o parasitismo por T. pretiosum,
reduzindo o indice para menos de 12% em todos os tratamentos com ovos estocados. O
congelamento rapido aumentou os indices de parasitismo, entretanto, o tratamento que mais se
destacou foi o T7 que correspondeu aos ovos estocados sem adicdo de crioprotetor. No
experimento 2, nos ovos tratados com sacarose obteve-se 66% de parasitismo, porém nos ovos
sem adicdo de sacarose a percentagem de parasitismo foi superior. No experimento 3, 0S 0vV0S
tratados com etilenoglicol foram os que apresentaram menor indice de parasitismo (24%)
enguanto que o maior indice foi obtido nos ovos estocados sem adicdo de crioprotetores.
Conclui-se que a adicdo de crioprotetores em ovos de M. sequax antes do congelamento em
nitrogénio liquido ndo proporcionou o incremento no parasitismo por Trichogramma, sendo 0s
melhores indices verificados nos ovos que nao receberam adicao de crioprotetores.

PALAVRAS-CHAVE: Dimetilsulfoxido, Etilenoglicol, Glicerol, Sacarose, Skim Milk
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CRYOPROTECTANTS USE FOR THE STORAGE OF Mythimna sequax
(FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EGGS IN LIQUID NITROGEN
AIMING AT THE PRODUCTION OF Trichogramma WESTWOOD

ABSTRACT - Cryopreservation is the preservation of biological materials in ultra-low
temperatures, usually at -196 ° C. Among the numerous applications, this technique has also
been used in the storage off eggs of some species of insects for the production of parasitoids.
This work aims to evaluate the effect of different intracellular and extracellular cryoprotectants
on Mythimna sequax eggs stored in liquid nitrogen for the production of Trichogramma
pretiosum. In experiment 1, different concentrations of Dimethylsulfoxide - DMSO and
glycerol were evaluated on M. sequax eggs stored in liquid nitrogen by two methods: gradual
freezing (-20 ° C for 2 h, -80 ° C for 24 h and -196 ° C liquid nitrogen for 15 days) and fast
(directly in liquid nitrogen for 15 days). The treatments consisted of eggs treated with T1 =
10% DMSO + 90% fetal bovine serum, T2 = 10% DMSO + 45% fetal bovine serum + 45% of
a liquid culture medium; T3 = 10% DMSO + 90% culture medium; T4 = 100% Glycerol; T5 =
50% Glycerol + 50% culture medium; T6 = 10% Glycerol + 90% culture medium; T7 = eggs
without cryoprotectants; T8 = eggs not-stored in liquid nitrogen. In experiment 2, we evaluated
the effect of adding 100% sucrose solution on M. sequax eggs stored in liquid nitrogen and
compared to eggs stored without addition of sucrose and non-stored eggs. The eggs remained
stored for 30 days. In experiment 3, we evaluated the use of etilenegliol and skim milk on M.
sequax eggs cryopreserved and compared with stored eggs without the addition of
cryoprotectants and non-stored eggs. The eggs were maintained in liquid nitrogen for 30 days.
After the withdrawal of liquid nitrogen and thawing, the eggs were exposed to parasitism by T.
pretiosum females for 24 h. In each experiments, we evaluated the parasitism rate, adult
emergence and development time of progenies. In experiment 1, the gradual freezing affected
parasitism by T. pretiosum, reducing to less than 12% in all treatments that were stored eggs.
The rapid freezing improved parasitism, though the treatment that stood out was the T7
corresponding to eggs stored without addition of cryoprotectants. In experiment 2, the eggs
treated with sucrose showed 66% of parasitism, but, the eggs without the addition of sucrose
the percentage of parasitism was higher. In experiment 3, eggs treated with ethylene glycol
were those with the lowest levels of parasitism (24%) while the highest rate was obtained in
eggs stored without addition of cryoprotectants. It is concluded that the addition of
cryoprotectants in M. sequax eggs before freezing in liquid nitrogen, did not increase the
parasitism by T. pretiosum, and the best results were obtained with eggs without the addition
of cryoprotectants.

KEYWORDS: Dimethylsulfoxide, Ethylene Glycol, Glycerol, Skim Milk, Sucrose
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4.1 INTRODUCAO

A criopreservacao ¢ uma técnica muito utilizada em diversas areas da biologia e consiste
em preservar em temperaturas inferiores a -80 °C, materiais biologicos, como tecidos celulares,
células animais e vegetais, fungos, bacteérias, virus e nematoides (WOLFE e BRYANT, 2001).
Na area de entomologia, esta técnica tem sido aplicada na preservacdo de embrides de insetos
(GUANG-HONG et al., 2001) para fins de estudos genéticos, preservacdo de banco de espécies
e na producdo massal de parasitoides de ovos (CORREA-FERREIRA e OLIVEIRA, 1998;
DOETZER e FOERSTER et al., 2013). Uma das principais vantagens desta técnica é o
armazenamento dos ovos hospedeiros por longos periodos (CORREA-FERREIRA e
OLIVEIRA, 1998).

A estocagem em nitrogénio liquido pode ser realizada utilizando-se 0 método de
congelamento lento, onde o material bioldgico é resfriado em etapas (-20 °C, - 80 °C e -196
°C) ou congelamento répido, onde as amostras sao inseridas diretamente no nitrogénio liquido
a -196 °C (CASTRO et al., 2011). A fim de se evitar injarias nas células, sdo empregados
agentes crioprotetores intracelulares como etilenoglicol, glicerol, dimetilsulfoxido e
extracelulares como sacarose, skim milk, trealose (RALL et al., 1984; CASTRO et al., 2011;
FERNANDES et al., 2015) cuja funcdo é evitar a formacéo de cristais de gelo no interior das
células. Os crioprotetores extracelulares atuam no aumento da osmolaridade do meio externo,
facilitando a passagem da agua do interior da célula para o meio extracelular, enquanto que os
intracelulares se ligam a moléculas de agua reduzindo as concentracdes de soluto no meio
extracelular e intracelular (HUBALEK, 2003).

Inimeros trabalhos tem sido realizados buscando desenvolver protocolos para
criopreservacao de embrides de varias espécies de insetos na América do Norte, Asia e Europa,
para Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae) (BANNO et al., 2013), Pectnophora
gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) (RAJAMOHAN et. al., 2013), Spodoptera
exigua Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) (GUANG-HONG et al., 2001; LUO et al., 2006),
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) (ROVERSI et al., 2008), Musca domestica L.
(Diptera: Muscidae) (WANG et al., 2000) e Anastrepha ludens Loew (Diptera: Tephritidae)
(LEOPOLD et al., 2010). Nestes trabalhos, os autores utilizaram agentes crioprotetores com
acdo intra e extracelulares visando a sobrevivéncia de embrides (GUANG-HONG et al., 2001),
enquanto que na criopreservagdo de ovos hospedeiros visando a producéo de parasitoides esses
agentes ndo sdo empregados (CORREA-FERREIRA et al., 1998; GRECO e STILINOVIC,
1998; KRECHEMER, 2010).
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A criopreservacdo de ovos de lepidopteros visando a producdo de Trichogramma ainda
é pouco explorada, embora existam trabalhos promissores para 0 emprego desta técnica.
Krechemer (2010) demonstrou que resultados satisfatorios podem ser obtidos com ovos de
Mythimna sequax (Franclemont, 1951) (Lepidoptera: Noctuidae). Neste sentido, a utilizacdo de
ovos de M. sequax, além de apresentar potencial para a aplicacdo da técnica de estocagem, é
uma alternativa para atender a demanda de produgéo de Trichogramma para o controle de
lepidopteros-pragas que apresentem ovos mais volumosos, como ovos de noctuideos, cuja
familia abrange as principais pragas de grandes culturas. Estudos realizados por Krechemer
(2010) e Zamoner (2005) indicam o potencial para a producéo de Trichogramma que M. sequax
apresenta, pois esta espécie proporciona individuos robustos, longevos e com alta capacidade
reprodutiva.

Entretanto, para que a criopreservacdo seja aplicada com sucesso em ovos de M. sequax
faz-se necessario investigar métodos que busquem o aprimoramento da técnica para que 0s 0vV0s
dessa espécie hospedeira se tornem viaveis ao parasitismo por Trichogramma. Portanto, este
trabalho objetivou testar o efeito de diferentes crioprotetores intra e extracelulares em ovos de
M. sequax estocados em nitrogénio liquido avaliando parédmetros como parasitismo,

emergéncia e tempo de desenvolvimento de T. pretiosum.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Criacdo de insetos

As criagBes de M. sequax foram mantidas em laboratério, a 20+ 1°C; 70+ 10% de
umidade relativa e fotoperiodo de 12L: 12D. As lagartas foram mantidas em dieta artificial
adaptada por Marchioro e Foerster (2012) até a fase de pupa. Os adultos foram liberados em
gaiolas de madeira (40 x 30 x 27 cm) com as laterais cobertas com tela de nailon e alimentados
com mel diluido em &agua (10%). Os ovos foram colocados em substrato de oviposi¢do
composto de tiras papel de seda sanfonadas.

Os parasitoides foram mantidos em tubos de vidro (1,0 x 10 cm), na mesma temperatura
do seu hospedeiro. A cada dois dias, aproximadamente 100 ovos de M. sequax foram ofertados
ao parasitismo por T. pretiosum. Os adultos foram alimentados com mel puro distribuido em

filetes no interior do tubo de vidro.



48

4.2.2 Congelamento e descongelamento dos ovos

Ovos de M. sequax com 24 horas de idade foram transferidos para criotubos com
capacidade para 2 mL (Corning®) na quantidade aproximada de 400 ovos por tubo. Os ovos
permaneceram em nitrogénio liquido a — 196 °C por 15 e 30 dias. Os ovos tratados com 0s
crioprotetores foram descongelados em banho-maria a 37 °C durante 3 minutos, pois, a partir
desse periodo alguns crioprotetores poderiam apresentar acdo toxica para 0s ovos. Apds o
descongelamento, os ovos tratados foram lavados com agua destilada, exceto no tratamento
com etilenoglicol, para a remogdo dos agentes crioprotetores. J& 0s ovos ndo tratados, foram
descongelados em banho-maria a 37 °C por 5 minutos, cujo tempo foi padronizado a partir de
experimentos prévios com estocagem de ovos de M. sequax. Todos os experimentos foram
conduzidos em temperatura de 20+ 1°C; 70+ 10% de umidade relativa e 12L: 12D de

fotoperiodo.

4.2.3 Efeito da aplicacdo de dimetilsulféxido — DMSO e glicerol no armazenamento de ovos

de M. sequax em nitrogénio liquido

Avaliou-se o efeito dos crioprotetores intracelulares Glicerol e dimetilsulféxido em
ovos de M. sequax visando uma maior protecdo dos ovos durante o congelamento. Os
tratamentos consistiram de ovos de M. sequax tratados com: T1= 10% de dimetilsulféxido
(DMSO) + 90% de soro fetal bovino, T2= 10% DMSO + 45% soro fetal bovino + 45% de meio
de cultura liquido utilizado para cultivo celular, T3= 10% DMSO + 90% de meio de cultura
liquido, T4=100% glicerol, T5=50% glicerol + 50% meio de cultura liquido, T6=10% glicerol
+ 90% meio de cultura liquido, T7= ovos sem adicédo de crioprotetor e T8= controle (ovos ndo
estocados em nitrogénio liquido). Apos o preparo, as solucbes de cada tratamento foram
transferidas para criotubos e, em seguida, aproximadamente 400 ovos de M. sequax com 24 h
de idade foram imersos nas solugdes.

Os ovos de todos os tratamentos, exceto o controle, foram submetidos & dois métodos
de congelamento: gradual e rapido. No congelamento gradual, as amostras foram mantidas a -
20 °C por 2 hea-80 °C por 24 h e em seguida transferidas para o nitrogénio liquido a -196 °C.
Outra parte das amostras foi colocada diretamente em nitrogénio liquido, processo denominado
vitrificacdo. Os ovos permaneceram armazenados em nitrogénio liquido durante 15 dias, pois
0 objetivo foi avaliar a concentracdo e o método de congelamento (gradual ou rapido) ideal dos

agentes crioprotetores.
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Apos a retirada do nitrogénio e o descongelamento, ovos de M. sequax de cada
tratamento foram transferidos para tubos de vidro (1 x 10 cm) e ofertados ao parasitismo,
durante 24 h por fémeas de T. pretiosum com até 48 h de idade. As fémeas foram alimentadas
com filetes de mel no interior de cada tubo. O delineamento foi inteiramente casualizado com
20 repeticdes e oito tratamentos. Cada repeticdo foi composta por 20 ovos de M. sequax e duas
fémeas de T. pretiosum.

4.2.4 Efeito da aplicacdo de sacarose no armazenamento de ovos de M. sequax em nitrogénio
liquido

Este experimento avaliou o efeito de um crioprotetor extracelular em ovos de M. sequax
para melhorar a protecdo dos ovos durante o congelamento. Os tratamentos consistiram de ovos
de M. sequax tratados com solucédo de sacarose a 100% dissolvida em &gua destilada, ovos ndo
tratados e controle (ovos ndo estocados em nitrogénio liquido). Apds o preparo, 2 mL da
solucdo foram transferidos para criotubos com capacidade para 2 mL. Em seguida,
aproximadamente 400 ovos de M. sequax com 24 h de idade foram imersos na solucdo de
sacarose. Esse tratamento foi comparado com ovos ndo tratados estocados em nitrogénio
liquido e com ovos ndo estocados. Os ovos foram congelados por vitrificacdo e permaneceram
estocados em nitrogénio liquido por 30 dias.

Apbs o descongelamento, os ovos de cada tratamento foram transferidos para tubos de
vidro (1 x 10 cm) e ofertados ao parasitismo, durante 24 h, por fémeas de T. pretiosum com até
48 h de idade. As fémeas foram alimentadas com filetes de mel no interior de cada tubo. O
delineamento foi inteiramente casualizado com 20 repetices e trés tratamentos. Cada repeticao

foi composta por 40 ovos de M. sequax e quatro fémeas de T. pretiosum.

4.2.5 Efeito da aplicacdo de etilenoglicol e leite desnatado no congelamento dos ovos de M.

sequax em nitrogénio liquido

O objetivo deste estudo foi adaptar um protocolo de criopreservacdo de embrides de S.
exigua (GUANG-HONG et al., 2001) utilizando como crioprotetor intracelular etilenoglicol,
para a criopreservacdo de ovos de M. sequax visando a producgéo de Trichogramma. O efeito
do etilenoglicol foi comparado com ovos tratados com crioprotetor extracelular a base de leite
desnatado, denominado “skim milk”, utilizado para congelamento de microorganismos em

baixas temperaturas. O parasitismo por Trichogramma em ovos de M. sequax tratados com
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ambos os crioprotetores foram comparados com o parasitismo em ovos estocados sem adi¢ao

de crioprotetores e ovos ndo estocados (controle).

Tratamento com etilenoglicol. Ovos de M. sequax inicialmente passaram por um
processo de permeabilizagcdo, no qual foi feita a decorionizagdo dos ovos em solugéo de
hipoclorito (15%) durante 6 minutos. Em seguida, os ovos foram imersos em solugdo de
isopropanol durante 15 segundos para remover a agua da superficie. Posteriormente, foi
realizada a imersdo em hexano por 30 segundos para dissolver a camada de cera da superficie
dos ovos. Apds a permeabilizacdo, os ovos foram colocados em solucéo de etilenoglicol (2
mols/L) por 30 minutos para a desidratagdo dos ovos. Em sequéncia, uma solugdo de
etilenoglicol na concentracdo de 8,5 mol/L com adicdo de 10% de solucéo de albumina bovina
(BSA) foi transferida para criotubos e em seguida foram imersos na solucdo aproximadamente
400 ovos de M. sequax com 24 h de idade. As amostras foram mantidas em nitrogénio liquido
por 30 dias.

Tratamento com leite desnatado. Para o preparo da solucédo foram adicionados em 1 L
de &gua destilada, 10 g de leite em po, 1 g de Triptona e 1 mL de Tris (Hidroximetil)
Aminometano (pH 7,5). Em seguida, a solugdo foi autoclavada por 30 minutos a 109 °C e
mantida em refrigerador a 6 °C até o resfriamento. Aproximadamente 400 ovos de M. sequax
de 24 h de idade foram introduzidos nos criotubos (2 mL) contendo a solucéo de leite desnatado,

e em seguida levados ao congelamento em nitrogénio liquido por 30 dias.

Ovos sem tratamento com crioprotetores. Ovos de M. sequax com 24 h de idade foram
transferidos na quantidade aproximada de 400 ovos para criotubos (capacidade 2 mL). Em

seguida, foram armazenados em nitrogénio liquido durante 30 dias.

Descongelamento. Os ovos tratados com etilenoglicol foram descongelados através de
enxague em 20 mL de meio de cultura liquido pré-aquecido a 37 °C, enquanto que, 0S 0VOS
tratados com leite desnatado e ovos néo tratados com crioprotetores foram descongelados em
banho-maria a 37 °C durante 5 minutos. Apos o descongelamento, os ovos foram transferidos
para tubos de vidro (1 x 10 cm) e expostos ao parasitismo, durante 24h, por fémeas de T.
pretiosum com idade de até 48 h. As fémeas foram alimentadas com filetes de mel no interior
de cada tubo. Para efeito de comparacdo também foram ofertados ovos de M. sequax ndo

estocados em nitrogénio liquido como controle. O delineamento foi inteiramente casualizado
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com 20 repeticOes e quatro tratamentos. As repeticdes foram compostas por 20 ovos de M.
sequax e duas fémeas de T. pretiosum.

4.2.6 Parametros avaliados e analise estatistica

Foram avaliadas a porcentagem de parasitismo, a emergéncia e o tempo de
desenvolvimento dos parasitoides. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo teste de Levene. As variancias ndao foram
consideradas normais e homogéneas, portanto, tiveram os efeitos dos tratamentos comparados

utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Teste H) (P< 0,05).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Efeito da aplicagdo de dimetilsulfoxido — DMSO e glicerol no armazenamento de ovos

de M. sequax em nitrogénio liquido

O congelamento lento dos ovos de M. sequax antes da estocagem em nitrogénio liquido
a— 196 °C afetou o parasitismo por T. pretiosum em todos os tratamentos. Utilizando-se esta
técnica, o indice de parasitismo tanto em ovos tratados com DMSO quanto em ovos com
Glicerol nas diferentes concentracbes ndo passou de 12%. Os ovos que ndo receberam
tratamento com crioprotetores apresentaram 1,4% de ovos parasitados, diferentemente do
controle que apresentou 90% de parasitismo dos ovos de M. sequax (H: 75,908; p< 0,001)
(Tabela 1). Embora o parasitismo tenha sido baixo, a emergéncia se manteve alta em todos 0s
tratamentos (> 80%), ndo havendo diferenca entre eles (H: 7,691; p= 0,361).

O maior indice de parasitismo foi verificado nos ovos que ndo receberam adi¢do de
crioprotetor (84,2%). Os tratamentos T3 (10% DMSO+ 90% meio de cultura) e T6 (10%
glicerol+ 90% meio de cultura) que receberam menores concentra¢fes dos crioprotetores nao
diferiram de T7 (ovos sem crioprotetor) e T8 (ovos ndo estocados). Enguanto que nos demais
tratamentos o indice de parasitismo foi inferior a 58% (H: 51,847; p< 0,001) (Tabela 1). O
indice de emergéncia de adultos que mais se aproximou do controle (T8) foi verificado nos
ovos estocados em nitrogénio liquido sem adicao de crioprotetor (> 93%), porém de um modo
geral a maioria dos tratamentos apresentaram emergéncia superior a 82%, exceto o tratamento
T1 (10% DMSO+ 90% Soro fetal bovino) que apresentou 76,7 % emergéncia dos parasitoides
(H: 31,874; p< 0,001).
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O tempo de desenvolvimento dos parasitoides obtidos de ovos tratados com
crioprotetores e estocados foi em média de 1-2 dias a mais que no controle (H: 66,982; p<
0,001) (Tabela 1). O tempo de desenvolvimento das progénies que se desenvolveram nos ovos
estocados e tratados ou ndo com os crioprotetores foi superior ao desenvolvimento das
progénies em ovos nao estocados (H: 56,727; p< 0,001) (Tabela 1). Entretanto, o método de
congelamento rdpido ndo afetou o parasitismo por T. pretiosum em ovos de M. sequax tratados

com as diversas concentracdes de crioprotetores.

Tabela 1. Médias (= EP) da porcentagem de parasitismo, emergéncia e tempo de
desenvolvimento de Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax tratados com
diferentes concentracdes de dimetilsulfoxido - DMSO e glicerol, estocados em nitrogénio
liquido por dois diferentes métodos: congelamento gradual e rapido durante 15 dias. (n=320).
(20 1°C; 70+ 10% de umidade relativa e 12L: 12D de fotoperiodo).

Parasitismo Emergéncia Tempo de
Tratamentos % % desenvolvimento (dias)
Congelamento lento
T1 12,30+ 4,10 b 93,62 +2,47a 16,25+ 0,05 a
T2 11,00£2,40b 95,83+2,90a 16,13+ 0,04 a
T3 9,00+£2,80b 81,71+6,58 a 16,08 £ 0,05 a
T4 2,40+£1,20b 97,78 £2,22 a 15,80 £ 0,04 ab
T5 330£1,40b 96,43 £ 3,57 a 16,14 £ 0,04 a
T6 8,80+£4,30b 90,53+ 4,86 a 16,40 £ 0,05 a
T7 140+1,10c 96,67 £ 3,85a 16,25 £ 0,05 ab
T8 90,50+ 3,70 a 98,24 £ 0,76 a 14,84 £ 0,04 b
Congelamento rapido
T1 50,75 £ 5,63 cd 76,74 £ 4,66 ¢ 17,35+ 0,26 a
T2 5350+6,75¢cd 85,93 +4,92 abc 1595+ 0,55 b
T3 67,50 £ 8,78 abc 86,20 + 2,38 abc 16,39 £ 0,14 ab
T4 34,50 +5,14 d 82,30 £ 5,02 bc 17,00 £ 0,16 ab
T5 58,50 + 7,08 bcd 84,88 + 3,13 abc 16,84 £ 0,13 ab
T6 7550 £ 5,48 abc 88,31+ 1,71 abc 16,55+ 0,15 ab
T7 84,25+ 4,83 ab 93,39 +1,70 ab 16,60 £ 0,11 ab
T8 90,52+ 3,72 a 98,24 +0,74 a 14,84 + 0,08 ¢

Tratamentos: T1= 10% DMSO + 90% SFB; T2= 10% DMSO + 45% SFB + 45% de meio de cultura; T3= 10%
DMSO + 90% meio de cultura; T4= 100% Glicerol; T5= 50% Glicerol + 50% meio de cultura; T6= 10% Glicerol
+ 90% meio de cultura; T7= ovos sem crioprotetor; T8= ovos ndo estocados em nitrogénio liquido. Médias
seguidas de mesma letra minuscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P< 0,05).
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A figura 1 demonstra a deterioracdo causada pelo método de congelamento lento quando
comparada com o congelamento dos ovos pelo método répido e ovos congelados, porém, néo

tratados com crioprotetores.

“ i B

Figura 1. Ovos de Mythimna sequax tratados com crioprotetores dimetilsulfoxido e glicerol
submetidos ao congelamento gradual (A), congelamento rapido (B) e ovos submetidos ao

congelamento répido sem adicéo de crioprotetor (C).

4.3.2 Efeito da aplicacdo de sacarose no armazenamento de ovos de M. sequax em nitrogénio

liquido

Os ovos tratados com sacarose apresentaram uma porcentagem de parasitismo de 67%,
resultado inferior ao observado nos ovos que nao receberam adicao de sacarose e a testemunha
(H: 28,238; p< 0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias (= EP) da porcentagem de parasitismo, emergéncia e tempo de
desenvolvimento de Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax, com e sem adi¢do
de sacarose (100%), estocados em nitrogénio liquido por 30 dias e ovos ndo estocados (n= 60).
(20£ 1°C; 70+ 10% de umidade relativa e 12L: 12D de fotoperiodo).

Parasitismo Emergéncia Tempo de
Tratamento ) )
% % desenvolvimento (dias)
Ovos tratados com sacarose 66,87 +3,55b 87,49+147h 16,30+ 0,11 a
Ovos ndo tratados e estocados 90,75+ 2,33 a 87,31+258h 14,10+ 0,05b
Ovos ndo estocados 92,00+ 1,46a 9551+1,01a 13,65+0,11b

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de kruskal-Wallis (P< 0,05).
Controle= ovos ndo estocados.
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A porcentagem de emergéncia ndo diferiu entre os ovos tratados e néo tratados com
sacarose e foram inferiores aquela verificada em ovos ndo estocados, diferindo-os apenas do
controle (H: 20,181; p< 0,001) (Tabela 2).

A duracdo do ciclo (ovo-adulto) dos parasitoides que se desenvolveram em ovos
estocados tratados com sacarose foi de dois dias a mais do que nos ovos estocados nao tratados
e nos ovos nédo estocados (H: 40,331; p< 0,001) (Tabela 2).

4.3.3 Efeito da aplicacdo de etilenoglicol e leite desnatado no congelamento dos ovos de M.

sequax em nitrogénio liquido

Os ovos tratados com etilenoglicol e com leite desnatado foram os que apresentaram 0s
menores indices de parasitismo por T. pretiosum. Novamente, a maior porcentagem de
parasitismo foi registrada quando os ovos foram estocados em nitrogénio liquido sem a adi¢do
de crioprotetor, ndo diferindo do controle (53,598; p< 0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Médias (£ EP) da porcentagem de parasitismo, emergéncia e tempo de
desenvolvimento de Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax tratados com
etilenoglicol, leite desnatado e ovos sem adicdo de crioprotetor, estocados em nitrogénio liquido
por 30 dias e comparados com ovos ndo estocados. (n= 80). (20 1°C; 70+ 10% de umidade
relativa e 12L: 12D de fotoperiodo).

Tratamentos Parasitismo Emergéncia Tempo de
% % desenvolvimento (dias)
Etilenoglicol 2425+467b 41,19+787c 17,17+ 0,20 a
Leite desnatado  50,75+6,70b  78,40+3,81Db 16,72+ 0,11 a
Sem crioprotetor  84,75+5,30a 92,80+ 1,28 ab 16,35+ 0,11 a
Controle? 98,00+1,26a 97,28+1,67a 14,10+ 0,07 b

Médias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de kruskal-Wallis (P< 0,05).
!Controle= ovos ndo estocados.

A emergéncia dos parasitoides nos tratamentos com adi¢&o de crioprotetores foi inferior
ao controle. O indice de emergéncia dos ovos estocados em nitrogénio liquido sem a adi¢do de
crioprotetores foi superior (92,8%) aos ovos tratados com crioprotetores e semelhante ao
controle (46,152; p< 0,001). A figura 2 demonstra a alteragdo na estrutura dos ovos tratados

com os crioprotetores etilenoglicol e leite desnatado comparada com ovos néo tratados.
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Etilenoglicol Leite desnatado Sem crioprotetor

Figura 2. Ovos de M. sequax tratados com etilenoglicol, leite desnatado e ovos néo tratados

recém tirados do nitrogénio liquido (A, B e C) e ovos 2 h ap6s o descongelamento (D, E e F).

O tempo de desenvolvimento dos parasitoides foi influenciado pelo armazenamento dos
ovos (51,695; p< 0,001). As progénies originadas de ovos estocados demoraram de dois a trés

dias a mais para emergirem em comparacao as progénies originadas de ovos ndo estocados.

4.4 DISCUSSAO

O parasitismo por T. pretiosum foi afetado pelo congelamento lento dos ovos de M.
sequax tratados com as diferentes concentracdes de DMSO e Glicerol. Os ovos que passaram
pelo congelamento em freezer a -20 °C e -80 °C ficaram completamente deteriorados e de
aparéncia marrom escura, comprometendo o parasitismo por T. pretiosum. A baixa
porcentagem de parasitismo foi atribuida ao congelamento gradual, pois mesmo 0s ovos que
ndo receberam adicdo de crioprotetores deterioraram-se, enquanto que 0s ovos submetidos ao
congelamento rapido apresentaram indices de parasitismo superiores. A deterioracdo dos ovos
pelo congelamento lento pode ter sido causada pela formagéo de cristais de gelo no interior das
células provocando o rompimento das membranas. Segundo Castrol et al. (2011) a formacéo
de cristais de gelo nas células diminui quando o material bioldgico é congelado por vitrificagéo
ou congelamento rapido.

Os ovos de M. sequax que receberam as menores concentracdes de DMSO e Glicerol

foram os que apresentaram as porcentagens de parasitismo mais proximas dos ovos estocados
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ndo tratados (84%) e o controle (90%). As maiores concentracbes de DMSO e Glicerol
causaram deterioracdo dos ovos provavelmente devido a sua toxicidade. A deterioracdo pode
ter ocorrido no momento do descongelamento, pois durante esse processo alguns crioprotetores
intracelulares podem apresentar efeito toxico ao entrar em contato com a célula. Segundo Fuller
e Paynter (2004) a eficiéncia de crioprotetores intracelulares como DMSO e glicerol depende
do tipo de material bioldgico a ser criopreservado, da concentracdo e do tempo de exposicao
antes e depois do processo de congelamento.

Como congelamento gradual provocou a deterioracdo dos ovos, os demais testes foram
realizados utilizando-se 0 método de congelamento por vitrificacdo, onde os ovos séo colocados
diretamente em nitrogénio liquido. O parasitismo por T. pretiosum foi afetado pelo tratamento
dos ovos com sacarose, etilenoglicol e leite desnatado. O leite desnatado e a sacarose sao
comumente empregados no congelamento de diversos microorganismos, como por exemplo
lactobacilos (REDDY et al., 2009). Embora esses agentes crioprotetores sejam utilizados na
criopreservacao de diversos materiais bioldgicos eles ndo foram eficientes na protecdo dos ovos
durante o congelamento de ovos de M. sequax em nitrogénio liquido. Dentre os crioprotetores,
o etilenoglicol foi 0 que mais causou uma dréastica reducdo no parasitismo dos 0 ovos de M.
sequax, mesmo seguindo os processos de permeabilizacdo, desidratagéo e vitrificagdo dos ovos,
recomendado nos protocolos de criopreservacdo de embrides de algumas espécies de insetos
(LEOPOLD et al., 2001).

De um modo geral, a adicao de crioprotetores e os diferentes tipos de congelamento dos
ovos de M. sequax ndo afetaram a emergéncia de adultos de T. pretiosum. A maioria dos
crioprotetores empregados neste estudo apresentaram indices de emergéncia superiores a 82%
se aproximando dos ovos estocados ndo tratados e dos ovos ndo estocados, exceto o
etilenoglicol. Embora Guang-hong et al. (2001) e Luo et al. (2006) tenham observado que 0
etilenoglicol foi o crioprotetor menos toxico para os embrides do noctuideo Spodoptera exigua,
este foi o crioprotetor que mais afetou a emergéncia de T. pretiosum.

Em relagdo ao tempo de desenvolvimento, em todos o0s experimentos, os parasitoides
que se desenvolveram em ovos estocados, tratados com crioprotetores ou nédo tratados
apresentaram em média 1-2 dias a mais no tempo de desenvolvimento em comparag¢ao aos ovos
ndo estocados. Esses resultados mostram que a influéncia foi da estocagem e ndo dos
crioprotetores. Krechemer (2010) ao estocar ovos de M. sequax em nitrogénio liquido observou
gue o tempo de desenvolvimento de T. pretiosum foi superior ao desenvolvimento dos ovos nao

estocados.
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A maioria dos estudos de criopreservacdo de ovos visando a produgéo de parasitoides
tem sido realizada sem a adicdo de crioprotetores e tem apresentado bons resultados de
parasitismo e emergéncia. Corréa-Ferreira e Oliveira (1998) obtiveram indices de parasitismo
e emergéncia superiores a 90% de T. basalis em ovos de N. viridula estocados por até um ano.
No entanto, a criopreservacao de ovos de lepidopteros, apesar de ser promissora ainda precisa
ser aprimorada. Krechemer (2010) obteve bons resultados, com indices de parasitismo superior
a 58% e emergéncia de 90% em ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido sem adi¢éo
de crioprotetores. Neste sentido, o tratamento dos ovos poderia ajudar a incrementar o indice
de parasitismo, no entanto, os melhores resultados no presente estudo ainda foram os obtidos
dos ovos ndo tratados com agentes crioprotetores, cujos resultados foram significativamente
superiores aos ovos tratados e semelhantes aos ovos ndo estocados.

Este resultado demonstra que a técnica de criopreservacdo de ovos de M. sequax ndo
requer o emprego de agentes crioprotetores, dessa forma o custo da utilizagdo desta técnica para
producéo de Trichogramma se torna mais barato.

4.5 CONCLUSAO

O congelamento gradual dos ovos de M. sequax causou a deterioracdo do ovos afetando
0 parasitismo por T. pretiosum. As menores concentracdes de DMSO e Glicerol apresentaram
maiores porcentagens de parasitismo por T. pretiosum em relacdo as demais concentragdes. De
um modo geral, os indices de parasitismo e emergéncia de T. pretiosum foram superiores nos

0vos estocados sem crioprotetor.
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5 CAPITULO IlIl — CAPACIDADE REPRODUTIVA E DESENVOLVIMENTO DE
QUATRO ESPECIES DE Trichogramma WESTWOOD (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) EM OVOS DE Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ESTOCADOS EM NITROGENIO LIQUIDO

Resumo Avaliou-se a capacidade de parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum
Riley, Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner, Trichogramma exiguum Pinto e Platner e
Trichogramma galloi Zucchi em ovos de Mythimna sequax Franclemont estocados em
nitrogénio liquido e a capacidade de parasitismo das progénies obtidas destes ovos. Durante 30
dias, ovos de M. sequax foram estocados em nitrogénio liquido e apds o descongelamento em
banho-maria a 37 °C por 5 minutos foram ofertados a fémeas das quatro espécies de
parasitoides. Foram utilizados como controle ovos de M. sequax ndo estocados. As quatro
espécies apresentaram indice de parasitismo e emergéncia acima de 80 % nos ovos de M. sequax
estocados por 30 dias e ndo diferiram da taxa de parasitismo e emergéncia obtida em ovos ndo
estocados. A estocagem néo afetou a capacidade reprodutiva das progénies. No parasitismo
acumulado durante quatro dias T. atopovirilia foi a espécie que apresentou a maior capacidade
reprodutiva. A técnica de estocagem de ovos de M. sequax em nitrogénio liquido mostrou-se
viavel para a producdo das quatro espécies de Trichogramma uma vez que a capacidade
reprodutiva e o desenvolvimento dos parasitoides ndo foram afetados pela estocagem do ovo
hospedeiro em relacdo a ovos nao estocados.

Palavras-chave: Trichogramma atopovirilia, Trichogramma exiguum, Trichogramma galloi,
Trichogramma pretiosum, Criopreservacdo, Producdo massal
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REPRODUCTIVE CAPACITY AND DEVELOPMENT OF FOUR Trichogramma
WESTWOOD (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) SPECIES REARED ON
Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EGGS
STORED IN LIQUID NITROGEN

Abstract The rates of parasitism and emergence of Trichogramma pretiosum Riley,
Trichogramma atopovirilia Oatman and Platner, Trichogramma exiguum Pinto and Platner,
and Trichogramma galloi Zucchi on eggs of Mythimna sequax Franclemont stored in liquid
nitrogen, and the fitness of the progenies reared on these eggs were evaluated. Eggs of M.
sequax were stored in liquid nitrogen for 30 days and after defrosting in a water bath at 37 °C
for 5 minutes were offered to females of the four parasitoid species. Were used as control non-
stored eggs of M. sequax. Parasitism and emergence rates from M. sequax eggs stored for 30
days for the four parasitoid species were above 80%. No differences in parasitism and
emergence rates were found between stored and non-stored eggs. Storage in liquid nitrogen did
not affect the reproductive capacity of progenies. T. atopovirilia showed the highest
reproductive capacity based on the parasitism rate accumulated during four days. The storage
of M. sequax eggs in liquid nitrogen was a feasible alternative for the production of the four
species of Trichogramma, as the reproductive capacity and development of parasitoids were
not affected by the storage of the host egg compared to that of non-stored eggs.

Keywords: Trichogramma atopovirilia, Trichogramma exiguum, Trichogramma galloi,
Trichogramma pretiosum, Cryopreservation, Mass rearing
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5.1 INTRODUCAO

Lepiddpteros da familia Noctuidae correspondem a maioria das pragas que atacam
grandes culturas (Avanci et al. 2005; Andrade et al. 2011). Dentre eles estdo Chrysodeixis
includens Walker (Bueno et al. 2012), Helicoverpa armigera Hubner (Gundannavar e Giraddi
2014; Macfadyen et al. 2015), Helicoverpa zea Boddie (Manandhar e Wrigth 2015), Heliothis
virescens Fabricius (Andrade et al. 2011), Spodoptera cosmioides Walker (Cabezas et al. 2013),
Spodoptera frugiperda Smith (Diaz et al. 2012) e Anticarsia gemmatalis Hilbner (Cariete e
Foerster 2003; Avanci et al. 2005; Foerster et al. 2015) que recentemente foi agrupada na
familia Erebidae.

Para minimizar o problema, o controle desses lepidopteros-praga € realizado através de
aplicacdes de inseticidas quimicos. O emprego do controle bioldgico por Trichogramma é uma
alternativa que visa reduzir o uso de inseticidas nas culturas (Avanci et al. 2005). A producéo
massal desses parasitoides € realizada a partir de ovos de microlepidopteros Anagasta
kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), Sitotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera:
Gelechiidae) e Corcyra cephalonica (Stainton) (Lepidoptera: Pyralidae) (Hassan 1981;
Greenberg et al. 1998; Zheng et al. 2003). No entanto, os parasitoides originados desses
hospedeiros apresentam dificuldade em parasitar ovos mais volumosos, como 0s ovos de
noctuideos (Krazmer e Luck 1995; Greenberg et al. 1998; Hoffmann et al. 2001). Neste sentido,
a producao massal utilizando-se ovos de um noctuideo atenderia a demanda de producdo de
Trichogramma para utilizacdo no controle de diversos lepidopteros-pragas que apresentam
ovos volumosos.

Mythimna sequax Franclemont (Franclemont, 1951) (Lepidoptera: Noctuidae), cujos
ovos sdo trés vezes mais volumosos do que os ovos de A. kuehniella (Consoli et al. 1999;
Zamoner 2005), apresentam potencial para producao de Trichogramma. Adultos obtidos de tais
ovos sdo mais robustos, longevos e com alta capacidade reprodutiva (Zamoner 2005;
Krechemer 2010). Além da facilidade e custo reduzido na criagdo quando comparado com
outros noctuideos (Marchioro e Foerster 2012), M. sequax possui alta capacidade reprodutiva
tanto em dieta natural (Foerster 1996) quanto artificial, com fecundidade média de 1.200 ovos
(Marchioro e Foerster 2012).

Para atender a demanda de producéao de Trichogramma em grande escala, é necessario o
desenvolvimento de tecnologias de producdo que permitam a sincronizacgao entre a liberagao
de parasitoides e os periodos de maior ocorréncia das pragas alvos no campo (Pitcher et al.

2002; Tezze e Botto 2004; Colinet e Boivin 2011). Uma das alternativas para incrementar a
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producdo massal de Trichogramma é a criopreservacdo de ovos hospedeiros em nitrogénio
liquido para utilizacdo nos periodos de maior demanda.

Dentre outras aplicacdes, a criopreservagdo é uma técnica empregada na preservacdo de
embrides de insetos, tais como, Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Guang-
hong et al. 2001), Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Diptera: Calliphoridae) (Leopold et
al. 2001), entre outros. A principal vantagem desta técnica € a estocagem de ovos por periodos
prolongados (Corréa-Ferreira et al., 1998). No Brasil, a criopreservacdo € utilizada com sucesso
na producdo massal dos parasitoides de ovos Trissolcus basalis (Wollaston) e Telenomus podisi
(Ashmead) (Hymenoptera: Scelionidae) que parasitam ovos de pentatomideos (Corréa-Ferreira
e Oliveira 1998; Doetzer e Foerster 2013; Favetti et al. 2014).

Em lepidopteros, a técnica mais estudada é a estocagem de ovos em temperaturas que
variam entre 0 e 10 °C, porém, com ovos ja parasitados por Trichogramma. Este método
empregado tem produzido indices de emergéncia em torno de 60 % e por periodos de estocagem
de no maximo dois meses (Jalali e Sing 1992; Pitcher et al. 2002; Ozder 2004; Spinola-Filho et
al. 2014). A técnica de estocagem em nitrogénio liquido, apesar de pouco explorada, tem
apresentado percentuais de parasitismo por Trichogramma inferiores a 60 % (Greco e
Stilinovic, 1998; Krechemer, 2010). Embora promissores, esses resultados necessitam ser
melhorados com o aprimoramento da técnica.

Além do hospedeiro e da tecnologia de producdo, o sucesso de uma criacdo massal
também depende da selecdo de espécies de Trichogramma que apresentem caracteristicas de
maior afinidade com o hospedeiro e que possuam ampla distribuicao geogréafica (Tezze e Botto
2004). Trichogramma pretiosum é a espécie mais utilizada em liberagGes inundativas em
diversos paises (Smith 1996). Essa espécie juntamente com Trichogramma atopovirilia
(Oatman e Platner) caracterizam-se por parasitarem ovos da familia Noctuidae (Foerster e
Avanci 1999, Carete e Foerster, 2003; Parra e Zucchi 2004, Andrade et al. 2011). Enquanto
que Trichogramma galloi (Zucchi) e Trichogramma exiguum (Pinto e Platner) sdo espécies
utilizadas principalmente no controle de Diatraea sacharallis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (Monje et al. 1999;
Tabone et al. 1999).

Portanto, neste trabalho comparou-se a capacidade de parasitismo de T. atopovirilia, T.
exiguum, T. galloi e T. pretiosum em ovos de M. sequax estocados e ndo estocados em
nitrogénio liquido, pois diferentes espécies de Trichogramma podem ter desempenho distinto

sobre 0s ovos estocados.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Manutencdo dos insetos

Os parasitoides e os ovos de M. sequax utilizados nos experimentos foram obtidos de
criacBes mantidas em laboratério, em temperatura de 20+ 1 °C, 70+ 10 % RH e 12: 12 h de
fotofase. Na fase larval, M. sequax foi criada com dieta artificial (Marchioro e Foerster 2012).
Os adultos foram liberados em gaiolas de madeira com 40 cm x 30 cm x 27 cm, com laterais
cobertas com tela de nailon e alimentados com mel diluido em agua a 10 %. Como substrato
para oviposicao foram utilizados papéis de seda, dobrados em forma de sanfona, colocados nas
paredes da gaiola. Os parasitoides T. atopovirilia, T. exiguum, T. galloi e T. pretiosum foram
mantidos em tubos de vidro com 1,0 cm de didmetro x 10 cm de comprimento e alimentados
com filetes de mel no interior de cada tubo. As fémeas de cada espécie de Trichogramma
receberam cerca de 100 ovos de M. sequax a cada dois dias para a manutencao das espécies em

laboratorio.

5.2.2 Estocagem de ovos

Aproximadamente 400 ovos de M. sequax com até 24 horas de idade foram separados
em pequenas posturas aderidos a papel de seda e transferidos para criotubos com capacidade
para 2 mL (Corning®). Em seguida, os criotubos foram colocados em nitrogénio liquido a— 196
°C por 30 dias. Apos este periodo, os ovos foram retirados e descongelados em banho-maria a
37 °C durante 5 minutos.

5.2.3 Desenvolvimento e emergéncia

Ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido e ovos ndo estocados foram
transferidos para tubos de vidro (1,0 cm de didmetro x 10 cm de comprimento) e expostos ao
parasitismo por fémeas de T. atopovirilia, T. exiguum, T. galloi e T. pretiosum durante 24 horas.
As fémeas foram alimentadas com filetes de mel no interior de cada tubo. O delineamento foi
inteiramente casualizado com oito tratamentos e 20 repeti¢des. Para cada espécie, a repeticdo
foi composta por 20 ovos e duas fémeas em cada tubo, mantidas em temperatura de 20+ 1 °C,
70+ 10 % RH e 12: 12 h de fotofase. Avaliou-se a porcentagem de parasitismo, a emergéncia

dos adultos, a raz&o sexual e o tempo de desenvolvimento (ovo-adulto).
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5.2.4 Capacidade de parasitismo e longevidade das progénies

Apo6s a emergéncia dos adultos, foram avaliadas a capacidade de parasitismo e a
longevidade das progénies de cada espécie. Os individuos foram mantidos em tubos de vidro
(1,0 cm de didmetro x 10 cm de comprimento) e alimentados com mel. Comparou-se a
capacidade de parasitismo e a fecundidade de fémeas obtidas de ovos estocados em nitrogénio
liquido com fémeas provenientes de ovos ndo estocados. Ap6s 24 h da emergéncia dos
parasitoides foram individualizadas 20 fémeas de cada espécie provenientes de ovos estocados
e nao estocados, as quais receberam, diariamente, 20 ovos de M. sequax ndo estocados, durante
quatro dias consecutivos. Os 0vos permaneceram expostos ao parasitismo durante 24 h.
Avaliou-se a percentagem de ovos parasitados em quatro dias. Para a avaliagdo da longevidade
foram selecionados 20 casais de cada tratamento com observacdes diérias realizadas até a morte

de todos os individuos.

5.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade pelo teste de Shapiro- Wilk e
homogeneidade das variancias pelo teste de Levene (P< 0,05). A comparagdo entre ovos
estocados e ndo estocados para cada espécie de Trichogramma foi feita atraves do teste t de
Student e Mann-Whitney (P< 0,05). A razdo sexual foi calculada pelo nimero de fémeas/
(nimero de machos + niimero de fémeas) e analisada através do teste de Qui-quadrado (x?) (P<
0,05) tendo como valor esperado a proporcao de machos e fémeas de Trichogramma obtidas de
ovos nao estocados. As analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Statistica
v. 8.0 (Statsoft Inc 2008).

5.3 RESULTADOS
5.3.1 Desenvolvimento e emergéncia

O parasitismo das quatro espécies de Trichogramma em ovos estocados ndo diferiu
estatisticamente (H=5,888; p=0,117), embora T. atopovirilia tenha se destacado com 92 % de

parasitismo, seguidos de T. pretiosum, T. exiguum com 84 % e T. galloi com 77 % dos ovos
parasitados (Fig. 1). Também ndo houve diferenca significativa na comparacao do parasitismo
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entre ovos estocados e ndo estocados para T. atopovirilia (t= 1,023; p= 0,313), T. exiguum (t =
0,415; p= 0,681) e T. pretiosum (t= 1,035; p= 0,307). Em T. galloi o parasitismo de ovos
estocados foi menor (77 %) do que em ovos ndo estocados (98 %) (U= 70,50; p< 0,001) (Fig.
1).

O maior indice de emergéncia de parasitoides originados de ovos estocados foi
verificado em T. pretiosum (93 %), seguido de T. exiguum (88 %), T. atopovirilia (87 %) e T.
galloi (80 %). Néo houve diferenca na emergéncia de adultos de T. exiguum (t= 1,351; p=
0,185) e T. pretiosum (t= 1,863; p= 0,070) emergidos de ovos estocados em comparagdo aos
nédo estocados. Trichogramma atopovirilia (U= 87,50; p= 0,002) e T. galloi (U= 43,00; p<
0,001) apresentaram porcentagem de emergéncia inferior nos ovos estocados em relacdo aos

ovos ndo estocados (Fig. 1).
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Fig. 1 Porcentagem média (x EP) de parasitismo e emergéncia de adultos das espécies de
Trichogramma em ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias e
ovos nao estocados. Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si na comparagéo de
ovos estocados e ndo estocados em cada espécie pelo teste t- Student e Mann-Whitney (P<
0,05).
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O tempo de desenvolvimento dos parasitoides em ovos estocados foi maior do que em
0vos ndo estocados para T. atopovirilia (t= 6,919; p< 0,001) (1,05 dias) T. exiguum (U= 66,50;
p< 0,001) (0,65 dias), T. galloi (t= 5,305; p< 0,001) (0,96 dias) e T. pretiosum (t= 12,58; p<
0,001) (1,75 dias) (Tabela 1). A razéo sexual apresentou maior propor¢édo de fémeas do que de
machos, tanto para as progénies originadas de ovos estocados quantos ndo estocados para T.
atopovirilia (x?= 3,310; p> 0,050), T. exiguum (= 0,040; p> 0,050), T. galloi (x>= 0,000; p>
0,050) e T. pretiosum (y°= 1,321; p> 0,050) (Tabela 1).

Tabela 1 Média (+ EP) do tempo de desenvolvimento, razdo sexual e longevidade das
progénies de Trichogramma spp. originados de ovos de Mythimna sequax estocados em
nitrogénio liquido por 30 dias e em ovos ndo estocados (20+ 1°C T; 70+ 10% RH; 12L: 12D

fotoperiodo).

Tratamentos Razéo Tempo de Longevidade (dias)
sexual™ desenvolvimento (dias) Fémea Macho
T. atopovirilia
Ovos estocados 0,81 +0,01 16,70+ 0,11 a 18,70+ 1,47 a 11,85+ 0,92 a
Ovos ndo estocados 0,64 + 0,05 15,65+0,11a 1760+ 1,16 a 13,05+1,04 a
T. exiguum
Ovos estocados 0,98 +0,01 17,00 + 0,07 a 17,30+1,16b 8,43+1,41b
Ovos ndo estocados 0,99 + 0,00 16,35+0,11 b 2105+128a 13,43 +1,77 a
T. galloi
Ovos estocados 1,00 £ 0,00 18,26 £0,15a 21,75+ 133a -
Ovos ndo estocados 1,00 + 0,00 17,30+0,11b 17,30 £1,08 b -
T. pretiosum
Ovos estocados 0,76 £ 0,04 16,60+ 0,11 a 17,15+ 1,12 a 15,75+ 1,04 a
Ovos ndo estocados 0,76 + 0,02 14,85+ 0,08 b 18,75+ 1,72 a 15,65+ 0,98 a

Médias seguidas de mesma letra mintscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste t- Student e Mann-Whitney
(P< 0,05). *NS= ndo significativo pelo teste de qui-quadrado (P< 0,05).

A longevidade das fémeas variou entre 17 a 22 dias, enquanto que 0os machos viveram
entre 8 a 16 dias tanto em ovos estocados quanto em ovos nao estocados (Tabela 1). Os machos
e fémeas de T. atopovirilia e T. pretiosum originados de ovos estocados nédo diferiram no tempo
de sobrevivéncia quando comparados com as progénies originadas de ovos ndo estocados.
Entretanto, a longevidade das progénies de T. exiguum provenientes de ovos estocados foi

menor tanto para machos (5 dias) quanto para fémeas (4 dias). Ja as fémeas de T. galloi oriundas
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de ovos estocados viveram quatro dias a mais em relagéo as originadas de ovos néo estocados.
N&o houve emergéncia de machos de T. galloi (Tabela 1).

A maior porcentagem de parasitismo acumulado em quatro dias foi verificada nas
progénies de T. atopovirilia que originaram de ovos estocados (75 %) quando comparada com
progénies da mesma espécie originadas de ovos ndo estocados (61 %) (U= 104,50; p= 0,010)
(Figura 2). O mesmo foi verificado em T. galloi, onde o parasitismo das fémeas originadas de
ovos nao estocados (61 %) foi superior (t= 4,617; p< 0,001) as fémeas oriundas de ovos nédo
estocados (47 %). N&o houve diferenca no parasitismo das fémeas originadas de ovos estocados
e ndo estocados para T. pretiosum (t= 0,746; p= 0,460) e T. exiguum (U= 186,00; p= 0,705)
(Figura 2).

O maior percentual de ovos parasitados ocorreu no primeiro dia apos a emergéncia das
fémeas quando mais de 90 % dos ovos foram parasitados, tanto nas progénies de ovos estocados
quanto de ovos néo estocados. O menor parasitismo foi verificado nas progénies de T. exiguum
originadas de ovos estocados (73 %) e ovos ndo estocados (70 %).
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Fig. 2 Médias (x EP) da porcentagens de ovos de Mythimna sequax parasitados por progenies
de espécies de Trichogramma provenientes de ovos estocados e ndo estocados durante quatro
dias consecutivos (n= 80). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si para cada

espeécie pelo teste t-Student (P< 0,05).
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5.4 DISCUSSAO

As quatro espécies de parasitoides avaliadas parasitam, desenvolvem-se e emergem dos
ovos estocados em nitrogénio liquido em proporcdes semelhantes aos ovos ndo estocados. As
espécies de Trichogramma avaliadas neste trabalho apresentaram taxas de parasitismo
superiores a 84 %. A técnica de producdo de parasitoides do género Trichogramma atualmente
baseia-se na producdo em grande escala de hospedeiros obtidos a partir de espécies de
microlepiddpteros que sdo criados na fase larval em farinhas. No entanto, os resultados
alcancados com a estocagem de ovos de M. sequax abrem a perspectiva de producdo de
Trichogramma com maior capacidade reprodutiva e longevidade do que aqueles originados de
ovos menos volumosos, como ja observado por Nagarkatti et al. (1991) utilizando ovos de um
hospedeiro de maior volume como M. sexta. Andrade et al. (2011) utilizaram fémeas de T.
atopovirilia, T. exiguum e T. pretiosum mantidas em ovos de Ephestia kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) e verificaram o parasitismo de no méaximo 43 % em ovos de Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae). Estudos realizados por Salt (1941) mostraram
gue hospedeiros de menor volume, como S. cerealella, originam parasitoides menores e menos
vigorosos. Os resultados mostraram que ovos de M. sequax produzem parasitoides com alta
capacidade reprodutiva, morfoldgica e fisiologicamente mais apta a um controle efetivo de
pragas com ovos mais volumosos, como H. zea (Greenberg et al. 1998), H. armigera (Nurindah
et al. 1999), A. gemmatalis (Foerster et al. 2015) e outros lepidopteros que possuem ovos de
maior volume.

A estocagem de ovos de M. sequax produziu resultados significativamente superiores
aos relatados por Greco e Stilinovic (1998), que estocaram ovos de S. cerealella em nitrogénio
liquido por 20 e 130 dias e registraram taxas de parasitismo por T. pretiosum de 43 % e 69 %
de emergéncia de adultos. Os resultados obtidos com a estocagem de ovos de M. sequax em
nitrogénio liquido é uma alternativa promissora para a producdo de Trichogramma. A técnica
de estocagem em nitrogénio liquido é utilizada com sucesso na producao dos parasitoides de
ovos de pentatomideos T. basalis e T. podisi (Corréa-Ferreira e Oliveira 1998, Doetzer e
Foerster 2013, Favetti et al. 2014) para serem liberados no periodo de ocorréncia dos percevejos
na cultura da soja. Corréa-Ferreira e Oliveira (1998) relatam a producéo de T. basalis a partir
de ovos de N. viridula estocados em nitrogénio liquido por um ano com viabilidade superior a
90 %.

A razdo sexual das espécies de Trichogramma originadas de ovos estocados resultou na

predominancia de fémeas com valor superior a 76 %, demonstrando a qualidade nutricional do
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hospedeiro, sendo esse valor um indicativo para o sucesso de uma criagdo massal de
Trichogramma (Navarro 1998). A razdo sexual em torno de 76 % foi verificada por Diaz et al.
(2012) para T. pretiosum, T. atopovirilia e T. exiguum em ovos ndo estocados de S. cerealella,
indicando que a estocagem dos ovos de M. sequax em nitrogénio liquido ndo afeta a razéo
sexual das espécies de Trichogramma. Nos ovos parasitados por T. galloi ocorreu apenas a
emergéncia de fémeas, tanto em ovos estocados quanto em ovos ndo estocados. Provavelmente
a populacédo de T. galloi mantida em laboratério deve ser telitoca, pois s6 ocorre producdo de
fémeas. Ha registros na literatura de associacao de espécies de Trichogramma com bactérias do
género Wolbachia, que sdo capazes de reverter o sexo, fazendo com que as progénies se
reproduzam por partenogénese telitoca (Stouthamer et al. 1990). Embora T. galloi seja
comumente empregado no controle de D. saccharalis (Monje et al. 1999), essa espécie
demonstrou potencial para utilizacdo no controle de noctuideos quando criados em ovos de M.
sequax.

A estocagem de ovos de M. sequax néo afetou a longevidade de fémeas (17 a 22 dias) e
machos (8-16 dias) nas espécies de Trichogramma avaliadas, exceto T. exiguum onde a
longevidade das progénies foi menor do que as originadas de ovos nao estocados. Entretanto,
esse hospedeiro originou parasitoides mais longevos quando comparados com parasitoides
originados de outros hospedeiros. Parasitoides com longevidade de 13 dias foram relatados por
Foerster et al. (2014) quando criados em ovos de A. gemmatalis ndo estocados. Diaz et al.
(2012) observaram uma longevidade de aproximadamente cinco dias para adultos de T.
pretiosum, T. atopovirilia e T. exiguum oriundos de ovos ndo estocados de S. cerealella.

A maioria das progénies de Trichogramma parasitaram mais de 90 % dos ovos no
primeiro dia de parasitismo, no entanto, T. atopovirilia se destacou no parasitismo ao longo dos
quatro dias de ovos ofertados. A capacidade de parasitismo das quatro espécies de
Trichogramma avaliadas ndo foi afetada pelos parasitoides terem se desenvolvido em ovos
estocados em nitrogénio liquido por 30 dias. Esses resultados constrastam com os estudos
realizados por Jalali e Singh (1992) que demonstraram uma reducdo no parasitismo das
progénies de Trichogramma achaeae (Nagaraja and Nagarkatti), Trichogramma eldanae
(Viggiani), Trichogramma chilonis (Ishii) e Trichogramma japonicum (Ashmead) originados
de ovos de C. cephalonica estocados em baixas temperaturas (2, 5 e 10 °C) por 35 dias
apresentando percentuais de parasitismo de no maximo 23 %. Ayvaz et al. (2008) verificaram
26 % de parasitismo em progénies de Trichogramma evanescens (Westwood) originadas de

ovos de E. kuehniella estocados a 4 °C durante trés semanas.
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O presente trabalho demonstrou que as quatro espécies avaliadas sdo passiveis de serem
produzidas através de ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias, pois 0s
parasitoides obtidos de ovos estocados mantiveram as mesmas caracteristicas de parasitoides
oriundos de ovos ndo estocados. Esse hospedeiro quando armazenado adequadamente,

provavelmente pode ser utilizado para a produgdo massal de outras espécies de Trichogramma
spp.
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6 CAPITULO IV- UM NOVO PASSO NA PRODUCAO DE Trichogramma
WESTWOOD: CRIOPRESERVAC;AO DE OVOS DE Mythimna sequax
(FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) POR LONGOS
PERIODOS

Resumo

O presente trabalho comparou a eficiéncia de parasitismo por Trichogramma pretiosum em
ovos de Anticarsia gemmatalis e Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias.
Determinou-se e quantificou-se por meio de espectroscopia de ressonanica magnética nuclear
(RMN) de *H, o acimulo de metabdlitos presentes em maior quantidade nos ovos desses dois
lepiddpteros. Avaliou-se a viabilidade de ovos de M. sequax estocados em nitrogénio liquido
por um, trés, seis, nove e 12 meses no parasitismo por Trichogramma atopovirilia e T.
pretiosum. O parasitismo por T. pretiosum em ovos de M. sequax estocados por 30 dias foi
superior (84,2 %) aos ovos de A. gemmatalis (6,7 %). O espectro de RMN de *H determinou e
quantificou os trés principais metabolitos: maltodextrina, trealose e fosfocolina, sendo os dois
primeiros presentes em maior quantidade em ovos de M. sequax. Com relacdo ao tempo de
estocagem, a média de parasitismo por T. atopovirilia se manteve acima de 87 % em todos o0s
periodos de estocagem. Em T. pretiosum a média foi superior a 82 % até os seis meses,
reduzindo para 79 % aos 12 meses de estocagem. A estocagem de ovos de M. sequax por 12
meses nao afetou a capacidade reprodutiva e a longevidade das progénies de T. atopovirilia e
T. pretiosum. A criopreservagdo de ovos de M. sequax em nitrogénio liquido mostrou-se viavel
para a producdo das duas espécies de Trichogramma em ovos estocados por até 12 meses, 0
que propicia a sincronizacgao da producdo de parasitoides com a ocorréncia dos insetos-praga
em culturas anuais.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Parasitoides de ovos; Trichogramma pretiosum;
Trichogramma atopovirilia; Armazenamento em baixa temperatura; Trealose
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A FURTHER STEP ON THE PRODUCTION OF Trichogramma WESTWOOD:
CRIOPRESERVATION OF Mythimna sequax (FRANCLEMONT, 1951) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) FOR LONG PERIODS

Abstract

The parasitism efficiency by Trichogramma pretiosum on eggs of Anticarsia gemmatalis and
Mythimna sequax stored in liquid nitrogen for 30 days was compared. The presence of
metabolites on both lepidopteran eggs was determined and quantified by means of *H nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. The feasibility of M. sequax eggs stored in liquid
nitrogen for one, three, six, nine and 12 months in the parasitism by Trichogramma atopovirilia
and T. pretiosum was evaluated. The parasitism by T. pretiosum in stored M. sequax eggs for
30 days was higher (84.2%) in comparison to A. gemmatalis eggs (6.7%). The 'H NMR
spectrum determined and quantified the three main metabolites: maltodextrin, trehalose, and
phosphocoline, the first two being present in greater quantities in M. sequax eggs. Regarding
the storage time, the average parasitism by T. atopovirilia remained above 87% in all periods
of storage. In T. pretiosum the average was above 82% up to six months, and declined to 79%
after 12 months of storage. The storage of M. sequax eggs for 12 months did not affect the
reproductive performance and longevity of T. atopovirilia and T. pretiosum progenies. The
technique of storage M. sequax eggs in liquid nitrogen proved to be suitable for the production
of the two species of Trichogramma in eggs stored for up to 12months, which allows
synchronization of parasitoids production with the occurrence of insect pests in annual crops.

Keywords: Biological control; parasitoid eggs; Trichogramma pretiosum; Trichogramma
atopovirilia; Cold storage; Trehalose
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6.1 INTRODUCAO

A estocagem de ovos hospedeiros em baixa temperatura pode possibilitar o incremento
da producdo massal de Trichogramma Westwood nos periodos de maior demanda de
parasitoides para o controle de lepiddpteros-praga em diversas culturas (GRECO e
STILINOVIC, 1998; OZDER, 2004; WANG et al., 2014). As técnicas frequentemente
estudadas s@o a estocagem de ovos hospedeiros em refrigerador, freezer e nitrogénio liquido
(LEOPOLD et al., 1998; GRECO e STILINOVIC, 1998). A criopreservacao tem sido
empregada com sucesso na producdo dos parasitoides de ovos de percevejos pentatomideos
Trissolcus basalis Wollaston e Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) para
liberag&o em areas de cultivo de soja (CORREA-FERREIRA e OLIVEIRA, 1998; DOETZER
e FOERSTER, 2013; FAVETTI et al., 2014) e do parasitoide de ovos de coreideos Gryon
pennsylvanicum Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) para liberacdo em areas de cultivo de
Pinus pinea L. (PEVERIERI et al., 2015). A criopreservacao possibilita a estocagem de ovos-
hospedeiros por longos periodos, conforme resultados obtidos por Corréa-Ferreira e Oliveira
(1998) e Peverieri et al. (2015) que conseguiram estocar ovos de percevejos por um ano para a
producdo de parasitoides de ovos.

Em lepidopteros, os estudos tém se concentrado no armazenamento de ovos de
microlepidopteros ja parasitados por Trichogramma e mantidos em refrigerador em
temperaturas que variam de 0 a 15 °C por periodos de no maximo 60 dias (LEOPOLD et al.,
1998). Dentre os estudos estdo o armazenamento de ovos de Sitotroga cereallela Olivier
(Lepidoptera: Gelechiidae) por até 30 dias nas temperaturas entre 4 e 10 °C (PITCHER et al.,
2002; RUNDLE et al., 2004; RODRIGUES e SAMPAIO, 2011); a estocagem de ovos de
Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) por no maximo 30 dias nas temperaturas
de 2 a 10 °C. Além do armazenamento de ovos de Corcyra cephalonica Stainton (Lepidoptera:
Pyralidae) (JALALI e SINGH, 1992) por até 49 diasem 2, 5 e 10 °C. Os trabalhos mencionados
revelam que, a medida que aumenta o tempo de armazenamento dos ovos diminui
drasticamente a emergéncia de Trichogramma.

As pesquisas com ovos de lepidopteros ndo parasitados estocados em freezer e
nitrogénio liquido ainda s&o pouco exploradas. Dass e Ram (1983) estocaram ovos de C.
cephalonica em freezer (- 6 °C) e verificaram que a maior porcentagem de parasitismo (69 %)
ocorreu aos sete dias de armazenamento. Greco e Stilinovic (1998) estocaram ovos de S.
cerealella em nitrogénio por até 130 dias e obtiveram no maximo 43 % de parasitismo por T.

pretiosum. Krechemer (2010) estocou ovos de Mythimna sequax (Franclemont, 1951)
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(Lepidoptera: Noctuidae) por até 90 dias e verificou indices de parasitismo de 58 % para T.
pretiosum e 52 % para T. atopovirilia.

A espécie hospedeira pode influenciar na tolerancia dos ovos a criopreservacao, pois,
inimeros estudos demonstram que alguns insetos possuem uma maior adaptacao a temperaturas
mais frias devido a uma maior concentracdo de trealose nos seus fluidos corporais
(ZACHARIASSEN, 1985; BLOCK, 1991; BECKER et al., 1996; ROZSYPAL, 2015). Uma
das formas de se quantificar a trealose nos insetos € através do uso da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, que dentre as vérias aplicacdes na biologia, €
comumente utilizada nos estudos do metabolismo dos insetos (THOMPSON, 1990).

Nesse sentido surge o interesse em verificar se 0s ovos de espécies hospedeiras que
ocorrem em temperaturas mais baixas apresentam vantagem para serem estocados em
nitrogénio liquido em relacdo aos ovos de espécies que ocorrem em temperaturas mais altas.
Dentre as espécies estdo Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Erebidae) praga priméria
da cultura da soja de ocorréncia no verdo (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000) e M. sequax uma
das principais pragas de culturas de inverno (BERTELS, 1970).

Ambas as espécies apresentam potencial para producao de Trichogramma, uma vez que
originam parasitoides robustos, longevos e com alta capacidade de parasitismo (CANETE e
FOERSTER, 2003; AVANCI et al., 2005; FOERSTER et al., 2015). Além da qualidade do
hospedeiro, o sucesso de um programa de controle biolégico depende da utilizacdo de espécies
de Trichogramma que parasitem um maior nimero de pragas-alvos. Neste sentido, T.
atopovirilia e T. pretiosum caracterizam-se por estarem associadas a um maior nimero de
hospedeiros e por parasitarem principalmente lepidopteros-praga da familia Noctuidae
(ZUCCHlI et al., 2010).

O presente trabalho comparou o parasitismo por T. pretiosum em ovos de A. gemmatalis
e M. sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias. Apos a verificacdo do potencial que
desses hospedeiros, foram determinados e quantificados os metabolitos presentes nos ovos das
duas espécies de lepiddpteros e posteriormente, foi avaliada a viabilidade de ovos de M. sequax
estocados por diferentes periodos (um, trés, seis, nove e 12 meses) ao parasitismo por T.

atopovirilia e T. pretiosum.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Criacao de Anticarsia gemmatalis

A criacdo de A. gemmatalis foi mantida a 25+ 1 °C, 70+ 10 % RH e 14: 10 h de fotofase.
Durante a fase larval, os individuos se desenvolveram em copos plasticos com capacidade para
50 ml contendo dieta artificial (GREENE et al., 1976). Os adultos foram alimentados com uma
solucdo composta por agua destilada, mel, nipagim, &cido sorbico e sacarose acrescidos de 25
% de cerveja (HOFFMANN-CAMPO et al., 1985) e mantidos em gaiolas de vidro de 45 cm x
33 cm x 35 cm com aberturas recobertas por telas de nailon para ventilagdo. Utilizou-se como
substrato para oviposicao placas de acrilico introduzidas internamente, junto as quatro paredes
laterais da gaiola , as quais foram retiradas diariamente para a remocdo dos ovos aderidos as

paredes de acrilico e coletados em bandeja com &gua.

6.2.2 Criacao de Mythimna sequax

A criagdo de M. sequax foi mantida a 20 £ 1 °C, 70+ 10 % RH e 12: 12 h de fotofase. Na
fase larval, M. sequax foi criada em tubos de vidro, com 2,0 cm x 8,0 cm, contendo dieta
artificial MARCHIORO e FOERSTER, 2012). Os adultos foram alimentados com mel diluido
em agua a 10%, mantidos em gaiolas de madeira com 40 cm x 30 cm X 27 cm e laterais cobertas
com tela de nailon e acrilico. Os ovos foram depositados em substrato de oviposi¢do elaborado

com papel de seda, dobrado em forma de sanfona em sua extensao.

6.2.3 Criacao de Trichogramma

Os parasitoides foram criados em tubos de vidro com 1,0 cm x 10 cm, em temperatura de
20+ 1°C, 70+ 10 % RH e 12 h de fotofase. Os parasitoides T. atopovirilia e T. pretiosum foram
selecionados por estarem associados ao parasitismo de varias espécies de noctuideos (PARRA
e ZUCCHI, 2004). Os adultos foram alimentados com filetes de mel no interior de cada tubo.
As fémeas receberam cerca de 100 ovos de M. sequax a cada dois dias para a manutencao das

especies de Trichogramma em laboratorio.
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6.2.4 Parasitismo de ovos de A. gemmatalis e M. sequax por T. pretiosum

Aproximadamente 400 ovos de M. sequax e A. gemmatalis com até 24 horas de idade foram
transferidos para criotubos com capacidade para 2 mL (Corning®). Os ovos de M. sequax foram
colocados em pequenas posturas aderidas a papel de seda e os ovos de A. gemmatalis foram
colocados soltos nos criotubos. Em seguida, os criotubos foram mantidos em nitrogénio liquido
a— 196 °C por 30 dias. Apds esse periodo, os ovos foram descongelados em banho-maria a 37
°C durante 5 minutos. Em seguida, 0s ovos das duas espécies estocados em nitrogénio liquido
e ndo estocados foram transferidos para tubos de vidro (1,0 x 10 cm) e expostos ao parasitismo
por fémeas de T. pretiosum durante 24 horas. Essa espécie de Trichogramma foi selecionada
por ser a mais utilizada em programas de controle bioldgico no mundo (PARRA e ZUCCHI,
2004). Os ovos de A. gemmatalis por serem ovipositados individualmente, foram fixados com
agua em cartelas de cartolina azul com 0.5 cm x 2 cm utilizando um pincel de pélo fino e os
ovos de M. sequax por serem colocados em massa, foram mantidos em papel de seda. As
fémeas foram alimentadas com filetes de mel no interior dos tubos. O delineamento foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e 20 repeti¢cdes. Cada repeticdo foi composta
por 20 ovos/tubo e proporc¢do de 1% de T. pretiosum/10 ovos, mantidas em temperatura de 20+
1°C, 70+ 10 % RH e 12 h de fotofase. Avaliou-se a porcentagem de parasitismo e a emergéncia

dos adultos.

6.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

As extracOes dos metabolitos presentes nos ovos foram realizadas utilizando-se 400
ovos (ndo estocados) de M. sequax e A. gemmatalis, os quais foram transferidos para tubos de
vidro com capacidade de 10 mL e macerados em 5 mL de agua destilada. Em seguida as
amostras foram agitadas por um minuto em agitador do tipo vortex mixer (marca Vixar). Apos
a decantacdo, toda a solucdo foi retirada, restando apenas 0 macerado. Esse processo foi
realizado duas vezes e as solugcbes obtidas das duas extracdes foram transferidas para
recipientes de vidro denominados vials com capacidade de 10 mL pesados previamente.
Posteriormente as amostras foram aquecidas a 46,5 °C no equipamento Thermo Scientific
(modelo Reacti Therm | #18822) até a evaporacdo de toda a agua das amostras. Apds esse
processo os vials contendo as amostras foram pesados para obtengdo da quantidade de cada
amostra. Em seguida, as amostras foram dissolvidas em 600 uL de o0xido deuterado ou agua

deuterada (D-O) e foram transferidas para tubos eppendorf (2 mL) para centrifugagdo durante
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10 minutos a 8.000 rpm em centrifuga de eppendorf modelo miniSpin. Apos a centrigugacéo,
as solucbes receberam adicdo de 20 pL de TMSP-ds (2,2,3,3- tetradeuterium-3-
trimethylilsilylpropionate) e transferidas para tudo de RMN de 178 mm x 5 mm de diametro.

Os espectros foram adquiridos a 303 K contendo 58 nmol de TMSP-ds (2,2,3,3-
tetradeuterium-3-trimethylilsilylpropionate) como padréo (6 = 0). Todos os espectros foram
obtidos utilizando-se um espectrometro de RMN Bruker AVANCE Il 600 MHz com uma
sonda de gradiente inverso 5 mm (QXI). Foram realizados 1D *H-RMN utilizando apds 90°
(p1) de calibracéo de pulso (p1 9.50-10.2 us) para obter o espectro com uma largura de 25000
Hz, utilizando 64 varrimentos para o Sinal/Noise (S/N) de pelo menos 400/1. A pré-saturacao
residual HDO foi realizada com o programa noesygpprld.2, incluindo pré-saturacdo durante o
atraso de relaxamento (10 ms) e gradiente spoil (90° de pulso, relaxamento de atraso= 10.0 s,
nimero de pontos no dominio do tempo = 65536 e tempo de aquisicdo = 5.45259 s). A
integracdo das areas foi realizada sem a rotacdo do tubo e respeitando a metade da largura da
linha média do TMSP de 0.8-1.0 Hz.

6.2.6 Parasitismo em ovos de M. sequax estocados por diferentes periodos

Ovos de M. sequax com até 24 horas de idade foram transferidos para criotubos com
capacidade para 2 mL (Corning®) e armazenados em nitrogénio liquido a— 196 °C por um, trés,
seis, nove e 12 meses. Ap6s a retirada dos ovos do nitrogénio liquido, estes foram
descongelados em banho-maria a 37 °C durante 5 minutos. Em seguida, foram transferidos para
tubos de vidro (1,0 x 10 cm) e expostos ao parasitismo por fémeas de T. atopovirilia e T.
pretiosum durante 24 horas. O parasitismo destes ovos foi comparado com o parasitismo de
ovos de M. sequax ndo estocados (zero dias de estocagem). As fémeas de Trichogramma foram
alimentadas com filetes de mel no interior de cada tubo. O delineamento foi inteiramente
casualizado com 12 tratamentos (seis periodos de armazenamento X duas espécies de
Trichogramma) e 20 repeticdes. Cada repeticao foi composta por 40 ovos/tubo e proporcao de
1 9/10 ovos, mantidas em temperatura de 20+ 1 °C, 70+ 10 % RH e 12 h de fotofase. Avaliou-
se a porcentagem de parasitismo, a emergéncia de adultos, a razdo sexual e o tempo de

desenvolvimento (ovo-adulto).
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6.2.7 Capacidade de parasitismo e longevidade de progénies obtidas de ovos estocados por

nove e 12 meses

Este experimento foi realizado para comparar as progénies originadas de ovos estocados
por nove e 12 meses com as progénies oriundas de ovos ndo estocados, por ser 0s maiores
periodos de estocagem dos ovos. Apos a emergéncia de adultos de T. atopoviriliae T. pretiosum
originados de ovos ndo estocados e estocados por nove e 12 meses, foram avaliadas a
capacidade de parasitismo e a longevidade das progénies. Os individuos foram mantidos em
tubos de vidro (1,0 cm de didmetro x 10 cm de comprimento) e alimentados com mel. Apos 24
h da emergéncia dos parasitoides, 20 fémeas de cada espécie foram individualizadas, as quais
receberam 20 ovos de M. sequax diariamente, durante quatro dias consecutivos. Os ovos
permaneceram expostos ao parasitismo durante 24 h. Avaliou- se o nimero total de ovos
parasitados durante quatro dias consecutivos.

Para a avaliagdo da longevidade foram selecionados 20 casais de cada espécie
provenientes de ovos ndo estocados e estocados por nove e 12 meses. As observacdes foram

realizadas diariamente até a morte de todos os individuos.

6.2.8 Andlise estatistica

Os dados que apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e homogénea
pelo teste de Levene, foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e a comparagéo de
médias de teste de Tukey (P< 0,05), enquanto que 0s dados cujas varancias ndo seguiram esses
predispostos foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P< 0,05). A
comparacao entre ovos estocados e nao estocados para cada espécie de Trichogramma foi feita
através do teste t - Student e Mann-Whitney (P< 0,05). A razdo sexual foi calculada pelo
namero de fémeas/ (nimero de machos + nimero de fémeas) e analisada pelo teste de Qui-
quadrado (X?) (P< 0,05), tendo como valor esperado a razéo sexual de parasitoides originados
de ovos de M. sequax ndo estocados. As analises foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico Statistica v. 8.0 (Statsoft Inc 2008).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Parasitismo em ovos criopreservados de A. gemmatalis e M. sequax por T. pretiosum

A porcentagem de parasitismo por T. pretiosum em ovos de M. sequax estocados em
nitrogénio liquido por 30 dias foi superior (84,2 %) ao parasitismo em ovos de A. gemmatalis
(6,7 %) (U= 2,50; p< 0,001) (Fig. 1). Enquanto que o parasitismo em ovos nao estocados dos
dois hospedeiros ndo diferiu estatisticamente (t= 0,650; p= 0,521), sendo 87,2 % em ovos de
A. gemmatalis e 90,5 % em ovos de M. sequax . Ovos de A. gemmatalis estocados apresentaram
uma taxa de parasitismo inferior aos ovos ndo estocados (t= 22,446; p< 0,001) (Fig. 1),
enguanto que os ovos de M. sequax ndo diferiram no parasitismo entre ovos estocados e nao
estocados (t= 1,012; p= 0,318).
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Figura 1. Médias (+ EP) da porcentagem de parasitismo por Trichogramma pretiosum em ovos
de Anticarsia gemmatalis e Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido por 30 dias e
ndo estocados. (n= 80). Letras maiusculas comparam as espécies e minusculas representam a
significancia no parasitismo de ovos estocados e ndo estocados por espécie pelo teste t — Student
e Mann-Whitney (P< 0,05).

A emergéncia de parasitoides originados de ovos de M. sequax estocados foi superior (93,4
%) a emergéncia em ovos de A. gemmatalis (60 %) (T= 2, 938; p= 0,005) (Fig. 2). Em ovos
ndo estocados a porcentagem de emergéncia ndo diferiu entre as espécies hospedeiras (T=
1,399; p=0,170) (Fig. 2).
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Figura 2. Médias (+ EP) da porcentagem de adultos emergidos de Trichogramma pretiosum a
partir de ovos de Anticarsia gemmatalis e Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido
por 30 dias e ndo estocados. (n= 80). Letras maiusculas representam a significancia entre os
hospedeiros e mindsculas comparam a emergéncia em ovos estocados e ndo estocados por

espécie pelo teste t — Student (P< 0,05).

6.3.2 Espectroscopia de RMN

O espectro de RMN de *H mostrou a presenca de maltodextrina situado na regifo com sinal
de referéncia de 5.430 ppm, trealose situado na regido com sinal de referéncia 5.200 ppm e

fosfocolina com localizagéo na regido 4.140 ppm (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo do acimulo de metabdlitos em ovos de Anticarsia gemmatalis e
Mythimna sequax obtidos de larvas criadas em dieta artificial. Os desvios quimicos estdo
relacionados ao TMSP (2,2,3,3- tetradeuterium-3-trimethylilsilylpropionate) (6 = 0 ppm) e 0s

valores expressos em nmol.

o 'H Ref. Signal o _
Metabolitos Espécies hospedeiras
(ppm)*
Anticarsia gemmatalis Mythimna sequax
Maltodextrina 5.430 46,5 197,0
Trealose 5.200 10,5 75,0
Fosfocolina 4.140 84,8 81,5

*Sinal de referéncia onde a molécula se encontra no espectro de RMN.
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Constatou-se um maior acimulo de maltodextrina e trealose em ovos de M. sequax, cujos
valores foram 4,2 vezes (maltodextrina) e 7,0 vezes (trealose) maiores do que em ovos de A.
gemmatalis. Enquanto que o acimulo de fosfocolina foi menor em ovos de M. sequax do que

em ovos de A. gemmatalis (Tabela 1).

6.3.3 Parasitismo de ovos de Mythimna sequax estocados por diferentes periodos

As maiores porcentagens de parasitismo por T. atopovirilia foram registradas nos
periodos de trés (95 %), seis (95,2 %) e 12 meses de estocagem (94,2 %), as quais ficaram
préximas da média de parasitismo verificada nos ovos ndo estocados (96,2 %). A diferenca
estatistica ocorreu apenas entre os tratamentos zero (ovos ndo estocados) e nove meses de
estocagem (H= 20,264, p< 0,001) (Fig. 3). O parasitismo por T. pretiosum foi superior a 80 %
nos ovos de M. sequax estocados por até seis meses. Aos 12 meses de estocagem, houve reducédo
de 1 % em relacdo aos seis meses. As porcentagens de parasitismo por T. pretiosum nos
periodos de um (89,4 %), trés (86,2 %), seis (81,7 %) e 12 meses de estocagem (79,2 %) foram

estatisticamente iguais no parasitismo de ovos ndo estocados (92 %).
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Figura 3. Médias (x EP) das porcentagens de parasitismo de Trichogramma atopovirilia e
Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido em
0Vv0s ndo estocados e por um, trés, seis, nove e 12 meses. (n=240). Letras maidsculas comparam
0 parasitismo por T. atopovirilia e letras minusculas por T. pretiosum pelo teste de Kruskal-
Wallis (P< 0,05). Os asteriscos indicam significancia entre as espécies em cada periodo de

armazenamento dos ovos.
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A diferenca ocorreu apenas entre zero dia (ovos ndo estocados) e nove meses de
estocagem (H= 17,454; p=0,004) (Fig. 3). Em todos os periodos de estocagem, exceto aos 30
dias, o parasitismo de ovos de M. sequax por T. atopovirilia foi superior a T. pretiosum, de
acordo com o teste de Mann-Whitney: zero dias (U= 115,00; p= 0,021), um (U= 192,00; p=
0,829), trés (U= 107,50; p= 0,012), seis (U= 68,00; p< 0,001), nove (U= 115,00; p= 0,021) e
12 meses de estocagem (U= 99,00; p= 0,006).

O indice de emergéncia de adultos de T. atopovirilia foi superior a 87 % em todos 0s
periodos de armazenamento dos ovos. As maiores médias foram observadas nos periodos de
trés (94,5 %), seis (92,6 %) e 12 meses de estocagem (90,5 %), ficando préximas da testemunha
(zero dias) (97,8%). Os periodos de um e nove meses de estocagem apresentaram uma reducao

em torno de 10 % em comparacao ao controle (0 dias) (H= 39,692; p< 0,001) (Fig. 4).
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Figura 4. Médias (+ EP) da porcentagem de emergéncia de Trichogramma atopovirilia e
Trichogramma pretiosum em ovos de Mythimna sequax estocados em nitrogénio liquido em
ovos ndo estocados e por um, trés, seis, nove e 12 meses. (n= 240). Letras maitsculas comparam
a emergéncia de T. atopovirilia e letras minGsculas de T. pretiosum pelo teste de Kruskal-
Wallis (P< 0,05). Os asteriscos indicam significancia entre as espécies em cada periodo de

armazenamento dos ovos.

Para T. pretiosum, o indice de emergéncia de adultos originados de ovos estocados por
um (90,7 %) e 12 meses (91,9 %) foram semelhantes aos ovos ndo estocados (zero dias) (95,5
%). Os demais periodos diferiram da testemunha, onde a emergéncia aos trés e seis meses
foram de 89 % e aos nove meses 82,7 % (H= 33,193; p< 0,001) (Fig. 4). O percentual de
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emergéncia de parasitoides foi superior para T. atopovirilia em relagdo a T. pretiosum apenas
nos ovos estocados por trés meses (U= 85,00; p= 0,002) (Fig. 4). Nos demais periodos, as
diferencas ndo foram significativas entre as espeécies.

A diferenca no tempo de desenvolvimento de T. atopovirilia em ovos estocados por seis,
nove e 12 meses foi de um dia a mais em relagdo aos ovos ndo estocados (H= 75,591; p< 0,001)
enquanto que nos demais periodos a diferenca foi entre 0,5 e 0,6 dias. Em T. pretiosum a
diferenca variou entre 2,2 e 2,7 dias a mais quando comparados com ovos ndo estocados em
todos os periodos de avaliagdo (H=87,132; p< 0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias (+ EP) do tempo de desenvolvimento (ovo-adulto) e razdo sexual de
Trichogramma atopovirilia e Trichogramma pretiosum originados de ovos de Mythimna
sequax estocados em nitrogénio liquido por zero, um, trés, seis, nove e 12 meses (n=240). (20
1°C T; 70+ 10% RH; 12L: 12D fotoperiodo).

Tempo de estocagem Tempo de RazdoSexual ™

(meses) desenvolvimento (dias)

Valores Teste X2 p (valor)

Trichogramma atopovirilia

0 15,25+0,10¢ 0,64 £ 0,02 - -

1 15,85 + 0,08 bc 0,78+ 0,01 1,075 >0,05
3 15,75+ 0,10 bc 0,75+ 0,01 0,640 >0,05
6 16,60+ 0,11 a 0,71+ 0,02 0,473 >0,05
9 16,05+ 0,05 b 0,73 +0,02 0,627 >0,05
12 16,80 £ 0,09 ab 0,74 £ 0,03 0,934 >0,05

Trichogramma pretiosum

0 13,60+0,11 b 0,71+ 0,02 - -

1 15,90 £ 0,07 a 0,84 £ 0,01 0,922 >0,05
3 15,80+ 0,90 a 0,80 £ 0,02 0,828 >0,05
6 16,35+ 0,13 a 0,75+ 0,02 0,697 >0,05
9 16,20 £ 0,09 a 0,76 £ 0,02 0,669 >0,05
12 16,85+ 0,08 a 0,77 £ 0,03 0,683 >0,05

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal- Wallis (P< 0,05) para o
parametro tempo de desenvolvimento. A razdo sexual foi comparada pelo teste de pelo teste de Qui-quadrado (X?)
(P <0,05), utilizando como valores esperados os obtidos de ovos ndo estocados (zero dias). NS= N4o significativo.
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A razéo sexual das progénies de T. atopovirilia e T. pretiosum originadas de ovos
estocados por um, trés, seis, nove e 12 meses nao diferiu das progénies originadas de ovos ndo

estocados (Tabela 2).

6.3.4 Capacidade de parasitismo e longevidade das progénies

A avaliacdo desses parametros teve o intuito de comparar as progénies originadas de ovos
estocados por nove e 12 meses com as progénies originadas de ovos nao estocados. As maiores
médias de parasitismo das progénies de T. atopovirilia e T. pretiosum originadas de ovos
estocados por nove e 12 meses foram observadas no primeiro dia de parasitismo, quando T.
atopovirilia parasitou mais de 96 % dos ovos e T. pretiosum 92 %. O indice de parasitismo
acumulado das progénies de T. atopovirilia provenientes de ovos estocados por nove meses foi
10 % maior quando comparado com as progénies originadas de ovos estocados por 12 meses,
néo diferindo da testemunha (F= 3,492; p= 0,037). Enquanto que em T. pretiosum ndo houve

diferenca no parasitismo acumulado das progénies (F= 1,084; p= 0,345) (Tabela 3).

Tabela 3. Média (+ EP) da longevidade e porcentagem parasitismo acumulado de progénies de
Trichogramma atopovirilia e Trichogramma pretiosum originados de ovos estocados em
nitrogénio liquido por nove e 12 meses comparadas com ovos ndo estocados. (20+ 1°C T; 70+
10% RH; 12L: 12D fotoperiodo).

Parasitismo Longevidade (dias)
acumulado g Q

Origem das progénies

Trichogramma atopovirilia

Ovos ndo estocados 61,56 + 2,51 AB 13,05+ 1,04 bB 17,60 + 1,16 aB
Ovos estocados por 9 meses 68,81 +2,78 A 16,35+ 1,14 bAB 20,40 + 0,82 aAB
Ovos estocados por 12 meses 59,13 +2,79 B 16,65+ 0,84 bA 20,95+ 0,73 aA

Trichogramma pretiosum

Ovos néo estocados 60,63 £ 3,04 A 15,65 £ 0,98 aA 18,75+ 1,72 aA
Ovos estocados por 9 meses 61,00 + 2,11 A 17,85 £ 0,91 bA 23,05+ 1,67 aA
Ovos estocados por 12 meses 56,44 + 2,02 A 18,20 + 0,87 bA 21,05+ 1,07 aA

Médias seguidas de mesma letra maitsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05) e
minusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste t - Student (P< 0,05).

A longevidade das fémeas de T. atopovirilia originadas de ovos estocados por nove e 12

meses foi entre 20-21 dias, cujas médias foram superiores as fémeas originadas de ovos ndo
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estocados (F= 3,791; p= 0,023). A longevidade das fémeas de T. pretiosum (F= 2,021; p=
0,142) provenientes de ovos armazenados por nove e 12 meses foi semelhante a fémeas
oriundas de ovos ndo estocados (Tabela 3). A longevidade media dos machos originados de
ovos estocados por nove e 12 meses foi superior aos machos originados de ovos nao estocados
para T. atopovirilia (F= 3,861; p= 0,027) e n&o significativa para T. pretiosum (F= 2,236; p=
0,116) (Tabela 3).

6.4 DISCUSSAO

A viabilidade dos ovos de A. gemmatalis foi afetada pela estocagem em nitrogénio
liquido, com uma porcentagem de parasitismo por T. pretiosum menor que 7 %, devido ao
ressecamento da maioria dos ovos logo apos o parasitismo. Em contrapartida, os ovos de M.
sequax demonstraram ser viaveis para a estocagem, com 84 % dos ovos parasitados por T.
pretiosum e 93 % de emergéncia de adultos. Os indices de parasitismo e emergéncia de T.
pretiosum, utilizando como hospedeiros ovos de M. sequax, foram os mais altos ja verificados
em estudos com estocagem de ovos em nitrogénio liquido visando a producdo de
Trichogramma. Utilizando como hospedeiros ovos de S. cerealella, Greco e Stilinovic (1998)
obtiveram indices de parasitismo por T. pretiosum de 32, 41 e 43 % em ovos estocados por 20,
30 e 130 dias, respectivamente. Lohman et al. (2007) estocaram ovos de A. kuehniella por nove
meses e ndo obtiveram parasitismo por T. pretiosum devido a deterioracdo dos ovos.

Uma das hipoteses para a ampla diferenca no parasitismo de T. pretiosum entre essas
espécies pode ser explicada pelo maior acimulo de trealose e maltodextrina presente nos ovos
de M. sequax. A analise de espectroscopia de RMN de H indicou uma quantidade sete vezes
maior de trealose e quatro vezes maior de maltodextrina nos ovos de M. sequax em comparacao
com ovos de A. gemmatalis. A trealose é um dissacarideo sintetizado por insetos, plantas e
microorganismos, cuja funcdo € proteger as proteinas, membranas lipidicas e células da
dessecacgdo, desidratacdo e congelamento (KANDROR et al., 2002; ZHENG et al., 2015).
Enquanto que a maltodextrina € um polissacarideo, rapidamente absorvido no organismo e
responsavel pelo acimulo de energia dos seres vivos (BOOS e SHUMAN, 1998). O acimulo
de fosfocolina foi determinado para indicar que 0 metabolismo das duas espécies estava ativo,
por isso que a quantidade desse metabdlito ndo variou nos ovos dos dois hospedeiros.

Inimeros estudos indicam a acdo crioprotetora da trealose, a qual € responsavel por
proporcionar uma maior toleréncia a baixas temperaturas nos insetos (ZACHARIASSEN,
1985; BLOCK, 1991; FIELDS et al. 1998; ROZSYPAL, 2015). Fields et al. (1998)
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compararam o acumulo de trealose entre as espécies de insetos-praga de grdos armazenados
Sitophilus granarius L. (Coleoptera: Curculionidae) e Cryptolestes ferrugineus Stephens
(Coleoptera: Cucujidae) aclimatadas em baixas temperaturas (5, 10 e 15 °C) e ndo aclimatadas,
e observaram uma quantidade de trealose superior nas espécies que foram aclimatadas em
baixas temperaturas. Em relacéo a maltodextrina, até o presente momento, ndo se tém relatos
da associacgdo desse polissacarideo com a tolerancia de insetos em baixas temperaturas. Estudos
realizados por Reddy et al. (2009) demonstraram que a utilizacdo da maltodextrina como agente
crioprotetor manteve a viabilidade e as propriedades funcionais de bactérias lacticas probidticas
como Pediococcus acidilactici Lindner, Lactobacillus plantarum Orla-Jensen e Lactobacillus
salivarius Rogosa pertencentes a familia Lactobacillaceae armazenadas em baixa temperatura
(4 °C) durante 60 dias.

As maiores taxas de trealose e maltodextrina em ovos de M. sequax provavelmente se
explica por se tratar de um inseto ativo no inverno e em laboratorio essa espécie tolera
temperaturas de até 10 °C (dados ndo publicados), embora neste experimento essa espécie tenha
sido criada a 20 °C. Enquanto que A. gemmatalis é um inseto-praga de ocorréncia no verao,
cuja criacdo em laboratorio € realizada a 25 °C.

O indice de parasitismo para T. atopovirilia foi de 94 % e emergéncia de 90 % aos 12
meses de estocagem, enquanto que em T. pretiosum o indice de parasitismo foi de 79 % e
emergéncia de 92 %. N&ao ha registros na literatura de resultados tdo promissores quanto 0s
apresentados neste trabalho para esses periodos de estocagem de ovos de lepiddpteros.
Krechemer (2010) estocou ovos de M. sequax por até trés meses e obteve indices de parasitismo
de 58 % para T. atopovirilia e 52 % para T. pretiosum. Entretanto, neste estudo utilizou-se a
proporcdo de uma fémea para 20 ovos, enquanto que no presente trabalho foi utilizado a
proporcdo de uma fémea para 10 ovos. O aumento no numero de fémeas contribuiu para
aumentar o parasitismo dos ovos de M. sequax. Greco e Stilinovic (1998) registraram 43 % de
parasitismo por T. pretiosum em ovos de S. cerealella estocados por até cinco meses. O presente
estudo demonstrou que a técnica de estocagem empregando ovos de M. sequax € viavel para a
producdo de T. atopovirilia e T. pretiosum utilizando-se ovos estocados por 12 meses. Cabe
ressaltar que estocagem de ovos de lepidopteros por periodos em torno de um ano ndo foram
relatados na literatura. Os resultados indicam que maiores periodos de estocagem podem ser
obtidos, uma vez que ndo foram verificadas diferencas entre 12 meses de estocagem e a
testemunha.

Até o0 presente momento, apenas a estocagem de ovos de percevejos para a producdo de

parasitoides apresentaram bons resultados por longos periodos de estocagem. Correa-Ferreira
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e Oliveira (1998) conseguiram indices de emergéncia de T. basalis superiores a 92 % em ovos
de Nezara viridula L. (Heteroptera: Pentatomidae) estocados em nitrogénio liquido por 12
meses. Doetzer e Foerster (2013) relataram emergéncia de 87 % de T. basalis em ovos de N.
viridula estocados por seis meses. Favetti et al. (2014) relataram indices de emergéncia de 93
% de T. podisi em ovos de Euschistos heros Fabricius (Heteroptera: Pentatomidae) estocados
por seis meses. Peverieri et al. (2015) obtiveram 52 % de parasitismo por G. pennsylvanicum
em ovos de Leptoglossus occidentalis Heidemann (Heteroptera: Coreidae) estocados por um
ano.

Outros autores conseguiram bons indices de emergéncia de varias espécies de
Trichogramma em ovos de microlepiddpteros parasitados e estocados em baixas temperaturas,
mas somente por periodos curtos de estocagem. Dentre eles, Jalali e Singh (1992) obtiveram
indices de emergéncia de varias espécies de Trichogramma spp. superiores a 63 % em ovos de
C. cephalonica estocados por 21 dias a 10 °C. Rundle et al. (2004) verificaram 50 % de
emergéncia de adultos de T. carverae em ovos de S. cereallela armazenados a 10 °C por 30
dias. Rodrigues e Sampaio (2011) relataram indices de emergéncia superiores a 90 % de T.
pretiosum em ovos de S. cereallela mantidos por 20 dias a 5 e 8 °C. Yilmaz et al. (2007)
relataram 85 % de emergéncia de T. evanescens em ovos de E. kuehniella estocados por 30 dias
a 10 °C. Resultados semelhantes foram obtidos por Ayvaz et al. (2008) quando estocaram ovos
de E. kuehniella parasitados por T. evanescens 21 dias a 4° C.

A razdo sexual das espécies de Trichogramma originadas de ovos estocados nao diferiu
das progénies originadas de ovos ndo estocados, resultando na predominancia de fémeas, o que
é um indicativo da boa qualidade nutricional do hospedeiro, pois as fémeas necessitam de maior
disponibilidade de reservas nutricionais do que os machos (VINSON, 2010). Segundo Navarro
(1998) a maior predominancia de fémeas é um dos fatores para o0 sucesso de uma cria¢do massal
de Trichogramma. O tempo de desenvolvimento dos parasitoides em ovos estocados foi de um
a 2.75 dias a mais do que os parasitoides desenvolvidos em ovos néo estocados. Esses resultados
corroboram com os obtidos por Krechemer (2010) que observou maior tempo de
desenvolvimento dos parasitoides obtidos de ovos estocados em comparagdo aos ovos ndo
estocados.

A estocagem dos ovos de M. sequax por nove e 12 meses ndo afetou a capacidade de
parasitismo das progénies de T. atopovirilia e T. pretiosum quando comparadas com as
progénies originadas de ovos ndo estocados. Esses resultados contrastam com os obtidos por
Odzer (2004) que observou um decréscimo na fecundidade de progénies de Trichogramma

cacoceae a medida que aumentou o tempo de armazenamento dos ovos em refrigerador. No
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primeiro dia de oferta de ovos de M. sequax, o0 parasitismo por T. atopovirilia foi superior a 96
% dos ovos enquanto que em T. pretiosum o indice foi superior a 92 % n&o diferindo das
progénies originadas de ovos ndo estocados. Entretanto, a partir do segundo dia de parasitismo
foi observado uma reducdo na porcentagem de parasistismo para ambas as espécies
provenientes de ovos estocados por nove e 12 meses e ovos ndo estocados. Esse decréscimo na
fecundidade de T. atopovirilia e T. pretiosum a partir do segundo dia de parasitismo também
foi relatado por Molina et al. (2005) quando avaliaram o parasitismo em ovos de A. kuehniella
e por Pratissoli et al. (2008) quando avaliaram o parasitismo de T. pretiosum e T.acacioi em
ovos de S. cerealella. O resultado obtido no presente trabalho é mais uma evidéncia de que a
estocagem réapida a -196 °C nao alterou as propriedades dos ovos de M. sequax.

A longevidade das fémeas originadas de ovos de M. sequax estocados por nove e 12 meses
foi em torno de 21 dias tanto para T. atopovirilia quanto para T. pretiosum, enquanto que 0s
machos de T. atopovirilia viveram entre 16 — 17 dias e T. pretiosum 18 dias. Esses resultados
contrastam com os obtidos por Rundle et al. (2004) que relataram longevidade de no maximo
10 dias de T. carverae em ovos de S. cereallela armazenados a 10 °C por 30 dias, mesmo sendo
alimentados com mel durante a condugdo do experimento. Ozder (2004) verificou uma
longevidade média de 12 dias para T. cacoeciae originados de ovos de E. kuehniella estocados
a 0 °C por 30 dias. Ayvaz et al. (2008) relataram 5,7 dias de longevidade de adultos de T.
evanescens em ovos de E. kuehniella estocados por 21 dias a 4° C.

6.5 CONCLUSOES

Conclui-se que ovos de A. gemmatalis ndo sdo viaveis para estocagem em nitrogénio
liquido visando a producéo de Trichogramma. Em contrapartida, ovos de M. sequax sdo viaveis
provavelmente porque apresentam um maior acimulo de trealose e maltodextrina quando
comparado com ovos de A. gemmatalis, o que explica a sua maior tolerancia a estocagem em
nitrogénio liquido. M. sequax pode ter seus ovos estocados por até 12 meses sem afetar o
desempenho de T. atopovirilia e T. pretiosum, uma vez que as caracteristicas desses
parasitoides sdo mantidas em relacdo aos parasitoides originados de ovos ndo estocados. A
estocagem por 12 meses favorece o incremento e a sincronizacao da producédo de parasitoides
com o0 aumento da demanda para liberacdo em periodos criticos de ocorréncia de lepidopteros-

pragas em culturas anuais como soja e milho.
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7 CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo demonstrou que a técnica de estocagem de ovos de Mythimna sequax
em nitrogénio liquido é viavel para a produgdo massal de Trichogramma. Esse hospedeiro pode
ser estocado por pelo menos 12 meses e proporcionar altos indices de parasitismo e emergéncia
de T. atopovirilia e T. pretiosum.

A producédo de Trichogramma a partir de ovos de M. sequax torna-se uma alternativa
para o controle de lepidopteros-pragas que atacam grandes culturas, como os noctuideos, cujos
ovos sdo volumosos, uma vez que esse hospedeiro proporciona adultos robustos e longevos
além de originar mais de um parasitoide por ovo. O periodo de 12 meses de estocagem dos ovos
é suficiente para antender a alta demanda de producdo de parasitoides para liberacGes em
culturas anuais, como soja, milho e algodé&o.

Quanto as recomendacdes para o parasitismo de ovos estocados em nitrogénio liquido,
sugere-se que seja utilizada uma fémea de Trichogramma para cada 10 ovos, sem a necessidade
de manter uma linhagem de parasitoides a partir de ovos estocados.

Os agentes crioprotetores avaliados ndo promoveram aumento no parasitismo de ovos
de M. sequax armazenados em nitrogénio liquido, sendo que os maiores indices de parasitismo
e emergéncia de Trichogramma foram obtidos a partir de ovos sem adic¢do de crioprotetores.
Esse resultado € um ponto positivo, pois diminui o custo e mao-de-obra para a estocagem dos
ovos em nitrogénio liquido, uma vez que a maior parte dos crioprotetores testados possuem
custo elevado.

O armazenamento dos ovos de M. sequax ndo afetou o parasitismo e o desenvolvimento
de T. atopovirilia, T. pretiosum, T. exiguum e T. galloi, sendo que as duas primeiras espécies
mencionadas estdo associadas a um maior nimero de hospedeiros, principalmente os que
apresentam ovos de maior volume, como 0s noctuideos.

A estocagem de ovos de M. sequax em nitrogénio liquido por pelo menos 12 meses e
sua viabilidade para a producédo de Trichogramma deve-se ao fato destes possuirem uma maior
guantidade de trealose e maltodextrina quando comparado com ovos de A. gemmatalis, 0s quais
apos estocados ndo proporcionaram bons indices de parasitismo. Esses metabolitos possuem
acao crioprotetora, portanto, os resultados obtidos sugerem que insetos de ocorréncia em baixas
temperaturas, como M. sequax apresentam ovos mais tolerantes ao frio do que insetos que

ocorrem em culturas de verdo como € o caso de A. gemmatalis.
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Sendo assim, o armazenamento de ovos de M. sequax em nitrogénio liquido é uma
alternativa promissora para a producdo de Trichogramma, entretanto, sdo necessarios estudos
futuros para determinar o namero de individuos a serem liberados e a dispersdo desses
parasitoides em campo, além de testar recipientes que possam armazenar maiores quantidades
de ovos. Ainda é interessante a elaboracdo de uma andlise de custo de producdo de
Trichogramma a partir de ovos de M. sequax estocados. Embora, o custo de producéo a partir
desse hospedeiro provavelmente seja maior do que a producdo a partir de ovos de tracgas, 0
custo sera compensado pela obtencdo de parasitoides de qualidade, robustos e longevos que

serdo eficientes no controle de lepiddpteros-pragas que apresentam ovos mais volumosos.
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