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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do armazenamento de ovos de
Thaumastocoris peregrinus, importante praga do eucalipto e da fase jovem do
parasitoide de ovos Cleruchoides noackae a temperatura de 5 °C. A
dissertacao foi dividida em dois capitulos; o primeiro trata do armazenamento a
5 °C de ovos de T. peregrinus com o objetivo de aumentar a quantidade de
ovos do hospedeiro para a criagdo massal de C. noackae. Avaliou-se o efeito
do armazenamento de ovos de T. peregrinus durante 0, 15, 30, 45 e 60 dias no
parasitismo de C. noackae. O melhor periodo de armazenamento (15 dias) foi
utilizado para criar C. noackae por 5 geragdes seguidas buscando verificar o
efeito do armazenamento dos ovos no desenvolvimento e reprodugdo do
parasitoide. No segundo capitulo avaliou-se o efeito do armazenamento a 5 °C
da fase jovem do parasitoide apés 0, 3, 6, 9 e 12 dias do parasitismo em ovos
de T. peregrinus. O resultado mais satisfatorio (6 dias) foi utilizado para
armazenar a 5 °C o parasitoide por 0, 7, 14 e 21 dias a fim de verificar o efeito
do armazenamento da fase jovem do parasitoide. O armazenamento a 5 °C de
ovos de T. peregrinus é viavel durante 15 dias e a oferta desses ovos por cinco
geracdes seguidas nao afetou as caracteristicas de desenvolvimento e
reprodutivas do parasitoide. O melhor periodo para o armazenamento da fase
jovem de C. noackae é 6 dias apds o parasitismo do hospedeiro, sendo que
nessas condigdes o armazenamento € viavel por até 7 dias a 5 °C. Conclui-se
que o armazenamento de ovos de T. peregrinus e da fase jovem do parasitoide

sao alternativas viaveis para otimizar a criacdo massal de C. noackae.

PALAVRAS-CHAVE: Controle bioloégico; parasitoide de ovos; percevejo

bronzeado; eucalipto; armazenamento de parasitoide;



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the storage of Thaumastocoris peregrinus
eggs important plague of eucalyptus culture and the immature phase of the egg
parasitoid Cleruchoides noackae. The dissertation was divided into two
chapters. The first one assessed the storage of T. peregrinus eggs at 5 °C with
the objective to increase the quantity of host eggs supply for a mass rearing of
C. noackae. The effect of T. peregrinus egg stored for 0, 15, 30, 45 and 60 days
in the parasitism of C. noackae. The best storage period (15 days) was used to
create C. noackae for 5 consecutive generations to estimate the effect of the
stored egg on the development and reproduction of the parasitoid. In the
second chapter, the effect of storage at 5 °C on the immature phase of the
parasitoid at periods 0, 3, 6, 9 and 12 days after parasitism on T. peregrinus
eggs was evaluated. The most satisfactory result (6 days) was used to store the
parasitoid for 0, 7, 14 and 21 days. The results showed that the storage at 5 °C
of T. peregrinus eggs of is viable for 15 days and the offer of this eggs for five
consecutive generations did not affect the developmental and reproductive
characteristics of the parasitoid. The ideal storage period for the immature
phase of C. noackae is six days after parasitism of the host, and under these
conditions, the storage is viable for up to seven days at 5 °C. It is concluded
that the storage of T. peregrinus eggs and of the immature phase of the

parasitoid are viable alternatives to optimize the mass rearing of C. noackae.

KEY WORDS: Biological control; egg parasitoid; bronze bug; eucalyptus;
parasitoid storage;
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1. INTRODUGAO GERAL

O percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro e
Dellapé (Heteroptera: Thaumastocoridae), de origem australiana, € uma das
principais pragas da cultura do eucalipto (MARTINEZ et al., 2014). O género
Eucalyptus ocupa grandes areas de cultivo no Brasil o que facilitou a
disseminagao da praga que apresenta altas taxas de reprodugao e colonizagao
(JACOBS; NESER, 2005; BARBOSA et al., 2017) sendo atualmente detectada

em praticamente todo o territorio.

A principal alternativa de controle de T. peregrinus € o controle biolégico,
com a utilizagdo do parasitoide solitario de ovos Cleruchoides noackae Lin e
Huber (Hymenoptera: Mymaridae) (NADEL; NOACK, 2012). Introduzido da
Australia em 2009, o parasitoide ja foi liberado em campo e sua capacidade de

reproducgao e estabelecimento sdo comprovadas (BARBOSA et al., 2017).

Diferentemente dos produtos sintéticos, os inimigos naturais tém vida de
prateleira curta por serem dificeis de armazenar devido ao seu curto ciclo de
vida; porém necessita-se a oferta de grandes quantidades do parasitoide e do
hospedeiro pouco tempo antes da liberagdo a campo (ST-ONGE et al., 2016).
A criacdo de inimigos naturais e seus hospedeiros deve ocorrer de maneira
conjunta com técnicas que aumentem sua oferta para suprir a demanda a
campo durante a ocorréncia da praga sao essenciais em programas de
controle biolégico (LEOPOLD, 1998; PARRA, 2009; COLINET; BOIVIN, 2011).

Como alternativa para suprir essa demanda, a utilizacdo de baixas
temperaturas pode ser uma alternativa (BALLAL et al., 1989; WANG et al.,
2014). Essa técnica possibilita o aumento da vida util do hospedeiro, podendo
suprir a demanda da criagdo massal dos parasitoides (PEVERIERI et al.,
2015).

O armazenamento em baixas temperaturas € possivel a partir da
inducédo da dorméncia no inseto, periodo em que as atividades metabdlicas sao
reduzidas, prolongando seu periodo de desenvolvimento (LEOPOLD, 1998).

Contudo, o armazenamento do parasitoide, se ocorrer principalmente durante a
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fase jovem, permite controlar sua emergéncia, mesmo que em curto periodo
(BALLAL et al., 1989).

Devido a alta demanda de C. noackae para o controle do percevejo
bronzeado em plantios comerciais de eucalipto no Brasil, relacionada a poucos
estudos referentes a técnicas que otimizem a criagdo massal desse
parasitoide, o presente estudo teve por objetivo avaliar o armazenamento de
ovos de T. peregrinus e da fase jovem de C. noackae, a 5 °C em diferentes
periodos de armazenamento, e seus efeitos no desenvolvimento e reproducao

do parasitoide.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Thaumastocoris peregrinus

Nos ultimos anos o setor florestal no Brasil tem crescido
consideravelmente, atingindo aproximadamente 7,8 milhdes de hectares de
florestas plantadas. O género Eucalyptus € o mais representativo com 5,6
milhdes de hectares, seguido do género Pinus com 1,6 milhbes de hectares
(KAKAR et al., 2017).

Apesar do destaque mundial, o setor florestal brasileiro enfrenta muitos
entraves em relagdo a produtividade. O monocultivo composto por extensas
areas, muitas vezes contemplando pequenas variagées de gendtipos, contribui

para o surgimento de surtos de pragas exéticas (SCHNELL et al., 2016).

O percevejo bronzeado, Thaumastocoris peregrinus Carpinteiro e Dellapé
(Heteroptera: Thaumastocoridae) € uma das principais pragas do eucalipto no
Brasil (MARTINEZ et al., 2014). Esse nome est4 atribuido ao seu habito
alimentar de sugar a seiva das folhas, preferencialmente mais velhas,

causando primeiramente um prateamento que evolui para tons marrons e
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vermelhos dando aspecto bronzeado as folhas (JACOBS; NESER, 2005;
MARTINEZ et al., 2017).

O registro de T. peregrinus ja foi confirmado em plantios comerciais de
eucalipto, como Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Parana, Santa Catarina e Goias (WILCKEN et al., 2010;
BARBOSA et al., 2010; PEREIRA et al., 2013).

O inseto apresenta alta taxa de reproducéo, colonizacao e infestacao,
facilitando sua disseminagcdo em extensas areas de plantio, causando perdas
significativas da area fotossintética podendo ocasionar a desfolha parcial ou
total das plantas (JACOBS; NESSER, 2005).

O periodo de maior ocorréncia da praga esta relacionado com épocas
de temperaturas elevadas e menor umidade relativa do ar. Nessas condi¢des o
periodo de desenvolvimento do inseto € reduzido possibilitando gerar um maior
numero de descendentes (NADEL et al., 2015).

Em ambiente controlado (a 22°C) observou-se que insetos adultos
podem sobreviver por aproximadamente 40 dias, cada fémea produz em média
60 ovos. A oviposicdo € realizada sobre injurias da planta, com eclos&o
aproximadamente apds 6 dias (MARTINEZ et al., 2017). A espécie apresenta
cinco instares ninfais com duragao de 4 a 5 dias para cada instar (NADEL;
NOACK, 2012).

Devido ao uso de produtos quimicos ser restritivo para aplicagdo em
areas extensivas, por causar impactos negativos ao meio ambiente e
comprometer a certificagao florestal, o controle bioldgico tem sido a principal

estratégia utilizada para o controle de T. peregrinus (NADEL; NOACK, 2012).

Na busca por alternativas para o controle biolégico de T. peregrinus
diversos estudos foram realizados. Foram encontrados relatos do uso de
fungos entomopatogénicos como Beauveria bassiana Vuill (Ascomycetes:
Clavicipitaceae) (RIBEIRO, 2016) e Zoophthora radicans Brefeld
(Entomophthorales: Entomophthoraceae) (MASCARIN et al.,, 2012) além de
predadores nativos como Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae) (BARBOSA et al., 2010), Atopozelus opsimus Elkins (Hemiptera:
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Reduviidae) (DIAS et al.,, 2014) e Supputius cincticeps Stal (Hemiptera:
Pentatomidae) (SOUZA et al.,, 2012). Porém nenhum destes organismos

apresentaram resultados eficientes para o controle de T. peregrinus.

2.2 Cleruchoides noackae

O parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin e Huber, 2007,
(Hymenoptera: Mymaridae) nativo da Australia € o principal agente de controle
biolégico do percevejo bronzeado (NADEL; NOACK, 2012). Importantes
agentes em programas de controle bioldgico, os parasitoides apresentam alta
especificidade em relagdo a praga alvo, possibilitando a supresséo de sua
populacao (YAN et al., 2017).

O parasitoide C. noackae € uma microvespa de aproximadamente 0,5
mm. Em condi¢ées controladas (25°C), sobrevive em média por 3,3 dias
quando alimentados com solugdo de mel a 50% e 1,2 dias sem alimento
(SOUZA et al., 2016). O periodo de desenvolvimento da fase jovem até a
emergéncia € em meédia 15,7 dias e o parasitismo ocorre preferencialmente em
ovos de T. peregrinus de até 3 dias de idade (MUTITU et al., 2013).

O tipo de reproducédo de C. noackae € por partenogénese arrenotoca,
no qual fémeas copuladas originam machos e fémeas e quando ndo copuladas
originam apenas machos haploides (MUTITU et al., 2013).

Em condi¢cées controladas a porcentagem média de emergéncia de
machos e de fémeas sdo 53% e 69%, respectivamente. Resultados similares
foram observados no campo com 51% de emergéncia e 65% de fémeas o que
confirmou a capacidade de reproducdo e estabelecimento do parasitoide um

ano apos a liberacdo em campo (BARBOSA et al., 2017).

No entanto, para liberagdo a campo, € necessario uma grande
quantidade de insetos a fim de suprir a demanda por parasitoides em periodos
de ocorréncia das pragas (COUDRON et al.,, 2007; ST-ONGE et al., 2014,
2016).

Assim, a utilizacdo de técnicas que possibilitem a oferta de hospedeiros

em quantidades suficientes, que fornecam flexibilidade e sincronismo na
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criacdo dos parasitoides para suprir a demanda do mercado para liberagao dos
insetos a campo sédo essenciais (LEOPOLD, 1998; RUNDLE et al., 2004;
TEZZE; BOTTO, 2004; PARRA, 2009; COLINET; BOIVIN, 2011).

23 ARMAZENAMENTO DO HOSPEDEIRO EM  BAIXAS
TEMPERATURAS

A utilizacdo de baixas temperaturas para o armazenamento de ovos
possibilita a oferta de hospedeiros para a producdo de parasitoides durante
todo o ano auxiliando na criagcdo massal (WANG et al., 2014; ST-ONGE et al.,
2016). Com o aumento da vida util do hospedeiro, essa técnica permite a
reducdo do desperdicio de material biolégico em momentos de superprodugao
(PEVERIERI et al., 2015).

A técnica de armazenamento a baixas temperaturas consiste na
utilizacdo de temperaturas ndo congelantes, que variam de 15 a 0 °C ou
congelantes que variam de -1 até -196 °C (LEOPOLD, 1998; CHEN;
LEOPOLD, 2007; IN et al., 2015; PEVERIERI et al., 2015; ST-ONGE et al.,
2016).

Varios trabalhos que utilizaram ovos de hospedeiros armazenados em
temperaturas nao congelantes para criacdo de parasitoides sao encontrados na
literatura com resultados satisfatérios. Trichogramma ostriniae Peng e Chen
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) parasitou ovos de Ephestia kuehniella
Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) armazenados a 4 °C por 14 dias e com
emergéncia superior a 70% (ST-ONGE et al., 2016). Este parasitoide
apresentou a mesma porcentagem de emergéncia em ovos de Corcyra
cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae) armazenados a 8 °C durante 42
dias (JALALI et al., 2007).

A utilizacdo de ovos do hospedeiro Leptoglossus occidentalis
Heidemann (Heteroptera, Coreidae) armazenados a 4 °C por até 90 dias
podem ser utilizados para criagdo massal de Gryon pennsylvanicum Ashmead
(Hymenoptera, Platygastridae) (PEVERIERI et al.,, 2015). Para Gryon
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japonicum Ashmead (Hymenoptera, Platygastridae) a utilizagdo de ovos de
Riptortus pedestris Fabricius (Hemiptera: Alydidae) armazenados a 2 °C por um

més nao apresentou alteragao na reproducao do parasitoide (ALIM; LIM, 2009).

2.4 ARMAZENAMENTO DA FASE JOVEM DO PARASITOIDE

O armazenamento de parasitoides € uma técnica importante para
otimizar a criagao, favorecendo a sincronizacdo e o envio dos parasitoides a
campo (BALLAL et al., 1989). No entanto, o0 momento exato para o
armazenamento do parasitoide deve ser considerado (FOERSTER et al., 2004;
ANWAR et al., 2016).

O armazenamento da fase jovem do parasitoide consiste na exposigao
de ovos hospedeiros parasitado a temperaturas ndo congelantes (LEOPOLD,
1998). A exposi¢cdo do inseto a baixas temperaturas reduz as atividades
metabdlicas, induzindo o inseto ao estado de dorméncia, conhecido como
quiescéncia. Apos a retirada do inseto das condi¢des de frio, 0 mesmo retorna
seu desenvolvimento naturalmente (TAUBER et al., 1986; LEOPOLD, 1998).

O periodo em que o inseto reduz suas atividades metabdlicas possibilita o
aumento do ciclo da fase jovem do inseto. Para Microplitis prodeniae Viereck
(Hymenoptera: Braconidae) o armazenamento a 10 °C em pupas de
Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) proporcionou um aumento
do periodo do ciclo juvenil em 10 dias, sem afetar as caracteristicas de
desenvolvimento e reproducédo do parasitoide. Ao retirar os insetos da baixa
temperatura, seu ciclo retornou ao normal e levou em média 4,6 dias para a
emergéncia (YAN et al.,, 2017). As informacbes referentes ao periodo de
armazenamento viavel para o inseto e o periodo para que ocorra a emergéncia
apo6s o armazenamento sao importantes para o planejamento da criagado

massal e sincronismo com a demanda dos insetos a campo.
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O armazenamento da fase jovem do parasitoide deve ser realizado por
curtos periodos para que nao ocorram perdas no desempenho e reprodugcao
dos insetos (COLINET; BOIVIN, 2011). Periodos mais prolongados de
armazenamento ndo mostraram resultados satisfatérios em varias espécies,
como: Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera: Mymaridae), no qual a
emergéncia do parasitoide reduziu de 90% para 70% apos 30 dias de
exposicao a 4,5 °C (CHEN et al., 2008). O armazenamento de Microplitis
prodeniae (Hymenoptera: Braconidae) por 15 dias a 10 °C reduziu a
emergéncia de 90% para 78% (YAN et al., 2017). Para Encarsia sophia Girault
e Dott (Hymenoptera: Aphelinidae) o armazenamento a 12 °C por duas
semanas reduziu de 88% para 42% a emergéncia do parasitoide (KIDANE et
al., 2015).
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3. CAPITULO | - ARMAZENAMENTO EM BAIXA TEMPERATURA DE OVOS
DE Thaumastocoris peregrinus CARPINTEIRO E DELLAPE (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE) PARA CRIAGAO MASSAL DE Cleruchoides
noackae LIN E HUBER (HYMENOPTERA: MYMARIDAE)

RESUMO

O endoparasitoide de ovos Cleruchoides noackae é o principal agente
no controle biolégico de Thaumastocoris peregrinus, importante praga na
eucaliptocultura. A utilizagdo de tecnologias que possibilitem o fornecimento de
hospedeiros de qualidade e em quantidades suficientes € um desafio para a
criacado massal desse inimigo natural. Assim, objetivou-se verificar o efeito de
ovos de T. peregrinus armazenados em diferentes periodos de tempo a 5° C
sobre parametros biolégicos de C. noackae otimizar a criagdo massal do
parasitoide. Ovos de T. peregrinus foram armazenados a 5 °C por 0, 15, 30, 45
e 60 dias e ofertados a casais de C. noackae por 24 horas. Realizou-se a
avaliacdo da progénie, sendo que o melhor periodo de armazenamento foi
utilizado para a criagdo massal do parasitoide por 5 geragbes seguidas. A
emergéncia e a capacidade de parasitismo da progénie em ovos armazenados
diminuiu significativamente apds 15 dias, porém, a razao sexual, adultos retidos
e o periodo de desenvolvimento nao foram afetados em nenhum dos periodos
testados. Ovos de T. peregrinus podem ser armazenados a 5 °C por até 15
dias, por ndo apresentarem alteracdo no desenvolvimento, na reproducao do
parasitoide e nas caracteristicas da progénie durante cinco geragdes

consecutivas.

Palavra-chave: Controle biologico; parasitoide de ovos; percevejo bronzeado;

eucalipto; armazenamento de hospedeiro.
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LOW TEMPERATURE STORAGE OF Thaumastocoris peregrinus
CARPINTEIRO AND DELLAPE (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE)
EGGS FOR MASS REARING OF Cleruchoides noackae LIN AND HUBER
(HYMENOPTERA: MYMARIDAE)

ABSTRACT

The egg endoparasitoid Cleruchoides noackae is the main agent in the
biological control of Thaumastocoris peregrinus, an important eucalyptus pest.
The use of technologies that enables the provision of quality and sufficient hosts
is a challenge for the mass rearing of this natural enemy. Therefore, the
objective was to evaluate the possibility of cold storing T. peregrinus eggs to
optimize the mass rearing of C. noackae. Eggs of T. peregrinus were stored at
5 °C for 0, 15, 30, 45 and 60 days and offered to females of C. noackae for 24
hours. Based on parasitism and emergence rates of C. noackae on stored eggs
and its progeny production, the parasitoid was reared for five consecutive
generations under the treatment that provided the best storage period. The
emergence and parasitism capacity at stored egg progeny decreased for
periods longer than 15 days, however, the sex ratio, development period and
retained adults were not affected in none of the tested periods. Eggs of T.
peregrinus can be stored at 5 °C for up to 15 days without affecting the
development and reproduction of the parasitoid during five consecutive

generations.

Key words: Biological control; egg parasitoid; bronze bug; eucalyptus;

host storage.
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3.1 INTRODUGAO

Thaumastocoris  peregrinus Carpinteiro e Dellapé (Hemiptera:
Thaumastocoridae), também conhecido por percevejo bronzeado do eucalipto
€ um inseto que causa grandes perdas na eucaliptocultura (NADEL; NOACK,
2012). A principal alternativa para seu controle é a utilizagdo de inimigos
naturais, uma vez que o uso de inseticidas sintéticos em extensas areas
florestais € ecologicamente e economicamente inviavel (GARNAS et al., 2012).

O parasitoide solitario de ovos Cleruchoides noackae Lin e Huber
(Hymenoptera: Mymaridae) € o principal agente de controle biolégico de T.
peregrinus (LIN et al.,, 2007; NADEL; NOACK, 2012). Este parasitoide foi
introduzido no Brasil em 2012, e apds liberagdo em diversas regides do pais,
seu estabelecimento no campo foi confirmado com parasitismo de
aproximadamente 50% em ovos de T. peregrinus (BARBOSA et al., 2017).

A obtencdo de inimigos naturais em quantidade suficiente para suprir a
demanda das liberacdo a campo em periodos de surtos de pragas, € um dos
principais obstaculos do controle bioloégico (COUDRON et al., 2007), gerando
alta e constante demanda por hospedeiros de qualidade (ST-ONGE et al.,
2016). Portanto, torna-se necessaria a busca por técnicas que viabilizem a
producdo massal desses agentes de controle (SPINOLA-FILHO et al., 2014;
COLINET; BOIVIN, 2011).

O armazenamento de hospedeiros em baixas temperaturas, € uma
estratégia que reduz custos e proporciona a oferta constante de ovos para a
multiplicagdo dos parasitoides (COLINET; BOIVIN, 2011; SPINOLA-FILHO et
al., 2014). A oferta de hospedeiros de qualidade é essencial para o
desenvolvimento e reproducdo de inimigos naturais viaveis (KIVAN; KILIC,
2005; BERNARDO et al., 2008; COLINET; BOIVIN, 2011).

Além da temperatura, a duragao do periodo de armazenamento também
esta relacionado a preservagao da qualidade do hospedeiro e com a aceitagao
pelo parasitoide (LYSYK, 2004). No entanto, longos periodos de
armazenamento podem reduzir a qualidade do hospedeiro, afetando assim o
desenvolvimento e o desempenho reprodutivo do parasitoide (KOSTAL et al.,
2004).
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A eficiéncia do armazenamento do hospedeiro em baixas temperaturas
ja foi relatada para Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera, Mymaridae)
(CHEN; LEOPOLD, 2007), Gryon pennsylvanicum Ashmead (Hymenoptera,
Platygastridae) (PEVERIERI et al., 2015), Telenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Platygastridae) (QUEIROZ et al., 2017), Microplitis prodeniae
Rao e Chandry (Hymenoptera: Braconidae) (YAN et al., 2017), Trichospilus
diatraeae Cherian e Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) (PASTORI et
al., 2013), Encarsia sophia Girault e Dodd (Hymenoptera: Aphelinidae)
(KIDANE et al., 2015), Corcyra cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae) e
em diversas espécies de Trichogrammatidae (AYVAZ et al., 2008; SPINOLA-
FILHO et al., 2014; WANG et al., 2014; ST-ONGE et al., 2016). No entanto,
relatos da utilizagdo de ovos de hospedeiro armazenados sao inexistentes para
a multiplicacédo de C. noackae.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e o parasitismo
de C. noackae criados em ovos de T. peregrinus armazenados a 5 °C por

diferentes periodos de tempo.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Entomologia da Embrapa

Florestas, Colombo, estado do Parana, Brasil.

3.2.1 CRIACAO MASSAL DE T. peregrinus

O percevejo bronzeado foi coletado no campo e criado em sala
climatizada (22 £ 2 °C, 50 + 10% de UR e fotofase de 12 horas) sobre ramos de
Eucalyptus benthamii Maidan e Cambage. Os ramos foram envoltos por uma
tira de espuma de 15 cm e colocados dentro de um frasco de Erlenmeyer de
500 mL com agua. Apos o inseto se alimentar desses ramos, um novo buqué

era encostado no antigo para que o inseto migrasse para as novas folhas em
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busca de alimento. Tiras de papel toalha foram colocadas sobre os ramos de
eucalipto para a oviposi¢cao onde ocorria coleta diaria dos ovos. Parte dos ovos
foram utilizados nos experimentos de armazenamento a 5 °C e o restante foi

utilizado nos experimentos que exigiam ovos de T. peregrinus frescos.

3.2.2 CRIACAO MASSAL DE C. noackae

A criagcdo de C. noackae foi iniciada com individuos introduzidos da
Australia em 2012. O parasitoide foi criado em ovos de T. peregrinus em sala
climatizada (24 + 2 °C, 60 £ 10% de UR e fotofase de 12 horas), em frascos de
poliestireno de 7,0 cm de comprimento e 3,0 cm de diametro e alimentados

com solugéo de mel 50% ofertada em tiras de papel filtro.

3.2.3 PARASITISMO DE C. noackae EM OVOS DE T. peregrinus

ARMAZENADOS A 5°C.

Ovos de T. peregrinus (< 24 h de idade), foram colocados em caixa tipo
gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) e armazenados em camara climatizada (5 £ 2 °C, UR
60%, no escuro), por zero (hdo armazenado), 15, 30, 45 e 60 dias. ApOs esse
periodo, os ovos foram aclimatados por duas horas em sala climatizada a 24° +
2 °C, UR 60% e fotofase de 12 horas e ofertados em frascos de poliestireno
(7,0 cm de comprimento e 3,0 cm de didmetro) por 24 h a um casal de C.
noackae (< 24 h de idade). Apos esse periodos, os parasitoides foram
removidos e os ovos mantidos a (24 + 2 °C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 h).
Para alimentacdo dos parasitoides foi utilizado solucdo de mel 50% ofertada
em tiras de papel filtro (0,5 cm x 5 cm). Foram utilizadas 20 repeticoes com 10

ovos de T. peregrinus cada uma.

A avaliagdo da progénie F2 (progénie oriunda de parasitoides emergidos
dos ovos armazenados), foi realizada apenas com adultos emergidos dos

tratamentos de 15 e 30 dias devido a baixa porcentagem de emergéncia dos
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outros tratamentos. Para tanto, adultos de C. noackae (< 24 h de idade)
emergidos de ovos de T. peregrinus armazenados por 15 e 30 dias receberam
ovos de T. peregrinus (< 24 h de idade) por 24 h utilizando os mesmos
procedimentos metodolégicos descritos anteriormente num total de 15

repeticoes, com 10 ovos cada.

3.2.4 CRIACAO DE C. noackae POR CINCO GERACOES UTILIZANDO

OVOS DE T. peregrinus ARMAZENADOS A 5 °C.

Uma nova populacao de C. noackae, de insetos oriundos do campo, foi
criada até a 102 geragao, com ovos nao armazenados de T. peregrinus com até
24 h de idade e da 112 a 152 geragao em ovos armazenados por 15 dias em
camara climatizada (5 £ 2 °C, UR 60%, no escuro). Avaliacbes de
desenvolvimento e reproducao de C. noackae foram realizadas da 102 geracao
(controle) até a 152 geracédo, com a oferta de dez ovos de T. peregrinus em
frascos de poliestireno (7,0 cm de comprimento e 3,0 cm de didmetro) por 24 h
a um casal de C. noackae (< 24 h de idade). Foram utilizadas 20 repeti¢cdes
com 10 ovos de T. peregrinus por avaliacdo. Para alimentacao dos parasitoides
foi utilizado solugdo de mel 50% ofertada em tiras de papel filtro (0,5 cm x 5
cm). Apos esse periodo os parasitoides foram retirados e os ovos mantidos em
sala climatizada (24 £ 2 °C, UR 60% e fotofase de 12 h). A utilizagdo de ovos
armazenados a 5 °C durante 15 dias foi definida apds resultados obtidos no

experimento anterior.

3.2.5 PARAMETROS AVALIADOS

Foram avaliados a porcentagem de ninfas eclodidas e ovos inviaveis de
T. peregrinus dos tratamentos, a porcentagem de parasitoides emergidos, nao
emergidos (adultos retidos nos ovos), e parasitismo (parasitoides emergidos +

nao emergidos), a duracdo do periodo de desenvolvimento (ovo-adulto) e a
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razdo sexual (RS= N°Q / N°d + N°Q) de C. noackae. A avaliagdo da geracgéo
F1 foi feita apenas com adultos emergidos de ovos de T. peregrinus
armazenados por 15 e 30 dias, devido ao baixo numero de parasitoides

emergidos nos outros periodos de armazenamento.

3.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados por analise de desvio para o modelo que
considerou o efeito dos tratamentos. Os dados de contagem foram analisados
por modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de Poisson. A
distribuicdo Quasi foi adotada para a razdo sexual e o periodo de
desenvolvimento. As comparagdes entre os tratamentos foram feitas pelo teste
de diferenca honestamente significante (HSD) de Tukey (P<0,05). A analise

estatistica foi feita utilizando R language, versao 3.3.2 (R Core Team, 2016).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 PARASITISMO DE C. noackae EM OVOS DE T. peregrinus
ARMAZENADOS A 5 °C.

C. noackae parasitou os ovos de T. peregrinus armazenados a 5 + 2 °C
por até 60 dias (Figura 1). A porcentagem de parasitismo de ovos
armazenados por 15 dias foi semelhante aos ovos frescos e superior aqueles
armazenados por 30, 45 e 60 dias os quais foram semelhantes entre si (X%=
130,71; df= 4;95; P<0,0001) (Figura 1A). Da mesma forma, a porcentagem de
parasitoides emergidos diminuiu com o aumento do periodo de
armazenamento do ovo (X% = 199,13; df=4;95; P=0,0001 (Figura 1B).

A geracao F1 do parasitoide, oriunda dos ovos armazenados, parasitou
os ovos ofertados de T. peregrinus, originando a geragdo F2, a qual n&o

apresentou alteracdo na porcentagem total de parasitismo (X?= 0,0249; df=
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2:47; P= 0,9876) (Figura 1C) e de parasitoides emergidos (X*= 1,0862; df=
2:47; P=0,5809) (Figura 1D).
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Figura 1. Parasitismo (A, C), emergéncia (B, D) (média £ 95% intervalo de
confianga) das geragdes F1 e F2 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera:
Mymaridae) em ovos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) armazenados a 5 + 2 °C. Barras com letras diferentes, por
parametro, diferem pelo teste de Tukey (P<0,05).

O periodo de armazenamento de ovos de T. peregrinus a 5 = 2 °C nao
afetou a razao sexual (X% = 2271,2; df= 4;65; P= 0,4436) e duracao do periodo
de desenvolvimento (ovo-adulto) (X?= 0,7785; df= 4.65; P= 0,28) de C. noackae
(Tabela 1).
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Tabela 1. Adultos retidos (Ret.), razdo sexual (RS.), periodo de
desenvolvimento (ovo — adulto) (Per.) (24 £ 2°C, UR 60% e fotofase 12 h) da
geracao F1 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (Média +
EP) apds periodos de armazenamento de ovos do hospedeiro Thaumastocoris
peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) a 5 + 2 °C.

Armaf;gi;“e”to Ret. (%)* RS (%)* Per. (dias)*
0 800 + 1,56 73,00 * 0,04 1541 * 0,06
15 750 + 160 76,00 + 0,04 15,50 + 0,11
30 700 + 147 60,00 % 0,07 15,61 + 0,07
45 10,00 + 2,29
60 950 + 2,35

*Nao significativo pelo teste de Tukey (P<0,05)

Com o aumento do periodo de armazenamento de ovos houve aumento
na porcentagem de ovos inviaveis de T. peregrinus (X?=364,05; df= 4:95 P=
0,0001) enquanto a porcentagem de ninfas diminuiu, ndo havendo eclosdo em
ovos armazenados por mais de 45 dias (X?= 226,63; df= 4:95; P= 0,0001)
(Tabela 2) na geragao F1.

Tabela 2. Ovos inviaveis (OV) e ninfas (Nin.) (Média + EP) de
Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) apos periodos
de armazenamento de seus ovos a 5 + 2 °C da geracao F1 de Cleruchoides
noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase 12 h).

Armazenamento (dias) OV (%) Nin. (%)
0 2,00 + 0,60 b 32,00 £+ 1,64 a
15 9,50 + 1,46 b 35,00 £ 2,27 a
30 70,50 + 1,83 a 1,50 £+ 0,42 b
45 84,50 + 1,41 a 0,00 + 0,00 c
60 87,00 £ 1,29 a 0,00 + 0,00 c

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, P<0,05).

O mesmo ocorreu para a geragcao F2, em relagdo a porcentagem de
adultos retidos (X? = 3,5613; df= 2:47; P= 0,1685), razdo sexual (X? = 1096,3;
P=0,1358) e periodo de desenvolvimento (ovo-adulto) (X% = 0,19066; df= 2:47;
P=0,4438) em relacao a testemunha (Tabela 3).
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Tabela 3. Adultos retidos (Ret.), razdo sexual (RS.), periodo de
desenvolvimento (ovo — adulto) (Per.) (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase 12 h) da
geracao F2 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (Média *
EP) apds periodos de armazenamento de ovos do hospedeiro Thaumastocoris
peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) a 5 + 2 °C.

Armaf;gi;“e”to Ret. (%)* RS (%)* Per. (dias)*
0 14,00 + 1,30 62,92 + 4,13 15,55 + 0,09
15 13,33 + 1,29 74,03 £ 4,12 1550 + 0,11
30 8,00 + 0,70 72,24 + 3,89 15,40 + 0,06

*Nao significativo pelo teste de Tukey (P<0,05)

N&o houve diferencga significativa na porcentagem de ovos inviaveis (X?=
364,05; df= 4:95 P= 0,0001) e ninfas de T. peregrinus (X?= 226,63; df= 4:95; P=
0,0001) na avaliacao da geragao F2 de C. noackae (Tabela 4).

Tabela 4. Ovos inviaveis (OV) e ninfas (Nin.) (Média £ EP) de Thaumastocoris
peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) apds periodos de armazenamento
de seus ovos a 5 £ 2 °C na geragdo F2 de Cleruchoides noackae
(Hymenopetera: Mymaridae) (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase 12 h).

Armazenamento (dias) OV (%)* Nin. (%)*
0 6,00 + 0,97 33,33 + 2,85
15 400 + 0,97 34,67 + 3,14
30 7,00 + 0,84 31,00 + 1,43
*Nao significativo pelo teste de Tukey (P<0,05)

3.3.2 CRIACAO DE C. noackae POR CINCO GERACOES UTILIZANDO
OVOS DE T. peregrinus ARMAZENADOS A 5 °C.

A utilizagdo de ovos de T. peregrinus armazenados a 5 °C por 15 dias na
criacdo massal de C. noackae durante cinco geragdes nao afetou
significativamente a porcentagem de parasitismo comparando com a geragao
em que utilizaram-se ovos ndao armazenados (102 geracao) (X?= 2,9841; df=
5;114; P= 0,7024), emergéncia (X?= 2,7022; df= 5;114; P= 0,7458) e razao
sexual (X?=11,279; df= 5;107; P=0,8339) (Figura 2).

35



pd
W

80

R .
gepm L 1 L e [ 1
_ggllllllggllilll
= T T
< | i (O 0 o o

Razdo Sexual (%)
40

102 118 128 132 142 154
Geragao

Figura 2. Parasitismo (A), emergéncia (B) e razdo sexual (C) (média + 95%
intervalo de confianga) de Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae)
criado com ovos de Thaumastocoris  peregrinus  (Hemiptera:
Thaumastocoridae) com 24 h (10?) e por cinco geragdes em ovos armazenados
por 15 dias (112 a 15%) (24 £ 2 °C, UR 60% e fotofase de 12 h).

O mesmo ocorreu para a porcentagem de insetos retidos (X?= 3,7984;
df= 5;114; P= 0,5788) e periodo de desenvolvimento (X?= 0,9505; df= 5;107;
P=0,158) do parasitoide (Tabela 5)

Tabela 5. Adultos retidos (Ret.) e periodo de desenvolvimento (ovo — adulto)
(Per.) (24 £ 2 °C, UR 60% e fotofase 12 h) do controle (ovo fresco) e das 5
geracdes de Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (Média + EP)
criadas utilizando ovos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) armazenados por 15 diasa 5 £ 2 °C.

Geragéao Ret. (%)* Per. (dias)*
102 (controle) 6,00 + 1,34 15,58 + 0,12
112 400 + 1,12 15,50 = 0,11
122 450 + 1,14 15,35 + 0,08
132 250 + 0,99 15,35 + 0,03
142 450 + 1,14 15,34 + 0,05
152 3,00 + 1,34 15,46 + 0,06
*Nao significativo pelo teste de Tukey P<0,05
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1 PARASITISMO DE C. noackae EM OVOS DE T. peregrinus
ARMAZENADOS A 5 °C.

O armazenamento de ovos do hospedeiro € uma técnica importante para
0 sucesso dos programas de controle biolégico para parasitoide de ovos por
possibilitar a producdo dos inimigos naturais em quantidades suficientes
quando ocorrem surtos de pragas (SPINOLA-FILHO et al., 2014).

A viabilidade de ovos do hospedeiro € uma combinacdo de tempo de
exposicao e temperatura, sendo que a diminuicdo da temperatura e o aumento
do tempo de exposicdo podem afetar negativamente o desempenho e
reproducao dos parasitoides (COLINET; HANCE, 2010).

A maior porcentagem de parasitismo e emergéncia de C. noackae foram
observados em ovos armazenados durante 15 dias a 5 °C, ocorrendo reducao
em periodos mais prolongados. Resultados semelhantes foram observados
com Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera: Mymaridae) o qual teve seu
desempenho e reproducao reduzidos devido ao armazenamento dos ovos de
seu hospedeiro, Homalodisca coagulata Say (Hemiptera: Cicadellidae) a 10 °C,
também foi afetado (CHEN; LEOPOLD, 2007). Para Trichogramma galloi
Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) o armazenamento a 5 °C de ovos
de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) foi viavel por até 5 dias
(SPINOLA-FILHO et al., 2014). Para Gryon pennsylvanicum (Hymenoptera:
Platygastridae) o armazenamento a 4 °C do hospedeiro Leptoglossus
occidentalis Heidemann (Heteroptera: Coreidae) foi viavel por até 3 meses
(PEVERIERI et al., 2015).

A reducdo da emergéncia e parasitismo de C. noackae pode ser
atribuida a perda de propriedades favoraveis ao desenvolvimento do
parasitoide, como a desidratagado dos ovos (STEENBURGH, 1934), diminuicéo
da qualidade nutricional no conteudo do ovo (PRATISSOLI et al., 2003; CHEN;
LEOPOLD, 2007), alteracbes e danos estruturais nas células (GRECO;
STILINOVIC, 1998) nos ovos dos hospedeiros quando submetidos a baixas

temperaturas por longos periodos.
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A razdo sexual dos adultos nao foi afetada pelo armazenamento por até
30 dias, mantendo uma porcentagem de fémeas maior que a de machos. Para
o controle biolégico de T. peregrinus a presenga do macho é essencial, pois
mesmo que 0os machos ndo contribuam com o parasitismo para a reducao da
populagcdo da praga, eles s&o importantes para a reprodugdo e
estabelecimento de C. noackae a campo devido a ocorréncia de

partenogénese arrenotoca (MUTITU et al., 2013).

A porcentagem de ninfas eclodidas de T. peregrinus reduziu
drasticamente com 30 dias de armazenamento, aumentando a porcentagem de
ovos inviaveis, sendo que essa reducao na qualidade dos ovos pode ser
causada pela morte de T. peregrinus ainda como embrido, causando
degradacao da composi¢ao nutricional dos ovos.

Caracteristicas de reproducdo das geragdes de parasitoides sao
avaliagbes importantes a serem realizadas quando utilizam-se ovos de
hospedeiros armazenados para a criagao massal (CHEN; LEOPOLD, 2007).
Os resultados obtidos na geragcao F2 nao diferiram com relagcdo a testemunha
(ovos frescos) quando utilizados ovos de T. peregrinus armazenados por 15 e
30 dias, porém para geragdo F1 ocorreu uma redugdo na emergéncia dos
insetos, mas nao efeitos relacionados a capacidade reprodutiva destes.
Mostrando que os ovos armazenados por até 30 dias nao alteram as

caracteristicas reprodutivas de C. noackae.

3.4.2 CRIACAO DE C. noackae POR CINCO GERACOES UTILIZANDO
OVOS DE T. peregrinus ARMAZENADOS A 5 °C.

A criacdo massal é relacionada com a produgao de grande quantidade
de insetos para posterior libracdo a campo (CHAMBERS, 1977). Esses insetos
sao responsaveis pela reducdo da populacdo da praga, porém O sucesso em
programas de controle bioldgico depende da qualidade dos insetos enviados a
campo. Resultados obtidos abaixo do esperado podem ser reflexos da baixa

qualidade dos insetos criados em laboratério (HUETTEL, 1976).
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A criacado de C. noackae em laboratério utilizando ovos de T. peregrinus
armazenados por 15 dias a 5 °C durante 5 geragdes nao diferiu do controle
(10% geragao), em relagao aos parametros avaliados, permitindo o uso dessa
técnica para a criagao de C. noackae em laboratério sem afetar o desempenho

e reproducao do parasitoide.

3.5 CONCLUSOES

O uso de ovos de T. peregrinus armazenados por 15 dias a 5 °C é uma
alternativa para otimizar a criacdo massal de C. noackae, e essa técnica pode
ser empregada durante 5 geragdes seguidas sem causar impactos negativos
na reprodugao do parasitoide.

A técnica de armazenamento por 15 dias a 5° C aumenta a oferta de
hospedeiros para C. noackae, possibilitando sua criacdo e posteriormente

liberagdo de grande quantidade de insetos no campo.
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4. CAPITULO Il - ARMAZENAMENTO EM DIFERENTES PERIODOS DE
Cleruchoides noackae LIN E HUBER (HYMENOPTERA: MYMARIDAE) EM
OVOS DE Thaumastocoris peregrinus CARPINTEIRO E DELLAPE
(HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) A 5°C

RESUMO

A utilizagao de parasitoides em programas de controle bioldgico exige a
liberacdo de um grande numero de insetos a campo. O armazenamento em
baixa temperatura da fase jovem do parasitoide € uma alternativa para
concentrar a emergéncia dos insetos em um determinado periodo,
proporcionando maior flexibilidade para envio e liberacdo dos insetos a campo.
Neste estudo, o efeito do armazenamento em baixa temperatura de ovos de T.
peregrinus parasitados foi analisado para diferentes periodos da fase jovem de
C. noackae. Ovos de T. peregrinus foram ofertados a casais de C. noackae por
24 h e armazenados por 7 dias a 5 °C com 0 (controle), 3, 6, 9 e 12 dias apds o
parasitismo. Apds determinar a melhor fase de desenvolvimento do inseto a ser
armazenado (6 dias), a mesma foi utilizada para armazenar o parasitoide por O
(controle), 7, 14 e 21 dias. A emergéncia dos parasitoides originarios dos ovos
armazenados 6 dias apds o parasitismo nao diferenciou da testemunha e foi
superior aos demais tratamentos. Também nao houve diferenca entre a razao
sexual e o numero de adultos retidos. Apos 7 dias do armazenamento do
parasitoide, a 5 °C, houve redugdo na emergéncia, tornando viavel armazenar

C. noackae nestas condicoes.

Palavra-chave: Controle bioldgico; parasitoide de ovos; percevejo bronzeado;

baixas temperaturas.
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CHAPTER Il - STORAGE IN DIFFERENTS PERIODS OF Cleruchoides
noackae LIN & HUBER (HYMENOPTERA: MYMARIDAE) ON
Thaumastocoris peregrinus CARPINTEIRO AND DELLAPE (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE) EGGS AT 5°C

ABSTRACT

The use of parasitoids in biological control programs requires the release
of a large number of insects in the field. The low temperature storage of the
immature phase of the parasitoid is an alternative to concentrate the emergence
of the insects in a certain period, providing greater flexibility for sending and
releasing the insects in the field. The objective of this study was to storage at
low temperature of T. peregrinus eggs parasitized to analyse different periods of
immature phase of C. noackae. T. peregrinus eggs were offered to females of
C. noackae for 24 h and stored during 7 days at 5 °C with 0 (control), 3, 6, 9
and 12 days after parasitism. After determining the best development stage (6
days), it was used to store the parasitoid for 0 (control), 7, 14 and 21 days. The
emergence of the stored insects 6 days after the parasitism did not differ from
the control and was superior to the other treatments. There was no difference
among sex ratio and retained insects. After 7 days of parasitoid storage, at 5 °C
there was a reduction in the parasitoids emergence, making it impossible to

store C. noackae in this conditions.

Key words: Biological control; egg parasitoid; bronze bug; low temperatures

44



4.1 INTRODUGAO

Os parasitdides sao importantes agentes de controle bioldgico devido a
sua capacidade de suprimir as populagbes de pragas (YAN et al., 2017),
porém, suprir a demanda constante, exigida pelo mercado, com inimigos
naturais com qualidade é um dos principais obstaculos em programas de
controle biolégico (COUDRON et al., 2007; ST-ONGE et al., 2016; QUEIROZ et
al., 2017).

O parasitoide solitario de ovos C. noackae Lin e Huber (Hymenoptera:
Mymaridae) € o principal agente de controle biolégico de Thaumastocoris
peregrinus Carpinteiro e Dellapé (Hemiptera: Thaumastocoridae), inseto praga
que causa grandes perdas na eucaliptocultura (LIN et al., 2007; NADEL;
NOACK, 2012). A longevidade de adultos de C. noackae é em média de 1,2
dias quando n&o alimentados e 3,7 dias quando alimentados com mel (SOUZA
et al., 2016). Devido a curta longevidade, esse parasitoide precisa ser liberado
a campo logo apds a sua emergéncia, exigindo grande quantidade de insetos
em um curto intervalo de tempo. Desta forma, a criagdo de inimigos naturais
em grande quantidade é necessaria pouco tempo antes da liberagdo a campo
(COLINET; BOIVIN, 2011).

Portanto, sdo necessarias técnicas que aumentem a vida util dos
insetos, possibilitem a producdo ao longo de varios meses, disponibilizem um
numero estavel e suficiente de inimigos naturias e que reduzam custos em
programas de controle bioldgico (COLINET; BOIVIN, 2011; ALAM et al., 2016).
Dentre elas, técnicas de armazenamento de insetos em baixas temperaturas
apresentam essas caracteristicas, sendo uma alternativa para auxiliar na
criacdo massal de insetos benéficos (LEOPOLD, 1998; LENTEREN et al.,
2003; COLINET; BOIVIN, 2011).

A exposicao a baixas temperaturas reduz a atividade metabdlica do
inseto, induzindo a dorméncia, o que permite o0 armazenamento durante
determinado periodo de tempo e assim aumentando o periodo de prateleira do
parasitoide (LEOPOLD, 1998). No entanto, longos periodos de exposicédo a
baixas temperaturas podem causar perdas no desempenho do inseto
(COLINET; BOIVIN, 2011), como observado para Gonatocerus ashmeadi
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Girault (Hymenoptera: Mymaridae) (CHEN et al., 2008), Microplitis prodeniae
Rao e Chandry (Hymenoptera: Braconidae) (YAN et al., 2017), Bracon hebetor
Say (Hymenoptera: Braconidae) (ALAM et al., 2016; ANWAR et al., 2016),
Praon volucre Haliday (Hymenoptera: Braconidae) (LINS et al., 2013), Aphidius
matricariae Haliday (Hymenoptera: Aphidiidae) (AL-ANTARY; ABDEL-WALI,
2016), Encarsia sophia Girault e Dodd (Hymenoptera: Aphelinidae) (KIDANE et
al., 2015).

Determinar o periodo em que a fase jovem do inseto é submetido a
baixa temperatura é fundamental para minimizar perdas no seu desempenho, o
que possibilita maiores periodos de armazenamento (FOERSTER et al., 2004;
ANWAR et al., 2016).

A exposicdo do inseto por longos periodos de armazenamento pode
causar redugdo na emergéncia, longevidade e capacidade reprodutiva dos
parasitoides (LEOPOLD, 1998; PITCHER et al., 2002; FOERSTER; NAKAMA,
2002; LEVIE et al., 2005), desta forma, o estudo da progénie oriunda dos
insetos armazenados € importante para garantir eficiéncia em programas de
controle biologico.

Com isso, o objetivo do trabalho foi definir o melhor periodo apos o
parasitismo e duragao para o armazanamento a 5 °C de ovos de T. peregrinus

parasitados por C. noackae

4.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Entomologia da Embrapa

Florestas, Colombo, estado do Parana, Brasil.

4.2.1 CRIACAO MASSAL DE T. peregrinus

O percevejo bronzeado foi criado em sala climatizada (22 + 2 °C, 50 +

10% de HR e fotofase de 12 horas), sobre ramos de Eucalyptus benthamii

46



Maidan e Cambage. Os ramos foram envoltos por uma tira de espuma de 15
cm e colocados dentro de um frasco Erlenmeyer de 500 mL com agua. Apés o
inseto se alimentar desses ramos, um novo buqué de ramos era encostado no
antigo para que o inseto migrasse para as novas folhas em busca de alimento.
Tiras de papel toalha dispostas sobre os ramos de eucalipto foram utilizadas
para realizacdo das posturas e coleta diaria dos ovos; uma parte dos ovos foi
armazenada a 5 °C para manter a criagdo massal de C. noackae e o restante

foi utilizado nos experimentos que exigiam ovos frescos de T. peregrinus.

4.2.2 CRIACAO MASSAL DE C. noackae

A criagdo de C. noackae foi iniciada com individuos introduzidos da
Australia em 2012.

O parasitoide foi criado em ovos de T. peregrinus mantidos em frascos
de poliestireno de 7,0 cm de comprimento e 3,0 cm de didmetro e alimentados
com solugédo de mel 50% ofertada em tiras de papel filtro em sala climatizada a
24 £ 2 °C, 60 £ 10% de HR e fotofase de 12 horas.

423 ARMAZENAMENTO A 5 °C DE DIFERENTES FASES DE
DESENVOLVIMENTO DE C. noackae

Ovos de T. peregrinus (<24 h idade) foram ofertados a um casal de C.
noackae (<24 h vida) em frascos de poliestireno (7,0 cm de comprimento e 3,0
cm de diametro) durante 24 horas, e mantidos em sala climatizada (24 + 2 °C,
UR 60% e fotofase de 12 horas) por 0 (controle ndo armazenado), 3, 6, 9 e 12
dias. Em seguida, os ovos parasitados, foram armazenados em camara
climatizada (5 £ 2 °C, UR 60% no escuro), por 7 dias. Apos estes periodos, 0s
ovos foram transferidos para sala climatizada (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase de
12 horas). Solugédo de mel a 50% ofertada em tiras de papel filtro (0,5 cm x 5
cm) foi utilizada para alimentagao dos parasitoides. Neste teste foram utilizadas

15 repeticdes, cada uma com 10 ovos por tempo apos o parasitismo.

47



Para os casais de C. noackae emergidos das diferentes fases de
desenvolvimento armazenada foram ofertados ovos de T. peregrinus (<24 h
idade) por 24 horas para avaliar a capacidade de parasitismo dos insetos
estocados a baixa temperatura. A avaliacdo da geragao F2 foi realizada apenas
com adultos oriundos do armazenamento de sua fase jovem por 3, 6, e 9 dias,
devido ao baixo numero de parasitoides emergidos no periodo de 12 dias de

armazenamento.

4.2.4 PARAMETROS AVALIADOS

Para a geracdo F1 foram avaliadas a porcentagem de parasitoides
emergidos, ndao emergidos (adultos retidos nos ovos) e a razdo sexual (RS=
N°Q / N°d + N°Q) de C. noackae. Para a geragdo F2 foram avaliados a
duracédo do periodo de desenvolvimento (ovo-adulto), o total de parasitoides
(emergidos e n&o emergidos), e 0s mesmos parametros avaliados na geragao

F1 exceto o periodo para emergéncia apds o armazenamento de C. noackae.

4.2.5 ARMAZENAMENTO DE C. noackae A 5°C POR DIFERENTES
PERIODOS

Ovos de T. peregrinus (< 24h idade) coletados em tiras de papel toalha
foram ofertados em frascos de poliestireno (7,0 cm de comprimento e 3,0 cm
de diametro) durante 24 horas a um casal de C. noackae (< 24h idade) e
mantidos em sala climatizada (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase de 12 h) por 6
dias. Tiras de papel filtro (0,5 cm x 5 cm) umedecidas em solugdo de mel a
50% foram utilizadas para alimentagcado dos parasitoides. Em seguida os ovos
foram armazenados em camara climatizada (5 £ 2 °C, UR 60%, no escuro) por,
0 (controle), 7, 14 e 21 dias. Apos o armazenamento, os ovos foram
transferidos para sala climatizada (24 £ 2 °C, UR 60% e fotofase de 12 horas)

para avaliar a emergéncia dos adultos. Para esse teste foram utilizadas 20
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repeticdbes com 10 ovos. A avaliagdo da geracao F2 foi realizada apenas com
adultos oriundos do armazenamento de 7 dias, devido ao baixo numero de
parasitoides emergidos em 14 e 21 dias. Aos casais emergidos do tratamento
foram ofertados ovos de T. peregrinus (<24 h idade) por 24 horas para avaliar a
capacidade de parasitismo dos insetos estocados a baixa temperatura. Para

essa avaliacao foram utilizadas 15 repeticbes com 10 ovos.

4.2.6 PARAMETROS AVALIADOS

Para a geragdo F1 avaliaram-se a porcentagem de parasitoides
emergidos, ndo emergidos (adultos retidos nos ovos), o total de parasitoides
(emergidos e ndo emergidos), a razdo sexual (RS= N°Q / N°Z + N°Q) e o
periodo para a emergéncia dos adultos apds o armazenamento por diferentes
periodos. Para a geragcao F2 foram avaliados a duracdo do periodo de
desenvolvimento (ovo-adulto) e os mesmos parametros da geragdo F1 exceto

o periodo para emergéncia apos o armazenamento por diferentes periodos.

4.2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do experimento foram submetidos a analise de desvio para o
modelo que considerou o efeito dos tratamentos. Os dados de contagem foram
analisados por modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicdo de
Poisson. A distribuicdo Quasi foi adotada para a razao sexual e o periodo de
desenvolvimento. As comparagdes entre os tratamentos foram feitas pelo teste
de diferenga honestamente significante (HSD) de Tukey (P <0,05). A analise

estatistica foi feita utilizando R language, versao 3.3.2 (R Core Team, 2016).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 ARMAZENAMENTO A 5°C DE DIFERENTES FASES DE
DESENVOLVIMENTO DE C. noackae

A emergéncia de C. noackae em ovos de T. peregrinus ocorreu apos
seu armazenamento nas diferentes fases de desenvolvimento por 7 dias a 5
2 °C. Entretanto, a porcentagem de emergéncia para parasitoides né&o
armazenados (controle) foi semelhante a parasitoides armazenados com 6 dias
de desenvolvimento e superior aos armazenados com 3, 9 e 12 dias de
desenvolvimento (X2= 39,838; df= 4;70; P< 0,0001). Nao houve efeito
significativo do armazenamento de diferentes fases na porcentagem de insetos
retidos (X%=3.7637; df= 4;70; P= 0.4389) e razdo sexual (X?*= 2054,9; df= 4;45;
P=0,4584) em ovos de T. peregrinus armazenados € ndo armazenados (X?=
3,7637; df=4;95 P= 0.4389) (Tabela 6). O periodo de desenvolvimento da fase
jovem do parasitoide para todos os tratamentos foi em média 15,49 dias
desconsiderado o periodo de armazenamento de 7 dias a 5°C;
Tabela 6. Adultos retidos (Ret.), emergéncia (Emer.) e razdo sexual (RS.) da
geragao F1 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (Média + EP)

armazenados em diferentes periodos de desenvolvimento da fase jovem em ovos
de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) a 5 + 2 °C.

Desenvolvimento

apos parasitismo Ret. (%) Emer. (%) RS (%)
(dias)
0 2,00 + 0,35 47,33 + 1,83 a 72,74 + 3,35
3 3,33 + 0,81 2533 £+ 3,79 b 60,06 + 10,65
6 2,00 + 0,55 37,33 £ 4,03 ab 59,96 + 5,00
9 3,33 + 0,81 26,67 £+ 4,07 b 62,59 + 8,24
12 0,67 + 0,34 11,33 + 243 ¢ 54,17 + 16,91

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, P<0,05).

A progénie F1 oriunda dos ovos armazenados com diferentes idades de
desenvolvimento, parasitou os ovos ofertados de T. peregrinus, originando a
progénie F2. A porcentagem de parasitismo da progénie de insetos né&o
armazenados (controle) foi semelhante a progénie F2 dos parasitoides
armazenados com 3 e 6 dias de desenvolvimento e superior aos armazenados
com 9 dias, (X?= 53,481; df= 3;36 P< 0,0001), sendo que o mesmo ocorreu
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para a porcentagem de emergéncia (X%= 54,768; df= 4,45 P< 0,001) (Tabela
07).

A porcentagem de adultos retidos (X?%= 3,488; df= 2;36 P= 32,23), a
razao sexual (X?=1,2264; df= 3;27; P= 0,5416) e o periodo de desenvolvimento
(ovo-adulto) (X?= 0,0120; df= 2;27 P= 0,9974) da progénie (F2) n&do foram
afetados pelo armazenamento nos diferentes periodos de desenvolvimento da

fase jovem de C. noackae (Tabela 7).

Tabela 7. Adultos retidos (Ret.), emergéncia (Emer.), parasitismo (Par.), razédo
sexual (RS.), periodo de desenvolvimento (ovo — adulto) (Per.) (24 £ 2 °C, UR
60% e fotofase 12 h) da geragao F2 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera:
Mymaridae) (Média £+ EP) apds armazenamento em diferentes periodos de
desenvolvimento da fase jovem em ovos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) a 5 £ 2 °C.

Desenvolvimento

apos parasitismo  Ret. (%) Emer. (%) Par. (%) RS (%) Per. (dias)
(dias)
0 2,00 £+ 1,33 60,00 + 558 a 62,00 + 554 a 70,71 + 3,83 15,52 + 0,19
3 5,00 £+ 2,69 43,00 + 3,96 a 48,00 + 3,27 a 60,00 + 8,88 1549 + 0,14
6 6,00 + 2,67 54,00 + 7,63 a 60,00 + 7,60 a 59,64 + 10,41 1585 = 0,23
9 200 £ 1,33 7,00 £ 496 b 9,00 £ 504 b

Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de
(Tukey, P<0,05).

4.3.2 ARMAZENAMENTO A 5°C DE C. noackae POR DIFERENTES
PERIODOS

Parasitoides de C. noackae com 6 dias de desenvolvimento emergiram
quando armazenados a 5 °C por até 21 dias. A porcentagem de emergéncia de
parasitoides ndo armazenados foi semelhante a parasitoides armazenados por
7 dias, os quais foram superiores aos armazenados por 14 e 21 dias (X%=
149,23; df= 3;76; P< 0,0001) (Figura 03).
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Figura 3. Emergéncia (média £+ 95% intervalo de confianga) de Cleruchoides
noackae (Hymenopetera: Mymaridae) em ovos de Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae) armazenados a 5 = 2 °C 6 dias apdés o
parasitismo. Barras com letras diferentes, por parametro, diferem pelo teste de
Tukey (P<0,05).

O armazenamento de insetos a 5 + 2 °C da fase jovem de C. noackae
nao afetou a porcentagem de insetos retidos (X?= 5,1785; df= 3;76; P= 0,1592),
razao sexual (X?= 2684; df= 3;48; P= 3067) e tempo de emergéncia dos adultos
(X?= 0,0156; df= 3;50; P= 0,0982) nado foram afetados pelo armazenamento a

5° £ 2°C da fase jovem de C. noackae (Tabela 08).

Tabela 8. Adultos retidos (Ret.), razdo sexual (RS.) e emergéncia apds o
armazenamento (EAA) (24 + 2 °C, UR 60% e fotofase 12 h) da geracéo F1 de
Cleruchoides noackae (Hymenopetera: Mymaridae) (Média + EP) em relagéo
ao armazenamento por diferentes periodos 6 dias apds o parasitismo em ovos
de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae)a 5 + 2 °C.

Armazenamento 0 o ,
(dias) Ret. (%) RS (%) EAA (dias)
0 5,00 + 1,36 65,10 + 3,17 9,32 + 0,06
7 2,00 £+ 0,92 67,27 + 3,31 9,34 + 0,11
14 2,00 £+ 0,92 95,56 + 15,71 9,52 + 0,19
21 1,50 + 0,82 44,00 £+ 23,15 9,88 + 0,12

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, P<0,05).
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A progénie F1, oriunda de parasitoides armazenados por 7 dias,
parasitaram os ovos de T. peregrinus ofertados, originando a progénie F2, a
qual nao apresentou diferengca em relagao a testemunha ndo armazenada para
0s seguintes parametros: porcentagem total de parasitismo (X?= 0,76073; df=
1:38; P= 0,6885), parasitoides emergidos (X?= 0,0047; df= 1:38; P= 0,945),
adultos retidos (X%*= 2,35; df= 1:38; P= 0,1246), razado sexual (X?= 22,779; df=
1:38; P= 0,8136) e periodo de desenvolvimento (X?*= 0,0003; df= 1;38; P=
0,9849) (Tabela 09).

Tabela 9. Adultos retidos (Ret.), emergéncia (Emer.), parasitismo (Par.), razao
sexual (RS.), periodo de desenvolvimento (ovo — adulto) (Per.) (24 £ 2 °C, UR
60% e fotofase 12 h) da geracdo F2 de Cleruchoides noackae (Hymenopetera:
Mymaridae) (Média £ EP) em relacdo a diferentes periodos de armazenamento 6
dias apos o parasitismo em ovos de Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) a 5 + 2 °C.

Armazenamento

(dias) Ret. (%)  Emer. (%) Par. (%) RS (%) Per. (dias)
0 4,00 + 1,12 53,50 + 4,99 57,50 + 502 63,20 + 3,32 15,33 + 0,07
7 1,50 + 0,82 53,00 + 4,93 54,50 + 4,78 64,70 + 548 1546 + 0,05

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey,
P<0,05).

4.4 DISCUSSAO

441 ARMAZENAMENTO A 5°C DE DIFERENTES FASES DE

DESENVOLVIMENTO DE C. noackae

Com o aumento do periodo de armazenamento apdés o parasitismo,
houve um aumento na mortalidade dos parasitoides antes da emergéncia. A
fase jovem do parasitoide pode ser armazenada 6 dias apds o parasitismo em
ovos de T. peregrinus, por um periodo de 7 dias a 5 °C sem efeitos prejudiciais
sobre a emergéncia dos adultos. Fases de desenvolvimento mais tardias do

parasitoide foram mais sensiveis a exposicao a baixa temperatura.
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Relatos semelhantes foram descritos para Mastrus ridens Horstmann
(Hymenoptera: Ichneumonidae) que, armazenado a 4 °C, teve maior taxa de
mortalidade nas fases mais tardias de desenvolvimento, sendo as fases mais
novas as mais tolerantes ao armazenamento (SANDANAYAKA et al., 2015).
Para Diaeretiella rapae Mclntosh (Hymenoptera: Braconidae) armazenados a
5°C, houve alta taxa de mortalidade nas fases tardias da pupa quando o

periodo de armazenamento foi estendido (SILVA et al., 2013).

Com base nos dados coletados das fases de desenvolvimento, o
armazenamento nao teve efeito negativo na reprodug¢ao dos adultos emergidos
de C. noackae quando armazenados a 5 °C com trés e seis dias, dando origem
a progénie F2, os quais foram semelhantes a progénie oriunda de insetos nao
armazenados. Quando armazenada a fase jovem com nove dias houve
diminuicdo na emergéncia do parasitoide indicando uma reducdo na

capacidade reprodutiva do inseto.

Os resultados obtidos no periodo de emergéncia apds o armazenamento
indicam que as condicdes em que os insetos foram submetidos por um curto
periodo (7 dias) induziram os parasitoides ao estado de dorméncia, conhecido
como quiescéncia, que é resultado da reducao das atividades metabdlicas do
inseto. Assim, quando removidos dessas condi¢cdes, o inseto retorna seu

comportamento e desenvolvimento normalmente (LEOPOLD, 1998).

4.4.2 ARMAZENAMENTO DE C. noackae A 5°C POR DIFERENTES
PERIODOS

E possivel estender o periodo de desenvolvimento para posterior
emergéncia do parasitoide, uma vez que obtivemos as melhores porcentagens
de emergéncia com o armazenamento do parasitoide por 7 dias a 5 °C. Essa
flexibilidade que o armazenamento proporciona € essencial para o envio e

liberagao dos parasitoides a campo (YAN et al., 2017).

Com o aumento do periodo de armazenamento houve redugdo na

emergéncia dos parasitoides; resultados semelhantes foram observados com
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Gonatocerus ashmeadi Girault (Hymenoptera: Mymaridae) (CHEN et al., 2008),
Microplitis prodeniae (Hymenoptera: Braconidae) (YAN et al., 2017) e Bracon
hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae) (ALAM et al., 2016; ANWAR et al.,
2016). Essa reducdo pode ser consequéncia do consumo de reservas
energéticas, uma vez que a rapida exposicdo ao frio ndo proporciona
condicdes para que o inseto acumule reservas suficientes para sobreviver, ou
por ocorrer acumulo de metabdlitos toxicos durante o periodo de dorméncia.
Esses fatores causam altas taxas de mortalidade ou redugao no desempenho
apos a emergéncia dos adultos (SINCLAIR et al., 2003; HAHN; DENLINGER,
2007).

A razao sexual dos adultos nao foi significativamente afetada pelo
armazenamento a frio, mostrando que a mortalidade nao ocorreu com base no
sexo dos insetos. Esta informagao é importante para o programa de controle
bioldgico de T. peregrinus, pois a partenogénese de C. noackae é arrenétoca
(MUTITU et al., 2013), caracteristica comum em mimarideos no qual fémeas
nao acasaladas dao origem apenas a machos haploides e quando acasaladas

originam machos e fémeas (JERVIS et al., 2001).

O periodo de emergéncia ap6s o armazenamento indica que as
condicbes de armazenamento induziram o inseto a entrar no estado de
dorméncia, a qual é manifestada pela reducéo da atividade e desenvolvimento,
utilizada por organismos para suportar condigdes ambientais adversas como
baixa temperatura, retornando a atividade normal quando as condi¢des
adversas terminam (TAUBER et al., 1986).

O periodo de desenvolvimento de C. noackae a 24 °C do ovo ao adulto é
de aproximadamente 15 dias (MUTITU et al., 2013). Neste estudo a maioria
dos parasitoides emergiram 9 dias apds o armazenamento, completando o
ciclo em aproximadamente 15 dias quando desconsiderado o periodo de
armazenamento. Respondendo de forma imediata a retomada do
desenvolvimento apds o0 armazenamento. Esses resultados sao semelhantes a
outros estudos com parasitoides (RUNDLE et al., 2004; YAN et al., 2017). Esse
periodo de emergéncia dos adultos apés o0 armzenamento é importante para
gerenciar a criagdo massal, uma vez que o tempo de desenvolvimento foi

prolongado.
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A progénie F2 oriunda de insetos armazenados durante 7 dias n&o
afetou os parametros de desenvolvimento e reproducdo, possibiltando o
armazenamento, com seguranga, da fase jovem de C. noackae por este

periodo.

4.5 CONCLUSOES

E possivel armazenar por 7 dias a 5 °C a fase jovem de C. noackae seis
dias apoés o parasitismo em ovos de T. peregrinus, sem afetar o desempenho e
reproducdo dos parasitoides, permitindo a utilizagado dessa técnica para criacao

massal e posterior liberacdo a campo de C. noackae.

Com o armazenamento por 7 dias a 5 °C foi possivel aumentar de 15
para 22 dias o ciclo da fase jovem do parasitoide o que proporciona maior

flexibilidade no planejamento para a criagdo massal de C. noackae.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demonstrou a viabilidade da técnica de
armazenamento de ovos do hospedeiro Thaumastocoris peregrinus a 5 °C
durante 15 dias. Essa espécie € uma importante praga da eucaliptocultura, e o
armazenamento aumenta a oferta de ovos do hospedeiro para a criagao
massal do parasitoide de ovos Cleruchoides noackae, que é o principal agente
de controle biolégico dessa praga. Com isso, € possivel ofertar um numero
suficiente de hospedeiros para o parasitoide em épocas de surtos da praga e
reduzir o desperdicio de material biolégico em épocas de superproducido de
ovos do hospedeiro, pois em condi¢gdes naturais (sem armazenar) os ovos de
T. peregrinus sao viaveis por até 3 dias para o parasitismo de C. noackae e

com o0 armazenamento, esse periodo € estendido para 15 dias.

Como exemplo pratico, sem a utilizacdo do armazenamento do
hospedeiro, a producao diaria de ovos é de aproximadamente 1 mil ovos de T.
peregrinus. Considerando um parasitismo de 50% de C. noackae, é possivel
obter aproximadamente 500 parasitoides por dia. Com a utilizagdo do
armazenamento (15 dias) € possivel obter uma média de 7,5 mil parasitoides
com a emergéncia prevista para um unico dia. Isso possibilita atingir

quantidades suficientes de C. noackae para o envio e liberacdo a campo.

O armazenamento da fase jovem de C. noackae possibilitou o aumento
do ciclo jovem do parasitoide de 15 para 22 dias. Com isso, consegue-se um
aumento de até sete dias no ciclo de C. noackae, possibilitando concentrar um
maior numero de parasitoides e controlar a emergéncia dos mesmos, pois apos

0 armazenamento, a emergéncia ocorre em aproximadamente 9 dias.

Como exemplo pratico, utilizando-se mil ovos do hospedeiro por dia a
producdo em laboratério sem armazenamento do parasitoide, a emergéncia
diaria de C. noackae é de aproximadamente 500 parasitoides. Com o
armazenamento, € possivel concentrar essa emergéncia para que ocorra apos
7 dias, aumentando a emergéncia para 3,5 mil parasitoides em uma unica data.
Essa caracteristica permite sincronizar a produ¢cdo do parasitoide com a sua

necessidade no campo.
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As duas técnicas de armazenamento estudadas podem ser utilizadas em
conjunto, proporcionando condigdes melhores para o planejamento e

manutencgao da criagdo massal do parasitoide.

Sendo assim, a utilizagdo das técnicas apresentadas neste trabalho
otimizam a criacdo massal de C. noackae, com a reducao de custos, mao de
obra no laboratério e sincronismo da criagdo massal do parasitoide com a

liberagdo do mesmo a campo.

Estudos relacionados ao efeito desta técnica na capacidade de

reproducao e estabelecimento do parasitoide a campo devem ser realizados.
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