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RESUMO

O controle dos insetos praga de produtos armazenados é um dos grandes
desafios do manejo integrado de pragas em ambientes de armazenamento. Alternativas
que ultrapassem barreiras com eficiéncia e custos mais baixos se tornam estritamente
necessarias. Nesse contexto, o controle bioldgico utilizando parasitoides vem se
tornando uma opgdo atrativa. Entretanto, se este ainda estd sendo aperfeicoado em
sistemas a campo, 0 uso de parasitoides em produtos armazenados é ainda mais
incipiente. Dessa forma, objetivou-se avaliar aspectos biologicos e descrever
morfologicamente as fases imaturas do parasitoide Anisopteromalus calandrae em
larvas do hospedeiro Lasioderma serricorne, praga de produtos armazenados. Os
bioensaios foram realizados em laboratorio, sob condi¢Ges controladas (27+2 °C,
60+£10%UR e fotofase de 12 h). Avaliou-se a influéncia de diferentes dietas do
hospedeiro (farinha de trigo, farinha de trigo + levedo e farinha de trigo + tabaco seco) e
os fotoperiodos (0:24h, 12:12h e 24:0h) no parasitismo de diferentes densidades de
larvas hospedeiras, por A. calandrae. Foram registrados parametros de emergéncia da
prole, parasitismo aparente e razdo sexual. A longevidade e potencial reprodutivo foram
determinados. As fases imaturas de A. calandrae foram descritas morfologicamente
com auxilio de imagens obtidas através de microscopio eletrénico de varredura e
estereomicroscopio e, os instares larvais foram determinados com base na largura da
capsula cefalica. Observou-se que para a criacdo em laboratério de A. calandrae os
fatores que proporcionaram melhores condi¢fes de desenvolvimento foram a dieta de
farinha de trigo, a fotofase de 12h e o oferecimento de densidades superiores a 50 larvas
hospedeiras por casal. As fémeas avaliadas produziram em média uma prole de 35
individuos durante a vida e, 0 maximo potencial reprodutivo foi observado nos 12
primeiros dias de vida da fémea. Com relagdo as fases imaturas, foi possivel determinar
quatro instares larvais. O ciclo total de A. calandrae em larvas de L. serricorne foi
concluido apds 13 dias, sendo que a pupa apresenta o periodo mais longo, que pode
durar até sete dias.
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ABSTRACT

Controlling insect pests from stored products is one of the major challenges in
integrated management on storage products. Alternatives that overcome barriers with
efficiency and lower costs become strictly necessary. In this context, the biological
control using parasitoids has become an attractive option. However, if this is still being
improved in field systems, the use of parasitoids in stored products is even more
incipient. Thereby, it was objectified to evaluate biological aspects and morphologically
describe the immature stages of the parasitoid Anisopteromalus calandrae in host larvae
and stored product pests, Lasioderma serricorne. The bioassays were performed in the
laboratory under controlled conditions (27 = 2°C, 60 £ 10% RH and 12h photophase).
The influence of different host diets (wheat flour, wheat flour + yeast and wheat flour +
dry tobacco) and photoperiods (0:24h, 12:12h and 24:0h) in the parasitism of different
host larval densities by A. calandrae were evaluated. Parameters of emergence of
offspring, apparent parasitism and sexual ratio were recorded. The longevity and
reproductive potential was determined. The immature phases of A. calandrae were
described morphologically with the aid of images obtained by scanning electron
microscope and stereomicroscope and the larval instars were determined based on the
width of the cephalic capsule. It was observed that for the rearing of A. calandrae in
laboratory, the factors that provided better development conditions were the wheat flour
diet, the photophase of 12h and offering hosts densities greater than 50 larvae per
couple. The females produced an average progeny of 35 individuals during the life and
the maximum reproductive potential was observed in the first 12 days of life of the
female. Regarding immature phases, it was possible to determine four larval instars. The
total cycle of A. calandrae in L. serricorne larvae was completed after 13 days, being
that the pupa presents the longest period, which may last up to seven days.
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1 INTRODUCAO

As espécies “pragas” associadas aos produtos armazenados estdo, de forma
rpida, adaptando-se aos ambientes de pos-colheita, aos manejos utilizados e
reproduzindo-se rapidamente, prejudicando produtores e empresas beneficiadoras,
desde a producdo (perda de peso para venda as empresas) até sua exportacdo
(estocagem e certificado negativo de presenca do inseto). Sendo assim, estudos basicos
sobre novas tecnologias de controle, preferencialmente bioldgicos e ecologicamente
sustentdveis, sdo cada vez mais importantes.

A resisténcia a inseticidas esta aumentando mundialmente e se constitui num dos
maiores problemas de controle de pragas na atualidade. Existem muitas espécies de
insetos que desenvolveram resisténcia a um ou mais grupos quimicos. Isso evidencia a
necessidade urgente de utilizar 0 manejo integrado de pragas no armazenamento para
que esses inseticidas sejam preservados pelo maior tempo possivel, tendo em vista a
grande dificuldade de substituicdo desses produtos. O manejo adequado pode reduzir o
numero de espécies resistentes ou, no minimo, retardar o aparecimento deste problema.
Por outro lado, a resisténcia dos parasitoides de pragas de produtos armazenados a
inseticidas podera ser empregada como estratégia de controle complementar ao
convencional.

Apesar do grande potencial que os agentes de controle biolégico possuem, no

Brasil, ainda sdo usados em um nivel muito baixo em fungdo dos problemas técnicos



envolvidos na sua producdo e utilizacdo como, por exemplo, a dificuldade de se
produzir em grande escala, o controle de qualidade e os métodos de liberacdo em
campo. Ademais, agricultores e técnicos agricolas ainda possuem uma cultura
fundamentada na utilizacdo de agroquimicos, além da inexisténcia de politicas publicas
especificas que auxiliem e divulguem a tecnologia do controle biolégico aos produtores
agricolas e a sociedade em geral.

Os parasitoides sdo importantes reguladores populacionais de insetos e
destacam-se como o principal grupo de inimigos naturais em sistemas agricolas. Estdo
distribuidos em inimeras familias e sua adaptacdo ao modo de vida parasitico é mais
diversa e abundante em Hymenoptera. As diversas restricdes impostas pelo hospedeiro
e seu habitat levaram os himendpteros parasitoides a se tornar um dos grupos mais bem
adaptados na exploracao de seus recursos.

O estudo das caracteristicas dos parasitoides que atuam sobre insetos pragas de
produtos armazenados, podera ampliar o conhecimento a respeito dessas interacoes
trazendo novas possibilidades no controle bioldgico, de forma menos impactante a
salde publica e ao meio ambiente. Dessa forma, objetivou-se no presente estudo, avaliar
a influéncia da dieta e de diferentes fotoperiodos no desenvolvimento pos-embrionario,
emergéncia, tamanho da prole, razdo sexual e taxa de parasitismo de Anisopteromalus
calandrae (Howard, 1881) (Hym., Pteromalidae), criados em larvas de 4° instar de
Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) (Col.: Anobiidae) em diferentes densidades.
Além de determinar a longevidade e o potencial reprodutivo e descrever

morfologicamente as fases imaturas de A. calandrae.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insetos praga de produtos armazenados

Segundo Perioto (2001) praga € qualquer espécie, bidtipo ou raca de animal,
vegetal ou outro agente patogénico nocivo aos vegetais e seus subprodutos.

A condicdo de praga de uma populacdo de insetos depende da abundancia de
individuos assim como, o tipo de perda ou danos causados por ela (Gullan & Cranston,
1994). A maioria desses insetos reduz a produtividade e qualidade do produto através
do consumo dos tecidos ou 6rgdos da planta, frutos e sementes para sua alimentacao ou,
no caso de insetos sugadores, ocasionam injurias através da succdo da seiva, causando a
reducdo do vigor e do crescimento da planta, podendo também ser vetores de virus e
bactérias (Seebold et al., 2010).

As pragas podem ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento da cultura,
atacando diferentes partes da planta e também, ap6s a colheita, no armazenamento dos
produtos (Azevedo, 2009). Segundo 0 mesmo autor, algumas espécies que atacam 0S
grdos e produtos vegetais armazenados podem também ser encontradas em campo, onde
ocorre a infestacdo inicial dos gréos. Durante a colheita os insetos s&o levados na forma
de ovo e no armazém, pelas condi¢cbes Otimas de temperatura, se desenvolvem
rapidamente, podendo atingir niveis populacionais elevados.

Segundo Menten (1982), as caracteristicas mais comuns dos insetos praga de

produtos armazenados, sdo o alto potencial de reproducdo em um curto periodo de



tempo, a polifagia e a reproducdo cruzada. Para iniciar uma infestacdo que pode
provocar a deterioracdo dos produtos, € necessario um pequeno numero de insetos,
gracas a alta capacidade de reproducdo e por poderem permanecer em repouso no
estagio intermediario de desenvolvimento quando as condi¢bes forem adversas
(Menten, 1982). Normalmente as larvas desses insetos consomem grandes quantidades
de alimento, danificando e deteriorando o produto (Borror & Delong, 1988).

O conhecimento do habito alimentar de cada praga constitui um elemento
importante para definir o manejo a ser implementado no produto que esta sendo
infestado (Lorini et al., 2010). Dessa forma, segundo os autores, as pragas de graos
armazenados podem ser classificadas conforme seu habito alimentar em primarias e
secundarias.

As pragas primarias sdo aquelas que atacam grdos inteiros e sadios e,
dependendo da parte do grdo que atacam, podem ser denominadas pragas primarias
internas ou externas (Lazzari & Lazzari, 2002). As internas perfuram os graos e neles
penetram para completar seu desenvolvimento. As externas destroem a parte exterior do
grdo (casca) e depois se alimentam da parte interna sem, no entanto, se desenvolverem
no interior do grdo (Lorini, 2003). Um exemplo de praga primaria € L. serricorne
(Loeck, 2002). As pragas secundarias, por outro lado, ndo conseguem atacar graos
inteiros, pois precisam que eles estejam danificados ou quebrados para conseguirem se
alimentar (Lazzari & Lazzari, 2002). O cole6ptero Tribolium castaneum (Herbst, 1797)
(Col.: Tenebrionidae) é um exemplo de praga secundaria de gréos armazenados (Lorini
et al., 2010).

As densidades populacionais destas pragas podem variar em funcdo de fatores
abioticos como temperatura e umidade. Normalmente a temperatura ideal é entre 23 a

35° C e a faixa favoravel de umidade é de 12~15% (Ramos, 2009).



De acordo com Copatti et al. (2013) os produtos armazenados estdo sujeitos a
deterioracOes e perdas em virtude das interacdes entre os fendbmenos fisicos, quimicos e
bioldgicos. Segundo 0s mesmos autores, a auséncia de boa estrutura para armazenagem,
umidade inadequada, temperatura em torno de 30° C, abundéncia de abrigo e alimento
estdo entre as principais causas da deterioracdo dos grdos pelo ataque de insetos.

Como a atividade desses insetos é muito sensivel a temperatura e em estruturas
de armazenamento ela pode ser controlada, muitas vezes, se diminui a temperatura
desses locais para evitar o ataque, mas nas regides de climas tropicais ou subtropicais
durante 0os meses mais quentes essa metodologia se torna pouco efetiva (Loeck, 2002).

Os produtos armazenados tais como grdos, sementes, farinhas, café, chocolate,
fumo, racdes animais, especiarias, plantas desidratadas, frutas secas entre outros, podem
ser infestados por carunchos, besouros e tracas (Ramos, 2009). As espécies que se
destacam sdo os coledpteros L. serricorne, T. castaneum, Sitophilus spp. (Col.:
Curculionidae) e Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Col.: Bostrichidae) e os
lepidopteros Plodia interpunctella (Hibner, 1813), Ephestia spp., Corcyra cephalonica
(Stainton, 1866) (Lep.: Pyralidae) e Sitotroga cerealella (Olivier, 1789) (Lep.:
Gelechiidae) (Pacheco & Paula, 1995).

Na década de 1960, na cultura do tabaco brasileira, j& eram registradas 93
espécies animais que utilizam as estruturas vegetais como alimento, em todo o processo
produtivo. Entretanto, no armazenamento em galpdes da propriedade rural ou mesmo
nos depositos das empresas beneficiadoras, as principais pragas que atacam o produto
seco sdo o0 besouro do fumo, L. serricorne e a traca Ephestia elutella (Hubner, 1796)
(Lep.: Pyralidae) (Guedes & Costa, 2006). Os danos provocados no tabaco e seus

subprodutos sdo realizados principalmente, pelas larvas que ao se alimentarem,



consomem as folhas, formam galerias e seus excrementos e exuvias contaminam o

produto (Carvalho et al., 2003).

2.2 Lasioderma serricorne

Popularmente conhecida como o bicho-do-fumo, a espécie L. serricorne é
encontrada em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo (Loeck, 2002). E
uma praga primaria que ndo apresenta preferéncia alimentar, sendo relatada consumindo
produtos de origem animal, oleaginosas, cereais, grdos de cacau, farinhas, especiarias,
frutas secas e tabaco seco in natura ou processado em forma de charutos e cigarros
(Athié & Paula, 2002; Loeck, 2002).

Quando estes insetos sdo submetidos a temperatura de 35 °C, a eclosdo se da
apos cinco a seis dias, enquanto a 22 °C ocorre apos cerca de 20 dias (Velasquez &
Trivelli, 1983). Howe (1957) manteve uma criacdo com temperatura de 30 °C e UR de
70% com alimentacdo a base de trigo, obtendo postura média de 100 ovos por fémea. A
duracdo do periodo larval foi de 19 dias e o pupal de sete dias.

Kismali & Goktay (1988) numa criacdo em tabaco com temperatura de 26-28 °C
e UR de 70-85% e em continua escuriddo, obtiveram 90% de eclos&o de larvas com
periodo de incubacéo de oito dias, periodo larval de 50 dias e fase de pupa com duragdo
de seis dias. O ciclo total teve média de 68 dias. Assim que eclode, a larva pode se
alimentar da casca do ovo, devido as proteinas presentes nessa estrutura (Kismali &
Goktay, 1988). Segundo Loeck (2002) o ovo desta espécie e colocado isoladamente no
meio do alimento.

Avaliando a atratividade, taxa de sobrevivéncia e oviposi¢éo de L. serricorne em
diversos produtos armazenados, Hori et al. (2011) observaram que a maior taxa de

oviposicéo foi registrada em produtos que o inseto se alimentava, como folhas de tabaco



e farinha de trigo, mas também ocorreu postura em produtos ndo alimentares, ou seja,
que ndo servem de substrato para o desenvolvimento das larvas (cha verde e café).
Entretanto, s6 se desenvolveram até a fase adulta individuos advindos de ovos
colocados em produtos alimentares. Isso, segundo os autores sugere que o substrato
pode ser atraente para alimentagéo, oviposi¢do ou ambos, mas nem sempre possibilita o
desenvolvimento total do inseto.

De acordo com Evans (1981) a larva passa por quatro instares, ocorrendo a
seguir a fase de pupa em uma célula um tanto fragil, construida no substrato ou dentro
de um grdo, a qual dura cerca de nove dias a 32,5-35 °C. A coloracdo das larvas €
branco-amarelada e sdo do tipo escarabeiforme com cabeca proeminente ndo retraida
para dentro do protorax. Apresenta corpo robusto, acentuadamente curvado e coberto
por fina pilosidade (Fig.1). Quando estdo no ultimo instar essas larvas apresentam
comprimento meédio de 4,5 mm (Collier, 1981; Evans, 1981). Segundo Munro (1966) as
larvas de L. serricorne diferem das larvas de outros anobiideos encontrados em
produtos armazenados por ndo possuirem fileiras de espinhos nos segmentos
abdominais.

As pupas apresentam coloracdo esbranquicada (Fig.1), comprimento médio de
4,5 mm e € possivel realizar a separacdo dos sexos nesta fase. Segundo Halstead (1963)
0s machos apresentam papilas genitais globulares e ndo protuberantes, enquanto as
fémeas apresentam papilas genitais protuberantes, trissegmentadas e distintamente
divergentes.

O adulto permanece alguns dias no interior do casulo pupal antes de emergir,
assim que emerge evita a luz se escondendo em frestas (Evans, 1981). Segundo o autor,

em criagcdes com temperaturas entre 32,5 a 35 °C apresenta uma longevidade em torno



de duas a seis semanas e, em condi¢bes de 30 °C e 70% UR sua longevidade fica em
torno de 25 dias.

Os adultos apresentam formato ovalado com comprimento entre 2 a 3,7 mm. A
cabeca é defletida sob o protdrax, os élitros séo lisos sem estrias ou pontuacdes (Fig.1),
a antena apresenta onze segmentos com os anterdmeros do 4° ao 10° serrados, tarsos
com cinco segmentos e o0 corpo apresenta pélos claros, finos e sedosos (Collier,1981;
Gallo et al., 2002). Sdo bons voadores e se dispersam com facilidade, possuem uma

coloracdo que varia de marrom claro a escuro (Ramos & Nanya, 2009).

Figura 1. Pupa, adulto e larva de Lasioderma serricorne, respectivamente (Fonte:
forestryimages.org)

2.3 Controle bioldgico

O controle biolégico é um fendmeno natural que consiste na regulacdo do
numero de plantas e animais por inimigos naturais, que sdo os agentes de mortalidade
bidtica (Santos et al., 2011). Segundo Debach & Rosen (1991) o controle bioldgico é
um fendmeno dindmico que sofre influéncia de fatores climéticos, disponibilidade de
alimento e competicao.

Quando se discute a producdo integrada rumo a uma agricultura sustentavel, o

controle biol6gico assume importancia cada vez maior em programas de manejo



integrado de pragas (MIP) (Parra et al., 2002). Em sistemas que utilizam este manejo, o
controle bioldgico é uma importante tatica e deve ser utilizada onde quer que seja viavel
pois, apresenta vantagens que minimizam a presenca de residuos de pesticidas capazes
de contaminar a cultura ou o0 meio ambiente (Norris et al., 2003).

Por outro lado, se o MIP com uso de controle bioldgico ainda esta sendo
aperfeicoado em sistemas a campo, em produtos armazenados é pouco utilizado
(Scholler et al, 1997). Alguns trabalhos avaliaram essa técnica, como exemplo, o estudo
de Flinn & Hagstrum (2001) que utilizaram liberacBes inundativas do parasitoide
Theocolax elegans (Westwood, 1874) (Hym.: Pteromalidae) em farinha de trigo e
reduziram a populacdo de R. dominica e o numero de residuos de insetos, de forma
expressiva.

Segundo Soares et al. (2009) o uso dos agentes de controle biologico associado a
outras estratégias de controle, foi muito estudada por varios autores, no entanto, existem
poucos relatos na literatura cientifica de técnicas econémicas para criacdo massal,
armazenamento, transporte e liberacdo da maioria desses agentes.

Dentre os insetos agentes de controle, os mais utilizados e efetivos séo
parasitoides da ordem Hymenoptera. Segundo Quicke (1997), as fémeas de
himendpteros parasitoides ovipositam em outros artrépodes, normalmente em formas
jovens de outros insetos. As larvas durante seu desenvolvimento consomem o
hospedeiro e na maioria dos casos levam-no a morte. Por esse motivo, conforme Rafael
et al. (2012), sdo denominados parasitoides, uma vez que se comportam mais como
predadores do que parasitas propriamente ditos, mas agem diferentemente dos
predadores no sentido classico, uma vez que consomem apenas um unico individuo

como hospedeiro e na fase adulta, tem vida livre.
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Atualmente a criacdo de parasitoides sobre um hospedeiro natural é a forma
mais utilizada mundialmente, o que traz a necessidade de manutencao de cria¢fes das
duas espécies. Dessa forma, para se criar o parasitoide, necessita-se da disponibilidade
de seu hospedeiro, que pode ser facilitada pela utilizacdo de dietas artificiais para essas
espécies. Contudo, essas dietas devem ser testadas para a verificacdo da qualidade dos
insetos produzidos, tanto os hospedeiros quanto os inimigos naturais obtidos a partir
destes (Vacari et al., 2012).

Apds obter o dominio de criacdes massais e de libera¢bes inundativas, o controle
biolégico podera ser considerado uma medida emergencial, quando outras formas de
controle ndo estiverem disponiveis (Parra et al., 2002).

Os parasitoides mais frequentemente empregados séo representantes das familias
Braconidae, Ichneumonidae, Eulophidae, Pteromalidae, Encyrtidae, Trichogrammatidae
e Aphelinidae (Pinto et al., 2006). Duas espécies ja produzidas em larga escala e
comercializados para liberagdes em campo no Brasil sdo Cotesia flavipes (Cameron,
1891 (Hym.: Braconidae) para o controle de larvas de Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lep.: Crambidae) e Trichogramma spp. no combate de ovos de Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lep.: Noctuidae) e Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lep.:
Gelechiidae) entre outras lagartas (Parra et al., 2011).

Especificamente para produtos armazenados ainda ndo existem espécies
comercializadas no Brasil, mas trabalhos que estudam parasitoides potenciais foram
realizados, como estudos de Inoue & Parra (1998) que demonstraram o potencial de
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hym.: Trichogrammatidae) para controlar S.
cerealella em milho armazenado. Esse parasitoide, apesar de ser desenvolvido para
liberagbes em campo, é capaz de parasitar ovos com até 40 cm de profundidade na

massa de grdos. Flinn et al. (1996) também demonstraram que apos realizada uma
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liberacdo aumentativa de T. elegans ocorreu uma reducdo de cerca de duas a trés vezes
0 custo com aplicagdes de agrotoxicos contra R. dominica em grdos armazenados.
Niedermayer et al. (2016), avaliando a capacidade de deteccdo de Sitophilus
granarius (L., 1758) pelos parasitoides Lariophagus distinguendus (Forster, 1841) e A.
calandrae em instalacbes de armazenamento de grdos vazias, observaram que
individuos de A. calandrae foram capazes de localizar o hospedeiro a 10 metros do
local de liberacdo e L. distinguendus a 15 m. Os autores também mencionam que a

deteccdo do hospedeiro por A. calandrae pode ter sido influenciada pela luz.

2.4 Pteromalidae - Anisopteromalus calandrae

Segundo Hanson & Gauld (1995), A. calandrae possui uma distribuicédo
cosmopolita e pertence a uma das familias mais abundantes de Chalcidoidea,
Pteromalidae, contendo mais de 600 géneros e aproximadamente 3.500 espécies
descritas.

Os individuos de Pteromalidae sdo himendpteros de tamanho pequeno, entre 1 e
7 mm de comprimento com coloracdo variando de verde brilhante ou azul, a preta ou
amarela (Hanson & Heydon, 2006). As antenas tém de 8 a 13 segmentos, incluindo 1-3
anéis e 5-7 segmentos funiculares. De acordo com Hanson & Heydon (2006), as asas
sdo totalmente desenvolvidas e as anteriores possuem veia marginal varias vezes mais
longa que larga e as veias pés-marginal e estigmal bem desenvolvidas. O metassoma é
subpeciolado a distintamente peciolado e o ovipositor pode variar nos individuos da
familia, de completamente oculto a exposto e o0s tarsos tém usualmente cinco
segmentos.

A grande maioria dos pteromalideos é parasitoide, mas alguns sdo predadores e

poucos sdo fitdfagos (Rafael et al. 2012). Na familia, segundo os autores, as classes de
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parasitismo sdo muito diversas e compreendem cenobiontes, idiobiontes, ecto e
endoparasitoides, parasitismo solitario e gregario e parasitismo primario e secundario.
Segundo Hanson & Heydon (2006) seus hospedeiros variam desde aranhas, blatodeos,
dermapteros, hemipteros, neurdpteros, coledpteros, strepsipteros, lepiddpteros, dipteros,
siphonépteros a outros himendpteros. A maioria das espécies parasita larvas e pupas de
insetos holometabolos (especialmente Diptera e Coleoptera) e poucas espécies
parasitam ovos ou mesmo adultos.

Alguns representantes da familia sdo usados em programas de controle biologico
de pragas, como por exemplo, as trés espécies cosmopolitas L. distinguendus, T. elegans
e A. calandrae que sdo frequentemente encontradas atacando besouros praga de
produtos armazenados (Hanson & Gauld, 1995).

Espécies de Anisopteromalus ocorrem principalmente no Velho Mundo, onde
foram encontrados a partir da Africa tropical, Asia e Europa Ocidental. Costumam
parasitar larvas de besouros (por exemplo, Chrysomelidae: Bruchinae, Anobiidae,
Curculionoidea) que se alimentam de grdos armazenados e sementes de leguminosas
(Fabaceae: Faboideae e Caesalpinioideae), mas também podem ser criados a partir de
lepidopteros hospedeiros (Gelechiidae e Pyralidae) (Baur et al., 2014).

Enquanto que para a maioria das espécies de Anisopteromalus as publicacfes
restringem-se somente a descri¢ao original ou um registro de hospedeiro ocasional, para
A. calandrae (Fig. 2) vérios aspectos sdao bem conhecidos, pois parasita diversas pragas
de produtos armazenados (Gredilha et al., 2006). Esta espécie tem sido objeto de
numerosos estudos que abrangem uma grande variedade de topicos, tais como controle
bioldgico, impacto dos pesticidas e herbicidas, tragos de historia de vida,

comportamento, incluindo adaptacdes e fisiologia (Baur et al., 2014).
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Figura 2. Fémea de Anisopteromalus calandrae (Fonte: Max E. Badgley)

Segundo Belda & Riudavets (2010), A. calandrae é um parasitoide que ataca
uma grande variedade de hospedeiros, incluindo os coledpteros: Sitophilus oryzae (L.,
1765) (gorgulho do arroz), S. granarius (caruncho celeiro), S. zeamais (Motschulsky,
1855) (gorgulho do milho), R. dominica (broca do gréo) e L. serricorne.

A espécie é um ectoparasitoide idiobionte que ataca larvas de Ultimo instar
(Menon et al., 2002). O parasitismo ocorre quando a fémea perfura a larva do
hospedeiro com seu ovipositor, paralisa-o e deposita um ovo fora do tegumento.
Normalmente apenas um parasitoide se desenvolve a partir de cada larva hospedeira
(Belda & Riudavets, 2010).

A fémea de A. calandrae usa certas pistas para localizar as larvas do hospedeiro,
podendo responder a varios odores, como fezes de insetos. Também pode detectar o
movimento ou o som da alimentacdo do hospedeiro por antenacdo nos grdos infestados
antes do parasitismo (Menon et al., 2002). Quando a larva do hospedeiro é localizada, a
fémea a paralisa e pde um ovo nela (Ozelame et al., 2011). A fémea se alimenta da
hemolinfa da larva para obter quantidade adequada de proteinas para a maturacdo do
ovo. A capacidade de oviposicdo é de cerca de 450 ovos durante a vida. Geralmente um

ovo é colocado por hospedeiro (Menon et al., 2002).
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Segundo Smith (1993), o tamanho da larva do hospedeiro pode influenciar
algumas caracteristicas do parasitismo, incluindo a fecundidade, o tempo de
desenvolvimento e razdo sexual da progénie de A. calandrae, e também pode afetar a
dindmica populacional do parasitoide-hospedeiro.

Ap0s a deteccdo do hospedeiro, a fémea deve decidir se a larva é adequada para
oviposicdo de um ovo macho ou fémea, ou se ele serd usado somente para a
alimentacdo. Esta escolha determina a proporcdo entre os sexos descendentes e é
realizada com base em varios fatores. Larvas grandes sdo normalmente usadas para
oviposicdo de ovos fémeas, enquanto que as menores sdo usadas para oviposi¢do de
0vos gue dardo origem a machos ou para a alimentacdo (Belda & Riudavets, 2012).

Na natureza, A. calandrae utiliza principalmente as larvas de besouros de
produtos armazenados da familia Curculionidae, que geralmente ocorrem em alta
densidade. As fémeas pdem muitos ovos durante um longo periodo. Por conta disso A.
calandrae é considerada uma r-estrategista (Sasakawa et al., 2013). Por exemplo,
Gokhman et al., (1999) relataram que 271 ovos foram colocados durante 40,6 dias
(ambos os valores médios), embora os valores possam variar dependendo das condicbes
da criacéo.

Ngamo et al. (2007) observaram que A. calandrae desenvolve-se em larvas de
quarto instar de Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Col.: Chrysomelidae). A
fase de larva do parasitoide foi alcancada 14 dias ap6s a oviposicdo e seu
desenvolvimento completo foi de 18 + 1,97 dias.

Em um estudo de Ozelame et al. (2011), foi avaliado o efeito da temperatura
sobre o desenvolvimento de A. calandrae em larvas de S. zeamais. A temperatura base e

a constante térmica observada foram de 11,85 dias e 209,64 graus dia, respectivamente.
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LiberacGes avaliativas de A. calandrae em armazéns de grdos de feijdo
infestados com Callosobruchus chinensis (L., 1758) e C. maculatus (Col.:
Chrysomelidae), e de grdos de trigo infestados com R. dominica e S. oryzae
demostraram que esse parasitoide possui capacidade de reduzir a taxa mensal de
aumento desses coledpteros praga de 35 a 42% em feijdo, e 29 a 46% em gréos de trigo
(Abd EI-Gawad et al., 2009).

O parasitoide A. calandrae pode ser um agente de controle bioldgico eficaz, se
for introduzido em numero suficiente e no inicio do periodo de armazenagem, de modo
a suprimir o aumento inicial das populacdes de gorgulho do milho (Chaisaeng et al.,
2010). Levando em conta que a relacdo hospedeiro-parasitoide afeta muito o controle
bioldgico neste e em outros sistemas, 0s autores determinaram que 0 tamanho da
populacdo do hospedeiro deve ser estimada e o numero ideal de parasitoides deve ser
calculado antes da liberacdo. Para periodos longos de armazenamento, pode ser
necessaria a liberacdo adicional do parasitoide para impedir que o hospedeiro se

desenvolva quando o nimero de parasitoides diminuir (Nascimento, 2011).

2.5 Fatores que influenciam o desenvolvimento de inimigos naturais

As caracteristicas comportamentais dos insetos estdo relacionadas a fatores
abioticos e bidticos, que direta ou indiretamente, influenciam a eficiéncia dos inimigos
naturais. A capacidade de “busca”, tolerancia as condi¢des ambientais de temperatura,
luz e umidade, preferéncia, quantidade do hospedeiro disponivel, entre outros, sdo
fatores necessarios para avaliar a eficiéncia desses organismos em programas de
controle bioldgico (Nascimento, 2011).

Alguns fatores bioldgicos, como caracteristicas fisicas e quimicas, tamanho e

quantidade do hospedeiro, também influenciam o ciclo de vida e criacdo de
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parasitoides. Estes aspectos sdo demonstrados em estudos como o de Barbosa et al.
(2008), que avaliaram aspectos do desenvolvimento e reproducdo de Nasonia
vitripennis (Walker, 1836) (Hymenoptera, Pteromalidae) em diferentes densidades de
pupas de Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) (Diptera, Calliphoridae). Os autores
observaram que o parasitoide se desenvolveu mais lentamente quando exposto a uma
densidade maior de pupas hospedeiras e consequentemente, houve uma diminuigdo na
producdo da prole em densidades elevadas. Em oposi¢cdo, Mbata et al. (2005) avaliaram
0 parasitismo de Pteromalus cerealellae (Ashmead, 1902) (Hymenoptera:
Pteromalidae) sobre C. maculatus e observaram que quanto maior a densidade de larvas
hospedeiras expostas, maior era o parasitismo e a emergéncia de prole.

Um dos fatores que pode limitar o desenvolvimento da prole e o crescimento da
populacdo é o superparasitismo, como relatado por Hanan et al. (2016), em que o
parasitoide Eretmocerus warrae Naumann & Schmidt, 2000 (Hymenoptera:
Aphelinidae), tendo como hospedeiro a mosca-branca (Hem.: Aleyrodidae), exposto a
diferentes densidades de ninfas hospedeiras e com o aumento da oferta de ninfas de 20
para 140, diminui significativamente sua taxa de superparasitismo.

Neste sentido, ressalta-se a importancia da densidade adequada de hospedeiros
em criacOes de inimigos naturais em laboratdrio, o que também € frisado por Parra et al.
(2002) que afirmam que é necessario existir uma relagdo 6tima hospedeiro/parasitoide
que, por determinado periodo, ndo permita o superparasitismo.

A temperatura também pode influenciar o desenvolvimento do parasitoide, como
relatado no trabalho de Mbata et al. (2005), em que, quanto mais alta a temperatura,
menos parasitoides da espécie P. cerealellae conseguiam se desenvolver sobre C.

maculatus.
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Segundo Meneses et al. (2014), a dieta do hospedeiro pode ter participacédo
importante no desempenho dos inimigos naturais, como exposto por Pratissoli et al.
(2000), que avaliaram a influéncia do substrato alimentar do hospedeiro Anagasta
kuehniella (Zeller, 1879) (Lep.: Pyralidae) no parasitismo de T. pretiosum, e concluiram
que ndo houve efeito significativo das diferentes dietas na oviposicdo de T. pretiosum.
Entretanto, ocorreu um efeito prejudicial na proporcdo de fémeas e capacidade de
parasitismo dos individuos oriundos da dieta com somente farinha de milho em
comparacao as demais, diminuindo a qualidade da criacdo massal desse parasitoide.

A razdo sexual também € um dos indicativos para se determinar uma boa
condicdo de criacdo de inimigos naturais. A manutencdo de um grande numero de
fémeas do parasitoide, com valores superiores a 0,5 é fundamental para a qualidade da
prole gerada (Navarro, 1998). Se a razdo sexual for desviada para machos, pode indicar
condicdes de criacdo inadequadas, influenciadas por fatores bidticos e abioticos (Parra
et al., 2002).

Avaliando a influéncia de diferentes fotoperiodos no parasitismo de T. pretiosum
em A. kuehniella, Zart et al. (2012), observaram que nos fotoperiodos de 12:12 e 0:24, a
razdo sexual manteve-se alta, indicando que a obtencdo de fémeas é favorecida quando
0 numero de horas de luz é igual ao numero de horas de escuro. Da mesma forma,
outros grupos de parasitoides podem responder ao fotoperiodo, como demostrado no
trabalho de Silva-Torres et al. (2009), onde observaram que a exposi¢do continua do
hospedeiro Plutella xylostella (L., 1758) (Lep.: Plutellidae) a luz ou ao escuro por 12 h
ndo afetou a taxa de parasitismo por Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hym.:
Eulophidae), porém o parasitoide apresentou maior atividade ap6s 3 h de exposicédo a

luz.
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Dessa forma, a busca por maiores informacg6es sobre a biologia e a influéncia de
fatores bioticos e abidticos na interacdo parasitoide/hospedeiro, sdo de suma
importancia para a manutencao da qualidade de criacbes massais em laboratorio e na
organizacdo de programas e metodologias de manejo e controle de insetos praga em

produtos armazenados.
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ABSTRACT. Influence of diet and photoperiod on parasitism of Anisopteromalus
calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae) on Lasioderma serricorne

(Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae).

Despite its great potential in biological control of pests, hymenopteran
parasitoids are underutilized due to technical issues, such as difficulty in mass
production. This is mainly due to the lack of artificial diets that provide adequate
development and the need to have the host to create the hymenopteran. Some abiotic
factors such as temperature, relative humidity and photoperiod may also affect the
development of insects in a positive or negative way. The objective of this study was to
evaluate the parasitism of Anisopteromalus calandrae Howard (Hym. Pteromalidae),
parasitoid of insect pest of stored products, in different densities of Lasioderma
serricorne Fabricius (Col.: Anobiidae) larvae created in three diets and in different
photophase. All bioassays were kept in incubator (27 + 2 °C, 60 £+ 10% RH and
photoperiod of 12h). Individuals of L. serricorne were created with three types of diet:
1000g of wheat flour (F); 950g of wheat flour and 50g of brewer's yeast (FL); and 950g

of wheat flour and 50g of crushed dried tobacco (FT). Different host densities (10, 20,
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50 and 100 larvae) from the three diets were exposed to newly emerged parasitoid
couples. Three photoperiods were evaluated (A: 24 h scotophase, B: 12 h photophase
and C: 24 h photophase). Each treatment had 10 replicates. The couple's longevity was
recorded and the quantity and sex ratio of the offspring. It was observed that the highest
values of apparent parasitism were obtained in 50 larvae density in the FL diet (96.34%)
and 100 larvae density in the diet F (92.91%). There was no significant difference in
emergence of parasitoids or in apparent parasitism in the different photoperiods tested
in all densities of larvae. However, the treatment in which hosts and parasitoids always
remained in scothophase, had a significantly higher sex ratio (y? = 12.394; gl = 2; p =
0.01). The density associated with the photoperiod, yet, did not influence the sex ratio

of offspring.

KEY WORDS. Parasitoid, biological control, tobacco beetle, tobacco.

RESUMO.

Apesar de seu grande potencial no controle bioldgico de pragas, os himendpteros
parasitoides sdo subutilizados em funcdo de questBes técnicas, como a dificuldade de
producdo massal. Isso se deve, principalmente, pela falta de dietas artificiais que
proporcionem seu desenvolvimento adequado e a necessidade de possuir 0 hospedeiro
para criar o himenoptero. Alguns fatores abidticos como a temperatura, umidade
relativa e o fotoperiodo, também podem afetar o desenvolvimento dos insetos de forma
positiva ou negativa. Assim, objetivou-se avaliar o parasitismo de Anisopteromalus
calandrae Howard (Hym.: Pteromalidae), parasitoide de insetos praga de produtos
armazenados, sobre diferentes densidades de larvas de Lasioderma serricorne Fabricius
(Col.: Anobiidae) criadas em trés dietas e diferentes fotoperiodos. Os bioensaios foram

mantidos em estufa incubadora (27 £ 2 ° C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 h).
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Individuos de L. serricorne foram criados com trés tipos de dieta: 1000 g de farinha de
trigo (F); 950 g de farinha de trigo e 50 g de levedo de cerveja (FL); e 950 g de farinha
de trigo e 50 g de tabaco seco triturado (FT). Diferentes densidades do hospedeiro (10,
20, 50 e 100 larvas) oriundas das trés dietas, foram expostas a casais de parasitoides
recém-emergidos. Foram avaliados trés fotoperiodos (A: 24 h escotofase, B: 12 h de
fotofase e C: 24 h de fotofase), com 10 repeticdes. Registrou-se a longevidade do casal
e a quantidade e razdo sexual da prole. Observou-se que os maiores valores de
parasitismo aparente foram obtidos na densidade de 50 larvas nas dietas FL (96,34%) e
na de 100 larvas na dieta F (92,91%). Nao houve diferenca significativa na emergéncia
dos parasitoides ou no parasitismo aparente nos diferentes fotoperiodos avaliados em
todas as densidades de larvas. Entretanto, o tratamento em que hospedeiros e
parasitoides permaneceram sempre em escotofase, foi o que teve uma razdo sexual
significativamente maior (y? = 12.394; gl = 2; p = 0,01). A densidade associada ao
fotoperiodo, porém, ndo influenciou a razdo sexual da prole.

PALAVRAS-CHAVE. Parasitoide, controle bioldgico, besouro-do-fumo, tabaco.
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Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae), € um
ectoparasitoide idiobionte que ataca larvas de ultimo instar de uma grande variedade de
hospedeiros (MENON et al., 2002; BELDA & RIUDAVETS, 2010), incluindo Sitophilus
oryzae (L. 1765) (gorgulho-do-arroz), Sitophilus granarius (L. 1758) (caruncho-do-
celeiro), Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1885) (gorgulho-do-milho) (Coleoptera:
Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1972) (Coleoptera: Bostrichidae)
(broca-do-grao) e L. serricorne (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae) (BELDA &
RIUDAVETS, 2010).

O parasitismo ocorre quando a fémea encontra o hospedeiro dentro do grdo ou
casulo, perfura a larva do hospedeiro com seu ovipositor, paralisa-o e deposita um ovo
sobre o tegumento (BELDA & RIUDAVETS, 2010; OzELAME, NORNBERG & NAVA, 2011).
A capacidade de oviposicado € de cerca de 450 ovos durante a vida. Geralmente, um ovo
é colocado por hospedeiro (MENON et al., 2002; OzeLAME, NORNBERG & NAVA, 2011)
e apenas um parasitoide se desenvolve a partir de cada larva hospedeira. Além disso, a
fémea se alimenta da hemolinfa da larva parasitada para obter quantidade adequada de
proteinas para a maturacdo dos ovos (MENON et al., 2002).

O desenvolvimento pos-embrionario dos insetos, em geral, é diretamente
influenciado pelas condi¢Ges ambientais. Nos parasitoides, este também é afetado pelo
tamanho, composicdo fisica e quimica, assim como pela espécie do hospedeiro
(BARBOSA, COURI & COELHO, 2008). Para a producdo de inimigos naturais, sao
necessarios estudos da influéncia de fatores bioticos e abioticos no desenvolvimento de
ambos 0s organismos, hospedeiro e parasitoide (PARRA, 2011).

Critérios morfologicos, nutricionais e biométricos devem ser utilizados para a
avaliacdo de dietas na criacdo de insetos, possibilitando comprovar se a dieta €

adequada ao desenvolvimento destes artropodes (PARRA, 2009). A temperatura,
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umidade relativa e o fotoperiodo também podem afetar o potencial reprodutivo e o
desenvolvimento dos insetos, atuando de forma positiva ou negativa sobre o nimero de
individuos de uma populacdo (MACEDO et al., 2003).

Estudos basicos, que avaliem as linhagens, exigéncias bidticas e abioticas,
determinacdo da relacdo adequada parasitoide/larva hospedeira, capacidade de
parasitismo, estudos comportamentais entre outros, sdo de extrema importancia no
controle de qualidade de criacdes em laboratdrio (PARRA et al., 2002).

Em sistemas de manejo integrado de pragas (MIP), o controle biolégico € uma
importante tatica e deve ser utilizada onde quer que seja viavel, pois apresenta
vantagens que minimizam a presenca de residuos de pesticidas capazes de contaminar a
cultura ou 0 meio ambiente (NORRIS, CASWELL-CHEN & KOGAN, 2003). O MIP com uso
de controle biolégico em produtos armazenados ainda é pouco utilizado (SCHOLLER et
al., 1997). Assim, estudos desta natureza sdo fundamentais para minimizar as perdas da
producdo no armazenamento e diminuir a contaminacgdo por produtos toxicos.

A espécie L. serricorne, popularmente conhecida como o besouro-do-fumo, é
encontrada em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo (LOEck, 2002). E
uma praga primaria normalmente encontrada atacando fumo armazenado, porém nao
apresenta preferéncia sendo também relatada consumindo produtos de origem animal,
oleaginosas, cereais, grdos de cacau, farinhas, especiarias e frutas secas (ATHIE &
PAULA, 2002; LOECK, 2002).

Desta forma, o estudo das caracteristicas dos parasitoides, assim como de fatores
bioticos e ambientais que atuam sobre insetos pragas, podera ampliar o conhecimento a
respeito dessas interagdes trazendo novas possibilidades no controle dos organismos

praga, de maneira menos impactante a satde publica e ao meio ambiente.
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Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
dieta e de diferentes fotoperiodos no desenvolvimento pos-embrionario, emergéncia,
tamanho da prole, razdo sexual e taxa de parasitismo de A. calandrae criadas em larvas

de 4° instar de L. serricorne em diferentes densidades.

MATERIAL E METODOS

As criacdes de L. serricorne e A. calandrae foram mantidas no Laboratério de
Entomologia da Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC em Santa Cruz do Sul, em
potes plasticos adaptados com aberturas cobertas por tecido branco de organza cristal
para aeracdo e mantidos em sala climatizada a 27 + 2° C, 60 +10% UR e fotofase de 12
horas.

O hospedeiro L. serricorne foi obtido a partir de coletas diretas realizadas em
fumo seco proveniente de produtores de tabaco do municipio de Santa Cruz do Sul e
regido e de armadilhas instaladas na area de recebimento do tabaco junto a empresa
Japan Tobacco International (JTI) em Santa Cruz do Sul, RS (29°45°01.3”S
52°25°38.3”W). As armadilhas eram compostas de um pote de vidro de 10 litros, com
um funil plastico acoplado, preenchido com dieta a base de farinha de trigo, levedo de
cerveja, uma folha de fumo seco da variedade Virginia e duas pastilhas de feromonio
sexual Bio Serrico®.

Os parasitoides da espécie A. calandrae foram obtidos a partir do hospedeiro S.
zeamais (gorgulho-do-milho) que estava infestando milho em gréo seco e armazenado,
proveniente de produtores rurais do municipio de Candelaria, RS (29°31°31.62”S
52°45°28.70”0), sendo levado ao laboratério para inicio da criagao.

Os adultos de A. calandrae foram transferidos para potes de criacdo (120 ml)
contendo larvas de quarto instar (com formacdo de casulo) do hospedeiro L. serricorne

e alimentados com goticulas de mel. Posteriormente, esses potes foram acondicionados



31

em potes maiores de 11 litros (40,8 x 29 x 12,8 cm de dimensdo) com fundo forrado de
papel toalha umedecido diariamente e tampa adaptada com tecido organza cristal para
ventilacao.

Bioensaios

Influéncia da dieta e da densidade do hospedeiro no parasitismo de A. calandrae

Os individuos de L. serricorne foram criados em trés tipos de dietas (a) 1000 g
de farinha de trigo (F), (b) 950 g de farinha de trigo e 50 g de levedo de cerveja (FL) e
(c) 950 g de farinha de trigo e 50 g de tabaco seco triturado (FT). A cada emergéncia de
adultos, estes eram transferidos a novos potes de criacdo identificados com data e tipo
de dieta.

Para avaliar as trés diferentes dietas oferecidas ao hospedeiro foram utilizadas
larvas de quarto instar (com formacdo de casulo) expostas a casais adultos recém-
emergidos (24 a 48 h) de A. calandrae.

Diferentes quantidades de larvas do hospedeiro L. serricorne (10, 20, 50 e 100)
de cada dieta (F, FL e FT) foram colocadas no interior de potes plasticos (120 ml) para
exposicdo ao parasitismo. Os parasitoides permaneceram nos potes de ensaio até sua
morte, em torno de 20 dias. Logo apds, foram retirados e 0s potes com as larvas
hospedeiras, mantidos em estufa incubadora para observacao diaria da emergéncia de L.
serricorne ou de A. calandrae.

Como testemunha (controle), dois potes com a quantidade de larvas hospedeiras
utilizadas em cada ensaio (10, 20, 50 e 100) foram mantidos sem exposicdo aos
parasitoides, objetivando-se verificar a taxa de mortalidade natural do hospedeiro.

Os bioensaios foram realizados com 10 repeti¢des por tratamento, com um casal
parasitoide por repeticdo e mantidos em estufa incubadora nas mesmas condicOes

ambientais das criacoes.
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Influéncia do fotoperiodo no parasitismo de A. calandrae

Os parasitoides adultos, todos oriundos de larvas hospedeiras que permaneceram
em 12 h horas de luz, foram submetidos aos seguintes fotoperiodos: (a) 0:24, (b) 12:12 e
(c) 24:0 (fotofase: escotofase). Em cada tratamento foram expostas 10 larvas de quarto
instar de L. serricorne, criadas em dieta de farinha de trigo, a um casal de A. calandrae
recém-emergido (24 a 48 h). Os bioensaios foram realizados com 10 repeticdes por
tratamento e mantidos em estufa incubadora com as mesmas condicfes de temperatura e
umidade descritas acima, variando somente o fotoperiodo.

Hospedeiros e parasitoides permaneceram no mesmo pote durante o perido de
vida adulto do casal parasitoide e posterior emergéncia de L. serricorne ou de A.
calandrae.

Como testemunha (controle), dois potes foram mantidos nas mesmas condicdes
e no mesmo periodo de cada tratamento, mas sem exposi¢ao aos parasitoides.
Anélise dos dados

A observacdo dos bioensaios foi diaria, registrando-se a data de emergéncia da
prole. Apds a emergéncia, os parasitoides foram contabilizados e classificados
conforme o sexo. Os casulos restantes foram abertos para verificacdo de possiveis
parasitoides presos, que também foram contabilizados.

Foram analisados os seguintes fatores:
- Mortalidade do hospedeiro: [n° hospedeiros emergidos nas testemunhas/densidade do
hospedeiro] x 100
- Emergéncia média da prole: n° parasitoides emergidos/densidade do hospedeiro
- Parasitismo aparente: [n° parasitoides emergidos/ (n° parasitoides emergidos + n° de
hospedeiros emergidos)] x 100

- Razéo sexual dos parasitoides: n° de fémeas / (n° de fémeas + n° de machos)
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Os dados de emergéncia e parasitismo aparente foram testados quanto a
normalidade por Lilliefors e submetidos a analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal
Wallis, as médias comparadas pelo teste de Dunn. O teste utilizado para significancia
das diferencas na razao sexual foi 0 y° de heterogeneidade. Utilizou-se o coeficiente de
correlagdo de Spearman para avaliar a correlacdo entre a densidade e o parasitismo
aparente

As anélises foram realizadas utilizando os softwares Excel© e Bioestat 5.0

(AYREs et al. 2007).

RESULTADOS

1. Influéncia da dieta e da densidade do hospedeiro no parasitismo

A emergéncia média de L. serricorne nas testemunhas (sem a presenca dos
parasitoides) foi de 78, 80, 95 e 88% nas densidades 10, 20, 50 e 100, respectivamente,
na dieta F; 100 (10), 90 (20), 88 (50) e 97% (100) na FL e 100 (10), 85 (20), 77 (50) e
91% (100) na FT, e diferiram significativamente da ocorrida nos tratamentos, que foi de
1,7, 16 e 4% na dieta F (H = 40,73; p<0,001); 4, 1, 1 e 5% na dieta FL (H = 38,57;
p<0,001) e 18, 4, 6 e 4% na dieta FT (H = 35,44; p<0,001), nas densidades 10, 20, 50 e
100, respectivamente.

Atentando para as médias de emergéncia do besouro-do-fumo nas testemunhas,
consideramos a mortalidade natural da espécie em aproximadamente, 16%.

Ao comparar as dietas na mesma densidade, foi detectada diferenca significativa
na emergéncia dos parasitoides, sendo maior na dieta FL comparada com a FT nas
densidades de 20 e 50. Na densidade de 100 larvas, na dieta FT, a emergéncia foi
menor. No parasitismo aparente também houve variagdes significativas entre as dietas

nas densidades de 20, 50 e 100, somente a densidade de 10 larvas ndo diferiu (Tab. ).
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Considerando a mesma dieta, também houve diferencas nestes parametros em
relacdo a densidade de hospedeiros. A média de emergéncia dos parasitoides nas
densidades de 50 e 100 foi significativamente superior as densidades menores (10 e 20).

Em relacdo ao parasitismo aparente, na dieta F, a densidade de 10 teve um
parasitismo significativamente menor que na de 100. Na FL, somente a densidade de
10 larvas foi menor que as demais. Na dieta FT, o parasitismo aparente foi menor nas
densidades de 10 e 20, comparado com as maiores de 50 e 100 (Tab. I).

Tabela |

Apesar de observado um aumento do parasitismo conforme a densidade de
hospedeiros nas trés dietas avaliadas, somente a dieta com levedo (FL) apresentou uma

correlagdo positiva (Fig. 1).

Figura 1

A razdo sexual média apresentou diferenca significativa entre as trés dietas
avaliadas (¢2=19.429; gl=2; a =0,01), sendo maior na dieta F (0,44) comparada a dieta
FL (0,36) ou a FT (0,31) (Fig. 2). Somente nas dietas FL e FT observou-se diferenca
significativa da razdo sexual entre as densidades (FL: 2 = 8.852; gl=3; a =0,05; FT: y?
=7.983; gl=3; . =0,05).

Figura 2
2. Influéncia do fotoperiodo na fase adulta no parasitismo de A. calandrae

Nas testemunhas (sem a presenca dos parasitoides), a emergéncia média de L.
serricorne na escotofase foi de 85, 85, 92 e 91% nas densidades 10, 20, 50 e 100,
respectivamente; no fotoperiodo de 12:12 de 85 (10), 75 (20), 83 (50) e 95% (100) e no
fotoperiodo de 0:24, 75 (10), 82 (20), 90 (50) e 88% (100), respectivamente. Este

percentual diferiu significativamente da ocorrida nos tratamentos das trés fotofases
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avaliadas que apresentaram valores de emergéncia de 0, 0, 11 e 11% no tratamento com
escotofase (H = 34,39; p<0,001); 8, 0, 8 e 3% no fotoperiodo de 12:12 (H = 38,12 ;
p<0,001) e 10, 1, 4 e 6% no de 24:0, nas densidades 10, 20, 50 e 100, respectivamente
(H = 31,35; p<0,001).

Levando-se em conta as médias de emergéncia do besouro-do-fumo nas
testemunhas, inferimos que a mortalidade natural da espécie € de aproximadamente
14,5%.

N&o houve diferenca na média de emergéncia de parasitoides e no parasitismo
aparente entre os diferentes fotoperiodos testados, exceto no parasitismo aparente na
densidade de 100 larvas, que foi menor na escotofase do que no fotoperiodo 12:12 (Tab.
I). Observou-se que nos fotoperiodos avaliados, assim como nas dietas, tanto na
emergéncia da prole como no parasitismo aparente, as densidades menores (10 e 20
larvas) tiveram, na maioria dos tratamentos, valores significativamente inferiores aos

das densidades maiores, de 50 e 100 larvas.

Tabela Il

Embora o numero total de descendentes nao tenha diferido entre os fotoperiodos,
o0 tratamento em que hospedeiros e parasitoides permaneceram sempre em escotofase,
foi o que apresentou uma razéo sexual significativamente maior (y2 = 12.394; gl = 2; o
= 0,01) (Fig. 3). A densidade associada ao fotoperiodo, entretanto, ndo influenciou a
razdo sexual da prole (x2 0:24h = 1.421; gl = 3; a = 0,05); (x? 12:12h = 0.337; gl = 3; o
= 0,05); (x? 24:.0h = 3.235; gl = 3; a = 0,05), mas foi observado um aumento da
proporcdo sexual conforme aumenta a densidade do hospedeiro nos trés fotoperiodos

(Fig. 3).

Figura 3
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DISCUSSAO

A emergéncia de L. serricorne em cada uma das dietas e nas condi¢des deste
experimento mostra que estas sdo adequadas ao desenvolvimento do hospedeiro, o que
era esperado, visto que ha registro desta espécie alimentando-se de fumo armazenado,
produtos de origem animal, oleaginosas, cereais, graos de cacau, farinhas, especiarias e
frutas secas (ATHIE & PAULA, 2002; LOECK, 2002; RAMOS, NANYA & CONTE, 2009).

Embora haja estudos afirmando que a dieta do hospedeiro possa ter influéncia no
desempenho dos inimigos naturais como no de MENESES et al. (2014), isso ndo foi
observado em relacdo ao indice de parasitismo e emergéncias dos parasitoides neste
trabalho.

Resultado semelhante ao presente trabalho, foi encontrado por PRATISSOLI et al.
(2000), avaliando a influéncia do substrato alimentar do hospedeiro Anagasta
kuehniella (Zeller, 1879) sobre Trichogramma pretiosum (Riley, 1879), que observaram
que a utilizacdo dos ovos de A. kuehniella criados em diferentes proporcdes de farinha
de trigo e milho (0:100, 25:75, 50:50, 75:25 e 100:0) ndo caracterizou efeito
significativo sobre o parasitismo e emergéncia dos adultos de T. pretiosum.

A razdo sexual média apresentou-se estatisticamente maior na dieta com
somente farinha (0,44) em relacdo as outras dietas (FL= 0,36; FT= 0,31). Entretanto,
considerando as densidades dentro da mesma dieta, somente em FL e FT observou-se
diferenca significativa da razdo sexual, em que as densidades menores (10 e 20)
diferiram das maiores (50 e 100). Segundo PANIzzI & PARRA (2009), o levedo de
cerveja é considerado um maturador sexual e por isso tem sido acrescido em algumas
dietas, mas talvez seja somente determinante para a maturagéo das espécies hospedeiras,
pois para A. calandre o incremento desse composto na dieta FL ndo influenciou

significativamente na razao sexual.
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A combinacdo da influéncia da dieta com a densidade na razdo sexual dos
parasitoides testados ndo foi claramente identificada neste trabalho. Alguns trabalhos
como o de PrRATISSOLI et al. (2000), registraram que uma dieta composta somente por
farinha de milho afetou negativamente a razdo sexual de T. pretiosum, o que nédo foi
percebido para A. calandrae.

Contudo, levando-se em conta as diferentes quantidades de larvas na mesma
dieta, observou-se que as quantidades maiores, principalmente a de 100 larvas,
apresentaram um efeito positivo no indice de parasitismo e na emergéncia média de
descendentes.

As diferencas apontadas nas densidades podem ter relagdo com a ocorréncia de
superparasitismo em densidades baixas, como a de 10 e 20 larvas neste trabalho. Esse
fato pode ter ocorrido, pois, como o casal de parasitoides permaneceu até a sua morte
em contato com o hospedeiro e uma densidade menor de larvas disponiveis pode ter
levado a fémea a ovipositar mais de uma vez na mesma larva, acarretando num
superparasitismo.

A ocorréncia de superparasitismo em condi¢fes de escassez de hospedeiros é
apontada por estudos como o de Wu & NOORDLUND (2002) que avaliaram o parasitismo
de Anaphes iole Girault, 1911 (Hym.. Mymaridae) em relacdo a densidade do
hospedeiro Lygus hesperus Knight, 1917 (Hem.: Miridae). Segundo os autores, na
relacdo de 1:40 (parasitoide: ovos do hospedeiro), somente 10% dos ovos foram
superparasitados depois de 24 h, ja numa relacdo de 1:9, a proporcdo de
superparasitismo foi em torno de 33, 67 e 82% apds exposicdo de 2, 6 e 24 h,
respectivamente.

Neste sentido, ressalta-se a importancia da densidade adequada e o tempo de

exposicdo dos hospedeiros em criagbes de inimigos naturais em laboratorio o que
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também € frisado por PARRA et al. (2002) que afirmam que é necessario existir uma
relacdo Otima hospedeiro/parasitoide que, por determinado periodo, ndo permita o
superparasitismo.

Desta forma, era esperado que em densidades maiores houvesse um menor
superparasitismo, o que de fato ocorreu, pois, a oferta de larvas era maior. HANAN et al.
(2016), que também avaliaram a densidade do hospedeiro Trialeurodes vaporariorum
(Westwood, 1856) (Hem.: Aleyrodidae) sob parasitismo de Eretmocerus warrae
Naumann & Schimidt, 2000 (Hym. Aphelinidae) e da mesma forma observaram que
com o aumento da densidade de ninfas hospedeiras, de 20 para 140, a taxa de
superparasitismo diminuiu significativamente.

BARBOSA (2006) observou que a duracdo do desenvolvimento pos-embrionario
também pode ser influenciada pelo superparasitismo. Segundo este autor,
provavelmente o numero de parasitoides presentes se desenvolvendo em um Unico
hospedeiro é tdo elevado, que ocasiona a competicdo, fazendo com que tanto o
parasitoide quanto o hospedeiro ndo emerjam. Isso pode ter ocorrido nos tratamentos
com baixas densidades de larvas do presente trabalho, onde tanto os valores de
emergéncia do parasitoide, quanto os do hospedeiro foram baixos.

Na natureza, A. calandrae utiliza principalmente as larvas de besouros de
produtos armazenados da familia Curculionidae, que geralmente ocorrem em alta
densidade (SASAKAWA et al., 2013). As fémeas do parasitoide pdem muitos ovos
durante um longo periodo. Por conta disso A. calandrae é considerada uma r-
estrategista (SASAKAWA et al., 2013). O que é exemplificado por GOKHMAN, FEDINA &
TiMOKHOV (1999), onde A. calandrae ovipositou uma média de 271 ovos durante 40
dias, entretanto, os valores podem variar dependendo das condi¢fes ambientais da

criacdo. No presente estudo ndo se realizou a contabilizagdo dos ovos, mas observou-se
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que em nenhum dos tratamentos emergiram parasitoides na mesma quantidade de larvas
oferecidas, entretanto os valores de emergéncia de L. serricorne foram baixos,
mostrando que a paralizacdo das larvas antes da oviposicao ja é suficiente para realizar
o controle.

O aumento da porcentagem do parasitismo com o aumento da densidade pode
indicar uma resposta funcional e/ou numérica do parasitoide em relacdo ao seu
hospedeiro. Os termos “resposta funcional” e “resposta numérica” foram propostos por
SOLOMON (1949) para denominar respectivamente, as mudancas no comportamento de
predadores e o aumento populacional destes, em funcdo da abundancia de hospedeiros.
O autor chamou ainda de “resposta global” a combinacao destes dois tipos de respostas.

Segundo GODFRAY (1994), um inimigo natural serd mais efetivo se a resposta
funcional por ele demonstrada for dependente da densidade do hospedeiro. Embora
neste trabalho ndo tenha sido avaliada o tipo de resposta funcional, o aumento do
parasitismo em maiores densidades indica que A. calandrae tem um bom potencial para
ser utilizado como agente de controle biolégico em ambientes com alta densidade do
hospedeiro.

Considera-se que a razdo sexual é um dos indicativos para se determinar uma
boa condicdo de criacdo, na qual hd a manutencdo de um grande nimero de fémeas do
parasitoide, com valores superiores a 0,5 (NAVARRO, 1998). Se a razdo sexual for
desviada para machos, pode indicar condi¢es de criacdo inadequadas, influenciadas
por fatores bioticos e abioticos (PARRA et al., 2002). Levando em conta estes aspectos,
considera-se que as densidades maiores (50 e 100), especialmente na dieta de somente
farinha, foram as que apresentaram as melhores condicdes de criagdo. Deve-se levar em
conta, entretanto, que outros fatores podem influenciar estes resultados, como o

fotoperiodo.
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Diferente dos resultados aqui expostos, nos quais 0s parasitoides mantidos em
escotofase apresentaram a razéo sexual da prole significativamente maior, no estudo de
ZART et al. (2012) avaliando a influéncia de diferentes fotoperiodos no parasitismo de
T. pretiosum em A. kuenhiella, observaram que nos fotoperiodos de 12:12 e 0:24, a
razdo sexual manteve-se alta, indicando que a obtencdo de fémeas é favorecida quando
0 numero de horas de luz € igual ao numero de horas de escuro. Da mesma forma,
outros grupos de parasitoides podem responder ao fotoperiodo, como no trabalho de
SILVA-TORRES, BARROS & TORRES (2009) que perceberam que a exposicdo continua do
hospedeiro Plutella xylostella (L., 1758) (Lep.: Plutellidae) a luz ou ao escuro por 12 h
ndo afetou a taxa de parasitismo por Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hym.:
Eulophidae), porém o parasitoide apresentou maior atividade apds 3 h de exposicdo a
luz.

Os fotoperiodos testados neste trabalho em relacdo a emergéncia da prole e no
parasitismo ndo mostraram expressiva influéncia, levando a sugerir que A. calandrae
desenvolve-se adequadamente em diferentes regimes de luz. A vantagem da escotofase
ficou visivel somente na razdo sexual, que foi maior neste tratamento, associada as
densidades mais elevadas.

Este é um resultado interessante, pois 0s produtos armazenados de modo geral
permanecem estocados em locais fechados e escuros. Desta forma considera-se que 0s
parasitoides conseguirdo realizar o parasitismo mesmo com varia¢fes no substrato e no
fotoperiodo do ambiente.

Baseado nos resultados obtidos é possivel inferir que para criacdo em laboratorio
de A. calandrae, os fatores que proporcionaram as melhores condi¢bes de
desenvolvimento foram a dieta com somente farinha e o fotoperiodo 12:12. Em relagéo

as densidades do hospedeiro, € mais adequado disponibilizar densidades maiores (a
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partir de 50 larvas por casal), promovendo uma oviposi¢cdo Unica em cada larva
hospedeira, especialmente quando a exposicdo se da por um periodo mais longo,
diminuindo, assim, a pressdo de superparasitismo e maximizando o fitness do
parasitoide.

Considerando os aspectos levantados, pode-se conceber a ideia de que esta
espécie de parasitoide seja um potencial organismo para uso em criagdes massais e um
possivel agente de controle bioldgico, especialmente para coledpteros pragas de
produtos armazenados, mas 0 conhecimento de aspectos como capacidade de busca do
parasitoide, influéncia da temperatura e relacionados a liberagdes em campo, a partir de
estudos complementares, devem ser realizados.
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TABELAS

Tab. |. Emergéncia media (xDP) (media/tratamento) e parasitismo aparente médio (%) de
Anisopteromalus calandrae de acordo com a densidade de larvas de Lasioderma serricorne e dieta

oferecida ao hospedeiro.

DIETA
Farinha Farinha + Levedo Farinha + Tabaco

NUmero Emergéncia Parasitismo Emergéncia Parasitismo Emergéncia Parasitismo
de larvas aparente (%) aparente (%) aparente (%)

10 0,02+0,042 cA 20 bA 0,06+0,126 cA 23 bA 0,08+0,131 bA 17,93 bA

20 0,04+0,043 bcAB 54 abAB 0,11+0,099 bcA 73 aA 0,020,035 bB 19,16 bB

50 0,33+0,102 abAB 68,1 abB 0,410,071 abA 96,34 aA 0,220,105 aB 89,09 aA

100 0,51+0,142 aA 92,91 aA 0,44+0,156 aA 89,2 aAB 0,250,069 aB 84,98 aB

*Letras minuUsculas diferentes na coluna e mailsculas na linha para 0 mesmo parémetro, diferem significativamente
(p < 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn

Tab. 1. Emergéncia média de parasitoides (xDP) (média/tratamento) e porcentagem média (%) de
parasitismo de acordo com o fotoperiodo durante a fase adulta do parasitoide Anisopteromalus calandrae

e a densidade do hospedeiro Lasioderma serricorne.
FOTOPERIODO

0:24 12:12 24:0
Numero de Emergéncia Parasitismo Emergéncia Parasitismo Emergéncia Parasitismo
larvas aparente (%) aparente (%) aparente (%)
10 0,09+0,223 bA 20 bA 0,09+0,099 cA 43,2 bA 0,03+0,048 cA 25 bA
20 0,13+0,105 bA 90 aA 0,11+0,062 bcA 90 aA 0,11+0,183 bcA 68 abA
50 0,500,216 aA 85,3 aA 0,38+0,155 abA 90,8 abA 0,29+0,162 abA 92,1aA
100 0,35+0,143 aA 73,6 abB 0,48+0,136 aA 93,6 abA 0,40+0,233 aA 74,2 abAB

*Letras minusculas diferentes na coluna e maiusculas na linha para 0 mesmo parametro, diferem significativamente
(p < 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn
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Figura 1. Correlacdo entre o parasitismo de Anisopteromalus calandrae e a densidade
de larvas de Lasioderma serricorne nas trés dietas avaliadas
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Figura 2. Proporgdo de machos e fémeas de Anisopteromalus calandrae emergidos nas
diferentes densidades do hospedeiro (larvas de Lasioderma serricorne) e nas dietas
Letras minusculas diferentes dentro de cada tratamento diferem
significativamente (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Se ausentes,
densidades dentro do tratamento ndo diferem estatisticamente entre si. Numeros dentro
das barras indicam a quantidade total de machos e fémeas nos tratamentos.

avaliadas.
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Figura 3. Proporgédo de machos e fémeas de Anisopteromalus calandrae emergidos nas
densidades do hospedeiro (larvas de Lasioderma serricorne) e nas fotofases avaliadas.
NUmeros dentro das barras indicam a quantidade total de machos e fémeas nos
tratamentos.
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Longevidade e potencial reprodutivo de Anisopteromalus calandrae (Howard,
1881) (Hym., Pteromalidae) em larvas de Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792)
(Col., Anobiidae)*

*Artigo configurado conforme normas da revista Brazilian Journal of Biology
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Abstract

The pteromalid Anisopteromalus calandrae (Hym.: Pteromalidae) is a cosmopolitan
ectoparasitoid that parasites coleopteran larvae. One of its hosts is the smoke beetle
(Lasioderma serricorne) (Col.: Anobiidae), well known for attacking a wide variety of
stored products, causing damage with economic losses. The objective of this study was
to evaluate the longevity and reproductive potential of A. calandrae parasitizing larvae
of L. serricorne. The bioassays were performed with individuals from the laboratory
rearings (27 = 2 °C, 60 + 10% RH and 12h photophase). Fifteen couples of the
parasitoid were exposed to groups of 10 fourth instar larvae of L. serricorne for 24
hours. After this time, couples were transferred to pots containing a new group of host
larvae. This process was repeated until the mortality of all parasitoids. Females showed
longer longevity than the males, reaching up to 25 days of life. On the fourth day of
exposure of larvae, occurred the maximum number of descendants generated, obtaining
an apparent parasitism rate of 21.13%. The sex ratio of the total offspring emerged was
0.95: 1 (female to male). A. calandrae can be considered as an agent with potential to

control of coleopteran pests in integrated pest management programs.

Longevidade e Potencial Reprodutivo de Anisopteromalus calandrae (Howard,
1881) (Hym., Pteromalidae) em larvas de Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792)
(Col., Anobiidae)

Resumo

O pteromalideo Anisopteromalus calandrae é um ectoparasitoide cosmopolita que
parasita larvas de coledpteros. Um de seus hospedeiros € o besouro-do-fumo
(Lasioderma serricorne) (Col.: Anobiidae), bastante conhecido por atacar uma grande
variedade de produtos armazenados, causando danos com perdas econémicas. O
objetivo desse estudo foi avaliar a longevidade e o potencial reprodutivo de A.
calandrae parasitando larvas de L. serricorne. Os bioensaios foram realizados com
individuos oriundos das criacbes em laboratorio (27+2 °C, 60+10% U.R. e 12 h de
fotofase). Quinze casais do parasitoide foram expostos a grupos de 10 larvas de quarto
instar de L. serricorne durante 24 h. Apés esse periodo, os casais eram transferidos para
potes contendo um grupo novo de larvas do hospedeiro. Esse processo foi repetido até a
morte de todos os parasitoides. As fémeas se mostraram mais longevas que 0s machos,

alcancando até 25 dias de vida. No quarto dia de exposi¢do das larvas, ocorreu o
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maximo numero de descendentes gerados, com um parasitismo aparente de 21,13%. A
razdo sexual da prole total emergida foi de 0,95:1 (fémea para macho). A. calandrae
pode ser considerado como um agente com potencial para controle de coledpteros praga

em programas de manejo integrado de pragas.

1. Introducéo

Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae) € um
ectoparasitoide idiobionte que ataca larvas de ultimo instar (Menon et al., 2002). O
parasitismo ocorre quando a fémea usa seu ovipositor para perfurar a superficie do grao
e paralisar a larva hospedeira. Logo apds, ela deposita um ovo fora do tegumento da
larva (Belda e Riudavets, 2010; Ozelame et al., 2011). A fémea se alimenta da
hemolinfa da larva para obter quantidade adequada de proteinas para a maturacdo dos
ovos. A capacidade de oviposicao é de cerca de 450 ovos durante a vida e geralmente,
um ovo € colocado por hospedeiro (Menon et al., 2002).

Esta espécie de parasitoide ataca uma grande variedade de hospedeiros,
incluindo: Sitophilus oryzae (L. 1765) (gorgulho-do-arroz), S. granarius (L. 1758)
(caruncho-celeiro), S. zeamais (Motschulsky, 1885) (gorgulho-do-milho) (Coleoptera:
Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1972) (Coleoptera: Bostrichidae)
(broca-do-grao) e Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Anobiidae)
(Belda e Riudavets, 2010).

A espécie L. serricorne, popularmente conhecida como besouro-do-fumo, ocorre
em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo (Loeck, 2002). E uma praga
priméaria, normalmente encontrada atacando fumo armazenado, porém nao apresenta
preferéncia sendo também relatada consumindo produtos de origem animal,
oleaginosas, cereais, graos de cacau, farinhas, especiarias e frutas secas (Athié e Paula,

2002).
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Segundo Loeck (2002) o ovo desta espécie é colocado isoladamente no meio do
alimento. De acordo com Antunes e Dionello (2010), a larva passa por quatro instares,
ocorrendo a seguir a fase de pupa em uma célula um tanto fragil, construida no
substrato ou dentro de um grao, a qual dura cerca de nove dias em temperaturas de 32-
35 °C. O adulto permanece alguns dias no interior do casulo pupal antes de emergir.
Assim que emerge, evita a luz se escondendo em frestas (Antunes e Dionello, 2010). Os
adultos apresentam formato ovalado com comprimento entre 2 a 3,7 mm. Sao bons
voadores, se dispersam com facilidade e possuem uma coloracdo que varia de marrom
claro a escuro (Ramos e Nanya, 2009).

Embora haja registro da ocorréncia de parasitismo por A. calandrae em L.
serricorne (Gredilha et al., 2006), existe uma lacuna sobre a biologia do parasitoide
neste hospedeiro.

A compreensdo de atributos reprodutivos como a taxa reprodutiva e longevidade
dos inimigos naturais, é essencial para 0 sucesso no aumento dos parasitoides e para seu
uso comercial como agente de controle bioldgico (Pacheco e Corréa-Ferreira, 1998;
Aung et al., 2010). Estudos laboratoriais, visando avaliar a taxa de oviposi¢do e o
namero da progénie, entre outras caracteristicas bioldgicas, sdo importantes fatores
utilizados para se organizar as liberagdes massais, tanto em campo, quanto em
instalacOes de armazenamento rurais (Thomazini e Berti Filho, 2000).

Objetivou-se com esse trabalho conhecer a longevidade e o potencial
reprodutivo de A. calandrae no hospedeiro L. serricorne para avaliar a possivel
utilizacdo desse parasitoide como agente de controle de coledpteros de produtos

armazenados.
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2. Material e Métodos

As criagdes de L. serricorne e A. calandrae foram mantidas no Laboratério de
Entomologia da Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC no municipio de Santa
Cruz do Sul, RS, Brasil em potes plasticos de capacidade de 1,5 kg com tampas
adaptadas com tecido branco de organza cristal para aeracdo e mantidos em sala
climatizada a 27 £ 2 °C, 60 £10% UR e fotofase de 12 horas.

O coledptero L. serricorne foi obtido a partir de coletas realizadas em fumo seco
proveniente de produtores de tabaco de Santa Cruz do Sul e regido e de armadilhas
instaladas na &rea de recebimento do tabaco junto a empresa Japan Tobacco
International (JT1) em Santa Cruz do Sul. As armadilhas eram compostas de um pote de
vidro de 10 litros com um funil plastico acoplado, preenchido com dieta a base de
farinha de trigo, levedo de cerveja, uma folha de fumo seco da variedade Virginia e
duas pastilhas de feroménio sexual Bio Serrico®.

Os parasitoides da espécie A. calandrae foram obtidos a partir do hospedeiro S.
zeamais que estava infestando milho em grdo seco e armazenado, proveniente de
produtores rurais do municipio de Candelaria, RS, sendo levados ao laborat6rio para
inicio da criacéo.

No laboratorio, adultos de A. calandrae foram transferidos para potes de criagcdo
(120 ml) contendo larvas de quarto instar (com formacédo de casulo) do hospedeiro L.
serricorne (criadas em dieta de farinha de trigo), tampados com tecido organza,
fechados com eléstico e contendo gotitulas de mel para alimetagdo dos parasitoides.
Posteriormente, estes frascos foram acondicionados em potes maiores, de 11 litros (40,8
x 29 x 12,8 cm de dimensdo), com fundo forrado de papel toalha umedecido

diariamente e a tampa adaptada com tecido organza para ventilagéo.
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Os bioensaios foram realizados nas mesmas condi¢fes descritas para a
manutencdo das criagGes. Utilizou-se 15 casais do parasitoide A. calandrae
individualizados e recém-emergidos (24 a 48 h), sendo que a fémea ndo possuia
experiéncia de oviposicdo. A cada casal foram oferecidas 10 larvas de quarto instar de
L. serricorne, que ficaram expostas ao parasitismo por 24 horas. Diariamente 0s casais
eram transferidos para um novo pote com outro grupo de 10 larvas, fazendo com que a
fémea tivesse a possibilidade de parasitar novas larvas todo dia. A observacéo foi diaria
registando-se a longevidade do casal de parasitoides, assim como a data de emergéncia,
guantidade e razdo sexual da prole.

Os dados de longevidade foram utilizados para a construcdo das curvas de
sobrevivéncia por meio do estimador de Kaplan-Meier no software estatistico SPSS
versdo 22. O parasitismo aparente foi calculado a partir da férmula PA= [n° de
parasitoides/ (n° de parasitoides + n° de hospedeiros emergidos)] x 100. A razao sexual
(RS) da prole foi calculada pela formula RS= fémeas/(machos + fémeas). Os dados de
longevidade foram testados quanto a normalidade por Lilliefors e submetidos ao teste
Kruskal-Wallis e as médias comparadas pelo teste de Dunn no software Bioestat 5.0

(Ayres et al., 2007).

3. Resultados

As fémeas se mostraram mais longevas que 0s machos apresentando uma média
de vida de 11,3 + 4,74 dias, enquanto 0os machos viveram em média 9,2 + 5,45 dias
(Fig.1). Nao apresentando diferenca significativa entre eles p>0,05 (H=5.664).

Observou-se uma mortalidade acentuada das fémeas entre os 7 e 12 dias, sendo
gue somente 20% das fémeas sobreviveram por mais de 20 dias. Levando-se em conta
os machos, a mortalidade foi distribuida de forma mais homogénea durante o periodo de

exposicdo, aumentando gradativamente ao longo dos dias (Fig. 1).
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Figura 1

Com relacéo a fertilidade, as fémeas de A. calandrae produziram em meédia uma
prole de 35,5 + 1,68 individuos sobre L. serricorne, durante toda a vida adulta. O
maximo potencial reprodutivo das fémeas foi alcancado nos primeiros 10 dias de
exposicdo, havendo queda acentuada e progressiva em seguida (Fig. 2). Considerando
que as fémeas foram inseridas nos bioensaios com no maximo 48 h de vida, infere-se
que elas expressam seu maximo potencial reprodutivo quando apresentam de 4 a 12 dias
de vida.

O parasitismo aparente total diario foi de 7,11% em média e a razdo sexual da
prole total emergida foi de 0,95:1 (fémea para macho). A maior emergéncia da prole
ocorreu entre 0 3° e 0 10° dia de exposicao (Fig. 2).

Figura 2

As fémeas de A. calandrae ovipositaram ja nas primeiras 24 horas de exposi¢do
as larvas hospedeiras. Entretanto, as emergéncias relativas ao primeiro dia de
oviposicao, indicaram que foram geradas somente fémeas nesse dia, numa média de 0,2
+ 0,56. A partir do segundo dia de vida, o nimero de descendentes gerados aumentou
13,3 vezes sendo que no quarto dia de exposi¢do das larvas, ocorreu 0 pico no nimero

de descendendes, obtendo um parasitismo aparente de 21,13%.

4. Discussao

Levando-se em conta as condi¢fes em que foram realizados os bioensaios, as
fémeas se mostraram mais longevas que os machos. Segundo Sahin e Ozkan (2007), a
longevidade e a fecundidade podem ser afetadas por varios fatores, incluindo o
fotoperiodo, a temperatura entre outros. Esses fatores podem influenciar muitos

aspectos da biologia e da ecologia dos parasitoides, como comportamento, capacidade
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de busca e oviposicdo, que por sua vez podem afetar diretamente a eficiéncia desses
organismos em acdes de liberacdo em campo.

Segundo Aung et al. (2010) o aumento na longevidade pode melhorar
potencialmente o desempenho dos parasitoides, considerando que quanto maior o0 tempo
de sobrevivéncia do parasitoide no ambiente, maior serd a chance de encontrar larvas
adequadas para a oviposicdo. Dessa forma, pode-se considerar que A. calandrae possa
ser um agente de controle de coledpteros praga eficiente, pois pode sobreviver até 25
dias nas mesmas condi¢Ges ambientais onde L. serricorne completa seu ciclo em torno
de 35 dias (27° C) (Antunes e Dionello, 2010).

Belda e Riudavets (2012) avaliando o potencial de A. calandrae e Lariophagus
distinguendus (Foster, 1841) (Hym.: Pteromalidae) sobre os hospedeiros S. oryzae e R.
dominica, observaram que, apds uma semana de exposi¢do ao parasitismo, 73% dos
casais de A. calandrae e 90% dos casais de L. distinguendus ainda estavam vivos.
Sendo, os machos mais longevos que as fémeas em A. calandrae. Ja no presente estudo,
também se observou que apds uma semana, cerca de 80% dos casais expostos ao
parasitismo ainda estavam vivos, mas nesse caso foram as fémeas que se mostraram
mais longevas, sugerindo que em hospedeiros diferentes 0 mesmo parasitoide pode

apresentar comportamentos distintos.

Zart et al. (2012) observaram que no parasitismo de Anagasta kuehniella (Zeller,
1879) (Lep.: Pyralidae) por fémea de Trichogramma pretiosum (Riley, 1879) (Hym.:
Trichogrammatidae), o nimero maximo de ovos parasitados foi atingido no quinto dia
de vida da fémea, em densidades de 10 ovos. Dados semelhantes aos do presente
estudo, onde na mesma densidade, mas nesse caso com larvas, A. calandrae teve seu

maximo potencial de parasitismo no quarto dia.
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Alguns estudos como o de Visarathanonth et al. (2010) avaliando o parasitismo
de A. calandrae no hospedeiro S. zeamais, observaram que as fémeas tiveram um
periodo reprodutivo de 11 dias com pico no numero de prole no 5° dia e produziram em
média 37 £ 14 fémeas e 42 + 14 machos num total de 79 £ 13 individuos. Corroborando
0 presente estudo no qual, o0 mesmo parasitoide, mas no hospedeiro L. serricorne,
apresentou um periodo reprodutivo equivalente. Isso demonstra, que independente dos
diferentes hospedeiros que A. calandrae utiliza, os pardmetros reprodutivos sdo
semelhantes.

Da mesma forma como observado para L. serricorne, a razdo sexual de A.
calandare parasitando S. zeamais foi desviada para machos, 0,44 (fémeas)
(Visarathanonth et al., 2010). Avaliando a reproducdo de A. calandrae e L.
distinguendus, Belda e Riudavets (2012) encontraram uma prole total de 528 e 411
parasitoides, respectivamente. A razdo sexual também foi desviada para machos (0,45
fémeas) em A. calandrae e para fémeas (0,65 fémeas) para L. distinguendus.

As diferencas na razdo sexual podem ser explicadas, pois, apds a deteccao de um
hospedeiro, a fémea é capaz de decidir se a larva é adequada para oviposi¢do de um
macho ou fémea, ou se ele sera usado somente para a alimentacdo (Wajnberg et al.,
2008). Esta escolha determina a propor¢do entre 0s sexos descendentes e € realizada
com base em varios fatores. Larvas grandes sdo normalmente usadas para oviposicao de
fémeas, enquanto as menores sdo usadas para dar origem a machos, ou para a
alimentacdo (Belda e Riudavets, 2012). Além disso, a qualidade nutricional do
hospedeiro, condi¢des abioticas e também caracteristicas genéticas da espécie, podem
atuar na razdo sexual da prole (Wajnberg et al., 2008).

A temperatura, umidade relativa e o fotoperiodo tambem podem afetar o

potencial reprodutivo e o desenvolvimento dos insetos, atuando de forma positiva ou
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negativa sobre o numero de individuos de uma populacdo (Macedo et al., 2003). Assim
como a duracdo do desenvolvimento pds-embrionario é diretamente influenciada pelas
condi¢cdes ambientais, no caso de insetos parasitoides, o desenvolvimento também é
afetado pelo tamanho, bem como pela espécie do hospedeiro (Barbosa et al., 2008)

A postura realizada a partir do primeiro dia de exposi¢éo ao hospedeiro, também
é referida para outras espécies de pteromalideos, como avaliado por Thomazini e Berti
Filho (2000) em que o parasitoide Muscidifurax uniraptor (Kogan e Legner, 1970)
(Hymenoptera: Pteromalidae) efetuou postura em pupas de Musca domestica (L., 1758)
(Diptera: Muscidae) ja no primeiro dia. Para esta espécie, a longevidade total foi de 25
dias e a média estimada foi 13,17 dias, assim como observado em A. calandrae que
apresentou um padrdo reprodutivo e de longevidade semelhantes.

A partir dos resultados obtidos e pela comparacdo com trabalhos anteriores, foi
possivel inferir que A. calandrae possui potencial para ser usado como agente de
controle de coledpteros que atacam produtos armazenados, pois possui caracteristicas

necessarias e exigidas a organimos que atuam no controle biologico.

Para um melhor resultado no controle, os parasitoides devem ser liberados tendo
no maximo 10 dias de vida, pois é nesse periodo que as fémeas apresentam seu maximo

potencial reprodutivo e podem se mostrar mais eficientes em libera¢6es a campo.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Curva de sobrevivéncia de machos e fémeas de Anisopteromalus
calandrae em condicdes de laboratdrio.

Figura 2. Emergéncia média de machos, fémeas e total da prole (x EP) relativa
ao dia de exposi¢do das larvas as fémeas.
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5. ARTIGO 3

Caracterizacdo morfoldgica das fases imaturas e desenvolvimento de
Anisopteromalus calandrae (Hymenoptera: Pteromalidae) em larvas de Lasioderma
serricorne (Coleoptera: Anobiidae)*

*Artigo configurado nas normas da revista Annals Entomological Society of America
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Resumo

Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) é um ectoparasitoide de larvas de
coledpteros que podem atacar produtos armazenados, como 0 anobidio Lasioderma
serricorne (Fabricius, 1792), que causa perdas qualitativas e econdémicas em uma
grande variedade de mercadorias. O objetivo do trabalho foi caracterizar
morfologicamente as fases imaturas e o tempo de desenvolvimento de A. calandrae
parasitando larvas de L. serricorne. Larvas de quarto instar (com formacéo de casulo)
do hospedeiro foram expostas aos parasitoides adultos no laboratorio (27+2 °C, 60 +
10% U.R. e 12 h de fotofase) durante 24 h. Diariamente, casulos foram dissecados para
a observacao dos parasitoides imaturos que ficam sobre o corpo das larvas hospedeiras.
Foram efetuadas medidas da capsula cefélica, comprimento total e largura destes
imaturos, assim como eletromicrografias em microscopio eletrénico de varredura e
estereomicroscopio. Foi possivel determinar quatro instares larvais de A. calandrae, que
na morfologia geral se assemelham, diferindo no tamanho e forma dos segmentos,
apresentando aumento da opacidade e mudanca na coloracdo de um instar para outro. O
ciclo total de A. calandrae em larvas de L. serricorne foi completado ap6s 13 dias. Foi
detectado a sobreposicdo das fases durante o periodo de desenvolvimento de ovo a
adulto, sendo a fase de pupa a mais longa do ciclo de vida, podendo permanecer nessa
fase metade do periodo total de desenvolvimento.

Palavras-chave: Bionomia, periodo  pré-imaginal, parasitoide larval,

eletromicrografias.
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Abstact

Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) is an ectoparasitoid of coleopteran larvae
that can attack stored products, as the Anobiidae Lasioderma serricorne (Fabricius,
1792), which causes qualitative and economic losses in a wide variety of goods. The
objective of this work was to characterize morphologically the immature phases and the
development time of A. calandrae parasitizing larvae of L. serricorne. Larvae of the
fourth instar (with cocoon formation) were exposed to adult parasitoids in the laboratory
(27 £ 2 °C, 60 + 10% RH and 12h photophase) for 24 h. Daily, cocoons were dissected
for observation of the immature parasites that are on the body of the host larvae.
Measurements were made of the cephalic capsule, total length and width of these
immatures, as well as electromicrographs in a scanning electron microscope and
stereomicroscope. It was possible to determine four larval instars of A. calandrae,
which in general morphology resembled, differing in the size and shape of segments,
presenting increased opacity and color change from one instar to another. The total
cycle of A. calandrae in L. serricorne larvae was completed after 13 days. Phase
overlap was detected during the development period from egg to adult, with the pupa
phase being the longest in the life cycle, being able to stay in that phase half of the total
development period.

Key words: Bionomy, preimaginal period, larval parasitoid, electromicrographs.
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Considerada a segunda superfamilia mais rica em namero de espécies de Hymenoptera,
Chalcidoidea contém em torno de 2.000 géneros e 19.000 espécies descritas, mas
estima-se que possam existir mais de 100.000. Esta superfamilia inclui o menor de
todos os insetos, um tricogramatidio com 0,17 mm, mas possui individuos maiores que
podem alcancar até 25 mm (Hanson e Gauld 1995).

Pteromalidae, incluida em Chalcidoidea, agrupa himenopteros de tamanho
pequeno, entre 1 e 7 mm de comprimento e com coloracdo que varia de verde brilhante
ou azul a preta ou amarela. As antenas tém de oito a 13 segmentos, incluindo 1-3 anéis e
5-7 segmentos funiculares. As asas sdo totalmente desenvolvidas (exceto para
subfamilia Diparine, que é braquiptera) (Hanson e Heydon 2006). Segundo 0os mesmos
autores os tarsos tém usualmente cinco segmentos, o metassoma é subpeciolado a
distintamente peciolado e o ovipositor pode variar de completamente oculto a exposto.

As fases imaturas dos individuos dessa familia sdo ovo, larva, podendo variar de
trés a cinco instares e pupa (Hanson e Gauld 1995). Mesmo em individuos da mesma
espécie e entre diferentes espécies o numero de instares larvais é variavel (Costa et al.
2006).

Os ovos de Pteromalidae possuem formato alongado ou elipsoidal e, de modo
geral, com cérion liso e fino. O primeiro instar larval geralmente é himenopteriforme,
possuindo 13 segmentos, 0s instares seguintes, geralmente possuem o mesmo formato,
somente com tamanho maior (Hanson and Gauld 1995). Na maioria das espécies de
himenopteros, o intestino médio é fechado posteriormente até o instar larval final e,
pouco antes de empupar, periodo chamado de pré-pupa, ocorre a fusdo dos intestinos
médio e posterior e a larva libera 0 meconio (Costa et al. 2006).

A grande maioria dos pteromalideos é parasitoide, mas alguns séo predadores e

poucos fitdfagos (Rafael et al. 2012). Segundo os autores, 0s individuos parasitoides da
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familia podem comportar-se como cenobiontes, idiobiontes, ectoparasitoides e
endoparasitoides, com parasitismo solitario, gregario, entre outros. Segundo Hanson and
Heydon (2006), seus hospedeiros variam desde aracnideos, blatddeos, neuropteros,
lepidopteros, dipteros até outros himendpteros. A maioria das espécies tem como
hospedeiros larvas e pupas de insetos holometabolos (especialmente Diptera e
Coleoptera) e poucas espécies parasitam ovos ou mesmo adultos.

Anisopteromalus, dentro de Pteromalidae € reconhecido por uma combinacao de
caracteres, entre eles, 0s que se destacam sdo a antena das fémeas com trés anéis, a
estrutura do propddeo e a margem posterior do primeiro tergito abdominal formam um
peciolo em ambos 0s sexos (Sureshan 2010).

Espécies de Anisopteromalus ocorrem principalmente no Velho Mundo, onde
foram encontrados na Africa tropical, Asia e Europa Ocidental. Elas costumam parasitar
larvas de besouros como Chrysomelidae, Anobiidae e Curculionidae, que se alimentam
de grdos armazenados e sementes de leguminosas (Fabaceae: Faboideae e
Caesalpinioideae), mas também podem ser criados em hospedeiros lepiddpteros como,
por exemplo, Gelechiidae e Pyralidae (Baur et al. 2014).

De acordo com Menon et al. (2002), Anisopteromalus calandrae (Howard,
1881) é um ectoparasitoide idiobionte que ataca larvas de Gltimo instar de uma grande
variedade de hospedeiros. Utiliza larvas de besouros de produtos armazenados, como:
Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855) (gorgulho-do-milho), S. oryzae L. 1763
(gorgulho-do-arroz) (Col.: Curculionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792)
(Col. Bostrichidae) (broca-do-gréo) e Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) (Col.
Anobiidae) (Belda e Riudavets, 2010).

O parasitismo ocorre quando a fémea perfura a larva do hospedeiro com seu

ovipositor, paralisa-o e deposita um ovo fora do tegumento (Belda e Riudavets 2010,
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Ozelame et al. 2011). A capacidade de oviposicdo € grande, cerca de 450 ovos durante a
vida. Geralmente, um ovo é colocado por hospedeiro (Menon et al. 2002).

Especificamente a respeito desta espécie parasitoide, existem alguns trabalhos
descrevendo caracteristicas bioldgicas das fases imaturas, como os de Swetman (1964),
Ahmed (1996) e Visarathanonth et al. (2010) que descrevem o periodo de
desenvolvimento de A. calandrae nos hospedeiros R. dominica e S. zeamais,
respectivamente.

Considerando que essa espécie de parasitoide pode ser um agente de controle
bioldgico eficaz para suprimir o aumento das populacdes dos insetos praga (Chaisaeng
et al. 2010), informacdes a respeito do desenvolvimento e descricdes morfologicas
podem ser importantes aspectos para embasar criagdes massais.

Assim, objetivou-se caracterizar morfologicamente as fases imaturas do
parasitoide A. calandrae criado em L. serricorne e registar o tempo de desenvolvimento

de cada fase.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Entomologia da Universidade de
Santa Cruz do Sul — UNISC. Grupos de 10 larvas de quarto instar (com formacdo de
casulo) do hospedeiro L. serricorne foram expostos, em 43 potes plasticos (120 ml), a
casais adultos do parasitoide A. calandrae por 24 horas (um casal por pote), mantidos
em sala climatizada (27 + 2 °C, 60 £ 10% U.R. e 12 h de fotofase). Apds esse periodo
retirou-se os casais e iniciaram-se as observacgoes. A cada 12 horas, quatro potes foram
utilizados para as observacbes. Os casulos foram abertos sob microscopio
estereoscopico e com o auxilio de uma ocular graduada, foram medidos 10 imaturos de
cada uma das fases do desenvolvimento. Mediu-se a maior largura e comprimento nos

ovos. Nas larvas, pupas e prée-pupas, foram medidas a largura da capsula cefélica, o
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comprimento total e a maior largura corporal. Esse processo foi realizado até a
emergéncia do parasitoide.

Os instares larvais foram determinados a partir das medidas do comprimento
total, largura total e largura da capsula cefalica de A. calandrae, utilizando o modelo de
regressdo segmentado (R?) de 99% conforme Ambrosano et al. (1997). As
terminologias morfoldgicas (Fig. 1) e a quetotaxia seguem Gomez et al. (2008, 2011).

Exemplares de todas as fases obtidas (ovos, larvas, pré-pupa e pupa) foram
armazenados em fixador a base de glutaraldeideo, desidratados e secos em equipamento
de ponto critico, sendo preparados para observacdo e registro fotografico em
microscopio eletrénico de varredura.

Legenda das abreviacoes:

A: Segmento abdominal
SA: Segmento anal
T: Segmento toracico

O material examinado foi tombado junto a Colecdo Entomoldgica de Santa Cruz
do Sul (CESC), sob Lotes 79.503 (Ovo), 79.504 (Larva 1° instar), 79.505 (Larva 2°
instar), 79.506 (Larva 3° instar), 79.507 (Larva 4° instar), 79.508 (Pré-pupa), 79.509

(Pupa fémea), 79.510 (Pupa macho).

Resultados
A partir das medigdes e da andlise realizada, foi possivel determinar quatro instares
larvais (Tabela 1, Fig. 2).

Foram utilizados individuos com idade e tamanhos médios para as descrigdes
das caracteristicas de cada fase. Ao final de cada diagnose, incluiu-se observag6es sobre

as mudancas que ocorrem em cada estagio de desenvolvimento, fotografias e
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eletromicrografias, além de localizacdo e nomenclatura das cerdas presentes na capsula

cefalica.

Ovos

Diagnose: Do tipo himenopteriforme, com formato eliptico alongado, com uma das
extremidades mais afunilada que a outra. Aproximadamente trés vezes mais longo que
largo. A extremidade anterior (que dard origem a cabeca na larva) mais larga, quase
duas vezes a largura da extremidade oposta. Coloracdo branca translicida (Fig. 3- Ol e
02). Cério com granulacGes arredondadas em quase toda sua extensao (Fig. 3 — D1),
exceto nas extremidades, onde apresenta uma superficie mais lisa.

Medidas: Comprimento total: 0,4 mm. Largura total: 0,14 mm.

Comentarios: Algumas horas apds a oviposicdo, 0 embrido pode ser visualizado
ao centro do ovo, pois sua coloracao é levemente amarelada.

Larva

Todas as larvas sdo do tipo himenopteriforme. Possuem diferenciacdo da capsula
cefélica e segmentacdo ja bem evidente. O corpo possui 13 segmentos poscefalicos,
incluindo trés toracicos (T1-T3) e dez abdominais, compreendendo o segmento anal
(A1-A9, SA) (Fig. 1).

Possuem dez pares de espiraculos, um no T1, um entre 0 T2 e T3 e um par em
cada segmento de Al a A8 localizados lateralmente ao corpo, paralelos horizontalmente
as antenas. A superficie corporal tem aspecto rugoso (Fig. 3-D2) e a capsula cefalica é
lisa (Fig. 3-D3).

De forma geral, os diferentes instares larvais sdo semelhantes entre si, diferindo,
principalmente no tamanho e forma dos segmentos. Com relacdo a coloracao, as larvas,
com o decorrer do tempo e por conta da alimentacdo, tornam-se mais opacas e variam

de brancas transldcidas, leitosas, a cinza. (Fig. 2)
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Larva de primeiro instar

Diagnose: Céapsula cefalica esférica, com largura igual ao T1, e mais de trés vezes a
largura do segmento SA. Superficie do corpo lisa, somente com cerdas esparsas na
regido frontal da capsula cefalica (Fig. 5). T1 a T3 com a maior largura do corpo, duas
vezes e meia a largura do SA. A1-A3 com larguras semelhantes, A4-A9 com perda
gradativa de largura até o SA (Fig. 3— Llae L1b).

Medidas: Comprimento total: 0,5 mm. Largura total: 0,2 mm. Largura da
capsula cefalica: 0,12 mm.

Observacdes: Logo apds a eclosdo, a larva é menor que o ovo, mas a medida que
vai se alimentando, cresce rapidamente em largura e comprimento. A capsula cefélica
inicialmente € da mesma largura do T1, mas 1,5 vezes mais longa. Com o crescimento
da larva, os segmentos se tornam mais largos e podem ultrapassar a largura da capsula
cefalica. Corpo com coloracdo translicida, sendo possivel visualizar o intestino (Fig. 3

~L1b),

Larva de segundo instar
Diagnose: Cépsula cefalica esferica com cerdas esparsas na regido frontal e antenas
curtas (Fig. 5). T1 uma vez e meia maior que a capsula cefalica. T1 a T3 com aumento
gradativo em largura, o Gltimo segmento com quase duas vezes a largura da capsula
cefalica. A1 a A3 com mesma largura, A4 até A9 com perda gradativa de largura,
capsula cefalica com quase uma vez e meia a largura do A9, e com duas vezes a largura
do segmento SA. Cépsula cefélica lisa e superficie dos segmentos rugosa (Fig. 3 - L2a e
L2b).

Medidas: Comprimento total: 0,9 mm. Largura total: 0,4 mm. Largura da

capsula cefalica: 0,2 mm.
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Observacdes: Neste periodo a capsula cefalica aumenta em largura, porém
menos que a dos segmentos toracicos. A coloracdo corporal varia de branca translucida

a branca opaca, sendo possivel visualizar o intestino.

Larva de terceiro instar
Diagnose: Céapsula cefalica esférica, duas vezes e meia mais larga que a do primeiro
instar, com presenca de antenas curtas e com cerdas esparsas na regido frontal (Fig. 5).
Parte posterior da capsula cefalica encoberta pelo T1. T1 uma vez e meia mais largo que
a capsula cefélica. T2 e T3, 0,3 vezes mais largos que o T1. Largura maxima do
segmento A3 mais que duas vezes a largura da capsula cefalica. A1 a A9 com perda
gradual de largura na direcdo posterior. Capsula cefalica trés vezes maior que o SA.
Superficie dos segmentos rugosa (Fig. 3 - L3a e L3b).

Medidas: Comprimento total: 1,4 mm. Largura total: 0,7 mm. Largura da
capsula cefalica: 0,3 mm.

Observacdes: O corpo encurva-se em formato de meia lua, a capsula cefélica,
em vista dorsal, fica parcialmente encoberta pelo segmento T1. A coloracédo do corpo é
branca opaca. O intestino é visivel, de coloracdo amarelada ocupando até um terco do

tamanho do corpo.

Larva de quarto instar

Diagnose: Céapsula cefalica lisa com antenas e cerdas esparsas na regido frontal (Fig. 5)
encoberta dorsalmente pelo T1. Cépsula cefalica quatro vezes mais larga que a da larva
de primeiro instar. T1 com duas vezes a largura da capsula cefalica. T3 uma vez e meia
mais largo que T1. A3 trés vezes maior que a largura da capsula cefélica. A1 a A5 com

protuberancias antero dorsais. Superficie rugosa com presenca de cerdas esparsas na
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parte dorsal do corpo. SA voltado para baixo, visivel somente em vista dorsal (Fig. 4 —
L4a e L4b).

Medidas: Comprimento total: 2,2 mm. Largura total: 1,0 mm. Largura da
capsula cefalica: 0,46 mm.

Observacgdes: Segmentacdo toracica e abdominal menos distinguivel na parte
ventral. Corpo apresenta granulacbes internas (células de gordura) visiveis,
principalmente, na superficie dorsal do corpo. A coloracdo varia de branca opaca a
acinzentada. Nesse estagio a larva ja consumiu praticamente todos os tecidos do
hospedeiro.

Pré pupa

Diagnose: Céapsula cefalica com presenca de cerdas esparsas na regido frontal (Fig. 5),
sobreposta pela expansdo do lobo posterior e, visivel somente em vista lateral. T1 trés
vezes mais largo que a capsula cefélica e quase tdo comprido quando o T2 e T3 juntos.
T2 e T3 quatro vezes mais largos que compridos. Al- A5 uma vez e meia maiores que
a largura dos segmentos T1 a T3. Largura do SA igual a um terco da largura da capsula
cefélica (Fig. 4 - PP1 e PP2). Presenca de cerdas longas, duas vezes o tamanho das
antenas e espalhadas por todo o corpo.

Medidas: Comprimento total: 1,9 mm. Largura total: 1,0 mm. Largura da
capsula cefalica: 0,4 mm.

Observacgoes: A céapsula cefalica sofre uma diferenciacdo, expandindo o lobo
posterior, regido onde os olhos serdo formados. Segmentacdo corporal com
diferenciacdo evidente da regido toracica e abdominal. Essa fase é caracterizada pela
liberacdo do mecodnio (fezes, eliminadas por conta da ligacdo do intestino médio ao

intestino posterior), coloracdo clara opaca esbranquigada e auséncia de movimentos.
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Pupa

Diagnose da fémea: Do tipo exarata. Antenas com trés anéis, flagelémeros trés vezes
mais largos que longos, sobrepostos na regido frontal da cabeca e ventral do torax.
Aparelho bucal mastigador com mandibulas esclerotizadas As pernas e as asas
localizadas lateralmente ao torax e abdémen, os brotos alares posicionados ao lado das
pernas medianas (Fig. 4 — Pfl e Pf2). Abdémen com nove segmentos, ovipositor
interno. Comprimento total: 2,1 mm. Largura total: 0,9 mm. Largura da capsula
cefalica: 0,7 mm.

Diagnose do macho: Semelhante a fémea, mas com tamanho 10% menor e sem
ovipositor. Antenas mais longas que as da fémea, com presenca de somente dois anéis e
flageldmeros duas vezes mais largos que longos. Abdémen arredondado na parte
posterior (Fig. 4 - Pm1 e Pm2).

Medidas: Comprimento total: 1,74 mm. Largura total: 0,8 mm. Largura da
capsula cefalica: 0,62 mm.

Observacdes: E a fase imatura mais longa do ciclo de vida, podendo durar até
sete dias. Corpo com coloracdo inicial totalmente amarelada, com o passar do tempo os
olhos ficam avermelhados, cabeca, torax e por ultimo o abdémen escurece, tornando o
corpo totalmente escurecido (Fig.4 — D4). O macho apresenta o abdémen com
coloracdo mais clara que a fémea.

A duragdo de cada fase imatura foi em torno de um dia e meio, principalmente
na fase de ovo e nos primeiros instares larvais. Depois de transcorridos quatro dias apos

a oviposicao, as larvas ja se encontravam no ultimo instar (Fig.2).

Discussao
O ovo de A. calandrae apresenta forma eliptica alongada, caracterizando-se como um

tipico ovo de Hymenoptera, normalmente ovéide ou em forma de bastonete (Costa et al.
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2006). Entretanto, diferente da maioria dos pteromalideos, que apresentam corion liso e
fino (Hanson e Gauld 1995), esta espécie tem o cério coberto por protuberancias em sua
superficie. Outro Pteromalidae que apresenta o ovo semelhante é M. uniraptor, que
também possui formato alongado, eliptico, afilado nas extremidades e com
esculturacdes em forma de tubérculos distribuidos por toda superficie, exceto em uma
das extremidades (Thomazini e Berti Filho 2000).

A caracteristica das larvas de apresentar gradual perda de transparéncia,
tornando-se mais opacas a cada instar, assim como na fase de pré-pupa, exibir auséncia
de movimentos e eliminacdo do mecénio, é referida para outros pteromalideos
(Thomazini e Berti Filho 2000). Da mesma forma, a presenca dos dez pares de
espiraculos distribuidos entre os segmentos toracicos e abdominais, é caracteristica de
larvas de Hymenoptera (Costa et al. 2006).

O periodo de encubacdo dos ovos, de um dia, assim como a duracdo das fases de
larva e pupa registrados neste estudo, € semelhante ao obtido por Visarathanonth et al.
(2010) avaliando a supressao de S. zeamais por A. calandrae, tendo o ciclo de vida total
completo apds 11 dias em média, em condi¢des de 32,5 °C e 70% UR.

Em outros hospedeiros ou condi¢cbes ambientais, entretanto, este periodo pode
variar, como no trabalho de Ahmed (1996) estudando o mesmo parasitoide sobre de R.
dominica, que observou que o periodo de incubacdo do ovo foi de 36 horas a 26 °C e de
27 h a 30 °C. No trabalho de Ahmed (1996), o estéagio larval foi semelhante, entretanto,
o pupal foi mais curto, durando de 4 a 5 dias somente. O tempo de desenvolvimento
total (de ovo a adulto) foi superior ao presente trabalho, ficando entre 18 e 14 dias,
respectivamente, a 26 e 30 °C.

Semelhante ao encontrado para L. serricorne neste estudo, parasitando o0s

hospedeiros Trogoderma granarium Everts (Col.: Dermestidae) e Callosobruchus
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chinensis (L., 1758) (Col.: Chrysomelidae), A. calandrae levou, em média 14 dias para
emergir (Sweetman 1964).

O desenvolvimento de A. calandrae é semelhante ao de outros pteromalideos e
também neste, pode ocorrer variagcdo no tempo, dependente da temperatura. Observou-
se, entretanto, que ocorrem varia¢es no tempo de desenvolvimento, de 11 a 18 dias em
diferentes hospedeiros e temperaturas, portanto, nas liberagdes massais e em criagdes no
laboratdrio, é importante conhecer o hospedeiro utilizado e saber as épocas e condi¢bes
favoraveis para a realizacdo desses procedimentos. Além disso, o trabalho traz a
descricdo morfoldgica incluindo as imagens de todas as fases e istares do
desenvolvimento de A. calandrae, contribuindo, desta forma para o conhecimento da
biologia dessa espécie.

Anisopteromalus calandrae possui um ciclo de vida semelhante a outros
pteromalideos, completado apds, aproximadamente 13 dias, com fases de ovo, quatro
instares larvais, pré-pupa e pupa, sendo esta ultima a fase mais longa do ciclo, podendo
durar até sete dias. Entretanto, € importante salientar, que assim como outros insetos, o
periodo de desenvolvimento é dependente da temperatura, podendo influenciar de forma

direta a amplitude do ciclo.
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Tabela 1. DimensGes médias (£ DP) das diferentes fases de desenvolvimento de A.
calandare em larvas de L. serricorne. Fotofase 12 h, temperatura 27 + 2 °C e umidade
relativa 60 + 10%.

Fase / instar

Comprimento

Largura (mm)

Largura da capsula

(mm) cefalica (mm)

Ovo 0,40 £ 0,028 0,13 £ 0,015 -
1°instar 0,52 £ 0,128 0,21 + 0,066 0,11 + 0,026
Larva 2°instar 0,96 £ 0,095 0,43 £ 0,048 0,21 + 0,020
3%instar 1,52 +0,236 0,70 + 0,095 0,32 £ 0,053
4%finstar 2,14 +0,118 0,97 £ 0,066 0,45 £ 0,049
Prépupa 1,94 +0,143 0,96 £ 0,068 0,40 £ 0,051
Pupa @ 2,09 £ 0,209 0,91 £ 0,054 0,72 £ 0,038
Pupa & 1,78+ 0,063 0,803 + 0,063 0,66 £ 0,072
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Fig. 1. Larva de primeiro instar (vista ventral) ilustrando a terminologia utilizada no
texto. As letras referem-se as seguintes estruturas: T1 — T3, segmentos toraxicos; Al —
A9, segmentos abdominais e SA, segmento anal.



422

423
424
425
426

85

Ovo
L1

L2
L3

L4
Pré-pupa
Pupa

Adulto

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Duragao (dias)

Fig. 2. Tempo de desenvolvimento total das fases imaturas do parasitoide
Anisopteromalus calandrae em larvas de Lasioderma serricorne. Fotofase 12 h,
temperatura 27 £ 2 °C e umidade relativa 60 £ 10%.
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Fig. 3. Imagens das fases imaturas de Anisopteromalus calandrae criados sobre larvas
de Lasioderma serricorne. Eletromicrografias obtidas através de microscopio eletrdnico
de varredura (M.E.) e fotografias de visualizacdes em estereomicroscopio (F.E.). O1
(M.E.) e O2 (F.E.): Ovos; Lla (M.E.) e L1b (F.E.): Larvas de primeiro instar, vista
ventral e lateral; L2a (M.E.) e L2b (F.E.): Larvas de segundo instar em vista lateral;
L3a (M.E.) e L3b (F.E.): Larvas de terceiro instar em vista dorsal e lateral; D1 (M.E.):
Detalhe da superficie externa do ovo; D2 (M.E.): Detalhe da superficie externa geral
das larvas; D3 (M.E.): Detalhe da capsula cefalica da larva de primeiro instar.
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Fig. 4. Imagens das fases imaturas de Anisopteromalus calandrae criados sobre larvas
de Lasioderma serricorne. Eletromicrografias obtidas através de microscépio eletrénico
de varredura (M.E.) e fotografias de visualiza¢cbes em estereomicroscopio (F.E.). L4a
(M.E.) e L4b (F.E.): Larvas de quarto instar em vista lateral; PP1 (M.E.) e PP2 (F.E.):
Pré-pupas em vista lateral; Pf1 (M.E.) e Pf2 (F.E.): Pupas fémea em vista ventral; Pm1
(M.E.) e Pm2 (F.E.): Pupas macho em vista ventral; D4 (M.E.): Pupa fémea em
diferentes tempos de desenvolvimento, mostrando alteragdes na coloragéo.



446

447
448
449

450

451

88

AM Antena

GN 1

GN 2

HS

CLP 1 crp2
0,25 mm

Fig. 5. Desenho da capsula cefalica de larva de quarto instar de A. calandrae ilustrando
a quetotaxia em vista frontal. Legenda: AM: Cerda antero-medial da regido antenal;
CLP 1 e CLP 2: Cerdas clipeais; GN1 e GN2: Cerdas genais; HS: Cerda hipostomal.



6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nas condicdes testadas, foi possivel observar que
no desenvolvimento e reproducdo de A. calandrae sobre larvas de L. serricorne os
fatores que proporcionaram melhores condi¢bes foram, a dieta do hospedeiro somente
composta por farinha de trigo, fotofase de 12 horas durante todo o periodo de
desenvolvimento e exposi¢cdo de conjuntos de 50 ou mais larvas hospedeiras por casal
de parasitoides, principalmente quando esse contato é realizado durante o periodo de
vida adulto do parasitoide. A exposicdo de quantidades menores de larvas hospedeiras,
por um longo periodo, pode causar superparasitismo e assim inviabilizar o aumento da
criacdo em laboratério.

As fémeas de A. calandrae podem sobreviver por até 25 dias, entretanto, sao nos
10 primeiros dias de vida gue elas expressam seu maximo potencial reprodutivo. Elas
se mostraram mais longevas que os machos apresentando uma média de vida de 11 dias,
enquanto os machos viveram em média 9 dias. N&o apresentando diferenca significativa
entre eles.

Anisopteromalus calandrae possui um ciclo de vida em torno de 13 dias, com
fases de ovo, quatro instares larvais, pré-pupa e pupa, sendo esta tltima a mais longa e
podendo durar ate sete dias.

Embora os dados do presente estudo tragam informacdes importantes sobre a

criacdo desse parasitoide em laboratorio, informacdes adicionais sobre a capacidade de
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busca, influéncia de fatores abidticos, parasitismo e liberacfes em armazéns se fazem
necessarias para se estabelecer com eficiéncia, programas de manejo de coledpteros
praga de produtos armazenados.

Considerando os aspectos levantados, pode-se conceber a ideia de que esta
espeécie seja um potencial organismo para uso em criacfes massais e um bom agente de

controle bioldgico.



