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Resumo

PIOVESAN, Bruna. Controle biolégico de Anastrepha fraterculus (Diptera:
Tephritidae) com Doryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae): efeitos
de iscas toxicas, temperaturas e dispersao espago/temporal. 2022. 133f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pds-Graduacao em Fitossanidade, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2022.

Doryctobracon areolatus € um importante agente de controle bioldgico natural de
moscas-das-frutas. Devido a seu potencial e técnicas de criagao ja estabelecidas, tem
sido alvo de estudos para utilizagdo em programas de controle biologico aplicado de
Anastrepha fraterculus. Os objetivos deste trabalho foram: determinar a toxicidade de
formulagdes de iscas toxicas utilizadas no manejo de A. fraterculus sobre adultos de
D. areolatus; verificar o efeito da temperatura durante o periodo de desenvolvimento
dos estagios imaturos de A. fraterculus parasitados por D. areolatus; e conhecer a
dispersao espacial e temporal de D. areolatus em pomar de frutiferas de clima
temperado. No primeiro estudo, a toxicidade letal foi avaliada através da mortalidade
observada as 24, 48, 72 e 96 horas apds a exposi¢cao das iscas toxicas. Tratamentos
com mortalidade < 50% foram utilizados nos testes subletais. A classificagao
toxicologica seguiu parametros estabelecidos pela IOBC. No segundo estudo, larvas
de A. fraterculus foram expostas ao parasitismo de D. areolatus na temperatura de
25°C e apds, diariamente, aliquotas de 20 larvas foram acondicionadas nas
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 35+2°C. Este procedimento foi realizado até a
emergéncia do primeiro individuo da populagdo mantida a 25°C. Os parémetros
analisados foram emergéncia, tempo para emergéncia e razao sexual. No terceiro
estudo, a dispersao horizontal e temporal foi realizada em dois pomares de
pessegueiro identificados com 50 pontos a diferentes distancias do ponto central (PC).
Em cada PC foram liberados 4100 casais de D. areolatus. Unidades de parasitismo
(UPs) foram colocadas nos 50 pontos, 4 horas apés a liberagao, no dia seguinte e aos
6 dias apos a liberagao dos parasitoides (DAL). A dispersao vertical foi avaliada em
pomar de oliveira, através da selecdo de 6 plantas com cerca de 4 m de altura,
divididas em trés alturas em relagdo ao solo (1,17, 2,34 e 3,51 m). Em cada ponto
foram liberados 250 fémeas e 50 machos e, posteriormente, distribuidas UPs nas
diferentes alturas. Em todas as avaliagcbes foram realizadas trés liberacbes do
parasitoide. A porcentagem de parasitismo (%P) e o numero de descendentes (ND)
foram determinados. As iscas téxicas com menor toxicidade letal sobre D. areolatus
foram, por ordem crescente: isca de pronto uso Success < iscas a base de espinosinas
(espinosade e espinetoram) < iscas a base de organofosforados (fosmete e malationa)
< isca de pronto uso Gelsura. Quanto aos efeitos subletais, iscas contendo inseticidas



do grupo das espinosinas (espinosade e espinetoram) sdo preferiveis comparadas a
fosmete ou a isca de pronto uso Success. A influéncia da condigao térmica sobre os
parametros bioldgicos esta relacionada com o estagio de desenvolvimento imaturo de
D. areolatus. A producdo de parasitoides nas temperaturas de 10 e 35°C é inviavel,
independentemente do periodo de desenvolvimento, enquanto temperaturas de 15 e
30°C podem ser utilizadas para retardar (cerca de 15 dias) e acelerar (cerca de 3 dias),
respectivamente, o tempo de emergéncia de D. areolatus, a partir do 112 dia pds
parasitismo, sem comprometer os principais parametros biolégicos. A temperatura de
20°C pode retardar a emergéncia (10 a 20 dias) desde o dia do parasitismo, no
entanto, com menores prejuizos a emergéncia e razdo sexual a partir do 72 dia pos
parasitismo. D. areolatus pode se dispersar horizontalmente a cerca de 60 m em
relacdo ao ponto de liberagdo. As maiores taxas de parasitismo [15 a 45% (area 1);
15 a 27% (area 2)] e ND [20 a 35 (area 1); 15 a 26 (area 2)] foram observados nos
pontos mais proximos ao PC, em um raio de = 25 metros e até 2 DAL. D. areolatus
parasitou larvas até a maior altura de fixacdo das UPs avaliadas (3,51 m),
apresentando maior média de parasitismo (1,25 %) e ND (2,5) comparado as demais
alturas.

Palavras-chave: Moscas-das-frutas. Iscas-toxicas. Seletividade. Condi¢des térmicas.
Padrao de dispersao.



Abstract

PIOVESAN, Bruna. Biological control of Anastrepha fraterculus (Diptera:
Tephritidae) with Doryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae): effects
of toxic baits, temperatures and space/time dispersion. 2022. 133f. Doctor of
Science - Graduate Program in Plant Protection, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2022.

Doryctobracon areolatus is an important natural biological control agent for fruit flies.
Due to its potential and established breeding techniques, it has been the subject of
studies for use in programs of applied biological control of Anastrepha fraterculus. The
objectives of this work were: to determine the toxicity of toxic bait formulations used for
the management of A. fraterculus on D. areolatus adults; to verify the effect of
temperature during the developmental period of the immature stages of A. fraterculus
parasitized by D. areolatus; and to know the spatial and temporal dispersion of D.
areolatus in fruit orchards in temperate climates. In the first study, lethal toxicity was
assessed through mortality observed at 24, 48, 72 and 96 hours after exposure of the
toxic baits. Treatments with mortality < 50% were used in the sublethal tests. The
toxicological classification followed parameters established by the IOBC. In the second
study, larvae of A. fraterculus were exposed to the parasitism of D. areolatus at a
temperature of 25°C and after, daily, aliquots of 20 larvae were placed at temperatures
of 10, 15, 20, 25, 30 and 35+ 2°C This procedure was carried out until the emergence
of the first individual from the population maintained at 25°C. The parameters analyzed
were emergence, time to emergence and sex ratio. In the third study, horizontal and
temporal dispersion was performed in two peach orchards identified with 50 points at
different distances from the central point (PC). In each PC, 4100 couples of D.
areolatus were released. Parasitism units (UPs) were placed at the 50 points, 4 hours
after release, on the following day and at 6 days after release of parasitoids (DAL).
Vertical dispersion was evaluated in an olive orchard, through the selection of 6 plants
with about 4 m in height, divided into three heights in relation to the ground (1.17, 2.34
and 3.51 m). At each point, 250 females and 50 males were released and, later, UPs
were distributed at different heights. In all evaluations, three releases of the parasitoid
were performed. The percentage of parasitism (%P) and the number of offspring (ND)
were determined. The toxic baits with the lowest lethal toxicity on D. areolatus were, in
ascending order: ready-to-use bait Success < spinosyn-based baits (spinosad and
spinetoram) < organophosphate-based baits (phosmet and malathion) < ready-to-use
bait Gelsura. As for the sublethal effects, baits containing insecticides from the
spinosyn group (spinosad and spinetoram) are preferable compared to phosmet or the



ready-to-use bait Success. The influence of the thermal condition on the biological
parameters is related to the immature developmental stage of D. areolatus. The
production of parasitoids at temperatures of 10 and 35°C is unfeasible, regardless of
the period of development, while temperatures of 15 and 30°C can be used to delay
(about 15 days) and accelerate (about 3 days), respectively, the period of
development. emergence of D. areolatus, from the 11th day after parasitism, without
compromising the main biological parameters. The temperature of 20°C can delay
emergence (10 to 20 days) from the day of parasitism, however, with less damage to
emergence and sex ratio from the 7th day after parasitism. D. areolatus can disperse
horizontally up to 60 m from the release point. The highest parasitism rates [15 to 45%
(area 1); 15 to 27% (area 2)] and ND [20 to 35 (area 1); 15 to 26 (area 2)] were
observed at points closest to the PC, within a radius of = 25 meters and up to 2 DAL.
D. areolatus parasitized larvae up to the highest attachment height of the evaluated
UPs (3.51 m), presenting a higher average of parasitism (1.25%) and ND (2.5)
compared to other heights.

Keywords: Fruit flies. Toxic baits. Selectivity. Thermal conditions. Dispersion patterns.
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Introducgao Geral

A fruticultura brasileira estd em plena expansao devido a disponibilidade de
area e as condicdes edafoclimaticas favoraveis ao desenvolvimento de diversas
especies frutiferas de clima temperado e tropical (HORTIFRUTI BRASIL, 2021). Com
uma producao anual de aproximadamente 45 milhdes de toneladas, o pais ocupa o
terceiro lugar entre os maiores produtores, ficando atras apenas da China e india, o
gue demonstra a relevancia do setor para a economia brasileira (ABF, 2021). A regi&o
Sul do Brasil € uma das principais produtoras de frutas do pais, destacando-se no
cultivo da videira [(Vitis sp. Linnaeus) (Vitales: Vitaceae)], macieira [(Malus domestica
Borkh) (Rosales: Rosaceae)], pessegueiro [(Prunus persica Linnaeus) (Rosales:
Rosaceae)] e pequenas frutas, como mirtileiro [(Vaccinium myrtillus Linnaeus)
(Ercicales: Ericaceae)], amoreira [(Morus sp. Linnaeus) (Urticales: Moraceae)] e
framboeseira [(Rubus idaeus Linnaeus) (Rosales: Rosaceae)] (IBGE, 2018). Embora
o cultivo de frutiferas ocorra em todo o pais, ha limitacbes para a producao,
especialmente pelo fato da fruticultura ser praticada em locais de altas temperaturas
e umidade o que favorece a ocorréncia de doencas e insetos-praga. Dentre os danos
por insetos-praga, aqueles causados pelas moscas-das-frutas representam o principal
obstaculo a produgédo (NAVA; BOTTON, 2010).

As moscas-das-frutas do género Anastrepha Schiner s&o as responsaveis por
grandes perdas na fruticultura (ALUJA, 1994; DIAS et al.,, 2018). Este género
compreende cerca de 217 espécies descritas, sendo que destas, 101 estdo
registradas para o Brasil (ZUCCHI, 2007). A mosca-das-frutas sul-americana
Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) € uma das principais
pragas, pois além dos danos diretos, reduzindo a quantidade e a qualidade dos frutos,
dificulta as exportacbes devido a restricbes quarentenarias imposta pelos paises
importadores (NAVA; BOTTON, 2010; MACHOTA JUNIOR et al., 2013a; SANTOS et
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al., 2017). Nos Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina € considerada
predominante, uma vez que representa aproximadamente 95% das espécies de
Anastrepha coletadas nos pomares (SALLES; KOVALESKI, 1990).

Os danos provocados ocorrem em fungdo da oviposicdo nos frutos e
consequente desenvolvimento larval. A punctura realizada pelas fémeas e as galerias
abertas pelas larvas na polpa do fruto possibilitam a entrada de microrganismos
fitopatogénicos (MACHOTA JUNIOR et al., 2013b; BOTTON et al., 2016). Assim, as
perdas diretas sdo causadas pela diminuicdo da producgao, pois frutos infestados
caem precocemente ao chdo; aumento no custo da producdo, devido a maior
frequéncia de aplicacido de inseticidas, ensacamento e monitoramento populacional;
além do menor valor da producdo, uma vez que frutas de baixa qualidade possuem
menor valor comercial e menor durabilidade nas prateleiras dos supermercados
(MALAVASI, 2001).

O controle desta e de outras espécies de moscas-das-frutas tem sido por
muitos anos realizado com inseticidas fosforados aplicados em cobertura total,
visando atingir os adultos e as larvas no interior dos frutos (NAVA; BOTTON, 2010).
Na maioria das propriedades, estas aplicagbes sao realizadas com base em
calendarios pré-estabelecidos sem o emprego de ferramentas para o monitoramento
(NAVA; BOTTON, 2010). Este manejo tem sido eficaz, entretanto, estes inseticidas
caracterizam-se por apresentar elevada toxicidade, baixa seletividade aos inimigos
naturais e grande periodo de caréncia, levando a uma preocupacgao crescente sobre
os efeitos tdéxicos dos residuos nos alimentos, no ambiente e na seguranga dos
trabalhadores (CASTILHOS et al., 2017). Assim, nos ultimos anos, novas estratégias
de controle tém sido estudadas dentro do contexto do Manejo Integrado de Pragas
(MIP), dentre as quais pode-se destacar as iscas toxicas e o controle bioldgico
(STARK et al., 2004; NAVA; BOTTON, 2010).

A isca téxica € formada por um atrativo alimentar (carboidrato ou proteina
hidrolisada) associado a um agente letal (inseticida), podendo ser formulada na
propriedade ou adquirida na forma de formulagbées de pronto uso (BOTTON et al.,
2016). O melago de cana-de-agucar € um dos principais atrativos alimentares
utilizados pelos produtores para formular iscas toxicas (HARTER et al., 2010). E
amplamente difundido devido ao reduzido custo e a relativa eficacia, porém, é

empregado em alta concentragéo (5 a 7%), ndo possui padronizagao e assim, pode
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conter contaminantes que reduzem a atratividade e consequentemente produzem
menor controle, além de exigir o armazenamento de grandes volumes na propriedade
(HARTER et al., 2010). Atrativos alimentares produzidos comercialmente podem ser
uma alternativa a este problema. Entre as formulacdes disponiveis no mercado estéo
Biofruit® [proteina hidrolisada de origem vegetal (milho)], Ceratrap® (proteina
hidrolisada de origem animal), Flyral® (proteina hidrolisada animal), Samarita®
[proteina hidrolisada vegetal (milho)], Samarita Tradicional® (proteina hidrolisada
vegetal com aguUcares e conservantes reduzidos) e Anamed® [proteina vegetal
contendo extratos de fruta e fago estimulantes- tecnologia SPLAT® (Specialized
Pheromone & Lure Application Technology)]. A formulagdo Anamed® por conter ceras,
apresenta maior resisténcia a remogao pela chuva e a degradagao pela radiagéao
ultravioleta, proporcionando maior eficacia no controle de populagdes de moscas-das-
frutas nos pomares, principalmente em locais com elevada precipitacédo pluvial, como
€ 0 caso da regiao Sul do Brasil (ZANARDI, 2011; BORGES, 2011).

Dentre os inseticidas, os pertencentes ao grupo dos fosforados sdo os mais
utilizados em iscas toxicas. No entanto, novos inseticidas tém surgido como alternativa
a este grupo, destacando-se o espinosade e o espinetoram (RAGA; SATO, 2005;
CHUECA et al., 2007), produtos derivados da fermentagao aerobica do actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa Mertz e Yao, 1990 (SPARKS et al.,, 1998). Estes
inseticidas pertencem ao grupo das espinosinas, as quais sido ativas sobre as moscas-
das-frutas em baixas doses de aplicagdo, possuem baixa toxicidade a mamiferos e
peixes, além de serem mais seletivos aos insetos benéficos (STARK et al., 2004; RUIZ
et al., 2008). O reduzido periodo de caréncia, a eficacia em doses reduzidas e a
aceitagao em sistemas de producao organica sdo algumas das vantagens deste grupo
de inseticidas (WANNER et al., 2000). Outras opgdes de agentes letais sdo os
inseticidas pertencentes aos grupos neonicotindide e piretréide (RAGA, 2005;
NONDILLO et al., 2007), os quais podem ser utilizados como estratégia para rotagao
de modos de acgao.

Em relagdo as iscas toxicas de pronto uso, atualmente estdo disponiveis no
Brasil as formulagbes comerciais Success 0,02 CB® (espinosade) (Dow
AgroSciences) e Gelsura® (alfa-cipermetrina) (Basf) (RAGA; SATO, 2005), sendo esta
ultima composta por uma matriz de polimeros que confere maior resisténcia a chuva
e a degradacgao pela luz solar (RUIZ, 2013; BARONIO et al., 2019).
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As iscas téxicas sdo recomendadas para uso em pequeno volume de calda por
hectare e a aplicagcdo em pontos especificos do pomar, o que pode causar menor
contaminacéo de insetos ndo-alvo (CABRERA-MARIN et al., 2016). Apesar desta
vantagem e da eficiéncia no manejo das moscas-das-frutas, a qual ja foi comprovada
em diversos trabalhos (RAGA; SATO, 2005; HARTER et al., 2010; BARONIO et al.,
2019; BORGES et al., 2021), muito pouco ainda é conhecido sobre a compatibilidade
de iscas toxicas com o controle bioldgico. A associagdo do controle quimico com o
bioldgico sé é possivel se os produtos quimicos apresentarem alguma seletividade
aos inimigos naturais (RIGITANO; CARVALHO, 2001; EFROM et al., 2011; BUENO
et al., 2017). Assim, estudos de seletividade sdo fundamentais para o sucesso na
integracao destes métodos de controle.

O controle biolégico pode ser classificado em classico ou inoculativo, natural
ou conservativo e aplicado ou aumentativo (PARRA et al.,, 2021). O primeiro é
caracterizado pela importacdo e colonizagdo de parasitoides ou predadores, onde
liberacdes sdo realizadas uma ou duas vezes no mesmo local com o intuito que a
populagao de inimigos naturais aumente com o passar do tempo. O segundo refere-
se a conservacao de predadores ou parasitoides que ocorrem naturalmente, através
da manutencdo do ambiente de forma favoravel a preservagdo do habitat destes
inimigos naturais. O terceiro, por outro lado, envolve a produgdo massal de
parasitoides ou predadores em laboratorio para posterior liberagao inundativa, visando
rapida reducgao da populagao da praga até seu nivel de equilibrio (PARRA et al., 2021).

O controle biolégico classico e aplicado com parasitoides tem sido uma
importante estratégia de manejo utilizada com sucesso em diversos programas de
controle de moscas-das-frutas (MONTOYA et al., 2000; CARVALHO; NASCIMENTO,
2002). Existem diversas espécies de parasitoides que atacam as moscas-das-frutas.
No Brasil, as principais pertencem as familias Braconidae, Figitidae, Pteromalidae e
Diapriidae, sendo que as duas primeiras possuem maior numero de espécies
descritas (CANAL; ZUCCHI, 2000; OVRUSKI et al., 2000; PARANHOS et al., 2019).

Parasitoides nativos, apesar de pouco estudados, apresentam grande potencial
para controle das moscas-das-frutas, podendo chegar a 80% de eficiéncia de
parasitismo, conforme relatado para Doryctobracon areolatus (Szépligeti)
(Hymenoptera: Braconidae) em seu habitat natural (STUHL; SIVINSKI, 2015). O nivel

de parasitismo desta espécie, no entanto, pode variar de acordo com a planta



24

hospedeira (NUNES et al., 2012). Estudos realizados em condi¢cdes de laboratério
demonstram que a taxa média de parasitismo em mamao infestado com larvas de A.
fraterculus é de cerca de 53% (NUNES et al., 2011) e a campo pode chegar a 40%
(NAVA et al., 2019). Doryctobracon areolatus € um endoparasitoide coinobionte,
nativo da regidao Neotropical, sendo a espécie mais frequente encontrada parasitando
larvas de segundo instar do género Anastrepha (STUHL; SIVINSKI, 2015). Por ser um
parasitoide predominante no Brasil e com técnicas de criagao definidas em laboratério
(GONCALVES, 2016), representa uma das espécies mais promissoras para utilizagao
em programas de controle biolégico (PARANHOS et al., 2019).

Além da caracteristica potencial da espécie, a qualidade dos insetos
produzidos, assim como a otimizagao da producdo massal sdo essenciais dentro de
um programa de controle biolégico aplicado (PARRA; COELHO, 2022). Segundo Le
Lann et al. (2011), a temperatura pode ser uma ferramenta para a otimizagao deste
processo, uma vez que os insetos, por serem ectotérmicos, regulam sua temperatura
corporal pela temperatura ambiente. Estudos neste sentido sdo importantes, por
exemplo, para acelerar ou retardar o ciclo de desenvolvimento do parasitoide, seja por
questdes de armazenamento, transporte ou de manejo a campo. A escassez dessas
informacdes, somada a poucos estudos sobre o comportamento de dispersido destes
inimigos naturais (especialmente os nativos) nas diversas regides do Brasil,
representam alguns dos entraves para o desenvolvimento de programas de controle
bioldgico aplicado com o uso de parasitoides.

A capacidade de dispersao dos parasitoides € importante para a determinacao
do numero de pontos de liberacdo e, consequentemente, para elaboracdo de
metodologias que viabilizem a sua eficiéncia nas condigdes de campo, principalmente
em liberagdes inundativas (ZACHRISSON; PARRA, 1998). Segundo Zappala et al.
(2012), a eficacia de um inimigo natural no controle de pragas em condigdes de campo
esta amplamente correlacionada com sua capacidade de dispersar dentro das
culturas infestadas. Diferentes distancias do local de liberagdo podem resultar em
variabilidade na taxa de parasitismo, como uma consequéncia das caracteristicas
bioldgicas do parasitoide, dentre elas sua capacidade de voo, ou mesmo da cultura,
uma vez que a arquitetura das plantas pode funcionar como uma barreira fisica a
dispersao do parasitoide (BUENO et al., 2012).
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Assim, para que se possa recomendar uma espécie para controle biolégico em
uma determinada cultura e regido é necessario conhecer todos esses fatores, a fim
de ndo comprometer sua atuacdo no campo (PINTO; PARRA, 2002). Estudos
avaliando a seletividade a inseticidas e/ou iscas toxicas, a influéncia de fatores
abioticos (a exemplo da temperatura), e a capacidade de dispersdo tém sido
conduzidos com outras espécies de parasitoides da familia Braconidae, como é o caso
do parasitoide exotico Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera:
Braconidae) (PARANHOS et al., 2007; MONTOYA et al., 2017; CAMARGOS et al.,
2018; BALDIN et al., 2018; HARBI et al., 2017; BERNARDI et al., 2019).

No caso de D. areolatus, pesquisas vém sendo desenvolvidas nos ultimos 10
anos quando o mesmo foi selecionado para um programa de controle biolégico de
mosca-das-frutas, especialmente A. fraterculus. Estudos visando definir uma técnica
de criagéo, sua bioecologia e a relagdo com a temperatura e diferentes hospedeiros,
foram realizados (GONCALVES, 2016; GONCALVES et al., 2018). No entanto, devido
a importancia de D. areolatus como agente de controle biolégico de moscas-das-
frutas, torna-se essencial dar continuidade ao programa de controle biolégico, visando
desenvolver estudos relacionados a liberagdo inundativa, com o intuito de formar
bases sustentaveis para o manejo de A. fraterculus. Assim, este trabalho teve como
objetivos: a) determinar a toxicidade de formulagdes de iscas toxicas utilizadas para o
manejo de A. fraterculus sobre adultos de D. areolatus, visando estratégias de
conservagao e liberagdo inundativa; b) verificar o efeito da temperatura sobre o
desenvolvimento dos estagios imaturos de D. areolatus; e c) conhecer a dispersao
espaco/temporal de D. areolatus em condicao de pomar de frutiferas de clima

temperado.
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Resumo. O manejo populacional de moscas-das-frutas geralmente ¢ realizado com produtos
quimicos em cobertura total e iscas toxicas. O controle bioldgico aplicado com parasitoides €
uma alternativa para associagao a essas técnicas. A escassez de informagdes sobre a
seletividade de iscas toxicas para varios agentes de controle bioldgico ainda ¢ uma realidade.
O objetivo deste estudo foi conhecer os efeitos letais e subletais de formulacdes de iscas
toxicas recomendadas para o manejo de mosca-das-frutas sobre adultos do parasitoide nativo
D. areolatus. Dez casais foram privados da alimentacao por 20 horas e expostos a ingestao de
iscas toxicas por 24 horas. A mortalidade foi avaliada 24, 48, 72 ¢ 96 horas ap6s a exposi¢ao
(HAE). Tratamentos com mortalidade < 50% foram utilizados nos testes subletais, onde
avaliou-se efeitos sobre o parasitismo e emergéncia. Os atrativos Biofruit 3%, Ceratrap 1,5%,
Flyral 1,25%, Isca Samaritd 3%, Isca Samarita Tradicional 3% e melaco de cana-de-acucar
7% associados ao inseticida Malathion 1000 EC e a isca de pronto uso Gelsura foram
classificados como nocivos a D. areolatus 96 HAE. As formulacdes contendo fosmete
demonstraram menor nocividade letal comparado aquelas com malationa. Iscas a base de
espinosinas apresentaram tendéncia a maior toxicidade letal para tratamentos contendo
espinetoram. Flyral 1,25% + espinosade obteve maior nimero de insetos vivos 96 HAE e
assim como Anamed + espinosade e Biofruit 3% + espinosade ndo causou reducgdes sobre o
parasitismo e emergéncia, sendo adequadas para o manejo das moscas-das-frutas associado a
D. areolatus. Success 0,02 CB, apesar de indcuo, demonstrou significativa redug¢do no
parasitismo (27,9%). Estes resultados confirmam a importancia dos estudos de seletividade

dentro do manejo integrado de pragas.

Palavras-chave: seletividade, controle quimico, moscas das frutas, parasitoides nativos
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Toxicity of toxic bait formulations on Doryctobracon areolatus (Hymenoptera:
Braconidae)

Abstract. Population management of fruit flies is usually accomplished with full coverage
chemicals and toxic baits. Biological control applied with parasitoids is an alternative for
association with these techniques. The scarcity of information on the selectivity of toxic baits
for various biological control agents is still a reality. The objective of this study was to know
the lethal and sublethal effects of toxic bait formulations recommended for the management
of fruit flies on adults of the native parasitoid D. areolatus. Ten couples were deprived of
food for 20 hours and exposed to ingesting toxic baits for 24 hours. Mortality was assessed
24, 48, 72 and 96 hours after exposure (HAE). Treatments with mortality < 50% were used in
sublethal tests, where effects on parasitism and emergence were evaluated. The attractants 3%
Biofruit, 1.5% Ceratrap, 1.25% Flyral, 3% Isca Samarita, 3% Isca Samarita Traditional and
7% sugarcane molasses associated with the insecticide Malathion 1000 EC and the ready-to-
use bait Gelsura were classified as harmful to D. areolatus 96 HAE. Formulations containing
phosmet demonstrated less lethal harm compared to those with malathion. Spinosyn-based
baits tended to have greater lethal toxicity for treatments containing spinetoram. 1.25% Flyral
+ spinosad obtained the highest number of live insects 96 HAE and like Anamed + spinosad
and 3% Biofruit + spinosad did not cause reductions on parasitism and emergence, being
suitable for the management of fruit flies associated with D. areolatus. Success 0.02 CB,
despite being innocuous, showed a significant reduction in parasitism (27.9%). These results

confirm the importance of selectivity studies within integrated pest management.

Keywords: selectivity, chemical control, fruit flies, native parasitoids
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Introducio

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidaec) sdao consideradas pragas-chave na
fruticultura mundial (Urbaneja et al. 2009, Lopez-Arriaga et al. 2022). No Brasil, entre as
espécies que causam os maiores danos estao Anastrepha spp. € Ceratitis capitata (Zucchi 2000,
Nava and Botton 2010, Botton et al. 2016). O controle populacional geralmente € realizado com
produtos quimicos em cobertura total utilizando inseticidas dos grupos quimicos piretroides,
organofosforados e espinosinas ou em formulagdes de iscas toxicas (Harter et al. 2010, Nava
and Botton 2010, Borges et al. 2015, Baronio et al. 2019, Nunes et al. 2020).

A isca toxica consiste na associagdo de um atrativo alimentar com um agente letal
(inseticida) (Botton et al. 2016). Os atrativos alimentares geralmente sd3o compostos por
agucares ou proteina hidrolisada, uma vez que adultos de mosca-das-frutas, especialmente as
fémeas, durante o periodo pds-emergéncia necessitam ingerir alimentos proteicos € energéticos
para atingir a maturacao sexual e realizar o acasalamento (Heath et al. 1994). Assim, a isca
toxica atua nesse momento crucial do ciclo da mosca, sendo aplicada em pontos especificos dos
pomares, com o objetivo de formar uma barreira protetora entre a cultura e a paisagem do
entorno, onde normalmente predomina a fonte de infestagdes de mosca-das-frutas (Vayssieres
et al. 2009, Harter et al. 2015). No contexto do Manejo Integrado de Pragas (MIP), as iscas
toxicas representam uma importante ferramenta de manejo, pois auxiliam na reducdo das
populacdes de moscas-das-frutas, sem exigir a aplicacdo de inseticidas em larga escala
(Navarro-Llopis et al. 2012, Baronio et al. 2019, Nunes et al. 2020, Borges et al. 2021).

No Brasil, inseticidas fosforados sdo predominantemente usados na formulagao de iscas
toxicas (Harter et al. 2010, Raga and Galdino 2018). Este fato ocorre devido a rdpida agdo e
elevada toxicidade sobre os adultos das moscas-das-frutas apds a ingestao (Casida and Quistad
1998, Raga et al. 2018). Contudo, nos ultimos anos, novas moléculas inseticidas e novos

atrativos alimentares tém sido avaliados para a formulacdo de iscas toxicas, com destaque aos
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inseticidas a base de espinosinas (Schutze et al. 2018). Além disso, foram disponibilizadas
formulacdes de iscas toxicas denominadas de pronto uso, como Gelsura e Success (Botton et
al. 2016). Entretanto, para agregar essas estratégias de manejo (iscas toxicas) em programas de
MIP, ¢ importante verificar a compatibilidade com outras estratégias de controle, como o
controle bioldgico (Baldin et al. 2018, Bernardi et al. 2019, Farah et al. 2019, Cardoso et al.
2021).

Diversos estudos tém relatado a presenca natural de espécies de parasitoides de moscas-
das-frutas a campo, dentre eles: Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera:
Braconidae), Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae), Opius
bellus (Gahan) (Hymenoptera: Braconidae) e Aganaspis pelleranoi (Bréthes) (Hymenoptera:
Figitidae) (Ovruski et al. 2000, Marsaro Junior et al. 2011, Nunes et al. 2012). Destes, o
parasitoide larval D. areolatus tem demonstrado ser um dos inimigos naturais mais promissores
para o manejo de A. fraterculus e C. capitata (Marinho et al. 2009, Garcia and Ricalde 2013,
Nunes et al. 2011, Murillo et al. 2015, Gongalves et al. 2018). Além de ser um parasitoide nativo
(Zucchi and Moraes 2008), técnicas de criacdo ja foram desenvolvidas para programas de
controle bioldgico aplicado (Gongalves 2016). Apesar das vantagens e potenciais, ainda sao
poucas as informagdes geradas quanto a seletividade de iscas toxicas sobre insetos benéficos,
especialmente sobre espécies de parasitoides nativos de mosca-das-frutas. Frente a isso, o
objetivo do presente estudo foi conhecer os efeitos letais e subletais de formulagdes de iscas
toxicas recomendadas para o manejo de mosca-das-frutas sobre o parasitoide nativo D.

areolatus.

Material e Métodos
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Insetos. Adultos de A. fraterculus e D. areolatus foram obtidos da criagdo de manuten¢do da
Embrapa Clima Temperado, onde foram mantidos em sala climatizada (temperatura: 25+2°C,
umidade relativa do ar: 70+10% e fotofase: 12 horas).

Os adultos de A. fraterculus foram estabelecidos em gaiolas plésticas (57 cm x 39 cm x
37 cm) e alimentados com dieta s6lida a base de agucar, germe de trigo e levedura de cerveja,
na proporg¢ao 3:1:1, respectivamente (Nunes et al. 2013). Diariamente, os ovos foram coletados
e colocados na aeracao por 24 horas (Kamiya 2010) para na sequéncia serem inoculados em
dieta artificial a base de germe de trigo. Apos completado o terceiro instar, as larvas foram
retiradas da dieta e depositadas em farinha de milho (substrato para pupagdo). As pupas foram
transferidas para as gaiolas de manutencao até a emergéncia dos adultos.

A criagdo de manutencao de D. areolatus foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Gongalves (2016). Os adultos foram mantidos em gaiolas plasticas (40 cm x 27 cm
x 23 cm) e alimentados com mel. A multiplicagao dos parasitoides foi obtida através da oferta
diaria de larvas de segundo instar de 4. fraterculus (6 dias de idade) em placa de acrilico (4 cm
de didmetro x 0,2 cm de altura) contendo fibra de trigo hidratada coberta com tecido voile. Apos
12 horas de parasitismo, as larvas foram acondicionadas em dieta artificial de farinha de milho,
a fim de completar a fase larval. Em seguida, os insetos foram transferidos para farinha de

milho, para pupacdo e as pupas separadas para posterior emergéncia dos adultos.

Formulacgdes de iscas téxicas. Os atrativos alimentares utilizados nas iscas toxicas foram: a)
Anamed™, b) Biofruit™ a 3%; c) CeraTrap™ a 1,5%; d) Flyral™ a 1,25%; e) Isca Samaritd™
a 3%; f) Isca Samaritd Tradicional™ a 3% e g) Melago de cana-de-actcar a 7% (Tabela 1). Em
mistura aos atrativos alimentares foram utilizados os inseticidas: a) Malathion 1000 EC™
(malationa 1000 gramas de ingrediente ativo (g.i.a.). L'!) (Cheminova Ltda., Sdo Paulo, Brasil);

b) Imidan 500 WP™ (fosmete 500 g i.a. L) (Syngenta Crop Protection, Sdo Paulo, Brasil); c)
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Delegate 250 WG™ (espinetoram 250 g i.a. L); e d) Tracer 480 SC™ (espinosade 480 g i.a.
L") (Dow AgroSciences Industrial Ltda., Sdo Paulo, Brasil) (Agrofit 2022).

As formulacdes de pronto uso utilizadas foram: Success 0,02CB™ (0,24 g i.a de
espinosade por L) (Dow AgroSciences Industrial Ltda., S3o Paulo, Brasil) diluido em 4gua na
propor¢ao de 1:1,5 volume/volume (v/v) (1 parte de produto comercial para 1,5 partes de agua
(Agrofit 2022) e Gelsura™ (matriz de polimeros contendo ingrediente ativo alfa-cipermetrina
(Basf' S.A, SP, Brasil), diluido na propor¢ao de 1:2 e 2:1 (partes de produto comercial: partes
de 4gua, respectivamente). Como controle negativo (testemunha) para ambos os tratamentos se
utilizou solugdo de agua e mel a 80%. Nos tratamentos foi adicionado corante alimenticio
liquido na cor azul (2 mL de corante: 100 mL de calda), a fim de confirmar, através da

visualizag¢ao da coloragdo do abdémen dos insetos, se houve ou nao a ingestao dos tratamentos.

Bioensaios. Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia de Insetos da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da Universidade Federal de Pelotas/RS. A toxicidade
letal e subletal sobre adultos de D. areolatus foi verificada mediante testes de ingestdo das iscas
toxicas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 repetigdes,
considerando atrativo alimentar + inseticida, apenas atrativo alimentar e solug¢ao de mel 80%,
sendo o mel 80% considerado controle negativo. Em cada repeticao foram utilizados 10 casais

de D. areolatus com idade entre 4 e 6 dias.

Toxicidade letal. Insetos provenientes da criagdo de manutencdo foram acondicionados no
interior de gaiolas confeccionadas por recipientes plasticos (500 mL) com a parte superior
recortada e revestida com tecido voile a fim de permitir a aeragdo. Apos, foram privados da
alimenta¢cdo por um periodo de 20 horas. Com o auxilio de uma micropipeta (100 uL) foi

oferecida uma gota (10 uL) do respectivo tratamento sobre papel Parafilm™ (Bemis Company,
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Inc, USA). Os tratamentos ficaram a disposi¢ao dos insetos para a ingestao durante 24 horas.
ApoOs a exposicao, os tratamentos foram retirados e foi ofertada uma solucao aquosa composta
por mel 80%. As 24, 48, 72 e 96 Horas Apos a Exposi¢dao (HAE) foram avaliados o ntimero de
insetos vivos e mortos. Insetos que nao apresentaram reacao ao toque de um pincel de ponta
fina foram considerados mortos. No periodo de 24 HAE foi contabilizado o ntimero de
parasitoides marcados com corante (mortos e vivos), a fim de obter uma estimativa da ingestao
dos tratamentos (Apéndice A). O numero de insetos sobreviventes marcados também foi
computado buscando comprovar os possiveis efeitos de uma posterior toxicidade subletal.
Para isolar o efeito de cada atrativo alimentar, a mortalidade ocasionada por cada
formulacao de isca toxica (atrativo alimentar + inseticida) foi corrigida com o respectivo
atrativo alimentar através da formula de Henderson and Tilton (1955). De forma semelhante, a
mortalidade ocasionada pelo atrativo alimentar foi corrigida com o controle negativo (solugao
de 4dgua e mel 80%). Com base nos dados de mortalidade (M) na avaliagdo das 96 HAE, os
tratamentos foram classificados de acordo com os critérios definidos pelo IOBC / WPRS:
Classe 1 = in6cuo (M < 25%), classe 2 = ligeiramente prejudicial (25% <M < 50%), classe 3

= moderadamente nocivo (51% <M < 75%) e classe 4 = nocivo (M > 75%).

Toxicidade subletal. Para avaliar o efeito subletal foram utilizados os tratamentos que
apresentaram mortalidade inferior a 50% (Classes 1 e 2). Adultos foram privados de
alimenta¢do por um periodo de 20 horas e acondicionados no interior de gaiolas (conforme
descrito acima). Decorrido 24 HAE aos tratamentos, os adultos sobreviventes foram
alimentados com solucdo de dgua e mel 80% até o fim do bioensaio. Durante 10 dias
consecutivos foram oferecidas larvas de segundo instar de 4. fraterculus (= 10 larvas/fémea em
mistura com dieta de farinha de milho e fibra de trigo), conforme metodologia adaptada de

Gongalves (2016). Decorrido 7 horas de parasitismo didrio, as larvas foram retiradas e
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transferidas para dieta a base de farinha de milho, a fim de completar o desenvolvimento larval.
Apos 4 dias, as larvas foram transferidas para recipientes plasticos (80 mL) contendo farinha
de milho (1 cm) como substrato para a formacao das pupas. Na sequéncia (apds cerca de 4 dias),
as pupas foram separadas do substrato at¢ a emergéncia dos adultos. Quando houve a
emergéncia dos insetos (4. fraterculus ou D. areolatus) estes foram contabilizados. Ao final do
bioensaio, os puparios que permaneceram intactos foram dissecados para verificar a presenca
de moscas ou parasitoides nao emergidos, a fim de determinar a taxa real de parasitismo.

A reducdo na capacidade de parasitismo e de insetos emergidos para cada tratamento
foi determinada através da comparagdo com o controle negativo (mel 80%) e calculada por
meio da férmula: RP = [(1 - T/C)* 100], onde: T ¢ o parasitismo médio ou emergéncia média
no tratamento (formulacdo da isca toxica ou somente atrativo alimentar) e C € o parasitismo
médio ou insetos emergidos observado no controle negativo. Com base nas redugdes no
parasitismo (%) e emergéncia (%) de D. areolatus os tratamentos foram classificados, segundo
a Organizacao Internacional de Controle Biologico e Integrado de Animais e Plantas Nocivas
IOBC (Hassan et al. 2000) em: 1) in6cuo (RP ou RE <30%); 2) levemente nocivo (30 <RP ou

RE <79%); 3) moderadamente nocivo (80 < RP ou RE <99%) ¢ nocivo (RP ou RE > 99%).

Analise estatistica. Os dados foram submetidos a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homocedasticidade por Hartley e Bartlett. Para a toxicidade letal, foi aplicada a analise de
variancia (ANOVA) usando PROC GLM e as médias comparadas usando o teste de Tukey a
5% de significancia (SAS Institute 2011). Para avaliar a toxicidade subletal, os dados foram
submetidos 8 ANOVA no PROC GLM usando o teste F (P<0,05). Quando os valores foram
estatisticamente significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os

dados referentes & marcagdo dos insetos com corante foram avaliados através do teste de
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Kruskal-Wallis e comparados por Dunn a 5% de significancia, utilizando o software Bioestat

5.0.

Resultados

Toxicidade letal em adultos de D. areolatus. De modo geral, foi observado que os parasitoides
sobreviventes marcados com corante (24 HAE) em sua maioria pertenceram ao controle
negativo, aos tratamentos apenas com atrativo alimentar e aos tratamentos com atrativo
alimentar + inseticidas contendo espinosinas (p<0,05) (Figuras 1, 2 e 3).

Os atrativos alimentares Anamed, Biofruit 3%, CeraTrap 1,5%, Flyral 1,25%, Isca
Samaritd 3%, Isca Samarita Tradicional 3% e melago de cana-de-agucar 7% quando fornecidos
isoladamente apresentaram baixa toxicidade letal (M< 25%) sobre os adultos de D. areolatus
96 horas apos a exposi¢ao (HAE), sendo classificados, segundo a IOBC, como in6cuos (classe
1) (Tabelas 2 e 3). Quando comparado os efeitos entre eles, verificou-se que ndo houve
diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos quanto ao niumero de insetos sobreviventes
(Tabelas 2 e 3).

Com exce¢do de Anamed + malationa, todos os demais tratamentos combinados ao
inseticida malationa foram classificados como nocivos (M>75%, classe 4), apresentando
elevada mortalidade e diferindo estatisticamente (p<0,05) do respectivo atrativo alimentar 96
HAE (Tabela 2). Para a maioria das iscas toxicas formuladas com o inseticida fosmete, também
foi verificada elevada mortalidade apds 96 horas (M>50%), com diferenca estatistica (p<0,05)
em relacdo aos seus respectivos atrativos alimentares (Tabela 2). A maior porcentagem de
mortalidade (72%) de adultos de D. areolatus foi verificada com a formulagao Isca Samarita
3% + fosmete, sendo classificada como moderadamente nociva (classe 3). Por outro lado, o
mesmo nao foi observado para o tratamento Isca Samarita Tradicional 3% + fosmete, sendo

classificado como in6cuo (M<25%, classe 1).
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Quanto ao grupo dos inseticidas a base de espinosinas, verificou-se que 96 HAE
Ceratrap 1,5% + espinosade, Isca Samaritd 3% + espinosade e Isca Samaritd Tradicional 3% +
espinosade causaram mortalidade intermediaria (47,2%, 43,1% e 27,8%, respectivamente), com
classificagdo ligeiramente prejudicial (25% <M < 50%, classe 2) (Tabela 3). A isca composta
por melago de cana-de-acticar 7% + espinosade foi considerada moderadamente nociva (classe
3), com mortalidade superior a 52% (Tabela 3). Em contraste, os atrativos Anamed, Biofruit
3% e Flyral 1,25% associados ao espinosade proporcionaram as menores taxas de mortalidade
(23,0%, 20,0% e 7,9%, respectivamente), sendo considerados indcuos (M<25%, classe 1) a
adultos de D. areolatus. Em adicdo, a formulacao Flyral 1,25% + espinosade apresentou o maior
numero médio de insetos sobreviventes apds 96 horas de alimentacdo, nao diferindo
estatisticamente do respectivo atrativo alimentar e do controle negativo (Tabela 3). Entretanto,
melaco de cana-de-actcar 7% + espinetoram e Ceratrap 1,5 % + espinetoram acarretaram a
maior mortalidade de D. areolatus (acima de 60%) (Tabela 3). Com excecao da isca Anamed
+ espinetoram, que foi classificada como indcua (M<15%), as demais contendo Biofruit 3%,
Flyral 1,25%, Isca Samaritd 3% e Isca Samaritd Tradicional 3% foram consideradas
ligeiramente prejudiciais com mortalidade entre 25 e 50% (classe 2).

A isca de pronto uso Success 0,02 CB causou baixa toxicidade (<5% de mortalidade 96
HAE) aos adultos de D. areolatus, sendo classificada como inocua (classe 1). Nao houve
diferenga estatistica quanto ao nimero de insetos vivos para esta formula¢do e o controle
negativo com mel 80% (p<0,05) (Tabela 4). Porém, a exposicao dos parasitoides as formulagdes
de Gelsura (2,0 € 4,0 gi.a. L' de alfa-cipermetrina) proporcionaram mortalidade acima de 85%

apds 96 HAE, sendo classificadas como nocivas para o parasitoide (classe 4).

Toxicidade subletal em adultos de D. areolatus. Entre as iscas toxicas analisadas, observou-

se que 16 formulagdes causaram mortalidade de adultos inferior a 50%, as 96 HAE. Desta
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forma, foram utilizadas nas avaliagdes subletais. Os tratamentos que apresentaram efeitos
negativos diretos na reducao da emergéncia de D. areolatus foram Isca Samaritd Tradicional +
fosmete (38,5%) e Isca Samaritd + espinosade (36,6 %), diferindo significativamente do
controle negativo e sendo classificados como ligeiramente prejudiciais (classe 2). Em contraste,
os tratamentos que ndo apresentaram efeitos negativos sobre adultos de D. areolatus tanto na
reducdo do parasitismo como na redu¢do da emergéncia (RP ou RE < 30%; classe 1) foram:
Anamed + espinosade, Anamed + espinetoram, Biofruit + espinosade, Biofruit + espinetoram,
Biofruit + fosmete e Flyral + espinosade (p <0,05). Os inseticidas espinosade, espinetoram e
fosmete associados ao atrativo Bioftruit, apresentaram as maiores taxas de parasitismo (40,9%,
42,5% e 47,8%) e emergéncia (22,9%, 25,4% e 27,8%), respectivamente (Tabela 5). A
formulacao de pronto uso Success, apesar de apresentar a maior reducdo no parasitismo

(27,9 %) foi considerada, segundo a IOBC, como in6cua (RP ou RE <30%; classe 1).

Discussao

As maiores taxas de mortalidade de adultos de D. areolatus foram obtidas com as
formulacdes de iscas toxicas contendo o inseticida malationa. Esse fato ficou evidente logo nas
primeiras 24 horas da exposi¢do dos parasitoides as iscas. Insetos que se alimentaram
apresentaram tremores seguido de morte como principais sintomas. Esse comportamento ocorre
devido a malationa ser um inseticida de acdo rapida, pertencente ao grupo dos
organofosforados, que atua sobre o sistema nervoso dos insetos inibindo a enzima
acetilcolinesterase (Irac 2022). As colinesterases sdo essenciais no organismo, pois catalisam a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em colina e acido acético, uma reacao necessaria
para permitir que o neurdnio colinérgico retorne ao seu estado de repouso apos a ativacao
(Casida and Durkin 2013). Assim, os produtos quimicos que interferem na agao da colinesterase

sao potentes neurotoxicos (Michaud 2003, Casida and Durkin 2013). A toxicidade dos
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organofosforados foi relatada para outras espécies de braconideos, como Aphidius gifuensis
Ashmaed (Hymenoptera: Braconidae) e Diachasmimorpha longicaudata (Ashmaed)
(Hymenoptera: Braconidae) (Ohta and Takeda 2015, Harbi et al. 2017, Bernardi et al. 2019).
Baseado nestas informacdes e nas condi¢cdes em que foi realizado o presente trabalho, pode-se
dizer que independente do atrativo alimentar utilizado na isca toxica, malationa nao ¢ seletivo
aos inimigos naturais, € por isso deve ser utilizado com cautela. Pesquisas recentes t€ém
demonstrado que em campo alguns atrativos alimentares apresentam repeléncia a certas
espécies de insetos benéficos, como por exemplo abelhas (Padilha et al., 2019). Assim, a
utilizacao de atrativos alimentares com algum efeito de repeléncia aos organismos nao-alvo
poderia ser uma alternativa. Estudos futuros avaliando estes efeitos em condi¢des de campo
sobre parasitoides de mosca-das-frutas, incluindo D. areolatus, sdo necessarios.

Iscas toxicas a base de fosmete demonstraram menor nocividade letal a D. areolatus
comparado aquelas contendo malationa, apesar de pertencerem ao mesmo grupo quimico
(organofosforados). Isso pode ter ocorrido devido a caracteristicas particulares dos inseticidas,
como tipo de formulagado e solubilidade em agua de cada molécula. A formula¢ao p6 molhéavel
(WP) do Imidan 500 WP™, quando diluida em 4gua forma uma suspensao ndo tdo estavel
quanto a formada pela formulagdo concentrado emulsionavel (EC) do Malathion 1000 EC™, e
por isso, necessita de agitacdo continua para que a calda se mantenha homogénea (Garrido
2003). Eventual sedimentacao do ingrediente ativo durante o fornecimento das iscas aos insetos
pode ter causado menor toxicidade do fosmete. Além disso, a baixa solubilidade em 4gua da
molécula de fosmete (25 mg/L a 25°C) comparada a de malationa (145 mg/L a 25°C) (Pub
Chem 2022), somada as caracteristicas fisiologicas do parasitoide também podem ter
influenciado no resultado observado.

Apesar da menor toxicidade letal, verificou-se que praticamente todas as iscas contendo

fosmete (a excecao de Biofruit 3% + fosmete) causaram pelo menos algum efeito subletal sobre
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a reducdo do parasitismo e redu¢do da emergéncia. Isca Samaritd Tradicional 3% + fosmete,
mesmo classificada como indcua na avaliagdo de toxicidade letal, foi justamente a que
apresentou a maior redugdo na emergéncia de parasitoides (38,5%) sendo considerada
ligeiramente prejudicial. Monteiro (2001) e Ferreira et al. (2006) também observaram moderada
toxicidade de fosmete sobre o acaro predador Neoseilus californicus (McGregor) (Acari:
Phytoseiidae) e o crisopideo Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera: Chrysopidae).

Para as iscas a base de espinosinas, a mortalidade variou conforme o inseticida e atrativo
alimentar, com tendéncia a maior toxicidade letal para os tratamentos contendo espinetoram.
Isso pode estar relacionado ao fato do espinetoram ser uma molécula semissintética,
proveniente da modificacdo quimica de espinosinas naturais, o que faz que possua maior acao
inseticida comparado ao espinosade, que por sua vez, ¢ derivado da fermentacao bioldgica de
Saccharopolyspora spinosa, organismo de ocorréncia natural no solo (Sparks et al. 2001).
Diversos trabalhos tém demonstrado baixa toxicidade deste inseticida a inimigos naturais (Stark
et al. 2004, Thomas and Mangan 2005, Miles 2006, Pedroso et al. 2011, Bernardi et al. 2019).

Flyral 1,25% + espinosade apresentou o maior numero médio de insetos vivos apds 96
horas de exposicao, ndo diferindo do seu respectivo atrativo alimentar e do controle negativo.
Nao foram observados efeitos subletais apds a ingestdo dessa formulacdo. Isso demonstra alta
seletividade de D. areolatus a esta isca toxica. Trabalho realizado com D. longicaudata também
verificou que o numero de insetos sobreviventes com esta isca ndo diferiu estatisticamente
daqueles pertencentes apenas ao atrativo e ao controle negativo (Baldin et al. 2018). Flyral ¢
um atrativo alimentar de origem animal (Bioibérica S.A., Barcelona, Espanha), recentemente
introduzido no mercado brasileiro e que possui alto grau de pureza e porcentagem de proteina
hidrolisada (36%) (Baronio et al. 2019). O teor de proteina hidrolisada ¢ essencial para a
atratividade de adultos de mosca-das-frutas, uma vez que as fémeas necessitam ingerir

aminoacidos para a producdo de 6évulos (Zucoloto 2000). Assim, a isca toxica ideal ¢ aquela



347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

41

que atrai com eficiéncia a praga-alvo e repele o inimigo natural, uma vez que atraido este entra
em contato com o agente letal. Vargas et al. (2002) destacam que deve-se priorizar o emprego
de proteinas e ingredientes ativos seletivos, evitando aqueles de amplo espectro. Estudo recente
realizado em condi¢do de campo com a abelha nativa Plebeia emerina (Friese) (Hymenoptera:
Apidae) demonstrou que a maioria das iscas toxicas recomendadas para o manejo das moscas-
das-frutas (incluindo as iscas avaliadas no presente trabalho) nao foram atrativas a espécie,
representando, segundo os autores, uma ferramenta viavel e segura a ser utilizada no manejo
das populacdes da praga (Padilha et al., 2019).

Outras iscas com resultados promissores que podem ser utilizadas em programas de
manejo integrado de moscas foram as misturas Anamed + espinosade e Biofruit 3% +
epinosade, pois foram consideradas indcuas para D. areolatus em ambas as avaliagoes (letal e
subletal). A formulagdo Anamed + espinosade, além de proporcionar efeitos na supressao
populacional de A. fraterculus e C. capitata, apresenta elevada resisténcia a precipitacdo e a
degradacdo pela luz solar (Mafra-Neto et al. 2013, Borges et al. 2015, Baronio et al. 2019,
Borges et al. 2021). Por outro lado, embora a formulagdo Biofruit 3% + espinosade ocasione
elevada toxicidade sobre a praga (Harter et al. 2015, Baldin et al. 2018) e baixa toxicidade a
adultos de D. areolatus, apresenta baixa resisténcia a chuva e elevada degradagao pela luz solar
(Harter et al. 2015, Botton et al. 2016).

Apesar de Gelsura ser altamente eficiente e recomendada para o manejo de A. frateculus
e C. capitata (Baronio et al. 2019, Nunes et al. 2020), apresentou elevada toxicidade
(mortalidade > 85%) a adultos de D. areolatus. Este efeito pode estar associado principalmente
ao efeito knock-down dos piretroides, uma vez que a isca apresenta alfa-cipermetrina como
ingrediente ativo (Casida and Durkin 2013). Resultados semelhantes foram observados para

espécie D. longicaudata (Bernardi et al. 2019). Baseado nestas informacdes, a associagdo de
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Gelsura e D. areolatus deve ser realizada com cautela, respeitando o periodo residual da isca
(14 dias) (Baronio et al. 2019) para que nao ocorram efeitos negativos sobre o parasitoide.

A 1sca de pronto uso Success 0,02 CB (espinosade) causou baixa toxicidade letal (<5%
de mortalidade 96 HAE) aos adultos de D. areolatus, porém apesar de indcua, provocou
significativa reducdo no parasitismo (27,9%), ficando proxima a ligeiramente prejudicial. Tal
fato pode estar associado a algum constituinte da composicao da isca, a qual além do
espinosade, da proteina de milho hidrolisada e agucares invertidos, contém pequenas
quantidades de 6leo, goma, sorbatos e outros adjuvantes, assim como 1% de acetato de amonio
(Moreno and Mangan 2003, Ruiz et al. 2008). Estudo sobre os impactos de inseticidas contendo
espinosade, dentre eles Success, para diversas espécies de predadores e parasitoides demonstrou
efeitos subletais insignificantes sobre predadores, enquanto para parasitoides estes efeitos
foram significativos, incluindo perdas na capacidade reprodutiva e longevidade reduzida
(Williams et al. 2003). Segundo Harbi et al. (2017), mesmo classificando Success como uma
isca pouco nociva para algumas espécies, as opinides ainda sdo divergentes sobre sua
compatibilidade com muitos agentes de biocontrole, especialmente em relagdo aos possiveis
efeitos subletais transgeracionais.

Neste estudo, a quantidade ingerida pelos insetos ndo foi mensurada, porém os adultos
de D. areolatus de modo geral se alimentaram de todos os tratamentos oferecidos. A
visualizacdo da coloragdo do abdomen dos parasitoides sobreviventes 24 HAE indicou que os
efeitos subletais observados sobre a redugdo do parasitismo e emergéncia ocorreram em fungao
da alimentagdo dos tratamentos. Segundo Cruz et al. (1997), o corante pode ser uma ferramenta
a auxiliar no entendimento do comportamento de alimentacdo dos insetos, indicando se houve

ou ndo ingestao dos tratamentos.
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Diversos fatores podem interferir nos resultados dos testes de toxicidade, dentre eles a
espécie, concentragdo do produto, composi¢ao do atrativo, via de exposi¢cdo (ingestdo ou
contato) e metodologia empregada.

No presente trabalho, os ensaios de toxicidade foram realizados em condi¢des de
laboratorio, onde os insetos foram submetidos a condi¢cdes controladas e restritas de
alimentac¢do. No entanto, no campo os parasitoides podem se deslocar e utilizar outras fontes
de alimento para sobreviver, como substancias agucaradas presentes nos recursos florais de
plantas adjacentes (Lee et al. 2006), ndo havendo exposi¢cdo restrita a isca toxica. Nesse
ambiente a presenga de radiacdo solar ou chuva podem ainda acelerar a degradagdao do
ingrediente ativo, causando menor toxicidade da isca (Flores et al. 2011). Assim, estudos
futuros procurando avaliar a toxicidade de iscas tdxicas em semi-campo € campo Sao
necessarios, a fim de compreender melhor os possiveis efeitos adversos sobre D. areolatus.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que as
formulacdes de iscas toxicas com menor toxicidade letal sobre D. areolatus foram,
respectivamente: isca de pronto uso Success < iscas a base de espinosinas (espinosade e
espinetoram) < iscas a base de organofosforados (fosmete e malationa) < isca de pronto uso
Gelsura. Quanto aos efeitos subletais, iscas contendo inseticidas do grupo das espinosinas
(espinosade e espinetoram) sdo preferiveis comparadas a fosmete ou a isca de pronto uso

Success.
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Tabela 1. Atrativos alimentares utilizados no Brasil para formulagdes de iscas toxicas visando o

controle de moscas-das-frutas.

Atrativo
alimentar

Descricao

Concentracao testada (%)*

Origem

Anamed™

Contém extratos vegetais de
frutas e fagoestimulantes

SPLAT™4(0% + atrativo
alimentar 24,2%; sem
diluicdo

Isca Tecnologias Ltda.,
Ijui, RS, Brasil

BioControle Métodos de
Controle de Pragas Ltda.,
Indaiatuba, Sdo Paulo,
Brasil

Proteina hidrolisada
enzimatica de origem animal

Biolbérica S.A.,
Barcelona, Espanha

Biolbérica S.A.,
Barcelona, Espanha

Proteina hidrolisada de
milho

Samarita Industria e
Comércio Ltda., Artur
Nogueira, Sao Paulo,

Brasil

Isca Samarita
Tradicional™

Proteina vegetal, aglicares
redutores e conservantes

Samarita Industria e
Comércio Ltda., Artur
Nogueira, Sao Paulo,

Brasil

Melaco de cana-
de-acucar

Subproduto que contém
acucares redutores e
sacarose nao cristalizada

Proveniente do processo de
fabricacdo de agucar pelas
industrias canavieiras

# Concentragdo (mL) de atrativo alimentar utilizado para a formulagédo das iscas toxicas.
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Tabela 2. Numero médio de insetos vivos (N £ SE) e mortalidade corrigida (M%) de D. areolatus quando submetidos a ingestao de iscas toxicas contendo

inseticidas organofosforados e diferentes atrativos alimentares.

T 24 h 48 h 72 h 96 h IOBC/WPRS
ratamentos Classe?
N £ SE! M%? N+ SE M% N+ SE M% N+ SE M%

Anamed + malationa 2,0 gi.a. L" 13,6 £ 0,47Aa" 17,6 8,0 = 0,80Bb* 494 7,5 +0,77Bb* 51,9 7,5 +0,77Bb* 51,0 3
Anamed + fosmete 1,0 gia. Kg' 13,8+ 0,41Aa" 16,7 9,3 + 0,66Bb* 41,1 9,3 + 0,66Bb* 40,4 9,3 + 0,66Bb* 38,4 2
Anamed 16,5+ 0,52Aa" 14,1 15,8 + 0,44Aa" 15,0 15,6 + 0,54Aa" 15,2 15,1 +£0,60Aa" 17,5 1
Biofruit 3% + malationa 2,0 gi.a. L™ 9,1 +0,80Ba* 442 3,7+ 0,65Cb* 75,8 3,6 £0,61Cb* 77,2 3,4 +£0,60Cb* 78,5 4
Biofruit 3% + fosmetel,0 gi.a. Kg' 8,9 +0,62Ba* 454 8,1 £0,67Ba* 47,1 8,0 + 0,63Ba* 494 7,8 +0,53Ba* 50,6 2
Biofruit 3% 16,3 +£0,55Aa™ 15,1 15,3+ 0,66Aa" 17,7 15,8 +0,78Aa" 14,1 15,8 +0,78Aa" 13,7 1
CeraTrap 1,5% + malationa 2,0 gi.a. L" 1,8 £ 0,62Ca* 89,8 1,8 £ 0,62Ca* 88,9 1,8 +£0,62Ca* 88,9 1,6 £ 0,49Ca* 90,1 4
CeraTrap 1,5% + fosmete 1,0 gi.a. Kg' 7,0 £ 1,00Ba* 60,2 6,8 + 1,04Ba* 58,0 6,6 £ 1,03Ba* 59,3 6,6 £ 1,03Ba* 59,3 3
CeraTrap 1,5% 17,6 £0,45Aa™ 8,3 16,2 £ 0,86Aa™ 12,9 16,2 + 0,86Aa? 120 16,2+0,86Aa™ 11,5 1
Flyral 1,25% + malationa 2,0 gi.a. L" 2,2+ 1,0Ca* 87,0 1,8 £1,05Ca* 88,6 1,6 £0,93Ca* 89,4 1,6 £ 0,93Ba* 89,4 4
Flyral 1,25% + fosmete 1,0 gia. Kg' 9,6 = 1,10Ba* 432 8,8 +1,08Ba* 44,3 8,8 +£1,08Ba* 41,7 8,6 £ 0,94Ba* 43,0 2
Flyral 1,25% 16,9 + 0,84Aa™ 12,0 15,8+ 1,05Aa" 15,0 15,1 +0,87Aa" 18,0 15,1 +0,87Aa" 17,5 1
Isca Samarita 3% -+ malationa 2,0 gi.a. L" 1,1 £0,23Ca* 93,0 0,9 +0,23Ca* 93,8 0,9 +0,23Ca* 93,7 0,9 £0,23Ca* 93,7 4
Isca Samarita 3%+ fosmete 1,0 gi.a. Kg' 5,4 + 0,85Ba* 65,8 4,5+ 0,76Ba* 69,2 4,2 +0,85Ba* 70,8 4,0+ 0,93Ba* 72,0 3
Isca Samarita 3% 15,8+ 0,77Aa" 17,7 14,6 + 0,81Aa" 21,5 14,4+ 0,77Aa" 21,7 14,3+0,80Aa" 21,9 1
Isca Samarita Tradicional 3% + malationa 2,0 gi.a. L™ 6,7 £ 0,73Ba* 60,8 2,8 £ 0,59Bb* 82,0 2,8+ 0,59Bb* 81,9 2,8 £0,59Bb* 81,9 4
Isca Samarita Tradicional 3% + fosmete 1,0 gi.a. Kg' 15,9 £ 0,54Aa" 7,0 15,0 £ 0,44Aa" 3.8 15,0 + 0,44Aa" 3,2 14,9 + 0,50Aa" 3.9 1
Isca Samaritd Tradicional 3% 17,1 £0,67Aa™ 10,9 15,6 £ 0,87Aa" 16,1 15,5+ 0,81Aa" 15,8 15,5+ 0,81Aa" 15,3 1
Melago de cana-de-agticar 7% + malationa 2,0 gi.a. L' 1,9+ 0,54Ca* 87,7 1,5+ 0,58Ca* 89,5 1,4 £ 1,4Ca* 90,2 1,1 £0,60Ca* 92,2 4
Melago de cana-de-agticar 7% -+ fosmete 1,0 gi.a. Kg' 6,8 £1,37Ba* 54,0 5,4+ 1,40Ba* 62,2 5,4+ 1,4Ba* 62,2 5,4 £ 1,40Ba* 61,7 3
Melago de cana-de-agucar 7% 14,8 +0,57Aa" 22,3 143 +0,59Aa" 23,1 14,3 £ 0,59Aa" 22,3 14,1 £0,56Aa" 229 1
Mel 80% (controle negativo) 19,2 £ 0,20 a™ - 18,6 + 0,33a™ - 18,4 + 0,30a™ - 18,3 + 0,33a™ - -

'Média de insetos vivos seguidos de letras maitisculas iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si quando comparado a formulagdo de isca toxica com o respectivo atrativo alimentar e, letras mintsculas na linha, ndo
diferem significativamente entre si ao longo do tempo pelo teste de Tukey (P < 0,05).
“Mortalidade corrigida da isca toxica com o respectivo atrativo alimentar usando a formula de Henderson e Tilton (1955).

"Nao significativo quando comparado ao controle negativo na mesma coluna.

*Significativo comparado ao controle negativo na mesma coluna.

SIOBC/WPRS classe: Classe 1 = indcuo (M < 25%), Classe 2 = ligeiramente prejudicial (25% < M < 50%), Classe 3 = moderadamente nocivo (51% <M < 75%) e Classe 4 = nocivo (M > 75%) 96 horas apds a ingestio.
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Tabela 3. Numero médio de insetos vivos (N £ SE) e mortalidade corrigida (M%) de D. areolatus quando submetidos a ingestao de iscas toxicas contendo

inseticidas a base de espinosinas e diferentes atrativos alimentares.

Tratamentos 2%t 48 h 72h 96 h TOBC/WPRS
N = SE! MY%? N+ SE M% N = SE M% N+ SE M% Classe®
Anamed + espinosade 0,096gi.a. L™ 13,6 £ 0,77Aa* 18,1 12,2 + 0,96Aa* 22,3 12,2 + 0,96Ba* 21,8 11,7+ 0,89Ba* 23,0 1
Anamed + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 14,7+ 0,55Aa* 11,4 13,5+ 0,61Aa* 14,6 13,2+0,57ABa* 154 13,2+0,57ABa* 13,2 1
Anamed 16,6 £ 0,52Aa™ 10,3 15,8 £ 0,48Aa* 12,2 15,6 + 0,58 Aa™ 8,2 15,2 +£0,55Aa™ 9,5 1
Biofruit 3% + espinosade 0,096 gi.a. L™ 14,6 £ 0,73Aa* 11,0 12,8 £ 0,80Aab* 17,4 12,2+ 0,62ABb* 18,7 12,0+0,66ABb* 20,0 1
Biofruit 3% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™! 13,3+ 0,89Aa* 18,9 11,3+ 1,09Aa* 27,1 11,0 £ 1,09Ba* 26,7 10,6 + 1,06Ba* 29,3 2
Biofruit 3% 14,4+ 0,58Aa* 11,3 14,4+ 0,71Aa* 13,9 14,4+ 0,81 Aa* 11,8 14,4+ 0,81 Aa™ 10,7 1
CeraTrap 1,5% + espinosade 0,096 gi.a. L™ 10,8 £0,53Ba* 39,0 9,4+ 0,6Ba* 427 9,4 +0,60Ba* 423 8,6 £0,66Ba* 472 2
CeraTrap 1,5% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 6,7 £1,00Ca* 62,1 6,0 £ 0,84Ca* 63,4 5,9 £0,82Ca* 63,8 5,8 £0,86Ca* 64,4 3
CeraTrap 1,5% 17,7+ 0,42Aa™ 43 16,4 + 0,83 Aa™ 8,9 16,3 + 0,81 Aa™ 4,1 16,3 + 0,81 Aa™ 3,0 1
Flyral 1,25% + espinosade 0,096 gi.a. L™ 15,0 £0,80Aa* 12,3 14,2+ 0,86ABa* 11,2 14,0+ 0,89ABa* 7,9 14,0 £ 0,89 ABa™ 7,9 1
Flyral 1,25% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 12,9 £ 1,40Ba* 24,6 11,2+ 1,28Ba* 30,0 11,2+ 1,28Ba* 26,3 11,2+ 1,28Ba* 26,3 2
Flyral 1,25% 17,1 £0,84Aa™ 7,6 16,0 = 1,03Aab™ 11,1 15,2 + 0,86Ab™ 10,6 15,2 + 0,86Ab" 9,5 1
Isca Samarita 3% + espinosade 0,096 gi.a. L™ 10,3+ 0,36Ba* 35,6 8,7 £ 0,42Bab* 42,0 8,4 £ 0,42Bb* 43,2 8,3 +£0,42B* 43,1 2
Isca Samarita 3%+ espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 8,8 £0,69Ba* 45,0 7,5 +£0,65Ba* 50,0 7,4 +£0,66Ba* 50,0 7,3 £0,68Ba* 50,0 2
Isca Samarita 3% 16,0 £ 0,64Aa™ 13,5 15,0 £ 0,74Aa* 16,7 14,8 + 0,71 Aa™ 13,0 14,6 + 0,73Aa™ 13,1 1
Isca Samarita Tradicional 3% + espinosade 0,096 gi.a. L™ 14,3 +£0,80Ba* 16,9 11,5+ 1,07Bb* 27,7 11,4 + 1,04Bb* 279 11,4+ 1,04Bb* 27,8 2
Isca Samarita Tradicional 3% + espinetoram 0,075 g i.a. kg* 13,3+ 0,74Ba* 22,7 11,9 = 0,84Bab* 25,2 11,7+ 0,70Bb* 25,9 11,4 £ 0,62Bb* 27,8 2
Isca Samarita Tradicional 3% 17,2 £ 0,64Aa™ 7,0 15,9 £0,76Aa* 11,7 15,8 £ 0,71 Aa™ 7,1 15,8 £ 0,71 Aa™ 59 1
Melago de cana-de-agucar 7% + espinosade 0,096 gi.a. L™! 7,8+ 0,62 Ca* 480 7,6 £ 0,93Ba* 47,9 7,0 £ 0,95Ba* 52,0 6,8 + 0,85Ba* 52,8 3
Melago de cana-de-agucar 7% + espinetoram 0,075 g i.a.kg™! 9,8 + 0,81Ba* 34,7 4,0 +0,57Cb* 72,6 3,7 +0,59Cb* 74,7 3,6 +0,61Cb* 75,0 3
Melaco de cana-de-actcar 7% 15,0+ 0,61Aa" 18,9 14,6 + 0,61 Aa* 18,9 14,6 + 0,61Aa™ 14,1 14,4 + 0,60Aa™ 14,3 1

Mel 80% (controle negativo)

18,5 + 0,40a"

18,0 + 0,47a"

17,0 £ 0,552

16,8 £ 0,51a"™

"Média de insetos vivos seguidos de letras maiusculas iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si quando comparado & formulagdo de isca toxica com o respectivo atrativo alimentar e, letras mintsculas na linha, ndo diferem

significativamente entre si ao longo do tempo pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2Mortalidade corrigida da isca toxica com o respectivo atrativo alimentar e deste com o controle negativo (mel 80%) usando a férmula de Henderson e Tilton (1955).

"Nao significativo quando comparado ao controle negativo na mesma coluna.
*Significativo comparado ao controle negativo na mesma coluna.

SIOBC/WPRS classe: Classe 1 = indcuo (M < 25%), Classe 2 = ligeiramente prejudicial (25% <M < 50%)), Classe 3 = moderadamente nocivo (51% <M < 75%) e Classe 4 = nocivo (M > 75%) 96 horas ap6s a ingesto.
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Tabela 4. Numero médio de insetos vivos (N + SE) e mortalidade corrigida (M %) de D. areolatus quando submetidos ao tratamento com iscas toxicas

de pronto uso.

Tratamentos 24 h 48 h 72 h 96 h IOBC/WPRS
N + SE! M%? N+ SE M% N+ SE M% N+ SE M% Classe®
Success 0,02CB (espinosade 0,133 gi.a. L") 16,8 £ 0,48 Aa™ 0,0 16,1 + 0,54Aa"™ 2.4 15,9 £0,52Aa™ 3,05 15,8+0,55Aa™ 3,7 1
Gelsura (alfa-cipermetrina 2,0 g i.a. L) 2,8 +£0,41Ba* 83,3 2,2 +0,38Ba* 86,7 2,0 £0,39Ba* 87,8 1,8 £0,38Ba* 89,0 4
Gelsura (alfa-cipermetrina 4,0 gi.a. L) 2,3+0,42Ba* 86,3 1,8 £0,41Bab* 89,1 1,6 £ 0,37Bab* 90,2 1,4 +£0,30Bb* 91,5 4
Mel 80% (controle negativo) 16,8 + 0,29A™ - 16,5+ 0,37A™ - 16,4 + 0,42A™ - 16,4 + 0,42A™ - -

'Média de insetos vivos seguidos de letras maitsculas iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si quando comparado a formulagdo de isca toxica com o respectivo atrativo alimentar e, letras minfisculas na linha, nio

diferem significativamente entre si ao longo do tempo pelo teste de Tukey (P < 0,05).

2 Mortalidade corrigida com o controle negativo usando a formula de Henderson e Tilton (1955).
"Nao significativo quando comparado ao controle negativo na mesma coluna.

*Significativo comparado ao controle negativo na mesma coluna.

SIOBC/WPRS classe: Classe 1 = indcuo (M < 25%), Classe 2 = ligeiramente prejudicial (25% < M < 50%), Classe 3 = moderadamente nocivo (51% <M < 75%) e Classe 4 = nocivo (M > 75%) 96 horas apds a ingestdo.
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Tabela 5. Efeito subletal de atrativos alimentares e iscas toxicas sobre adultos de D. areolatus.

Tratamentos % Parasitismo' RP IOBC/WPRS classe Insetos emergidos' RE IOBC/WPRS classe
Anamed + espinosade 0,096g i.a. L™ 412571 - 1 16,1 £ 2,26 - 1
Anamed + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 445+ 545" - 1 20,8 £2,68" - 1
Anamed + fosmete 1,0 gia. Kg' 36,4 +4,69™ 9,1 1 14,9 + 1,80 10,2 1
Anamed 39,0+ 6,73™ 2,7 1 14,8 £2,34"1s 10,2 1
Biofruit 3% + espinosade 0,096g i.a. L™ 40,9 +3,94" - 1 22,9 +2,15% - 1
Biofruit 3% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ! 42,5+ 6,19 - 1 25,4 +3,67* - 1
Biofruit 3%+ fosmete 1,0 gi.a. Kg' 47,8 +£720 ™ - 1 27,8 +4,17* - 1
Biofruit 3% 44,5 £ 3,54m - 1 25,7+2725% - 1
CeraTrap 1,5% + espinosade 0,096g i.a. L™ 38,6 + 3,48 3,7 1 17,5+ 1,50™ - 1
CeraTrap 1,5% 42,8 +£326"™ - 1 20,5+ 1,200 - 1
Flyral 1,25% +espinosade 0,096g i.a. L™ 42,54+ 333" - 1 20,7 +2,26" - 1
Flyral 1,25% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™ 37,8+5,80" 5,7 1 182+1,63™ - 1
Flyral 1,25% + fosmete 1,0 gi.a. Kg' 392+2,12"™ 2,2 1 23,8 +£1,70* - 1
Flyral 1,25% 38,2+£2,99m™ 4,7 1 182+ 1,26 - 1
Isca Samarita 3% + espinosade 0,096g i.a. L™ 37,6 £ 6,09 5,7 1 10,5 +£2,26* 36,6 2
Isca Samarita 3% =+ espinetoram 0,075 g i.a. kg ™ 38,4+ 6,29 3,6 1 14,2 £2,00™ 14,4 1
Isca Samarita 3% 41,3+£2,03™ - 1 16,0+ 1,11 3,6 1
Isca Samarita Tradicional 3% + espinosade 0,096g i.a. L™ 39,3 +£5,75m 2.8 1 14,5+£2,29™ 12,6 1
Isca Samarita Tradicional 3% + espinetoram 0,075 gi.a. kg ™' 36,0 £ 3,06 10,2 1 12,3+1,71% 25,9 1
Isca Samarita Tradicional 3% + fosmete 1,0 gi.a. Kg' 37,3+4,71™ 6.9 1 10,2 £2,32%* 38,5 2
Isca Samarita Tradicional 3% 39,9+1,86™ 0,5 1 18,5+ 1,68™ - 1
Success 0,02CB (espinosade 0,133 gi.a. L) 28,9+ 0,49* 27,9 1 14,8 £2,21™ 10,8 1
Mel 80% (controle negativo) 40,1 + 2,92 - - 16,6 £ 1,29 - -

'Ntimero médio de insetos vivos (N =+ SE).

" Significativamente diferentes em relagio ao controle negativo ¢ entre si de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

ns= ndo significativo em relagdo ao controle negativo e entre si de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

RP = Redugdo do parasitismo ¢ RE = Redug¢do da emergéncia em rela¢do ao controle negativo.

OBC/WPRS classe: 1) inécuo (RP ou RE < 30%); 2) ligeiramente prejudicial (30 < RP ou RE < 79%); 3) moderadamente nocivo (80 < RP ou RE <99%), e 4) nocivo (RP ou RE > 99%)).
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Figura 1. Numero de parasitoides sobreviventes marcados com corante 24 horas apods a
exposicao aos tratamentos com organofosforados quando comparados ao controle negativo.

* Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (mel) de acordo com o teste de Dunn
a 5% de probabilidade.
S Nao significativo em relacdo ao controle negativo de acordo com o teste de Dunn a 5% de

probabilidade.
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Figura 2. Numero de parasitoides sobreviventes marcados com corante 24 horas apods a
exposicao aos tratamentos com espinosinas quando comparados ao controle negativo.

* Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (mel) de acordo com o teste de Dunn
a 5% de probabilidade.
S Nao significativo em relacdo ao controle negativo de acordo com o teste de Dunn a 5% de

probabilidade.
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Figura 3. Numero de parasitoides sobreviventes marcados com corante 24 horas apods a
exposicao aos tratamentos com iscas toxicas de pronto uso comparado ao controle negativo.

* Diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (mel) de acordo com o teste de Dunn
a 5% de probabilidade.
S Nao significativo em relacdo ao controle negativo de acordo com o teste de Dunn a 5% de

probabilidade.
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2 Artigo 2- Biocontrol Science and Technology

Versao em portugués

Desenvolvimento dos estagios imaturos de Doryctobracon
areolatus (Hymenoptera: Braconidae) em fungcao do tempo de exposicao a

diferentes condi¢des térmicas

Bruna Piovesan; Javier Antonio Contreras Miranda; Jesus Hernando Gémez
Llano; Sandro Daniel Nornberg; Rafael da Silva Gongalves; Ricardo Alexandre
Valgas; Daniel Bernardi; Dori Edson Nava
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Desenvolvimento dos estagios imaturos de Doryctobracon areolatus
(Hymenoptera: Braconidae) em fun¢io do tempo de exposicio a diferentes

condic¢des térmicas

Bruna Piovesan'; Javier Antonio Contreras Miranda'; Jesus Hernando Gémez Llano';
Sandro Daniel Nornberg?; Rafael da Silva Gongalves?; Ricardo Alexandre Valgas®;

Daniel Bernardi'; Dori Edson Nava®

"Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Programa de Pods-Graduagio em
Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Campus Universitario, Caixa
Postal 354, CEP 96010-900, Pelotas, RS, Brasil; bruna-piovesan@hotmail.com;
Partamon, Pelotas, RS, Brasil.

3 Embrapa Clima Temperado, BR-392, Km 78, 9° Distrito, Monte Bonito, Caixa Postal

403, CEP 96010-971 Pelotas, RS, Brasil.

Resumo

Doryctobracon areolatus ¢ um parasitoide nativo com potencial para ser utilizado no
controle bioldgico aplicado de mosca-das-frutas. Apesar de estudos ja terem elucidado
importantes informagdes sobre a biologia e exigéncias térmicas, ainda ¢ desconhecido o
impacto de diferentes condigdes térmicas sobre o desenvolvimento da fase imatura desta
espécie. Assim, com o intuito de otimizar a produ¢do massal de D. areolatus para o
controle bioldgico aplicado de 4. fraterculus, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento dos estagios imaturos de D. areolatus em fun¢ao do tempo de exposi¢ao
a diferentes condi¢cdes térmicas. Larvas de segundo instar de A. fraterculus foram

expostas por cinco horas ao parasitismo de D. areolatus a 25°C. Apos o parasitismo, as
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larvas foram inoculadas em dieta artificial e mantidas a 25+£2°C (temperatura padrao de
criacdo). Diariamente, a partir do dia de parasitismo (dia 0), aliquotas de 20 larvas
(parasitadas e mantidas a 25+2°C) foram acondicionadas nas temperaturas constantes de
10, 15, 20, 25, 30 e 35+2°C em camaras climatizadas. Este procedimento foi realizado até
a emergéncia do primeiro inseto no material mantido a 25+2°C. Foram avaliados a
duragdo, a porcentagem de emergéncia e a razao sexual de D. areolatus. A influéncia da
condi¢do térmica sobre os parametros biologicos estd relacionada com o estagio de
desenvolvimento imaturo de D. areolatus. A producao de parasitoides em temperaturas
extremas de 10 e 35°C ¢ invidvel, em qualquer estagio de desenvolvimento imaturo. Por
outro lado, as temperaturas de 15 e 30°C tem efeito sobre o desenvolvimento somente nos
estagios imaturos iniciais, sendo assim, podem ser utilizadas para retardar (cerca de 15
dias) e acelerar (cerca de 3 dias), respectivamente, o tempo de emergéncia de D.
areolatus, a partir do 11° dia p6s parasitismo, sem comprometer os principais parametros
biologicos da espécie. A temperatura de 20°C pode retardar a emergéncia de adultos (entre
10 a 20 dias) desde o dia do parasitismo, no entanto, menores prejuizos aos individuos
(quanto a porcentagem de emergéncia e razao sexual) ocorrem a partir do 7° dia pos

parasitismo.

Palavras-chave: parasitoide, tolerancia térmica, criagdo massal

Abstract

Doryctobracon areolatus is a native parasitoid with potential to be used in the applied
biological control of fruit flies. Although studies have already elucidated important
information about the biology and thermal requirements, the impact of different thermal

conditions on the development of the immature phase of this species is still unknown.
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Thus, in order to optimize the mass production of D. areolatus for the applied biological
control of 4. fraterculus, the objective of this work was to evaluate the development of
immature stages of D. areolatus as a function of exposure time to different thermal
conditions. Second instar larvae of A. fraterculus were exposed for five hours to
parasitism of D. areolatus at 25°C. After parasitism, the larvae were inoculated in an
artificial diet and kept at 25+2°C (standard rearing temperature). Daily, from the day of
parasitism (day 0), aliquots of 20 larvae (parasitized and kept at 25+2°C) were placed at
constant temperatures of 10, 15, 20, 25, 30 and 35+2°C in climatized chambers. This
procedure was carried out until the emergence of the first insect in the material kept at
25+2°C. Duration, emergence percentage and sex ratio of D. areolatus were evaluated.
The influence of the thermal condition on the biological parameters is related to the
immature developmental stage of D. areolatus. The production of parasitoids at extreme
temperatures of 10 and 35°C is unfeasible at any stage of immature development. On the
other hand, temperatures of 15 and 30°C have an effect on development only in the early
immature stages, so they can be used to delay (about 15 days) and accelerate (about 3
days), respectively, the emergence time of D. areolatus, from the 11th day after
parasitism, without compromising the main biological parameters of the species. The
temperature of 20°C can delay the emergence of adults (between 10 and 20 days) from
the day of parasitism, however, less damage to individuals (in terms of percentage of

emergence and sex ratio) occurs from the 7th day after parasitism.

Keywords: parasitoid, thermal tolerance, mass rearing
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Introducio

Doryctobracon areolatus Szépligeti (Hymenoptera: Braconidae) ¢ um
endoparasitoide nativo de moscas-das-frutas distribuido do Sul dos Estados Unidos a
Argentina (Ovruski et al., 2000). A ampla distribuigdo geografica, associada a registros
de altas porcentagens de parasitismo natural de moscas-das-frutas, fazem desta espécie
uma das mais promissoras a ser usada em programas de controle bioldgico de Anastrepha
fraterculus (Montoya et al., 2017; Paranhos et al., 2019; Lopez-Arriaga et al., 2022).

Neste sentido, a produgdao massal e a qualidade dos insetos produzidos em
laboratorio sao fundamentais para o sucesso do controle bioldgico inundativo no campo
(Parra & Jr. Coelho, 2022). Quando se pensa em larga escala, a maximizagao do processo
de producdo ¢ essencial. A temperatura pode ser uma importante ferramenta para a
otimizag¢do deste processo, uma vez que os insetos, por serem ectotérmicos, regulam sua
temperatura corporal pela temperatura ambiente (Le Lann et al., 2011). Determinada faixa
de temperatura pode ser favoravel e acelerar o ciclo de desenvolvimento do inseto,
resultando em menor tempo de producdo massal deste agente. De forma semelhante, o
contrario pode acontecer, onde faixas de temperatura podem retardar o ciclo de
desenvolvimento do inseto, neste caso, sendo interessante quando se deseja atrasar a
liberacdo no campo, seja por questdes de manejo, logistica ou transporte.

No entanto, apesar das vantagens, diversos aspectos da biologia dos insetos
também podem ser alterados em func¢do da temperatura, incluindo a fertilidade, razdo
sexual, longevidade e ciclo de vida (Bale et al., 2002; Poncio et al., 2016). Segundo
Colinet & Boivin (2011), cada espécie tem uma historia evolutiva particular que molda
sua adaptacdo atual, o que torna necessaria a realizacdo de estudos neste sentido, a fim de

ndo comprometer a posterior eficacia do agente de controle bioldgico.
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As condigdes térmicas ideais para o desenvolvimento de diversas espécies de
parasitoides de mosca-das-frutas ja foram determinadas (Gongalves et al., 2014; Poncio
et al., 2016; Gongalves et al., 2018). D. areolatus apresentou melhor estabelecimento da
populagdo entre 22 e 25°C, com valor de razao sexual mais elevado nesta tltima
temperatura (0,67) (Gongalves et al., 2018). Para Aganaspis pelleranoi (Bréthes)
(Hymenoptera: Figitidae), temperaturas constantes entre 20 e 25°C sdo preferiveis para
criacdo de adultos, enquanto que no caso de imaturos, temperaturas entre 28 e 30° devem
ser evitadas para nao comprometer o desenvolvimento (Gongalves et al., 2014).

Apesar da importancia do conhecimento das temperaturas constantes ideais para
o desenvolvimento dos parasitoides, poucos estudos tém focado nos impactos de
temperaturas variaveis em diferentes fases da vida destes insetos (Zhang et al., 2019).
Para algumas espécies ¢ conhecido que pequenas mudangas em condi¢des térmicas
durante a criagdo de laboratério podem otimizar o desempenho de campo dos insetos
liberados para fins de controle bioldgico (Thomson et al., 2001; Chidawanyika;
Terblanche, 2011; Castellanos et al., 2019). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
desenvolvimento dos estdgios imaturos de D. areolatus em funcao do tempo de exposi¢ao

a diferentes condicOes térmicas.

Material e Métodos
Criacdo de manutencgdo de A. fraterculus

Insetos adultos foram mantidos em sala climatizada (temperatura: 25 + 2°C,
umidade relativa do ar: 70 = 10% e fotofase: 12 horas) e¢ alimentados com dieta solida a
base de aglcar, germe de trigo e levedura de cerveja na propor¢do de 3:1:1,
respectivamente (Nunes et al., 2013). Ovos foram inoculados, ap6s 24 horas de aeracao,

em dieta artificial de germe de trigo conforme técnica descrita por Nunes et al. (2013).
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Apos o desenvolvimento larval, os insetos foram retirados da dieta utilizando-se dgua
corrente e depositados em bandejas contendo farinha de milho como substrato para
pupacao. Em seguida, as pupas foram transferidas para gaiolas de manutengdo até a

emergéncia dos adultos.

Criacdo de manutencdo de D. areolatus

Adultos de D. areolatus foram alimentados com mel e mantidos em gaiolas
plésticas (40 cm x 27 cm x 23 cm). Para multiplicagdo, foram ofertadas diariamente larvas
de segundo instar de 4. fraterculus em placa de acrilico (4 cm de didmetro x 0,2 cm de
altura) coberta com tecido voile. Apds 12h de parasitismo, as larvas foram acondicionadas
em dieta artificial de farinha de milho a fim de completar o terceiro instar (Gongalves,
2016). Quando houve a formacao das primeiras pupas, o material foi entao transferido
para bandejas e posteriormente para gaiolas até a emergéncia dos adultos, conforme

descrito para a criacao de A. fraterculus.

Bioensaio

Larvas de segundo instar de A. fraterculus, obtidas da criagdo de manutengao,
foram expostas durante cinco horas ao parasitismo de D. areolatus em condigdes
controladas de temperatura (25 +2°C) e umidade relativa do ar (65 £ 10%). Apds o
parasitismo, as larvas foram mantidas nessa condi¢do ambiental (temperatura padrao).
Diariamente, a partir do primeiro dia do parasitismo (dia 0), 20 larvas foram
contabilizadas e inoculadas em dieta artificial a base de farinha de milho (potes contendo
20 mL de dieta) e em seguida foram acondicionadas em diferentes temperaturas
constantes de 10, 15, 20, 25, 30 e 35+£2°C no interior de cAmaras climatizadas. Ao longo

do desenvolvimento imaturo, diariamente novos individuos (larvas ou pupas) foram
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distribuidos nas diferentes temperaturas até ocorrer a emergéncia do primeiro inseto
(mosca ou parasitoide) no material mantido na sala com temperatura padrao (17 dias apos
a data do parasitismo) (Apéndice B).

Em cada tratamento (temperatura e tempo de desenvolvimento) foram avaliadas
larvas do hospedeiro parasitadas e larvas ndo parasitadas (controle). Os tratamentos foram
corrigidos em relagdo ao controle utilizando a equagao de Henderson & Tilton (1955). O
experimento foi realizado em blocos ao acaso, com 3 repeticdes ao longo do tempo.

Diariamente as amostras acondicionadas nas diferentes condi¢des térmicas foram
avaliadas, a fim de realizar a manuten¢do dos insetos e avaliar os parametros biologicos
para cada fase de desenvolvimento. Os parametros bioldgicos avaliados foram: nimero
de larvas que se transformaram em pupas e tempo para atingir este estagio, porcentagem
de emergéncia de adultos de D. areolatus e tempo de emergéncia, razao sexual (rs); e
numero de parasitoides ndo emergidos dos puparios. A porcentagem de emergéncia foi
calculada através da equagdo % E= NE x 100 / ND, onde NE: niimero de parasitoides
emergidos, ND: numero total de descentes (parasitoides emergidos e nao emergidos). A
razao sexual foi determinada pela equacao rs= (numero de fémeas) / (nimero de fémeas
+ numeros de machos). O nimero de parasitoides ndo emergidos foi avaliado apds o
término do ensaio, a fim de confirmar o parasitismo, mesmo ndo havendo emergéncia.
Para isso, os puparios de 4. fraterculus foram dissecados e quando houve a presenga de

adultos de D. areolatus no seu interior, estes foram contabilizados.

Andlise estatistica
Os dados foram inicialmente avaliados quanto a normalidade, através do teste de
Shapiro-Wilk. Aqueles que seguiram distribui¢do normal e atenderam os pressupostos da

analise da variancia foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a
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analise dos dados que seguiram distribui¢do Poisson (tempo de desenvolvimento) foram
aplicados modelos lineares generalizados (GLM), utilizando o procedimento GENMOD

do software estatistico SAS (SAS Institute, 2011).

Resultados

O nimero médio de larvas de A. fraterculus sobreviventes que atingiram o estadio
de pupa apos o parasitismo por D. areolatus foi influenciado pela temperatura,
independente do dia de inicio da exposi¢do a condigdo abidtica (p< 0,05) (Tabela 1). Nos
primeiros dias apés o parasitismo, quando o hospedeiro ainda se encontrava na fase de
larva, os extremos de temperatura (10 e 35 °C) tiveram efeito na viabilidade larval,
resultando na menor quantidade de larvas que atingiram o estagio de pupa (<6,0 e <11,0,
respectivamente), em comparacao com a temperatura padrao (25°C). As temperaturas de
20 e 25 °C propiciaram a maior quantidade de pupas, ndo apresentando diferenca
significativa entre os dias, exceto para o dia 1 (temperatura de 25°C) (Tabela 1).

Em relacdo ao tempo médio para as larvas atingirem o estagio de pupa, foi
verificada diferenca significativa (p< 0,05) entre as temperaturas apenas nos dias 3 ¢ 4,
com maior tempo para completar o desenvolvimento larval observado na temperatura de
10 °C (média de 9,8 dias para o dia 3 e 10,5 dias para o dia 4). O menor tempo de
desenvolvimento larval foi verificado nas temperaturas de 20 e 25°C (média de 4 dias).
Larvas com 4 dias apds parasitismo, na temperatura padrao (25°C), quando expostas as
temperaturas de 15 e 30 °C levaram em média 5,5 a 4,7 dias, respectivamente, para atingir
o estagio de pupa. Nao houve diferenca significativa no tempo de desenvolvimento
quando comparado os dias dentro de cada temperatura (p=>0,05).

Em fun¢do deste trabalho também objetivar compreender o comportamento

bioldgico de D. areolatus ndo apenas quanto as condigdes abiodticas de temperatura, mas
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também sua relacdo quanto aos tempos de exposicdo, as varidveis porcentagem de
emergéncia e razao sexual foram apresentadas neste trabalho apenas através das médias
dos tratamentos, devido ndo ter sido encontrado modelos estatisticos que descrevessem a
relacdo entre estas variaveis (Tabela 2).

Para porcentagem de emergéncia foi identificado que assim como 25°C
(temperatura padrdo), a temperatura de 20°C apresentou emergéncia de parasitoides em
praticamente todos os dias avaliados (dia 0 até dia 17 pds parasitismo), com maiores
porcentagens de individuos emergidos observados a partir do 7° dia (em média 68,5%)
(Tabela 2). Para 15 e 30°C, maiores emergéncias foram verificadas ap6s o 11° dia do
parasitismo (38,9 e 45,5%, respectivamente). Larvas de A. fraterculus parasitadas e
expostas a 15 e 30°C em dias anteriores ao 11° dia, de modo geral ndo resultaram na
emergéncia de D. areolatus.

Melhores resultados de razao sexual para os insetos expostos na temperatura de
20°C foram observados a partir do 7° dia do parasitismo (rs=0,8), apesar da presenga de
fémeas ter sido verificada nesta temperatura desde o dia do parasitismo (dia 0) (rs=0,3)
(Tabela 2). Insetos expostos nas temperaturas de 15 e 30 °C apresentaram melhores
resultados quanto a razao sexual do 11° dia em diante (rs= 0,7 e 0,4, respectivamente).

As temperaturas de 10 e 35 °C nado foram incluidas nas analises da avaliagcdo da
emergéncia e razao sexual, pois ndo houve emergéncia de nenhum individuo em nenhum
dia avaliado, nem mesmo do hospedeiro (4. fraterculus). Nao foi observada diferenga na
emergéncia do hospedeiro e do parasitoide para todos os tratamentos avaliados.

Foi observada diferenca estatistica significativa para tempo de emergéncia de
machos e fémeas de D. areolatus quando as temperaturas foram comparadas para cada
dia pés parasitismo (p< 0,05) (Figura 1). Por outro lado, quando comparado os intervalos

de dia para cada temperatura ndo foi observada diferenga significativa (p=>0,05).
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Em relagdo a emergéncia dos parasitoides machos, a Unica temperatura que
apresentou menores médias de tempo de emergéncia para todos os dias avaliados foi a
temperatura de 25°C (variacdo média de 19,3 a 21 dias) (Figura 1). Entretanto, insetos
alocados na temperatura de 30°C ap6s 10 a 11 dias do parasitismo apresentaram o menor
tempo de desenvolvimento (18 dias). Por outro lado, aqueles expostos na temperatura de
20 °C ja no dia do parasitismo (dia 0) até o 12° dia, levaram entre 10 a 20 dias para
emergirem, quando comparado a temperatura de 25°C (padrdo). Insetos alocados em 15°C
ap6s 11 a 12 dias do parasitismo apresentaram cerca de 15 dias de atraso na emergéncia
de machos em relagdo a temperatura de 25°C. A partir do 12° dia pds parasitismo ndo foi
verificada diferenga significativa no tempo de emergéncia dos machos de D. areolatus
entre as temperaturas de 15, 20, 25 ¢ 30°C (Figura 1).

Quanto a emergéncia das fémeas, de modo geral, a temperatura de 25°C também
apresentou as menores médias de tempo de emergéncia para todos os dias avaliados
(variagdo média de 21,3 a 23 dias) (Figura 1). Insetos submetidos a temperatura de 30°C
a partir do 7° dia apos o parasitismo, apresentaram as menores médias de tempo de
emergéncia (19,7 dias), sem diferir significativamente daqueles alocados na temperatura
de 25°C (22,3 dias) (Figura 1). Individuos expostos na temperatura de 20 °C no dia do
parasitismo (dia 0) até cerca de 14 dias, apresentaram comportamento de emergéncia
semelhante ao observado para machos nesta condi¢ao, demorando entre 10 a 20 dias para
emergirem, quando comparado a temperatura de 25°C (padrdo). A partir deste intervalo,
o tempo necessario para emergéncia de fémeas nao diferiu entre as temperaturas (15, 20,
25 ¢ 30°C). A exposi¢ao na temperatura de 15°C do dia 8 pos parasitismo até cerca de 14
dias retardou a emergéncia das fémeas em cerca de 25 a 15 dias, respectivamente,

comparada a temperatura de 25°C.
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Discussao

Os resultados deste estudo indicam que a fase inicial de desenvolvimento do
hospedeiro (larvas de A. fraterculus com até 4 dias) apos parasitismo por D. areolatus,
de modo geral, ¢ mais influenciada pela temperatura do que pelo tempo de
desenvolvimento o qual foi exposto a esta condi¢ao. O reduzido nimero médio de larvas
que se transformaram em pupas nas temperaturas extremas (10 e 35°C) e o maior tempo
para completar esta fase, demonstram a inviabilidade destas condigdes térmicas para
utilizacao na otimizagao da produgdo massal de D. areolatus. Por outro lado, temperaturas
de 15, 20, 25 e 30°C parecem nao afetar o hospedeiro quanto a viabilidade de larvas,
independente do periodo de exposi¢do. Baseado nesta informagdo e no tempo necessario
para as larvas atingirem o estagio de pupa na temperatura de 15°C (em média 5,5 dias)
pode-se dizer que a partir do 4° dia pOs parasitismo, esta temperatura poderia ser utilizada
para retardar o ciclo do hospedeiro, uma vez que na temperatura padrao (25°C) o tempo
para completar o estagio de pupa ¢ de aproximadamente 4,0 dias. Isto pode ser explicado
em fun¢do de que larvas mantidas na temperatura de 25°C até o 4° dia de vida estao
praticamente formadas (fim do 3° instar) e a temperatura de 15°C nao representa uma
condicdo extrema, estando inclusive acima da temperatura base do hospedeiro A4.
fraterculus (10,7 °C) (Salles, 2000). Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que a
exposi¢cdo a longo prazo do hospedeiro na fase imatura pode acarretar efeitos ndo
desejaveis sobre o parasitoide na fase adulta, incluindo mortalidade, reducdo da
porcentagem de emergéncia e razdo sexual (Chen et al., 2008), efeitos observados no
presente trabalho quando o hospedeiro foi exposto nos primeiros 11 dias apds o
parasitismo na temperatura de 15°C. Periodos prolongados em temperaturas baixas nas
fases iniciais podem ter comprometido tanto o desenvolvimento da fase imatura do

parasitoide quanto do hospedeiro. Parasitoides cenobiontes t€ém uma relagdo intima com



275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

72

seus hospedeiros a partir do momento da deposi¢ao do ovo pela fémea até a emergéncia
do parasitoide adulto, e, portanto, o efeito da temperatura ambiente sobre o hospedeiro
consequentemente afeta a fisiologia do parasitoide (Colinet et al. 2007; Gongalves et al.,
2014). Segundo Chown & Nicolson (2004), o estresse pelo frio causa varias disfungdes
fisiologicas no inseto, podendo nao ser imediatamente detectavel, mas transferido para
outro estagio, influenciando negativamente o desenvolvimento, a fecundidade,
sobrevivéncia ou a combinagao dos mesmos.

O aumento consideravel na emergéncia e razao sexual de parasitoides a partir de
hospedeiros expostos apds o 7° dia do parasitismo a 20°C e apds o 112 dia a 15 e 30°C,
provavelmente estd associado as exigéncias térmicas demandadas pelo hospedeiro e
parasitoide nestas condigdes. Além disso, pode estar relacionado a idade do parasitoide,
onde estagios iniciais (ovo e larva) podem ter sido mais susceptiveis que o estagio de
pupa. Para algumas espécies de parasitoides [7richogramma spp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), Trissolcus basalis (Wollaston) e Telenomus podissi Ashmead
(Hymenoptera: Scelionidae)] existem evidéncias demostrando que em relacdo a baixas
temperaturas, pupas sdo mais tolerantes ao frio do que ovos, larvas ou adultos (Jalali &
Singh, 1992; Nakama & Foerster, 2001).

O semelhante tempo de emergéncia de D. areolatus alocados nas temperaturas de
15, 20, 25 e 30°C a partir do 12° (machos) e 14° dias (fémeas) apds o parasitismo a 25°C
pode ter ocorrido em funcdo de que até estes respectivos dias o parasitoide ja estava
proximo de atingir a soma térmica necessaria e se encontrava praticamente formado no
interior do pupario do hospedeiro. Segundo Gongalves et al. (2018), a duragdo média do
periodo ovo-adulto na temperatura de 25°C ¢ de cerca de 19 a 22 dias.

As informagdes relacionadas ao tempo para atingir a fase adulta (em dias e graus-

dia) de D. areolatus a 25°C, tanto de machos (19,3 dias; 330,1 GD) quanto de fémeas
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(21,3 dias; 361,2 GD) foram préximos aos obtidos em trabalhos anteriores, onde foi
observado 19,2 dias e 358,05 GD para machos e 21,8 dias e 399,97 GD para fémeas,
confirmando o modelo de exigéncia térmica obtido para o parasitoide (Gongalves et al.,
2018). Periodo semelhante para emergéncia dos adultos foi observado quando D.
areolatus foi criado em larvas do hospedeiro Anastrepha suspensa (Loew) (Diptera:
Tephritidae) (machos: 20,6 dias e fémeas: 22,1 dias) (Eitam et al., 2003). Informagdes
sobre constantes térmicas para diversas espécies de parasitoides de moscas-das-frutas
(especialmente A. fraterculus) ja foram descritas, dentre as quais para Doryctobracon
brasiliensis (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) (303,21 GD), 4. pelleranoi (391,70
GD) e Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) (222,27
GD) (Gongalves et al., 2014; Meirelles et al., 2015; Poncio et al., 2016).

O conhecimento das exigéncias térmicas ¢ importante para o controle da produgao
de inimigos naturais em laboratorio (Parra, 1997). A partir destas informagdes ¢ possivel
manejar a escala de produgdo, principalmente quando se pensa na producao em larga
escala, para fins de liberacao inundativa de parasitoides (Parra & Jr. Coelho, 2022). No
entanto, dentro deste objetivo, apenas as informagoes referentes a constante térmica e
tempo de emergéncia ndo sdo suficientes para identificar comportamentos especificos da
biologia do inseto, para fins de acelerar ou retardar o desenvolvimento do parasitoide, o
que evidencia a relevancia do presente trabalho, ao avaliar parametros relacionados, por
exemplo, a emergéncia e razao sexual.

Condigdes extremas de temperatura, como foram os casos de 10 e 35°C,
prejudicam severamente o desenvolvimento do hospedeiro, muitas vezes chegando ao
ponto de ndo ocorrer emergéncia, fato observado no presente trabalho. No caso da
exposicdo a baixas temperaturas (entre 0 e 10 °C) ¢ relatado que a maioria dos insetos

terrestres sdo imobilizados e entram em uma espécie de “coma frio” que s6 € reversivel
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se a duracdo da exposicao nao for prolongada (Lee & Denlinger, 1991). Moscas da
espécie Sarcophaga crassipalpis Macquart (Diptera: Sarcophagidae) ndo emergiram do
pupario apos exposicao a baixa temperatura (2°C) durante a fase de pupa por 10 a 40 dias
(Yocum et al., 1994). Segundo Kostél et al. (2006), quando a “dose de exposicao ao frio”,
a qual corresponde a uma combinagdo de tempo de exposi¢ao e temperatura, excede um
determinado limiar, ocorrem lesdes indiretas pelo frio, que se acumulam tornando-se
progressivamente irreversivel e eventualmente letal. Temperaturas elevadas também
exercem efeitos que podem comprometer diversas fungdes vitais dos insetos, incluindo
efeitos sobre os sistemas reprodutivo, nervoso, enddcrino € imunolégico (Du et al., 2007;
Karl et al., 2011). O aumento da temperatura (34 °C) para Eretmocerus hayati
Zolnerowich & Rose (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitoide de Bemisia tabaci
(Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) durante a fase imatura causou reducao acentuada
de varios parametros biologicos (Zhang et al., 2019). Segundo Zhang et al. (2019), dois
fendmenos podem explicar esse comportamento, o primeiro € que temperaturas elevadas
resultam em taxas metabolicas mais altas, o que custa mais em termos de requisitos
energéticos, e o segundo € que temperaturas estressantes podem alterar o comportamento
de exploragdo do sistema do inseto, de modo que eles passam mais tempo preservando
seu metabolismo e menos tempo alimentando-se do hospedeiro, investindo pouco em
reprodugao.

A partir dos resultados, pode-se concluir que a influéncia da condi¢do térmica
sobre os parametros biolodgicos estd relacionada com o estigio de desenvolvimento
imaturo de D. areolatus, com efeitos que variam de acordo com os dias de exposicao apos
parasitismo a 25°C. Assim, as temperaturas de 15 e 30°C podem ser utilizadas para
retardar (cerca de 15 dias) e acelerar (cerca de 3 dias), respectivamente, o tempo de

emergéncia de adultos de D. areolatus, a partir do 11° dia pods parasitismo, sem
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comprometer os principais parametros biologicos da espécie. A temperatura de 20°C pode
ser usada para retardar a emergéncia de adultos (cerca de 10 a 20 dias) desde o dia do
parasitismo, no entanto com menores prejuizos aos individuos (quanto a emergéncia e
razao sexual) a partir do 7° dia pos parasitismo (atraso de cerca de 15 dias). Estudos
avaliando os efeitos destes intervalos de tempo e temperatura sobre as geragdes seguintes

de descendentes de D. areolatus sdo necessarios.
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Tabela 1- Efeito de diferentes temperaturas (°C) e tempos de desenvolvimento (dias) sobre o

numero médio de larvas de A. fraterculus que se transformaram em pupas apods parasitismo de

D. areolatus a 25+2 °C. Umidade relativa do ar de 65+10% e fotofase de 12h.

Temperatura (°C)

Tempo

(dias) 10 15 20 25 30 35
0 0,0 + 0,0%* 1374033 ABa 1474088 Aa 17,3067 Aa 12,7+ 1,20 Aa 11,0£2,89 Aa
1 10£0,01 Be*  90+1,15Bab  130+153Aa  103£033Bab  10,7+0,88 Aab 77+ 4,41 Ab
2 60+001 Ac  150+200Aab  173=1,67Aa 1834088 Aa 17,0+ 0,58 Aa 10,0+ 2,64 Ab
3 204058 ABc  183+120Aa  187+033Aa  163+2,03 Aa 18,0+ 0,58 Aa 5.3+ 0,89 Ab
4 603,00ABb  17,7£185Aa  183+120Aa  19,7+033 Aa 15,3 +2,60 Aa 8,3+ 3,28 Ab

*M¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha néo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de

significancia.

**Nao houve desenvolvimento.
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Tabela 2. Porcentagem de emergéncia e razao sexual (rs) quando larvas de A. fraterculus foram
submetidas ao parasitismo de D. areolatus a 25+£2°C e posteriormente expostas em diferentes

tempos de desenvolvimento e temperaturas. Umidade relativa do ar de 65+10% e fotofase de

12h.
Temperatura (°C)
Emergéncia (%) Razao sexual (rs)
Tempo apods
parasitismo (dias) 15P 20 25 30 15 20 25 30
0 0,02 41,7 100 0,0 0,0 0,3 0,8 0,0
1 0,0 33,3 96,7 0,0 0,0 0,2 0,7 0,0
2 0,0 33,3 100 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0
3 0,0 13,1 85,2 0,0 0,0 0,7 0,5 0,0
4 0,0 0,0 100 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0
5 0,0 42 100 0,0 0,0 0,3 0,6 0,0
6 0,0 12,1 95,5 0,0 0,0 0,2 0,7 0,0
7 0,0 68,5 100 0,0 0,0 0,8 0,5 0,0
8 0,0 349 97,0 11,1 0,0 0,5 0,7 0,3
9 2,6 25,9 85,5 0,0 0,3 0,1 0,7 0,0
10 0,0 33,3 100 14,8 0,0 0,6 0,3 0,3
11 38,9 78,6 100 45,5 0,7 0,6 0,4 0,4
12 18,5 35,7 100 35,5 0,3 0,4 0,7 0,9
13 47,0 95,8 100 40,0 0,8 0,9 0,5 0,2
14 40,0 72,2 100 52,2 0,3 0,9 0,6 0,3
15 53,3 96,3 100 54,5 0,5 0,6 0,8 0,4
16 70,2 94,4 100 72,2 0,2 0,6 0,5 0,7
17 63,0 88,3 83,8 91,7 0,3 0,8 0,6 0,6

?Valores referentes a média dos tratamentos.

® As temperaturas de 10 € 35°C ndo apresentaram emergéncia em nenhum dos dias avaliados, por isso ndo estio demonstradas na tabela.



82

50 -
LR
°
fe) 10°C
T 30 o 159G
g —A— 20°C
é +— 25°C
QC) 20 ' ' —— 30°C
N —— 35°C
o)
©
S
o 10 A
U0
O
g
>
0O 0 A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Dias ap@s parasitismo a 25 °C
(A)

60 -
& 507 I
S
A=)
L2 40 A
c
£
= 40 10°C
g *— 15°C
o —A— 20°C
3 20 A 25°C
o —— 30°C
'g —8— 35°C
@ 10
Y
3

0_

IR R N R R |
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Dias apoés parasitismo a 25 °C

(B)

Figura 1. Tempo para emergéncia de machos (A) e fémeas (B) de D. areolatus quando larvas
de A. fraterculus foram submetidas ao parasitismo a 25+2°C e apds expostas, diariamente, a

diferentes temperaturas.
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3 Artigo 3- Biological Control

Versao em portugués

Dispersao espacial e temporal de Doryctobracon areolatus (Szépligeti)
(Hymenoptera: Braconidae) em pomares infestados com larvas de Anastrepha

fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
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Dispersao espacial e temporal de Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera:
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Destaques
e D. areolatus pode atingir distancias > 60 m do ponto de liberagao.
e Maior niimero de parasitoides ¢ observado em raio de = 25 m do local de liberagao.
e 6 DAL de D. areolatus ha significativa redu¢ao no niimero de insetos recuperados.

e D. areolatus chegou a parasitar larvas de A. fraterculus a 3,51 m de altura.

Resumo

Doryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae) ¢ um endoparasitoide e promissor agente
de controle de moscas-das-frutas no Brasil, especialmente, para o género Anastrepha. Embora
seja uma espécie nativa da regido Neotropical, ha caréncia de informagdes sobre sua dispersao
a campo. O objetivo do estudo foi determinar a dispersao espacial (horizontal e vertical) e
temporal de D. areolatus em pomares de frutiferas de clima temperado. Para a avaliacdo da
dispersdo horizontal e temporal foram selecionados dois pomares de pessegueiros (0,87 e 0,64
ha). Em cada pomar foram marcados 50 pontos com diferentes distdncias em relagdo ao ponto
central (PC), de onde foram liberados 4100 casais de D. areolatus com idade entre seis a dez
dias. Quatro horas ap0s a libera¢ao foram fixadas nas plantas, unidades de parasitismo (UP) (3
por ponto) a uma altura de 1,5 m do solo. As UPs foram compostas por frutos de ma¢a maduros
infestados artificialmente com larvas de segundo instar de A. fraterculus (30 larvas/fruto). Para
a avaliagdo da dispersao vertical, em um pomar de oliveira (0,96 ha) foram selecionados seis
pontos (plantas com =~ 4 metros de altura). Cada planta foi dividida em trés alturas em relacao
aosolo (1,17,2,34 ¢ 3,51m). Em cada altura foram fixadas UPs (nove UPs por planta) conforme
descrito anteriormente e liberados 250 fémeas e 50 machos de D. areolatus (seis a dez dias de
idade). Para ambos os estudos foram realizadas trés liberagdes do parasitoide, mantendo a
mesma densidade de parasitoides ¢ UPs por ponto. Decorrido 24 horas apds as liberagdes

(DAL), as UPs foram retiradas e em laboratorio foi determinado o parasitismo (%P) e o nimero
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de descendentes (ND). Foi verificado que D. areolatus apresentou capacidade de dispersar
horizontalmente a uma distancia > 60 m em relagdo ao ponto de liberagao. Porém, as maiores
taxas de parasitismo [15 a 45% (area 1); 15 a 27% (4rea 2)] e ND [20 a 35 (4rea 1); 15 a 26
(area 2)] foram observados nos pontos mais proximos ao centro, em um raio de = 25 metros e
até 2 DAL. Aos 6 DAL ocorreu redugao significativa na taxa de parasitismo ¢ ND. Em relagao
a dispersao vertical, D. areolatus parasitou larvas de A. fraterculus até¢ a maior altura de fixagao
das UPs avaliadas (3,51 m), apresentando maior taxa média de parasitismo (1,25 %) e média
de ND (2,5) comparado as demais alturas. Os resultados demonstram a dispersao de D.
areolatus e busca pelo hospedeiro a campo, o que evidencia a potencialidade de uso da espécie

em programas de controle bioldgico de moscas-das-frutas.

Palavras-chave: mosca-das-frutas, controle bioldgico, liberagao de parasitoides
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Spatial and temporal dispersion of Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera:
Braconidae) in orchards infested with Anastrepha fraterculus (Wiedemann) larvae

(Diptera: Tephritidae)

Highlights
* D. areolatus can reach distances > 60 m from the release point.
* Higher numbers of parasitoids are observed within a radius of = 25 m from the release
site.
» Seis DAL of D. areolatus there is a significant reduction in the number of insects
recovered.

* D. areolatus even parasitized A. fraterculus larvae at a height of 3.51 m.

Abstract

Doryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae) is an endoparasitoid and promising fruit
fly control agent in Brazil, especially for the genus Anastrepha. Although it is a native species
of the Neotropical region, there is a lack of information about its dispersion in the field. The
objective of the study was to determine the spatial (horizontal and vertical) and temporal
dispersion of D. areolatus in fruit orchards in temperate climates. For the evaluation of
horizontal and temporal dispersion, two peach orchards (0.87 and 0.64 ha) were selected. In
each orchard, 50 points were marked with different distances from the central point (PC), from
where 4100 couples of D. areolatus aged between six and ten days were released. Four hours
after release, parasitism units (UP) (3 per point) were fixed on the plants at a height of 1.5 m
from the ground. The UPs were composed of ripe apple fruits artificially infested with second
instar larvae of A. fraterculus (30 larvae/fruit). For the evaluation of vertical dispersion, in an

olive orchard (0.96 ha) six points were selected (plants with =~ 4 meters in height). Each plant
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was divided into three heights in relation to the ground (1.17, 2.34 and 3.51 m). UPs were fixed
at each height (nine UPs per plant) as described above and 250 females and 50 males of D.
areolatus (six to ten days old) were released. For both studies, three parasitoid releases were
performed, maintaining the same density of parasitoids and UPs per point. After 24 hours after
the releases (DAL), the UPs were removed and the parasitism (%P) and the number of offspring
(ND) were determined in the laboratory. It was verified that D. areolatus was able to disperse
horizontally at a distance > 60 m from the release point. However, the highest parasitism rates
[15 to 45% (area 1); 15 to 27% (area 2)] and ND [20 to 35 (area 1); 15 to 26 (area 2)] were
observed at points closest to the center, within a radius of = 25 meters and up to 2 DAL. At 6
DAL, there was a significant reduction in the rate of parasitism and ND. In relation to vertical
dispersion, D. areolatus parasitized A. fraterculus larvae up to the highest attachment height of
the evaluated UPs (3.51 m), showing the highest average rate of parasitism (1.25 %) and
average ND (2.5) compared to other heights. The results demonstrate the dispersion of D.
areolatus and the search for the host in the field, which highlights the potential use of the species

in biological control programs for fruit flies.

Keywords: fruit fly, biological control, parasitoid release



124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

89

1. Introducao

A busca por métodos de controle que causem o menor impacto possivel sobre o
ambiente vem crescendo nas ultimas décadas. Neste contexto, o controle bioldgico assumiu
relevante importancia como estratégia de manejo associado a outras técnicas de controle de
pragas (Paranhos et al., 2021). O mercado global de agentes bioldgicos alcangou US$ 3,4
bilhdes em 2016, com estimativa de US$ 7,6 bilhdes até o fim de 2022 (Research e Markets,
2016).

O Brasil esta na lideranca mundial do uso do controle biologico nas lavouras, com
aplicagdo em mais de 23 milhdes de hectares (Embrapa, 2019). Apenas em 2020 foram
registrados no pais 95 produtos com esta finalidade (Mapa, 2021). Embora o pais seja um dos
lideres na utilizacao do controle bioldgico, ainda ha dificuldades em relagdo a sua aplicagdo no
manejo de tefritideos praga (Diptera: Tephritidae), principalmente, para as principais espécies
que ocorrem no Brasil Anastrepha fraterculus (Wiedemann) e Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Zucchi, 2000). Os danos nas frutas sdo ocasionados pelas fémeas mediante a oviposi¢ao e,
posteriormente, pela alimentacdo das larvas, que destroem a polpa dos frutos, aceleram o
amadurecimento e levam a queda prematura (Botton et al., 2016; Zart et al., 2011; Zucchi,
2015). Anualmente, os prejuizos estimados com estas pragas representam cerca de RS 180
milhdes, incluindo perdas na producdo, comercializagdo e custos de controle (Mapa, 2015).

Entre a grande diversidade de espécies potenciais de parasitoides que podem ser
utilizados no manejo de tefritideos estd Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera:
Braconidae) (Paranhos et al., 2019; Zucchi e Moraes, 2008), endoparasitoide nativo da regido
Neotropical que parasita os estdgios iniciais do desenvolvimento das moscas-das-frutas,
especialmente, do género Anastrepha (Murillo et al., 2015; Paranhos et al., 2021). Diversos

trabalhos ja elucidaram aspectos referentes a taxonomia, técnicas de criacdo e biologia desta
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espécie (Gongalves et al., 2018; Lopez-Arriaga et al., 2021; Paranhos et al., 2019; Paranhos et
al., 2021; Sthul e Sivinski, 2015).

Por ser uma espécie nativa, D. areolatus possui vantagens quanto a sua interacao
evolutiva com os hospedeiros e maior adaptagdo as condi¢cdes ambientais locais, comparado a
espécies exoticas (Eitam et al., 2004). Como exemplo, pode-se citar a introducao e liberagao do
parasitoide exotico Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae)
para o manejo de moscas-das-frutas. Apesar da eficiéncia de controle, o parasitoide ndo se
estabeleceu nas liberagdes realizadas no Brasil (Paranhos et al., 2019). Este fato pode
desencadear um manejo ineficiente da praga em regides com predominancia de temperaturas
baixas, como ocorre no Sul do Brasil (Sugayama, 2000), regido onde encontram-se as maiores
areas produtoras de frutiferas de clima temperado do pais, como a maga (Malus domestica
Borkh.) e o péssego (Prunus persicae (Linnaeus)) (Rosales: Rosaceae) (IBGE, 2020).

Desta forma, a ampla distribuicdo geografica e a abundancia de D. areolatus, em
praticamente todos os estados brasileiros, associado as caracteristicas bioldgicas, fazem desta
espécie uma das mais promissoras para uso em programas de controle biolégico de moscas-
das-frutas (Paranhos et al., 2019). Embora as técnicas de criagao em laboratério ja tenham sido
estabelecidas (Gongalves, 2016; Gongalves et al., 2018) e verificado o elevado potencial de
parasitismo sobre larvas de A. fraterculus e C. capitata (Nunes et al., 2011; Nava et al., 2019),
ainda ha falta de informagdes sobre o comportamento de dispersdo a campo. Segundo Hougardy
e Mills (2006), a escassez de informagdes neste sentido para a maioria dos agentes de controle
biologico ocorre principalmente devido a dificuldade de avaliar a habilidade de dispersao de
pequenos insetos. O conhecimento da capacidade de dispersdo da espécie ¢ primordial para
estabelecer estratégias bem-sucedidas de controle biologico inundativo (Montoya et al., 2000;
Paranhos et al., 2007; Zappala et al., 2012). Em adicdo, informagdes relacionadas a capacidade

de dispersdo da espécie, tanto no sentido espacial (distdncia e altura) quanto temporal
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(sobrevivéncia do parasitoide no pomar) sao essenciais para definir o numero de pontos de

liberacao do inseto a fim de obter os melhores resultados de manejo (Oliveira et al., 2020).
Frente a isso, o trabalho teve como objetivo conhecer a dispersao espacial e temporal

do parasitoide Doryctobracon areolatus (Hymenoptera: Braconidae) em pomares de frutiferas

de clima temperado.

2. Material e métodos
2.1. Caracterizagdo dos locais de estudo

Os experimentos foram realizados em pomares de pessegueiro (0,87 e 0,64 hectares) e
oliveira [Olea europaea Linnaeus (Lamiales: Oleaceae)] (0,96 hectares), localizados na area
experimental da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil (latitude 31° 41°S, longitude
52°26°0, altitude 57 m). Para ambas as areas de estudo (pomares), a paisagem adjacente ¢
formada por remanescentes de floresta, além da ocorréncia esporadica de espécies frutiferas,
tanto nativas [(pitanga - Eugenia uniflora Linnaeus), (aragd - Psidium cattleianum Sabine)
(Myrtales: Myrtaceae)], quanto exoticas [(p€ssego e ameixa - Prunus spp. Linnaeus) (Rosales:
Rosaceae), (citros - Citrus spp. Linnaeus) (Sapindales: Rutaceae)]. Foram realizados dois
experimentos, durante o periodo de auséncia de frutos nas plantas. Este critério foi estabelecido
para ndo haver sobreposi¢cdo de frutos de pé€ssego com as unidades de parasitismo (UPs),
constituidas por frutos de maca infestados articialmente com larvas de segundo instar. Para
tanto, o primeiro experimento teve como finalidade conhecer a capacidade de dispersdo
horizontal e temporal de D. areolatus apos a liberagdo. J4 o segundo experimento teve por
objetivo conhecer a capacidade de dispersao vertical, através da avaliagdo de diferentes alturas
de busca por parasitismo em larvas de A. fraterculus.

Para ambos os experimentos, previamente a liberacdo dos parasitoides foram

distribuidos aleatoriamente em cada pomar 25 unidades de parasitismo (UP), compostas por
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frutos de maca maduros infestados artificialmente em laboratorio com larvas de 4. fraterculus
de segundo instar (30 larvas por fruto). Este procedimento teve como objetivo verificar a
existéncia ou nao de parasitismo natural. Segundo Harbi et al. (2015), o parasitismo observado
em armadilhas com frutas representa o0 movimento da fémea e, portanto, pode ser usado como
um método indireto para detectar a dispersao de adultos. As UPs foram elaboradas através da
realizagdo de um corte horizontal no fruto, seguido da abertura de duas cavidades na polpa
(parte superior e inferior) (Apéndice C). Com o auxilio de uma espatula (inox com micro colher
3 mm), as larvas foram adicionadas no interior dos frutos em conjunto com fibra de trigo e dieta
artificial larval de farinha de milho.

Nos pomares, as UPs foram fixadas nas plantas a 1,5 m do solo e acondicionadas
individualmente no interior de rede plastica (polietileno) para frutas (1 Kg) permanecendo neste
local por um periodo de 24 horas. Para cada experimento instalado no campo, trés UPs foram
mantidas como controle em condi¢des controladas de laboratério (temperatura: 25+2°C,
umidade relativa do ar: 70+10% e fotofase: 12 horas) a fim de verificar a mortalidade natural
da populagdo de insetos e realizar a corre¢cdo por Abbott (1925).

Durante a condugdo dos experimentos, as condi¢des climaticas locais como
temperatura, umidade relativa do ar, precipitagdo, velocidade e direcdo do vento foram
monitoradas por meio dos dados obtidos da estagdo meteorologica instalada na Embrapa Clima
Temperado, Sede, Pelotas, RS a uma distancia de cerca de 1 quildmetro das areas experimentais

(Tabela 1).

2.2. Criagdo e multiplicagdo de D. areolatus
Os parasitoides utilizados nos experimentos foram provenientes da criacdo do
Laboratério de Entomologia, onde os adultos foram criados no interior de gaiolas plasticas (40

cm x 27 cm x 23 cm), alimentados com mel e mantidos em sala climatizada (temperatura de
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25+2°C, umidade relativa do ar de 70+10% e fotofase de 12 horas). A multiplicagdo de D.
areolatus foi realizada em larvas de segundo instar de 4. fraterculus criadas em dieta artificial
conforme metodologia proposta por Gongalves (2016). Apds o periodo de exposicao ao
parasitismo (12 horas), as larvas em mistura com germe de trigo hidratado, foram transferidas
para dieta artificial de farinha de milho, onde permaneceram até¢ a formagdo das primeiras
pupas. Para a pupacdo foi utilizado farinha de milho como substrato. Em seguida, as pupas

foram separadas e acondicionadas nas gaiolas de emergéncia.

2.3. Capacidade de dispersdo horizontal e temporal

Foram selecionados dois pomares de pessegueiro, area 1 (Al- 0,87 hectares) e area 2
(A2- 0,64 hectares) e realizado o georreferenciamento utilizando GPS topografico (Leica™,
modelo GS20 PDM) e drone (DJI™, modelo Phantom 4 PRO) para captar as imagens aéreas e
gerar mapas georreferenciados (Figs. 1 e 2). Posteriormente, em cada pomar foram
identificados 50 pontos (com fitas de tecido napa amarelo), além de um ponto central
(representados por plantas de pessegueiro). A distncia entre pontos e em relagdo ao ponto
central foi definida através dos mapas georreferenciados das areas, gerados no software
ArcGIS™, Feito isso, no ponto central de cada 4area foi liberada uma densidade de
aproximadamente 4100 casais de D. areolatus (=5800 fémeas/ha) com seis a dez dias de idade,
provenientes da criacdo de manuten¢do. A densidade de parasitoides liberados foi estabelecida
com base em estudos prévios.

Foram realizadas trés liberagdes de D. areolatus nos meses de janeiro, fevereiro e abril
de 2021 e em cada liberagdo foram ofertadas UPs em trés oportunidades (oferta A: no dia da
liberagdo (1 DAL); oferta B: 2 DAL; e oferta C: 6 DAL). As liberagdes foram realizadas nas
primeiras horas do dia, entre as 7 e 8 horas do periodo da manha (UTC-3, horario de Brasilia).

Decorrido 4h da liberagdo, foram fixadas as UPs, compostas por frutos de maga, conforme
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descrito anteriormente, nos 50 pontos previamente marcados. Para cada ponto foram fixadas
trés UPs, a uma altura de 1,5 m do solo, compreendendo todo o entorno da planta de
pessegueiro. Apds 24 horas de exposi¢ao a campo, as UPs foram removidas e, em laboratorio,
as larvas de segundo instar foram retiradas dos frutos por meio da lavagem em agua corrente e
com auxilio de uma peneira de malha fina. Posteriormente, as larvas foram acondicionadas em
recipientes plasticos (80 mL) (uma UP por recipiente) contendo dieta artificial (20 mL)
composta por farinha de milho para completar o desenvolvimento larval e foram mantidas em
sala climatizada. No final do terceiro instar (aproximadamente 4 dias), as larvas foram
transferidas para potes plasticos (80 mL) contendo farinha de milho média (1 cm) como
substrato para pupagao. Posteriormente, os puparios foram separados da farinha com auxilio de
uma peneira (malha grossa) para posterior emergéncia (moscas e/ou parasitoides). Ao atingirem
a emergéncia, os parasitoides de cada UP foram retirados, contabilizados e transferidos para
recipientes (10 mL) contendo alcool 70%, para a identificacio em chave especifica de
braconideos para fins de comprovacao da espécie (Canal e Zucchi, 2000; Marinho et al., 2018).
Os puparios que permaneceram intactos foram dissecados para verificar a presenga de moscas
ou parasitoides ndo emergidos, a fim de determinar a taxa real de parasitismo.

Os parametros avaliados foram: nimero de descendentes (ND), calculado por ND=
nimero de parasitoides emergidos + numero de parasitoides ndo emergidos (presentes no
interior das pupas) e percentual de parasitismo (%P), calculado por P (%) = [ (nimero de

descendentes) / (mimero total de adultos emergidos (parasitoides e moscas) | X 100.

2.4. Capacidade de dispersdo vertical
De forma aleatdria foram marcados seis pontos (plantas com aproximadamente 4 metros
de altura) no interior de um pomar de oliveira (0,96 ha). Cada planta foi considerada uma

repeti¢do e dividida em trés estratos de altura em relagcdo ao solo, sendo: inferior (1,17 m),
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mediano (2,34 m) e superior (3,5Im). Em cada altura foram fixados trés frutos de maga
infestados com larvas de segundo instar de 4. fraterculus (30 larvas/fruto) na parte externa da
planta, conforme descrito anteriormente, totalizando nove UPs por planta. Apos a fixag¢ao das
UPs nas arvores, foram liberados 250 fémeas e 50 machos (<1562 fémeas/ha) com seis a dez
dias de idade na entrelinha de cada ponto. Decorrido 24 horas da exposi¢dao a campo, as UPs
foram retiradas e transportadas ao laboratdrio para posterior avaliagdo do numero de
descendentes (ND) e porcentagem de parasitismo (%P), seguindo os procedimentos descritos
anteriormente. Neste estudo foram realizadas trés liberagdes do parasitoide durante trés
semanas consecutivas (novembro de 2021), mantendo a mesma densidade de parasitoides por

ponto. A cada dia de liberagao foi feita uma nova oferta de UPs.

2.5. Andlise estatistica

Inicialmente, todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk a fim
de verificar a normalidade. Nao apresentando distribui¢do normal utilizaram-se testes nao
paramétricos, uma vez que variavel nimero de descentes (ND) seguiu distribui¢ao de Poisson
e a variavel percentual de parasitismo (P%) distribui¢do binomial. Os dados de dispersao
horizontal para a estimativa das distancias e os dados de dispersdo temporal para avaliacao dos
dias apos a liberagdo foram submetidos a analise da variancia através de modelos lineares
generalizados (GLM) no software estatistico R Studio (RStudio Team, 2021). Os dados de
dispersao vertical para a avaliagdo das alturas foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e
quando a estatistica obteve um valor de p significativo (p< 0,05) foi aplicado o teste de Dunn a

95% de probabilidade no software estatistico Bioestat (versao 5.0).

3. Resultados
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A avaliagdo prévia dos pomares, através da distribui¢do de UPs infestadas com larvas
de segundo instar de A4. fraterculus indicou a auséncia de parasitismo natural nas areas onde o
estudo foi realizado. Em todas as UPs avaliadas, nenhum espécime de parasitoide foi
recuperado. Nao foi observada diferenga entre UPs mantidas em laboratério (controle) e aquelas

levadas ao campo, quanto ao nimero de insetos sobreviventes.

3.1. Dispersdo horizontal e temporal

Foi observado que adultos de D. areolatus conseguiram parasitar larvas de A.
fraterculus localizadas a 68,5 m (area 1) e 64,8 m (area 2) do ponto de liberacao central (Figs.
3 e 4, respectivamente). Contudo, as maiores taxas de parasitismo [15 a 45% (area 1); 15a27%
(area 2)] e descendentes recuperados [20 a 35 (4rea 1); 15 a 26 (area 2)] em larvas de A.
fraterculus localizadas nas UPs foram observados nos pontos mais proximos ao ponto de
liberacdo em um raio de até 25 metros (Figs. 5 € 6).

Em adicdo, foi verificada uma tendéncia de direcionamento de dispersdo dos
parasitoides para o sentido oeste do ponto de liberagdo (Tabela 1; Figs. 5 e 6). Mediante os
modelos matematicos ficou evidenciado um efeito da distancia (p< 0,05) sobre as varidveis
avaliadas (porcentagem de parasitismo e nimero de parasitoides recuperados), demonstrando
que quanto maior a distancia do ponto de liberag@o central, menores sdo as taxas de parasitismo
e o numero de insetos recuperados em larvas de A. fraterculus (Tabela 2).

Em relagdo a dispersdo temporal, houve diferenca significativa (p< 0,05) quando foi
comparado a taxa de parasitismo e o numero de descendentes em relagdo as ofertas das UPs
apos a liberagdo dos parasitoides nos pomares (Tabelas 3 e 4). Para ambos os locais de estudo
(Area 1 e Area 2), foram observados os maiores nameros de descendentes de D. areolatus até

2 DAL [oferta A (total: Al=262; A2=443) e oferta B (total: A1=229; A2= 587) ]. Enquanto
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que, aos 6 DAL (oferta C) o ND do parasitoide foi significativamente (p< 0,05) inferior as

demais ofertas (total: Al= 6; A2=29) (Tabelas 3 ¢ 4; Figs. 3 ¢ 4).

3.2. Dispersado vertical

Foram observadas diferencas significativas em relacdo a porcentagem de parasitismo
(H=10,89; GL=2; p=0,0043) e nimero médio de descendentes (H=11,62; GL=2; p=0,0030)
ao avaliar as trés alturas de fixagao das UPs nas arvores (Figs. 7 e 8). O parasitoide D. areolatus
conseguiu se dispersar verticalmente até a maior altura de fixacdo das UPs (3,51 m). Neste
ponto, a média de descendentes (2,5) e a taxa média de parasitismo (1,25%) foram sempre
superiores comparada com as alturas de 1,17 e 2,34 m, cujas médias foram inferiores a 0,5

insetos e menos de 0,2% de parasitismo (Figs. 7 e 8).

4. Discussao

Os resultados demonstraram que o parasitoide D. areolatus alcangou distancias acima
de 60 metros em relagdo ao ponto central de liberagdo, apesar de os maiores niimeros de
descentes recuperados terem sido observados nos pontos mais proximos ao local de liberacao,
em um raio de até 25 metros. Este fato evidencia a capacidade de deslocamento no sentido
horizontal do parasitoide em busca pelo hospedeiro.

A diminui¢do da taxa de parasitismo com o aumento da distancia do ponto de liberacao
pode ocorrer devido a uma maior demanda energética exigida pelo inimigo natural na busca
pelo hospedeiro (Bueno et al., 2012), uma vez que as fémeas direcionam os gastos energéticos
para fins de garantir sua progénie (Jervis et al., 2008). Além disso, ao percorrer distancias
maiores aumenta a chance de mortalidade natural, tanto por fatores bidticos como abiodticos
(Geremias e Parra, 2014). De acordo com Camargos et al. (2018), devido a pequena

possibilidade de encontro entre o parasitoide e o hospedeiro durante a busca pelo parasitismo e
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ao curto tempo de vida do parasitoide (média de 16 dias) (Nunes et al., 2011), o inimigo natural
tende a ovipositar em local proximo de onde foi liberado. Para Paranhos et al. (2007), a
probabilidade de capturar um adulto de D. longicaudata em pomar de citros a uma distancia
maior que 40m foi muito baixa (praticamente nula). Entretanto, Harbi et al. (2015) observaram
que D. longicaudata liberado em pomares de citros apresentou capacidade de parasitismo de
larvas de C. capitata em até 75 m do ponto de liberagdo. Em pomar de goiabeira, D.
longicaudata ocasionou parasitismo em larvas de A. fraterculus e C. capitata localizadas a uma
distancia de 220 m do ponto de liberagao (Camargos et al., 2018). Porém, nesse mesmo estudo,
a maior taxa de parasitismo (90% das larvas) de 4. fraterculus foi observado em um raio de até
22,20 m de distancia do ponto de liberagdo, reduzindo drasticamente a medida que a distancia
aumentou. Comportamento similar foi observado no presente estudo, o qual foi validado através
dos modelos de estimativa das distancias. Em estudos desenvolvidos por Leal et al. (2008),
ficou evidenciado que D. longicaudata alcangou larvas distanciadas até 20 m do ponto de
liberacdo. Contudo, este fato pode ter ocorrido devido ser a maior distancia avaliada no
trabalho. Dados de dispersao avaliando outras espécies de himenopteros, como Aphytis melinus
DeBach (Hymenoptera: Aphelinidae) parasitoide da cochonilha Aonidiella aurantii (Maskell)
(Hemiptera: Diaspididae) demonstraram capacidade de deslocamento em distancias inferiores
a 40 m em pomar de citros (Zappala et al., 2012).

A variagdo de resultados em trabalhos de dispersdo de parasitoides em culturas
diferentes pode estar associado a diversos fatores bidticos e abidticos que podem atuar no
comportamento dos inimigos naturais. Dentre os fatores bidticos estdo hospedeiro, densidade
de parasitoides liberados na area, adaptabilidade da espécie no local e capacidade de voo do
parasitoide avaliado (Pratissoli et al., 2002). No caso dos fatores abioticos, as condic¢des
climaticas locais no momento da liberacdo, as caracteristicas dos ambientes de cultivo, como

por exemplo, diferencas na arquitetura e altura das plantas, espagamentos de plantio e tamanho
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dos pomares podem influenciar direta ou indiretamente na dispersao horizontal (deslocamento)
e na busca pelo hospedeiro (Camargos et al., 2018; Pinto e Parra, 2002; Pratissoli et al., 2002).
De acordo com Hougardy e Mills (2006), a distancia deve ser grande o suficiente para atingir
os possiveis hospedeiros, mas limitada o bastante para evitar que os parasitoides dispersem para
fora da area de interesse.

Nas duas areas de estudo de dispersdo horizontal (Areas 1 e 2), os adultos de D.
areolatus dispersaram-se em todas as dire¢cdes monitoradas. Embora apresentaram uma
tendéncia de direcionamento para o sentido oeste do pomar. Tal fato pode ser explicado devido
a maior predominancia do vento oriundo do sentido leste-oeste observado nos dias da liberagao.
O vento ¢ um agente regulador da dispersao de parasitoides, uma vez que a dispersao passiva €
controlada por ele (Harbi et al., 2015; Silva, 2007). Em adigao, a direcao oeste encontra-se na
mesma orientacao das linhas de cultivo da cultura a partir do ponto central de liberagao. A
menor presenca de obstaculos (vegetagdao) na linha de liberagdo pode ter favorecido o
deslocamento dos insetos para esta direcdo. Fato também observado para D. longicaudata apos
a liberacdo na cultura da goiabeira (Camargos et al., 2018).

Em relacdo a dispersao temporal de D. areolatus, foi verificado que as maiores taxas de
parasitismo e de descentes recuperados ocorrem nos primeiros dias apos a liberagdo do
parasitoide (2 DAL), enquanto aproximadamente apds uma semana (6 DAL) esses valores sdo
significativamente reduzidos. Este fato demonstra que a frequéncia de liberagao de D. areolatus
no campo deve ser realizada em intervalos inferiores a seis dias (preferencialmente a cada 3 a
5 dias). Uma possivel explicagdo para a reducdo da presenga do inseto nas areas a partir de 6
DAL pode estar associada a migracao dos parasitoides para a mata nativa do entorno do pomar.
Os parasitoides sdo guiados para os sitios de parasitismo por meio de substincias volateis
liberadas pelos frutos, assim como, na busca de alternativas de alimentagdo (Leyva et al., 1991;

Messing e Jang, 1992). Sendo assim, a possibilidade de busca por alimento, abrigo e
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hospedeiros em areas adjacentes durante o periodo de auséncia de UPs (entre 3 e 5 DAL) pode
ter desencadeado a migragao dos parasitoides para fora da area de estudo, diminuindo assim,
consequentemente, a taxa de permanéncia dos insetos na area de liberagao.

Viérios estudos tém demonstrado que parasitoides, como exemplo da espécie Diadegma
insulare (Cresson) (Hymenoptera: Ichneumonidae) parasita da traga-das-cruciferas [Plutella
xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae)] comumente se alimentam de substancias
acucaradas no campo, o que sugere que os recursos florais presentes em plantas adjacentes
provavelmente sdo utilizados como alimento pelos parasitoides (Lee et al., 2006). Outra
hipdtese € a ndo sobrevivéncia, devido a condi¢des adversas do proprio ambiente, incluindo
presenca de predadores. Diachasmimorpha longicaudata também apresentou as maiores taxas
de parasitismo em larvas de A. fraterculus nos primeiros dias apos a liberagdo em pomar de
goiaba, mais especificamente nas primeiras 48 horas, mantendo-se ativo até sete dias (168
horas) poés liberagao (Camargos et al., 2018). De acordo com esses autores, 44 espécimes foram
recuperados apos 15 dias de liberacdo. Entretanto, apresentaram baixa taxa de parasitismo (<
2,0 %). Este fato evidencia que apesar de reduzir a eficiéncia de parasitismo ao longo dos dias,
a espécie foi capaz de sobreviver durante este periodo (15 dias). No presente estudo, porém,
ndo foi realizada avaliagdo aos 15 dias, uma vez que aos 6 DAL baixa quantidade de D.
areolatus foi recuperada.

O parasitoide D. areolatus conseguiu se dispersar até a maior altura considerada (3,51
metros). Houve registro de parasitismo em todas as alturas das plantas, ndo ocorrendo diferenga
entre os niveis inferior e mediano. Contudo, no estrato superior (3,51 metros) foram verificados
os maiores numeros meédios de descentes e porcentagens de parasitismo, o que demonstra boa
capacidade de dispersdo vertical. Essa caracteristica ¢ importante quando se pensa na escolha
da espécie de parasitoide, pois além da eficiéncia como agente de controle bioldgico o inseto

precisa apresentar adequada capacidade de dispersao, tanto horizontal quanto vertical.
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Ao contrario de algumas espécies, como Aganaspis pelleranoi (Bréthes) (Hymenoptera:
Figitidae), D. areolatus raramente investiga frutos caidos no solo, pois tém preferéncia por
larvas de primeiros instares, as quais ficam localizadas nos frutos presentes nas arvores (Sthul
e Sivinski, 2015). Segundo Salles (1995), A. fraterculus infesta de forma uniforme frutos
localizados entre 2 a 10 m de altura, o que faz que o parasitoide precise explorar as plantas para
obter sucesso na busca do hospedeiro. Ao avaliar o comportamento de dispersao de parasitoides
das familias Tachinidae, Ichneumonidae, Braconidae e Chalcidoidea foi observado que a taxa
de parasitismo nos diversos hospedeiros (pertencentes as familias Geometridae, Noctuidae,
Tortricidae, Bucculatricidae, Tenthredinidae e Lymantriidae) diminuiu do primeiro (préximo
ao solo) para o terceiro nivel de altura e diferiu significativamente entre as espécies de arvores
[Acer campestre Linnaeus (Sapindales: Sapindaceae), Carpinus betulus Linnaecus (Fagales:
Betulaceae), Fraxinus spp. Linnaeus (Lamiales: Oleaceae), Quercus cerris (Fagaceae),
Quercus robur Linnaeus (Fagales: Fagaceae), Tilia cordata Linnaeus (Malvales: Malvaceae) e
Ulmus laevis Linnaeus (Rosales: Ulmaceae) ] (Sigut et al., 2018). Em adigdo, esses autores
verificaram que a estratificacdo vertical da densidade de insetos, a diversidade e taxa de
parasitismo foram mais pronunciadas nas espécies de arvores mais altas.

Além da capacidade de voo do proprio parasitoide, a estrutura da vegetagdo de cada
espécie de planta pode influenciar no deslocamento vertical dos insetos (Smith, 1988). A altura
média de dispersdao de fémeas de D. longicaudata em plantas de goiabeira foi de
aproximadamente 2,0 m durante o periodo em que o dossel das plantas estava no apice da
produgdo de frutos maduros (Messing et al., 1994).

As baixas taxas de parasitismo de D. areolatus observadas no presente trabalho podem
estar associadas a metodologia utilizada. Em fun¢do da necessidade de manipulacdo frequente
das UPs e possivel perda (mortalidade) das unidades experimentais, o nimero de larvas foi

superestimado (30 larvas por UP). Em laboratdrio, geralmente a propor¢do entre larvas do
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hospedeiro A. fraterculus e fémeas de D. areolatus ¢ de 10 para 1 (10 larvas: 1 fémea)
(Gongalves, 2016).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que D. areolatus apresenta ampla
capacidade de dispersao horizontal, conseguindo atingir distancias superiores a 60 metros do
ponto de liberacao nas condi¢des onde o estudo foi realizado. As maiores taxas de parasitismo
e numero de descentes sao observados em um raio de aproximadamente 25 metros a partir do
ponto de liberagdao. Assim, considerando este raio de dispersdo e a fim de obter uma répida,
uniforme e eficiente dispersao dos parasitoides ao longo de toda a area de cultivo, ¢
recomendado que o espagamento entre os pontos de liberagdo seja de 50 m (5 pontos/ha). A
frequéncia de liberacdo de D. areolatus no campo necessita ser realizada semanalmente (em
intervalos de 3 a 5 dias, preferencialmente). Doryctobracon areolatus possui capacidade para
atingir hospedeiros acima de 3 m de altura. Estes resultados fornecem diretrizes para futuros

estudos de validacao a campo da eficiéncia de D. areolatus no manejo de moscas-das-frutas.
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Informagdes meteoroldgicas registradas nas datas da liberagao de D. areolatus em pomares de

pessegueiro (avaliagao da dispersao horizontal e temporal) e oliveira (dispersao vertical).

Pomar de pessegueiro

Data da Temperatura Umlqade Chuva Dire¢ao do Velocidade
liberacao média (°C)* relativa (mm) vento do vento
(%) (m/s)
19/01/21 20,6 81,1 0,0 ESE 5,1
23/02/21 23,0 84,8 3.8 NNW 5,4
06/04/21 22,5 89,0 0,2 NNE 5,1
Pomar de oliveira
Data da Temperatura Umlqade Chuva Direcdo do Velocidade
liberagdo média (°C)* relativa (mm) vento do vento
(%) (m/s)
18/11/21 15,8 76,0 15,4 ESE 5,0
23/11/21 20,3 72,4 0,0 SE 10,7
01/12/21 19,7 79,2 0,0 E 8,8

*Dados referentes a média do dia.
Fonte: Embrapa Clima Temperado (Sede) - Pelotas — RS/Brasil.
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Tabela 2
Modelos de estimativa de distancias sobre numero de parasitoides e porcentagem de

parasitismo de D. areolatus liberado em areas de péssego.

Area
Varigveis Area 1 Area2
Modelo' p valor Modelo' p valor
parasljtoidcs exp(1,983103 + (-0,040624)* distancia) 2,00 x10°1¢ exp(2,026920+(-0,029291)* distdncia) 2,00 x1071¢
0,
4)‘ logit-1(-1,569427+(-0,054876)* distdncia 2,12 x10°% logit-1(-2,064378+(-0,033218)* distancia 1,31x 10
parasitismo & &

"Modelos significativos referentes a data da liberagdo de D. areolatus (p< 0,05).
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Numero de descendentes e porcentagem de parasitismo de D. areolatus em relagdo aos

diferentes dias de oferta de unidades de parasitismo observados na area 1.

N° parasitoides

Oferta A Oferta B Oferta C
Intercepto 1,7456* 1,5267 0,04
p valor 2,00 x 10716 1,53 x 10710 3,15x 1013
Erro padrio 0,0618 0,0661 0,4082
Dif letra a a b
% parasitismo
Oferta A Oferta B Oferta C
Intercepto 0,0314* 0,0167 0,0004
p valor 2,00 x 10716 2,00 x 10716 2,62 x 10712
Erro padrio 0,134 0,1826 1,0598
Dif letra a b c

*Valores de intercepto seguidos de mesma letra nao diferem significativamente entre si (p<0,05).
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Tabela 4
Numero de descendentes e porcentagem de parasitismo de D. areolatus em relagdo aos

diferentes dias de oferta de unidades de parasitismo observados na area 2.

N° parasitoides

Oferta A Oferta B Oferta C
Intercepto 2,9533* 3,91 0,1933
p valor 2,00 x 1016 7,75 x 107 2,00 x 1016
Erro padrio 0,0475 0,0413 0,1857
Dif letra b a c

% parasitismo

Oferta A Oferta B Oferta C
Intercepto 0,0418* 0,0353 0,0025
p valor 2,00 x 1016 2,26 x 107! 1,02 x 10°!
Erro padrio 0,0995 0,1076 0,3947
Dif letra a a b

*Valores de intercepto seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (p< 0,05).
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Fig. 1. Pomar de pessegueiro com a localizag@o dos 50 pontos da area 1 (0,87 hectares), aonde foram distribuidas as unidades de parasitismo.

Os pontos estao representados pela cor azul. O ponto central (PC), em vermelho, corresponde ao local de liberagao dos parasitoides e os demais pontos correspondem aos locais de avaliagdo do parasitismo, a diferentes
distancias (m) do PC, sendo: A19=39.,4; A25=34,5; B3= 60,6; B9= 51,4; B35=33,3; B43=51,5; C32=58,2; D15=38,2; E14=42,4; E21= 30,3; E29= 20,0; E38= 18,2; E45=23,3; E58=48,5; F25=39,4; F37=58,5;
H8= 54,5; H40= 6,7; H48= 20,6; 127= 51,5; 124= 24,2; J31=9,0; J58= 34,5; K2= 51,5; K9= 37,6; K42=23,0; K60=49,7; L1= 66,7, L35= 14,5; L41= 13,3; L58= 36,7; M7= 24,8, M49= 50,3; N17= 39,4; N36= 25,4,
N43=25,4; N51=33,3; N60=42,4; O5= 66,7; 013=52,7; 029= 34,5; 082= 63,6; P22= 45,4; P47= 40,6; P55=454; P74= 55,7, P80= 68,5; Q5= 57,6; Q30=41,2; Q54=53,3.
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Fig. 2. Pomar de pessegueiro com a localizagdo dos 50 pontos da area 2 (0,64 hectares), aonde foram distribuidas as unidades de parasitismo.

Os pontos estdo representados pela cor azul. O ponto central (PC), em vermelho, corresponde ao local de liberagdo dos parasitoides e os demais pontos correspondem aos locais de avaliagdo do parasitismo, a diferentes
distancias (m) do PC, sendo: A14=35,7; A48= 53,8; B1=45,2; B7=33,3; B24=136,2; B31=37,1; B38=44,3; C21=25,7; C51=46,2; D1=52,4; D8=40,5; D15= 27, 6; D32=22,8; D39= 26,2; D46= 35,7; E24=16,7; E55=
41,4; F2=52.4; F10=38,1; F32=11,9; F48= 29,5; G24=25,2; G31=11,9; G46= 19,0; H4= 64,8; H8= 52,4; H17=39,5; H23=27,6; H42= 1,4; H47= 14,3; H55=27,1; H69= 54,8; 139=10,9; 158=40,5; J1=55,2; J7=43.8;
J14=33,3; J23=16,7; J60= 52,8; K6=25,2; K14=21,4; K28=29,5; K36=41,4; L33=54,8; M 1= 33,3; M13=34,8; M21=45,7; N2= 35,7, 05=42,8; O12=47.6.
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Fig. 3. Numero de descentes e porcentagem de parasitismo de D. areolatus em diferentes

distancias e apds diferentes tempos da liberagdo em pomar de péssego (area 1). Oferta A: dia

da liberacdo (representado pela cor rosa); oferta B: dia seguinte a liberacdo (representado pela

cor verde); e oferta C: seis dias ap0s a liberagdo (representado pela cor azul).
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Fig. 4. Numero de descentes e porcentagem de parasitismo de D. areolatus em diferentes
distancias e apds diferentes tempos da liberagdo em pomar de péssego (area 2). Oferta A: dia
da liberacdo (representado pela cor rosa); oferta B: dia seguinte a liberacdo (representado pela

cor verde); e oferta C: seis dias ap0s a liberagdo (representado pela cor azul).
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Fig. 5. Numero de descentes de D. areolatus em diferentes distancias do ponto de liberacao na
area de estudo 1 (A1), durante a primeira oferta das unidades de parasitismo. O circulo no centro

da imagem representa um raio de 25 metros.
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da imagem representa um raio de 25 metros.



119

3.5
50 - a
(7))
3
& T
T 25 A
C
q) J;
Q
3
ho] 2,0 =
Q
©
o
5 1,5 1
‘@
e
(@]
5 1.0 - b
& be
e | ——
z
0,5 1 -
0,0 T
1,17 2,34 3,51
Altura (m)

Fig. 7. Numero médio de descentes (ND) de D. areolatus em diferentes estratos de altura.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade.
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Fig. 8. Porcentagem de parasitismo de D. areolatus em diferentes estratos de altura. Inferior=
1,17 m; médio= 2,34 m; e superior= 3,51 m.

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade.
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4 Conclusoes Gerais

Com base nos resultados obtidos a partir do presente trabalho, conclui-se que:

As formulacdes de iscas toxicas com menor toxicidade letal sobre D. areolatus
sao, da menor para maior letalidade: isca de pronto uso Success, iscas a base de
espinosinas (espinosade e espinetoram), iscas a base de organofosforados (fosmete
e malationa) e isca de pronto uso Gelsura.

Iscas toxicas contendo inseticidas do grupo das espinosinas (espinosade e
espinetoram) apresentam menor toxicidade subletal comparadas as formulagbes a
base de fosmete ou a isca de pronto uso Success.

A influéncia da condicdo térmica sobre os parametros biolégicos de D.
areolatus esta relacionada com o estagio de desenvolvimento imaturo do parasitoide.

As temperaturas de 15 e 30°C podem ser utilizadas para retardar (cerca de 15
dias) e acelerar (cerca de 3 dias), respectivamente, o tempo de emergéncia de D.
areolatus, a partir do 112 dia pds parasitismo, sem comprometer a porcentagem de
emergéncia e a razdo sexual.

A temperatura de 20°C pode ser usada para retardar a emergéncia (cerca de
10 a 20 dias) desde o dia do parasitismo, com menores prejuizos aos individuos a
partir do 7¢ dia pdés parasitismo (atraso de cerca de 15 dias).

Estudos avaliando os efeitos destes intervalos de tempo e temperatura sobre
as geragoes seguintes de descendentes de D. areolatus sao necessarios.

Doryctobracon areolatus pode atingir distancias proximas de 60 m do ponto de
liberacdo em condicdes de pomar de frutiferas de clima temperado, embora o maior
numero de parasitoides e taxa de parasitismo seja observado em raio de = 25 m do
local de liberagao.



122

Maior parasitismo ocorre nos primeiros dias apos a liberacdo de D. areolatus,
sendo que apos 6 dias ha significativa redu¢do no numero de insetos recuperados nos
pomares.

Doryctobracon areolatus possui capacidade para atingir hospedeiros de A.

fraterculus acima de 3 m de altura.
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Apéndices
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Apéndice A- Adultos de Doryctobracon areolatus marcados com corante apos a

ingestao de iscas toxicas (24 HAE)
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Apéndice B- Etapas do processo de inoculacido e armazenamento de

larvas/pupas de Anastrepha fraterculus parasitadas por Doryctobracon

areolatus

20 larvas/pupas de A.
fraterculus

Parasitismo a 25+2°C
durante 5 horas

Temperaturas constantes
(10, 15, 20, 25, 30, 35=2°C)
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Apéndice C- Preparacido das Unidades de Parasitismo (UPs) oferecidas a

Doryctobracon areolatus no campo
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Normas publicagao peridédico Journal of Economic Entomology-
Disponivel em:
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Normas publicagcao periédico Biocontrol Science and Technology- Disponivel
em:
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ode=cbst20#formatting>.

Normas publicagao peridédico Biological Control-
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