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RESUMO

Um dos pontos importantes para 0 sucesso no uso de agentes bioldgicos de controle é o
aperfeicoamento de técnicas de armazenamento para otimizacao da criacdo massal, levado em
consideracdo a qualidade do insumo biolégico produzido. Nesta pesquisa utilizamos
endoparasitoide de pupas Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) para determinacgéo
da melhor relacdo temperatura/tempo de armazenamento de pupas parasitadas e ndo parasitadas
do hospedeiro alternativo Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) e das fémeas do
endoparasitoide. Foram avaliados a duracdo do ciclo; porcentagem de parasitismo e
emergéncia; numero de descendentes, razao sexual e longevidade de machos e fémeas. Nos trés
bioensaios a longevidade das fémeas foi superior & dos machos. Todas as pupas de T. molitor
armazenadas e, apos ofertadas as fémeas de P. elaeisis foram parasitadas e ndo houve efeito da
temperatura e tempo de armazenamento sobre a razdo sexual. Levando-se em consideragéo os
critérios de qualidade como taxa de emergéncia, progénie e longevidade dos adultos de P.
elaeisis é possivel obter um desempenho razoavel do parasitoide fornecendo pupas
armazenadas em temperaturas entre 15 e 20 °C por periodo de 10 a 15 dias. Com base nos
mesmos critérios anteriores, além da razéo sexual, verificou-se que a oferta de pupas de T.
molitor armazenadas apds 15 dias de parasitismo propiciou bom desempenho do parasitoide
desde que a temperatura minima esteja em torno de 15 °C e por um periodo méaximo de 13 dias
de armazenamento. Por Gltimo, ao armazenarmos as fémeas de P. elaeisis por até 6 dias a 15°C
o0 seu desempenho reprodutivo foi pouco afetado. Também sem desatrelar do controle qualidade
e visando produzir um insumo bioldgico mais vigoroso simulamos diferentes condi¢des de
temperatura para medir aptiddo da populacdo de P. elaeisis mantida em Regime Térmico
Flutuante (RTF) de 30 £+ 2 °C durante o dia e 20 = 2 °C a noite, a qual foi contrastada com a
populacdo mantida em Regime Térmico Constante (RTC) de 25 + 2°C. Foram avaliados o
desempenho do parasitoide, condicionamento fisico e tolerancia térmica das fémeas por sete
geragdes. A populacdo de P. elaeisis mantida em RTF com oscilagdo térmica de 10 °C dia/noite
degenerou ap0s a 52 geracdo e seu desempenho foi comprometido no transcorrer das geracdes.
Em relagdo ao condicionamento fisico das fémeas de P. elaeisis mantidas em RTF verificou-se
que fertilidade acumulada foi 2,7 vezes menor do que no RTC. Além disso, as fémeas
submetidas as temperaturas extremas de 30 e 35 °C, sobreviveram por curto periodo com taxas
reduzidas de parasitismo e auséncia de emergéncia sendo possivel apenas avaliar a tolerancia
térmica para as temperaturas de 15 e 20 °C. De modo geral, houve maior efeito sobre
fecundidade diaria e acumulada e fertilidade diaria e acumulada na populacdo mantida em RTF
em relacdo a RTC e entre as geragdes. Nossos resultados indicam que o uso de RTF dentro da
faixa de 10 °C ndo permitiu a producdo de P. elaeisis dentro de um padrdo de qualidade
aceitavel para ser adotado em biofabricas.

Palavras-chave: Controle de qualidade. Baixa temperatura. Desempenho.



ABSTRACT

One of the important points for the successful use of biological control agents is the
improvement of storage techniques to optimize mass breeding, considering the quality of the
biological input produced. In this research, we used endoparasitoid from Palmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae) pupae to determine the best temperature/time relationship for
storage of parasitized and non-parasitized pupae of the alternative host Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) and females of the endoparasitoid. Cycle duration was evaluated;
percentage of parasitism and emergence; number of offspring, sex ratio and longevity of males
and females. In the three bioassays, the longevity of females was greater than that of males. All
T. molitor pupae stored and, after being offered, P. elaeisis females were parasitized and there
was no effect of temperature and storage time on sex ratio. Considering quality criteria such as
emergence rate, progeny and longevity of P. elaeisis adults, it is possible to obtain a reasonable
performance of the parasitoid by providing pupae stored at temperatures between 15 and 20 °C
for a period of 10 to 15 days. Based on the same previous criteria, in addition to the sexual ratio,
it was found that the supply of T. molitor pupae stored after 15 days of parasitism provided
good performance of the parasitoid as long as the minimum temperature is around 15 °C and
for a period maximum 13 days of storage. Finally, when storing P. elaeisis females for up to 6
days at 15°C, their reproductive performance was little affected. Also without detaching from
quality control and aiming to produce a more vigorous biological input, we simulated different
temperature conditions to measure the fitness of the P. elaeisis population maintained in a
Fluctuating Thermal Regime (RTF) of 30 + 2 °C during the day and 20 + 2 °C at night, which
was contrasted with the population maintained in a Constant Thermal Regime (RTC) of 25 + 2
°C. The performance of the parasitoid, physical fitness and thermal tolerance of females were
evaluated for seven generations. The P. elaeisis population maintained in RTF with a thermal
oscillation of 10 °C day/night degenerated after the 5th generation and its performance was
compromised over the generations. Regarding the physical conditioning of P. elaeisis females
kept in RTF, it was found that accumulated fertility was 2.7 times lower than in RTC,
Furthermore, females subjected to extreme temperatures of 30 and 35 °C survived for a short
period with reduced rates of parasitism and absence of emergence, making it possible to only
evaluate thermal tolerance for temperatures of 15 and 20 °C. In general, there was a greater
effect on daily and accumulated fertility and daily and accumulated fertility in the population
maintained in RTF in relation to RTC and between generations. Our results indicate that the
use of RTF within the 10 °C range did not allow the production of P. elaeisis within an
acceptable quality standard to be adopted in biofactories.

Keywords: Quality control. Low temperature. Performance
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Entre os agentes comercializados para uso no controle biol6égico, o endoparasitoide
pupal, Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) se destaca pelo habito gregério e
generalista, com capacidade de controlar diversas espécies de lepidopteros desfolhadores e
coleopteros, interrompendo o ciclo de pragas em sistemas agricolas e florestais (DELVARE;
LASALLE, 1993; PEREIRA, et al., 2009).

Palmistichus elaeisis, descrito inicialmente em pupas de Eupseudosoma involuta
(Lepidoptera: Arctiidae) e Eulasia eucerus (Lepidoptera: Geometridae) apresenta extenso
relato na literatura de parasitismo em pupas de diversos hospedeiros (BITTENCOURT; BERTI
FILHO, 1999; CANDELARIA; WILCKEN, 2014; DELVARE; LASALLE, 1993; GIL-
SANTANA; TAVARES, 2006; MARTINS, 2016; MORAIS et al., 2019; PEREIRA;
ZANUNCIO; ZANUNCIO; 2008; PEREIRA et al., 2009; RODRIGUEZ-DIMATE et al., 2016;
TAVARES et al., 2019; ZACHE et al., 2013; ZANUNCIO et al., 2015).

No entanto, seu bom desenvolvimento em pupas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) ZANUNCIO et al. (2008) associado ao baixo custo de multiplicagdo contribuiu
para viabilizar sua criagdo massal e comercializagédo (PEREIRA; ZANUNCIO; ZANUNCIO,
2008; PEREIRA, et al., 2009). O desempenho reprodutivo de P. elaeisis em pupas de T. molitor
apresenta parasitismo de 100%; emergéncia de 90,76%; progénie de 70,07 individuos por
pupas; razdo sexual de 0,94; longevidade média de 22,65 e 28,3 dias para fémeas e machos,
respectivamente. ZANUNCIO et al. (2008) subsidia e o respalda como hospedeiro preferencial
e econdmico para criacdo massal.

Todo desenvolvimento do ciclo (ovo-adulto) de P. elaeisis ocorre no interior das pupas
hospedeiras. Os ovos séo hialinos e alongados com periodo de incubacéo de 48 horas e periodo
larval de 8 dias. Os estagios de pre-pupa e pupa duram cerca de 10 dias, sendo que as pupas
apresentam escurecimento do tegumento e dos olhos (BITTENCOURT,; BERTI FILHO,
2004a). De acordo com a estratégia de maturacdo dos ovos as fémeas sdo sinovigénicos
(JERVIS et al. 2008; POURIAN et al., 2015), sendo que a maturacdo dos ovos se completa
apos 24 horas da emergéncia (MORALIS et al., 2019). Assim, 0s ovos ricos em vitelo estdo em
processo de maturacdo durante a fase adulta e as proteinas do hospedeiro T. molitor favorecem

o desenvolvimento e acelera a maturacio dos ovos do parasitoide (JOZEFIAK et al., 2016;
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SOYELU; WALADDE, 2013). A temperatura considerada 6tima para o desenvolvimento
larval de P. elaeisis é 22 °C e a 30 °C o ciclo bioldgico € paralisado devido a mortalidade do
parasitoide no estagio de pré-pupa (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 2004b). Os mesmos
autores apontam que o limite térmico superior se encontra abaixo de 30 °C e o limite térmico
inferior varia de 5,0 a 7,5 °C.

Técnicas de armazenamento de insetos, embora imprescindiveis para o planejamento da
producdo (VAN LENTEREN, 2010), sdo pouco exploradas, principalmente, em condigdes
tropicais. Além disso, os agentes de controle bioldgico necessitam serem transportados, em
condicGes de baixa temperatura para que ndo ocorra emergéncia prévia a liberacao. Apesar de
importante, a etapa de armazenamento tanto dos hospedeiros/presas, quanto do insumo
bioldgico muitas vezes € negligenciada em biofabricas. Embora seja decisiva para 0 sucesso ou
fracasso da criacdo em larga escala e para a atuacdo do agente de controle (QUEIROZ et al.,
2017), pois pode impactar na performance e sobrevivéncia do insumo produzido (LYSYK,
2004).

Poucas pesquisas tém abordado o armazenamento do hospedeiro de criacdo e dos
adultos do parasitoide nos Gltimos anos e maior énfase tem sido dada aos parasitoides de ovos
como Telenomus podisi e Telenomus remus (Hymenoptera: Platygastridae) (QUEIROZ et al.,
2017; SILVA et al., 2019). No entanto, os autores enfatizam a importancia de associar o
armazenamento ao controle de qualidade do insumo bioldgico produzido.

Além de se considerar as caracteristicas bioldgicas relacionadas ao padrdo de qualidade
em criagdes massais, a performance dos inimigos naturais liberados no campo, é outro fator
relevante para medir a qualidade do agente de controle produzido (KUBRAK et al., 2017; VAN
LENTEREN, 2010). Assim, a possibilidade de fornecer condi¢des térmicas flutuantes durante
a criacdo massal pode otimizar o desempenho dos inimigos naturais liberados no campo, uma
vez que o momento da liberacdo os insetos se deparam com temperaturas flutuantes
(CHIDAWANYIKA; TERBLANCHE, 2011; COLINET et al., 2015; KRISTENSEN et al.,
2008; THOMSON; ROBINSON; HOFFMANN, 2001).

Os parasitoides de ovos de percevejos T. podisi submetido por quatro geracdes em
regime téermico flutuante apresentaram melhor sobrevivéncia em comparagao aos mantidos em
regime térmico constante (CASTELLANOS et al. 2019). Resultados similares foram obtidos
para o parasitoide larval Leptopilina boulardi (Hymenoptera: Figitidae) com taxa de
parasitismo e tempo de desenvolvimento favoravel no regime de temperatura flutuante em

comparagdo com o regime de temperatura constante (DELAVA et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/parasitoid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/leptopilina-boulardi
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Na maioria das biofabricas utiliza-se quase que exclusivamente apenas regime de
temperatura constante, por uma questdo de praticidade e visando obter taxas consistentes de
crescimento da criacdo em larga escala de inimigos naturais (CHIDAWANYIKA;
TERBLANCHE, 2011; PARRA; ZUCCHI, 2004). Assim, visando aprimorar a criacdo massal
de P. elaeisis fomos motivados a pesquisar o efeito de regimes térmicos flutuantes sobre a
aptidao do parasitoide de pupas por geragdes consecutivas.

Com base no exposto nos hipotetizamos que é possivel armazenar pupas nédo parasitadas
e parasitadas de T. molitor e fémeas adultas de P. elaeisis a baixa temperatura por tempos
variaveis, sem comprometer a qualidade do agente bioldgico. Da mesma forma, hipotetizamos
que o regime térmico flutuante pode melhorar o desempenho dos descendentes de P. elaeisis,
com chance de melhor adaptacdo as condi¢cdes de oscilacdo térmica durante 0 momento das
liberacdes.

Deste modo, o0 objetivo da nossa pesquisa foi: i) determinar a melhor relagéo
temperatura e tempo de armazenamento de pupas parasitadas e ndo parasitadas de T. molitor
que garante o parasitismo e o desenvolvimento aceitavel de P. elaeisis, assim como, avaliar a
viabilidade do armazenamento de adultos de P. elaeisis ap0s a emergéncia sem comprometer a
performance reprodutiva do parasitoide ap6s 0 armazenamento e ii) avaliar o desempenho do
parasitoide, o condicionamento fisico e tolerancia térmica das fémeas de P. elaeisis em regime
térmico flutuante por sete geracdes.

Os resultados dessa pesquisa foram organizados em dois artigos cientificos, o quais
serdo apresentados na sequéncia: Artigo 1 — Estratégias de armazenamento do hospedeiro
alternativo Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) e do parasitoide Palmistichus elaeisis
(Hymenoptera: Eulophidae) e Artigo 2 - Aptiddo de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:

Eulophidae) mantido em regime térmico flutuante.
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Eulophidae) em diferentes temperaturas
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Resumo

A utilizacdo de técnicas de armazenamento para otimizacdo da criacdo massal € um ponto
importante para o sucesso do uso de agentes de controle bioldgico, desde que a qualidade dos
insetos ao serem liberados seja assegurada. Assim, nossa pesquisa teve como objetivo
determinar a melhor relagdo temperatura e tempo de armazenamento de pupas parasitadas e ndo
parasitadas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) e de adultos de Palmistichus
elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae). Apds o armazenamento foram avaliados a duragdo do
ciclo (ovo-adulto), porcentagem de parasitismo e emergéncia, nimero de descendentes ou
progénie, razdo sexual e longevidade dos adultos (machos e fémeas) de P. elaeisis. Quando as
pupas de T. molitor foram armazenadas e, a seguir, oferecidas ao parasitismo por P. elaeisis,
todas foram parasitadas e ndo houve efeito na razdo sexual. Estimou-se a minima temperatura
de 12,5 °C para o armazenamento das pupas do hospedeiro sem o comprometimento da duracéo
do ciclo de P. elaeisis. Houve menor taxa de emergéncia com o aumento do tempo de
armazenamento, sendo que a taxa de emergéncia e 0 nimero de descendentes diminuiram em
temperaturas mais baixas. Para longevidade dos adultos estimou-se em no méximo 17,5 dias o
tempo de armazenamento, sendo que as fémeas sobreviveram por mais tempo que 0s machos.
Em relacdo ao armazenamento de pupas previamente parasitadas por P. elaeisis, a duracgdo do
ciclo aumentou em baixas temperaturas, e se prolongou com o tempo de armazenamento.
Considerando-se a taxa de emergéncia, o tempo de armazenamento estimado foi de 16 dias e
para progénie a temperatura minima de 17,5 °C por até 24 dias. A reducdo da temperatura de
armazenamento refletiu na reducao do nimero de fémeas, sendo estimado o maximo de 13 dias
de armazenamento considerando a longevidade dos adultos, as fémeas sobreviveram por mais
dias que os machos. A mortalidade das fémeas de P. elaeises armazenadas ndo foi afetada
guando mantidas em temperatura mais baixas e nos menores tempos de armazenamento, houve
prorrogacdo na duracdo do ciclo em temperaturas menores e com 0 aumento no tempo de
armazenamento. Levando em consideracdo as taxas de parasitismo e emergéncia, 0 nimero de
descendentes e a razdo sexual, em temperaturas mais baixas e com a reducdo no tempo de
armazenamento os resultados foram mais favoraveis. Para longevidade de adultos o tempo
méaximo de armazenamento foi de 13 dias, sendo que as fémeas sobreviveram por mais tempo
que os machos. Assim, é possivel obter um desempenho razoavel do parasitoide fornecendo
pupas de T. molitor que foram armazenadas entre 15 e 20 °C por periodo de 10 a 15 dias. Da
mesma forma, é possivel armazenar pupas de T. molitor parasitadas por P. elaeisis na
temperatura minima de cerca de 15 °C por um periodo de 13 dias sem comprometimento do
desempenho do parasitoide. No caso do armazenamento das fémeas de P. elaiesis a exposi¢cdo
ao frio por até 6 dias a 15 °C parece ndo afetar seu desempenho reprodutivo.

Palavras-chave: Tempo de armazenamento. Emergéncia. Controle de qualidade
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Introducéo

O desenvolvimento de técnicas apropriadas de armazenamento em baixas temperaturas,
tanto do hospedeiro alternativo quanto do parasitoide, sem perda da sua capacidade reprodutiva,
se faz necessario em criagfes de inimigos naturais. Além da redugdo dos custos, o
armazenamento permite planejar a disponibilidade do agente de controle ao longo do ano (VAN
LENTEREN, 2010; VAN LENTEREN, et al., 2018) visando libera¢cfes inundativas durante a
época critica de ocorréncia de pragas agricolas e florestais (CARVALHO et al., 2008;
COLINET; BOIVIN, 2011; FLOATE, 2002; PRATISSOLI et al., 2006). O armazenamento, a
baixas temperaturas, também se faz necessario durante o transporte antes da liberacdo do agente
visando evitar a emergéncia prévia de parasitoides e predadores. No entanto, muitas vezes essa
etapa é negligenciada dentro dos programas de controle bioldgico, embora seja decisiva para
0 sucesso ou fracasso dos agentes de controle (MACEDO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2017;
SILVA et al., 2019).

O endoparasitoide de pupas Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae),
disponivel para comercializacdo desde 2022, é um parasitoide gregario e possui habito
generalista, o que lhe permite inviabilizar pupas de diferentes espécies de lepidopteros e
coledpteros (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 1999; CANDELARIA; WILCKEN, 2014;
DELVARE; LASALLE, 1993; GIL-SANTANA; TAVARES, 2006; MARTINS, 2016;
MORAIS et al., 2019; PEREIRA; ZANUNCIO; ZANUNCIO; 2008; PEREIRA et al., 2009;
RODRIGUEZ-DIMATE et al., 2016; TAVARES et al., 2019; ZACHE et al., 2013;
ZANUNCIO et al., 2015; ZANUNCIO et al. 2008).

Em criacbes massais de P. elaeisis sdo utilizadas pupas do hospedeiro alternativo
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) praga ocasional de grdos armazenados
(QINGFENG TANG, 2012), considerado hospedeiro padréo e econdmico para criacdo massal
de vaérios inimigos naturais (CASTRO et al., 2015; FAVERO et al., 2013; PEREIRA, et al.,
2011; TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006).

ZANUNCIO et al. (2008) comprovaram a eficiéncia da criagdo de P. elaeisis
sob pupas de T. molitor, obtendo taxas de parasitismo e emergéncia de 100 e 90,76%,
respectivamente. A duracdo do ciclo (ovo-adulto) foi de 23,42 dias, progénie de 70,07
individuos por pupas e razdo sexual de 0,94. A longevidade média das fémeas de 22,65 e 28,3
para machos. A densidades de 7:1 (fémeas de P. elaeisis por pupa de T. molitor) foi considerada

mais adequada para viabilizar a criagdo massal desse parasitoide (MARTINS et al., 2019).
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A temperatura considerada ideal para o desenvolvimento larval de P. elaeisis é 22 °C,
sendo que a 30 °C o ciclo bioldgico é paralisado, resultando na mortalidade no estagio de pré-
pupa (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 2004). Dessa forma, os referidos autores apontam que
o limite térmico superior se encontra abaixo de 30 °C e o limite térmico inferior varia de 5,0 °C
a75°C.

PEREIRA et al. (2013) ao avaliarem os parametros biolégicos das fémeas de P. elaeisis
em pupas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) armazenadas a baixa
temperatura, observaram que o tempo de desenvolvimento a 12 °C variou de 19 a 24 dias, 0
numero de descendentes por pupa variou de 71 a 198 individuos. A razdo sexual foi semelhante
nos diferentes tempos e a longevidade de fémeas diminuiu com o prolongamento do periodo de
armazenamento.

No entanto, existem poucos estudos que abordam o armazenamento do endoparasitoide
P. elaeisis (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA, et al., 2009; PEREIRA, et al., 2011) e seu
hospedeiro alternativo T. molitor (ARBAB, 2019). Em geral, a viabilidade dos hospedeiros e
desempenho dos inimigos naturais armazenados depende de dois fatores: temperatura e duracédo
do armazenamento (CHEN; LEOPOLD; HARRIS, 2008; LYSYK, 2004; PEREIRA, et al.,
2009; QUEIROZ et al., 2017).

Para avaliar as diferentes técnicas de armazenamento e possiveis efeitos negativos na
qualidade do inseto apds o armazenamento em baixa temperatura, diversos fatores devem ser
considerados (COLINET; BOIVIN, 2011). Parametros bioldgico e reprodutivos relacionados a
capacidade de parasitismo (%), emergéncia do parasitoide (%) e longevidade do adulto (dias)
podem ser indicativos do desempenho do parasitoide apds armazenamento (LEOPOLD, 1998;
FAGUNDES et al., 2013; PASTORI et al., 2013; TIAGO et al., 2019).

Com base no exposto nés hipotetizamos que é possivel armazenar pupas ndo parasitadas
e parasitadas de T. molitor a baixa temperatura por tempos variaveis sem comprometer a
qualidade do agente biolégico e que a pequena exposicdo das fémeas de P. elaeisis recém-
emergidas a baixas temperaturas ndo compromete sua performance.

Assim, nossa pesquisa teve como objetivos i) determinar a melhor relagéo temperatura
e tempo de armazenamento de pupas parasitadas e ndo parasitadas de T. molitor que garante o
parasitismo e o desenvolvimento de P. elaeisis e ii) avaliar a viabilidade do armazenamento de
adultos de P. elaeisis ap0s a emergéncia sem comprometer a performance reprodutiva do

parasitoide ap0s o0 armazenamento.
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Material e Métodos

Insetos

Para multiplicacdo de P. elaeisis, foram utilizadas pupas de T. molitor com até 48 horas
de formacdo. Adultos e larvas de T. molitor foram mantidos em recipientes plasticos (24x20x15
cm) e alimentados com dieta composta por farelo de trigo (97%) e levedo de cerveja (3%)
(ZAMPERLINE E ZANUNCIO, 1992; OLIVEIRA et al., 2004), fatias de chuchu Sechium
edule (Cucurbitaceae) como fonte de umidade e péo seco. A criagdo foi mantida em sala com
condigdes controladas de temperatura 25+2 °C, umidade relativa 70+10% e escotofase. Parte
das pupas obtidas foram utilizadas para manutencdo da criacdo de T. molitor e o restante para
criacdo do parasitoide.

Adultos do parasitoide alimentados com mel puro foram mantidos em gaiolas de acrilico
(30x30x60 cm). As pupas foram expostas ao parasitismo, na proporc¢do 7:1 (sete fémeas para
uma pupa hospedeira) durante 48 horas, apds o qual, foram acondicionadas em potes plasticos
(12x7,5 cm) até a emergéncia de adultos. A criacdo foi mantida em sala com condi¢bes
controladas de temperatura 25+2 °C, umidade relativa 70£10% e fotofase de 14 horas
(ZANUNCIO et al. 2008).

Bioensaios

Foram realizados os seguintes bioensaios: (i) armazenamento de pupas ndo parasitadas
do hospedeiro alternativo T. molitor; (i) armazenamento de pupas de T. molitor parasitadas por
P. elaeisis com o parasitoide na fase de pupa e (iii) armazenamento de fémeas adultas de P.
elaiesis. Todos bioensaios foram conduzidos em camaras climaticas (ELETROLab®, modelo
EL 212) sendo que ap6s cada periodo de armazenamento, os parasitoides foram transferidos
para sala em condi¢Ges controladas 25+2 °C; 70+10% de umidade relativa (UR) e 14 horas de

fotofase.
Bioensaio 1 - Armazenamento de pupas ndo parasitadas de T. molitor
O bioensaio foi conduzido em esquema fatorial 4x5, em delineamento inteiramente

casualizado e com 20 repeticGes compostas por uma pupa de T. molitor. Foram testadas trés

temperaturas de armazenamento (0, 2,5 e 7,5 °C), a temperatura controle de 25 °C e cinco
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periodos de armazenamento (5, 10, 15, 20 e 30 dias). As pupas foram individualizadas em tubo
de fundo chato (2,5%8,5 cm) vedado com voil preso com elastico e armazenadas em camaras
climaticas sob condi¢cdes controladas descritas anteriormente. Ao remover as pupas de T.
molitor do armazenamento, estas foram expostas ao parasitismo durante 24 h por fémeas de P.
elaeisis com até 48 h de emergéncia na densidade 7:1. Durante o parasitismo, as fémeas foram
alimentadas com uma goticula de mel puro.

Neste bioensaio foram avaliados: duracdo do ciclo (ovo-adulto), porcentagem de
parasitismo e emergéncia, numero de descendentes ou progénie e razéo sexual. O parasitismo
foi avaliado pela interrupcdo do ciclo de T. molitor e alteracdo na coloracdo da pupa; a
emergéncia pelo completo desenvolvimento de ovo a adulto de P. elaeisis e a razéo sexual pelo
produto da divisao do total de descendentes fémeas pelo total de descendentes (macho + fémea)
por pupa. A longevidade dos descendentes (F1) de cada tratamento foi medida ao acaso em 10

machos e 20 fémeas.

Bioensaio 2 - Armazenamento de pupas parasitadas de T. molitor por Palmistichus elaeisis

Utilizou-se esquema fatorial 4x12 em delineamento inteiramente casualizado, com 20
repeticdes. Foram testadas trés temperaturas de armazenamento (10, 15 e 20 °C), a temperatura
controle de 25 °C e 12 tempos de armazenamento (a cada 48 h por 24 dias). Inicialmente, pupas
com até 48 horas foram parasitadas por P. elaeisis na densidade 7:1 por 24 horas. Ap6s 0
parasitismo as pupas foram mantidas em camara climaticas (252 °C, 70+10% UR, 14 h
fotofase) até o 15° dia, quando foram armazenadas nas diferentes temperaturas. A cada 48 horas,
20 pupas foram removidas e individualizadas em tubo de fundo chato (2,5%8,5 cm) etiquetados
e vedados com voil preso por elastico. Os tubos foram mantidos em sala climaticas e submetidos
observacOes diarias, até a emergéncia do adulto do parasitoide quando foram avaliados

seguindo os mesmos critérios do bioensaio 1.

Bioensaio 3 - Armazenamento de fémeas adultas de Palmistichus elaiesis

Este bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x12 e 20 repeticdes. Foram testadas trés temperaturas de armazenamento (10, 15 e 20
°C), a temperatura controle de 25 °C e 12 tempos de armazenamento (a cada 48 h por 24 dias).
Cada repeticdo foi composta por sete fémeas adultas com até 48 horas, individualizadas em

tubo de fundo chato (2,5%8,5 cm) sendo que a cada 48 h foi avaliada a mortalidade das fémeas.
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Para as fémeas sobreviventes foram ofertadas pupas de T. molitor com até 48 horas durante 24
horas para o parasitismo, ap0s o qual as fémeas foram removidas e as pupas individualizadas e
mantidas em salas climéticas (252 °C, 70+10% UR, 14 h fotofase). Foram realizadas
observacOes diarias até a emergéncia do parasitoide quando foram avaliados de acordo com

critérios ja descritos anteriormente.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o software R (R Core Team, 2023) e com o
emprego dos pacotes car, DHARMa, Ismeans e glmmTMBOs. Testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett (o = 0,05) foram aplicados para verificagao dos pressupostos de normalidade dos erros
e homocedasticidade das variancias, respectivamente, e como ndo assumiram distribuicéo
normal, os dados foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados Mistos
(GLMM). Para cada variavel reposta selecionou-se a funcdo de ligacao e distribuicdo de erro
mais apropriada (Tabela 1), seguido de teste razao de verossimilhanca e comparac@es pelo teste

de médias marginais (Ismeans) (p<0,05).

Tabela 1 — Funcéo de ligacdo e distribuicdo de erro das variaveis resposta dos bioensaios
empregados nos modelos lineares generalizados mistos (GLMM).

Variavel resposta Bioensaio Funcéo de ligacao Distribuicdo de erro
Desenvolvimento 1,2,3 Log ziGamma
Emergéncia 1,2 Logit Binomial
Progénie 1 Log Binomial negativa
Razdo sexual 1,2 Logit Binomial
Longevidade 1 Log nbinomial 2
Progénie 2 Log ziGamma
Longevidade 2,3 Log Binomial negativa
Emergéncia 3 Log binomial
Progénie 3 Log Binomial negativa
Razao sexual 3 Log Binomial
Mortalidade 3 Log Binomial negativa
Parasitismo 3 Logit Binomial
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Resultados

Bioensaio 1 - Armazenamento de pupas ndo parasitadas

Todas as pupas de T. molitor foram parasitadas ap6s o armazenamento. Para o tempo
de desenvolvimento (ovo-adulto) ndo houve interagdo entre a temperatura e o tempo de
armazenamento (y? = 3,08,GL = 1,P = 0,07922). No entanto, houve efeito da temperatura
(x? =53,22,GL = 1,P < 0,0001), com prolongamento do ciclo nas menores temperaturas.
Estimou-se que temperaturas de armazenamento do hospedeiro abaixo de 12,5° C prolongam o
ciclo do parasitoide estimado em 20 dias a 25 °C (Figura 1A). N&o houve efeito do tempo de
armazenamento (y? = 1,02,GL = 1,P = 0,312) sobre a duracéo do ciclo de desenvolvimento
de P. elaeisis.

Para emergéncia houve interacdo entre a temperatura e o tempo de armazenamento
(x? =11,45, GL = 1,P < 0,0001). A taxa de emergéncia do parasitoide diminui nas pupas
de T. molitor armazenadas nas temperaturas mais baixas por mais tempo de armazenamento
(Figura 1B). Emergéncia entre 65 e 78% foram obtidas nas baixas temperaturas (0 a 7,5 °C) por
até 10 dias. Em relacdo a progénie houve interacdo entre temperatura e o tempo de
armazenamento (y? = 10,37,GL = 1,P = 0,00127), sendo que na medida em que a
temperatura diminuiu e prolongou o tempo de armazenamento, o numero de descendentes
reduziu, ficando em torno de 50 individuos para temperaturas entre 15 e 20 °C por até 30 dias
(Figura 1C).

Em relagéo a razéo sexual ndo houve interacdo entre as temperaturas de armazenamento
eotempo (y? = 0,02, GL = 1,P = 0,87427) e nem efeito da temperatura (y? = 0,02, GL =
1,P = 0,88703) etempo de armazenamento (y? = 0,07, GL = 1,P = 0,77938), ndo sendo
afetada pela relacdo temperatura x tempo de armazenamento.

Para longevidade de adultos (machos e fémeas) ndo houve interacdo entre temperatura
e tempo de armazenamento (y? = 3,02,GL = 1,P = 0,08238), porém houve efeito do tempo
de armazenamento (y? = 42,75,GL = 1,P < 0.0001), sendo que quanto maior o tempo de
armazenamento menor a longevidade. Estimou-se 17,5 dias como 0 tempo maximo que as
pupas podem ser armazenadas (Figura 1D). A longevidade dos machos estimada em 15,28 dias
foi menor que das fémeas estimada em 17,69 dias (Figura 1E).
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Figura 1 — Duracéo do ciclo (A), emergéncia (B), progénie (C), longevidade (D) e longevidade
entre machos e fémeas (E) de Palmistichus eleaeisis apds o parasitismo de pupas de Tenebrio
molitor armazenadas a 0; 2,5; 7,5 °C e a 25 °C (controle) por 5, 10, 15, 20 e 30 dias.

Bioensaio 2 - Armazenamento de pupas parasitadas por Palmistichus elaeisis

Quando as pupas parasitadas de T. molitor foram armazenadas verificou-se interagao
entre a temperatura e tempo de armazenamento (y? = 802,61,GL = 1,P < 0,0001) para
duragéo do ciclo ovo-adulto de P. elaeisis, com prolongamento em temperaturas mais baixas
(10, 15 e 20 °C) e a medida que o tempo de armazenamento aumentou (Figura 2A).

Para emergéncia ndo houve interacdo entre a temperatura e 0 tempo de armazenamento
(x? =0,50,GL = 1,P = 0,48086), porém houve efeito do tempo de armazenamento (y? =
6,90,GL = 1,P = 0,008), quanto menor o tempo de armazenamento maior a taxa de
emergéncia, estimada em 100%, reduzindo ap6s 16 dias de armazenamento das pupas de T.
molitor parasitadas por P. elaeisis (Figura 2B). Ndo houve efeito da temperatura (y? =
0,99,GL = 1,P = 0,31852).

Com relacdo a progénie ndo houve interacdo entre a temperatura e o tempo de
armazenamento (2 = 3,29,GL = 1,P = 0,070), porém, houve efeito da temperatura
(x? =201,35,GL = 1,P < 0,0001) e do tempo de armazenamento (y? = 17,88,GL =
1, P < 0,0001). O numero de descendentes foi menor nas temperaturas mais baixas, sendo que
para temperaturas de armazenamento menores que 17,5 °C houve reducdo no nimero chegando
em torno de 50 individuos a 10 °C (Figura 2C). Em rela¢do ao tempo de armazenamento o0 maior
namero de descendentes ocorreu no menor tempo de armazenamento das pupas parasitadas
(Figura 2D). Foi observada reducdo de cerca de 25% dos individuos ap6s 24 dias de
armazenamento.

Para razéo sexual ndo houve interacdo entre temperatura e tempo de armazenamento
(x? =0,50,GL = 1,P = 0,47941), e nem efeito para do tempo de armazenamento (y? =
2,84,GL = 1,P = 0,09178). No entanto, houve efeito da temperatura (x? = 7,20,GL =
1, P = 0,00729), sendo observado menor nimero de fémeas na medida em que a temperatura
de armazenamento das pupas parasitadas diminuiu (Figura 2E), principalmente abaixo de 15
°C.

Para longevidade de machos e fémeas houve interagéo entre o tempo de armazenamento
e 0 género (y? = 14,72,GL = 1,P < 0,0001). A longevidade estimada em torno de 20 dias

foi afetada para tempos de armazenamento superiores a 13 dias (Figura 2F). Houve interacédo
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273 entre os géneros (macho e fémea) (y? = 887,45,GL = 1,P < 0,0001), sendo que as fémeas

274  sobreviveram mais dias que os machos, 18 e 12, respectivamente (Figura 2G).
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Figura 2 — Duracdo do ciclo (A), emergéncia (B), progénie (C) e (D), razdo sexual (E),
longevidade (F) e longevidade de machos e fémeas (G) de Palmistichus elaeisis apds
armazenamento das pupas de Tenebrio molitor parasitadas a 10, 15 e 20 °C e a 25 °C (controle).

Bioensaio 3 - Armazenamento de fémeas adultas de Palmistichus elaiesis

Constatou-se a mortalidade quando as fémeas de P. elaeisis recém-emergidas foram
armazenadas com interagdo entre as temperaturas e o tempo de armazenamento (y? =
4,12,GL = 1,P < 0,042). A menor mortalidade ocorreu nas temperaturas mais baixas em
menores tempo de armazenamento (Figura 3A). O armazenamento a baixa temperatura por no

méaximo 15 dias teve pouco impacto na mortalidade das fémeas de P. elaeisis.
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Para o parasitismo houve interacdo entre temperatura e 0 tempo de armazenamento
(x? = 4,29,GL = 1,P = 0,03), com reducdo no parasitismo das pupas apds 0 armazenamento
das fémeas de P. elaeisis em temperaturas mais baixas e por mais tempo de armazenamento
(Figura 3B). O armazenamento das fémeas a baixa temperatura por 8 a 10 dias teve pouco
impacto no parasitismo, o qual ficou proximo de 100%, reduziu para 75% ap0ds 15 dias de
armazenamento e para 30% por volta de 20 dias de armazenamento.

Com relacdo a duracdo do ciclo houve interacdo entre a temperatura e tempo de
armazenamento (y? = 15,69,GL = 1,P < 0,0001), com prolongamento em temperaturas
mais baixas e na medida em que o tempo de armazenamento aumentou (Figura 3C),
principalmente para as temperaturas de 10 e 16 °C.

Para emergéncia houve interacdo entre a temperatura e o tempo de armazenamento
(x? =11,27,GL =11,P = 0,001), de forma que o armazenamento em menor temperatura
por pouco tempo garante maior emergéncia do parasitoide, proximo a 100% (Figura 3E). Para
0 armazenamento do parasitoide a 10 °C por 15 dias a taxa de emergéncia reduziu para 50%.

Com relagdo ao numero de descendentes houve interacao entre a temperatura e o tempo
de armazenamento (y? = 21,50,GL = 1,P < 0,0001), sendo que a reducéo da temperatura e
aumento do tempo de armazenamento das fémeas de P. elaeisis gera menor nimero de
descendentes (Figura 3F). Por até 6 dias de armazenamento em baixa temperatura houve pouco
impacto sobrea geracdo de descendentes.

Para a razdo sexual houve interacdo entre a temperatura e 0 tempo de armazenamento
(x? =18,85,GL = 1,P < 0,0001), sendo que apds 6 dias o impacto é maior, principalmente
para as fémeas armazenadas a 10 e 15 °C.

Para longevidade de adultos (macho e fémeas) houve interacdo entre o tempo de
armazenamento e género (y? = 8,85,GL = 1,P = 0,003), sendo que, com 0 aumento do
tempo de armazenamento houve diminui na longevidade dos adultos, principalmente apés 13
dias de armazenamento das fémeas (Figura 3H). As fémeas sobreviveram por mais dias que 0s

machos, 17 e 12 respectivamente (Figura 31).

Discussao

O armazenamento de parasitoides e hospedeiros pode ser considerado uma técnica Util
em criacdo massal (QUEIROZ et al., 2017). Além de diminuir custos de producdo e aumentar
a vida util dos inimigos naturais, contribuem para a reserva de insumos biologicos o que

compensa periodos de baixa producdo ou demanda inesperada, e ainda permite liberagcdes em
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campo sincronizadas de inimigos naturais, em momentos criticos de ocorréncia de insetos-
pragas (CARVALHO etal., 2008; COLINET; BOIVIN, 2011; FLOATE, 2002; MCDONALD;
KOK, 1990; PRATISSOLI et al., 2006; VAN LENTEREN, J. C., 2010; VAN LENTEREN, J.
C.etal., 2018).

No entanto, a viabilidade e qualidade do hospedeiro ou do insumo biol6gico apds o
armazenamento é essencial (PEREIRA, et al., 2009). Neste trabalho, verificamos que a
combinacéo de baixa temperatura e prolongamento do tempo de armazenamento das pupas de
T. molitor interferem em parametros de qualidade de P. elaeisis produzido: a taxa de
emergéncia, progénie e longevidade de fémeas, porém ndo afetam a razdo sexual. Nossos
resultados indicam que é possivel um bom desempenho do parasitoide quando as pupas do
hospedeiro alternativo sdo armazenadas em temperatura entre 15 e 20 °C por periodo curto de
10 a 15 dias. Estimamos que a temperatura inferior a 12,5 °C prolongam a duracgéo do ciclo do
parasitoide e que 17,5 dias € o prazo méximo de armazenamento sem afetar a longevidade dos

adultos de P. elaeisis.
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Figura 3 — Mortalidade (A), parasitismo (B), duracdo do ciclo (C), emergéncia (D), progénie
(E), razdo sexual (F) longevidade (G) e longevidade de machos e fémeas (H) de Palmistichus
elaeisis cujas fémeas foram armazenadas a 10; 15; 20 °C e 25 °C (controle) a cada 48 h por até
24 dias.

A maioria dos trabalhos desenvolvidos com P. elaeisis estdo limitadas apenas a
qualidade das pupas dos diferentes hospedeiros para o parasitismo (PEREIRA et al., 2013;
PEREIRA, et al., 2009; PEREIRA, et al., 2011). Além disso, ha auséncia de pesquisas
relacionada ao armazenamento utilizando T. molitor, sendo que a maioria destas utilizam pupas
de Lepidopteras. Dessa forma, considerando T. molitor como hospedeiro alternativo, nossos
resultados sdo inéditos, principalmente, em relacdo as estimativas da minima temperatura de
armazenamento das pupas para o desenvolvimento do parasitoide e tempo maximo de
armazenamento das pupas sem comprometer a longevidade dos adultos de P. elaeisis.

Estudos realizados por PEREIRA et al. (2009) utilizando pupas de Bombyx mori
(Lepidoptera: Bombycidae) indicaram que o armazenamento pode ser mantido a 10 °C, por até
15 dias e posteriormente, utilizado para o parasitismo de P. elaeisis. Para o armazenamento das
pupas de A. gemmatalis o melhor resultado para o posterior parasitismo foi para 6 dias a 12 °C
(PEREIRA et al., 2013).

Para outro parasitoide de pupas, Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae),
embora a taxa de parasitismo das pupas de A. gemmatalis tenha sido superior a 90% na maioria
das combinagBes tempo x temperatura, verificou-se que a taxa de emergéncia, a progénie e a
longevidade de machos e fémeas da geragéo F1 foi reduzida com o armazenamento a0 e 5 °C
(PASTORI et al., 2013).
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Quando se trata de armazenamento de pupas ja parasitadas, recomenda-se que se
aguarde os parasitoides atingirem a fase de pupa dentro do hospedeiro para efetuar o
armazenamento. A pupa é uma fase imovel e melhor protegida de ser impactada por manuseio.
Apesar da imobilidade, esse estagio é metabolicamente muito ativo e os tecidos larvais sofrem
histolise e sdo remontados na forma adulta. Portanto, € comum observar tolerancia ao
armazenamento a frio varidvel no estagio de pupa (COLINET; BOIVIN, 2011). O
armazenamento prolongado do inimigo natural na fase pupal pode reduzir a emergéncia de
parasitoides devido aos efeitos negativos na nutricdo das pupas, respiracdo insuficiente ou
mudangas na dureza e espessura das estruturas hospedeiras, que pode prejudicar direta ou
indiretamente a sobrevivéncia do parasitoide e emergéncia (FOERSTER; DOETZER, 2006).

Estudos envolvendo armazenamento de hospedeiros ja parasitados a baixa temperatura
tem que estar atrelados ao controle de qualidade do agente de controle armazenado (VAN
LENTEREN, 2010; VAN LENTEREN, et al., 2018). Verificamos que a taxa de emergéncia foi
afetada apenas pelo tempo de armazenamento, o numero de descendentes pela temperatura e
tempo de armazenamento e a longevidade pelo tempo de armazenamento. Apesar da
combinacdo baixa temperaturas x tempo de armazenamento, afetarem parametros indicativos
da qualidade do P. elaeisis produzido como taxa de emergéncia, progénie, razéo sexual e
longevidade dos adultos, as pupas de T. molitor parasitadas por P. elaeisis podem ser
armazenadas na faixa de temperatura de 15a 17,5 °C por até 13 dias sem comprometer de forma
consideravel o desempenho do parasitoide.

PASTORI et al. (2013) ao armazenarem pupas de A. gemmatalis parasitadas por T.
diatraeae com o parasitoide no estagio de pupa observaram que a taxa de emergéncia do
parasitoide nas pupas armazenadas a 0 °C por um dia e 5 °C por trés dias foi semelhante a obtido
tratamento controle (25 °C), assim como a progénie ndo foi afetada em 5 °C para pupas
armazenadas por um dia. A temperatura ndo afetou a duracdo do ciclo de vida de T. diatraeae,
sendo as médias semelhantes ao controle. A longevidade dos machos foi menor em pupas
armazenadas por trés dias a 0 e 5 °C quando comparada com o controle e a longevidade das
fémeas foi inferior ao controle em todas as combinagdes. Dessa forma, os autores recomendam
armazenar a frio pupas de A. gemmatalis contendo o estagio imaturo (pupa) do parasitoide no
seu interior por apenas 24 h.

O armazenamento de insetos adultos geralmente leva a uma reducado maior e mais rapida
no condicionamento fisico do que o0 armazenamento dos estagios imaturos (VAN LENTEREN
E TOMMASINI 2003). Ao armazenamos fémeas adultas de P. elaiesis em baixa temperatura

houve comprometimento do seu desempenho, na medida em que o tempo de armazenamento
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aumentou. Para todos os parametros avaliados: mortalidade, parasitismo, emergéncia, progénie
e razdo sexual houve interacdo entre as temperaturas e tempos de armazenamento. N0ssS0S
resultados indicaram que o armazenamento das fémeas de P. elaeisis a baixas temperaturas
poder ser feito por até 6 dias sem comprometer seus principais parametros biologicos.

Resultados similares foram obtidos por SILVA et al. (2019) ao armazenarem adultos do
parasitoide de ovos de percevejo Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae) a 5 °C por
2, 4 e 6 dias. Os autores verificaram que durante seis dias de armazenamento a sobrevivéncia
de machos e fémeas, a taxa de parasitismo e emergéncia e a razdo sexual foram similares as
obtidas no tratamento controle e ndo houve efeito na longevidade das fémeas. Para a geracao
seguinte (F1), a taxa emergéncia e a razao sexual por 6 dias de armazenamento se mantiveram
similares ao tratamento controle, porém a duracdo do ciclo prolongou em comparacdo ao
tratamento controle.

A sobrevivéncia de adultos do parasitoide de ovos de Lepidopteras Telenomus remus
(Hymenoptera: Platygastridae) armazenados a 5 e 10 °C ndo foi impactada por até 4 dias de
armazenamento, assim como a taxa de parasitismo. A mortalidade dos machos e fémeas
aumentaram apos 6 e 8 dias de armazenamento, respectivamente. As fémeas apresentaram mais
tolerancia ao armazenamento, com aumento da mortalidade apenas quando armazenadas a5 °C
por 8 dias, sendo que a capacidade de parasitismo das fémeas sobreviventes ndo foi afetada
pelo armazenamento (QUEIROZ et al., 2017).

Uma sintese dos resultados obtidos em relacdo ao armazenamento de pupas do
hospedeiro e do adulto do parasitoide, nos permite concluir que ha efeito das diferentes
combinagOes de baixa temperatura e tempo de armazenamento das pupas de T. molitor
parasitadas e ndo parasitadas e sobre as fémeas adultas de P. elaeisis. No entanto, é possivel
obter um desempenho razoavel do parasitoide criado em pupas que foram armazenadas entre
15 e 20 °C por periodo de 10 a 15 dias. Da mesma forma, € possivel armazenar pupas de T.
molitor parasitadas por P. elaeisis na temperatura minima cerca de 15 °C por um periodo de 13
dias e utilizar para o desenvolvimento do parasitoide sem comprometimento do seu
desempenho. No caso da exposicao ao frio das fémeas de P. elaiesis por curto periodo, ha pouco
efeito sobre o desempenho reprodutivo, principalmente, em temperatura de 15 °C por até seis

dias.
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ARTIGO 2 Aptidao de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) mantido em
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Resumo

Os regimes térmicos flutuantes simulando condi¢fes naturais de temperatura em bioféabricas
sdo ferramentas utilizadas para assegurar a qualidade de insetos produzidos em larga escala.
Assim, durante sete geracdes nds investigamos se 0 Regime Térmico Flutuante (RTF) poderia
afetar o desempenho do endoparasidoide pupal Palmistichus elaeisis (Hymenoptera:
Eulophidae) quando comparado o Regime Térmico Constante (RTC), comumente utilizado em
biofabricas. Inicialmente, uma populacdo do parasitoide foi estabelecida em RTC exposta
continuamente a 25+2 °C e outra em RTF exposta a 30+2 °C durante o dia e 20+2 °C a noite,
as quais foram utilizadas para determinar: i) desempenho de P. elaeisis; ii) condicionamento
fisico das fémeas e; iii) tolerancia térmica de fémeas. Nossos resultados indicaram que a
oscilacdo térmica de 10 °C em que a populacdo foi exposta em RTF ndo se mostrou adequada
para melhorar a adaptacéo e vigor de P. elaeisis no transcorrer das gerac6es, sendo que, a partir
da quinta geracdo a populacdo em RTF degenerou. Caracteristicas bioldgicas que indicam o
desempenho padrdo do parasitoide como duracdo do ciclo, emergéncia e progénie foram
afetadas em condi¢des de RTF. Além disso, algumas caracteristicas foram impactadas no
transcorrer das geracdes, por exemplo, as fémeas submetidas ao condicionamento fisico
apresentaram maior longevidade nas trés primeiras geragdes, assim como maior fecundidade
acumulada. Também houve consideravel reducao na fertilidade diaria e acumulada no RTF a
partir da terceira geracdo. Ao medirmos a tolerancia térmica das fémeas de P. elaiesis mantidas
até cinco geracdes em RTF e, submetidas ao parasitismo em condig¢des de 15, 20, 30 e 35 °C,
observamos alta mortalidade das fémeas submetidas a partir de 30 °C e comprometimento da
performance reprodutiva do parasitoide em temperaturas de 15 e 20 °C no transcorrer das
geragOes. Para populagdo mantida em RTF a partir da G3, a aptiddo de P. elaeisis representada
pelo desempenho, condicionamento fisico e tolerancia térmica, comegou a ser comprometida,
0 que culminou na degeneracao da populacdo na G5.

Palavras-chave: Condicionamento fisico. Tolerancia térmica. Controle de qualidade
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Introducéo

A expressao temperatura flutuante engloba escalas de tempo e transi¢des de temperatura
natural ou artificialmente induzida (COLINET et al., 2015). Os insetos expostos a essa condi¢éo
ambiental, podem apresentar respostas variaveis no que diz respeito as caracteristicas
biologicas ou fisiologicas e podem lidar com essa variabilidade térmica por meio da
aclimatacao. Sob essa perspectiva, supde-se que as oscilaces térmicas podem causar impactos
positivos, com reparacdo ao estresse acumulado durante a exposicao aos extremos térmicos, ou
negativos por meio de danos acumulados por exposi¢des consecutivas (ABRAM et al., 2017,
BOZINOVIC et al.,, 2014; COLINET, et al., 2015; FURLONG; ZALUCKI, 2017,
KINGSOLVER; WOODS, 1997; TERBLANCHE; NYAMUKONDIWA; KLEYNHANS,
2010)

Os inimigos naturais criados sob condi¢des térmicas flutuantes tém potencial em
produzir descendentes com maior habilidade em tolerar flutuagdes de temperatura no momento
da liberacdo em campo, caracteristicas que pode ser transmitidas para proximas geracoes
(transgeracional) e favorecer o desempenho e plasticidade da progénie sob regimes flutuantes
(CHIDAWANYIKA et al, 2017; MANENTI et al., 2014; SGRO; TERBLANCHE;
HOFFMANN, 2016). CASTELLANOS et al. (2019), verificaram que a populacdo de
Telenomus podisi (Hymenoptera: Platigastridae) promissor parasitoide de ovos de percevejos
ao ser submetida por quatro geracdes em regime de flutuacdo térmica diurna de 30 °C e noturna
de 20 °C, apresentou melhor sobrevivéncia em comparacdo aquela mantida em temperatura
constante de 25 °C, comumente utilizada em criagdo massal deste parasitoide.

Normalmente os insetos terrestres enfrentam condigdes de campo com flutuagdes
térmicas diarias (BANNERMAN E ROITBERG 2014; COLINET et al. 2015), assim, seria
recomendavel que as instalacdes das biofabricas utilizassem temperaturas flutuantes. No
entanto, a maioria destas por uma questdo de praticidade ainda utilizam condi¢cbes de
temperatura constante, a qual proporciona taxas consistentes de crescimento e
desenvolvimento, visando atender a producdo em larga escala de inimigos naturais (PARRA
2010; CHIDAWANYIKA E TERBLANCHE 2011; SORENSEN et al. 2012).

Assim, tradicionalmente em criagéo de parasitoides, normalmente adota-se temperatura
constante, estavel e uniforme durante todo o ciclo visando sincronizar o desenvolvimento. No
entanto, essa condi¢do pode impactar na qualidade dos insetos produzidos, os quais ndo estdo
adaptados as oscilacBes térmicas que estardo sujeitos no momento da liberagdo em campo,

principalmente, levando-se em consideragcdo as condi¢fes da agricultura tropical no Brasil.



72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

44

Assim, normalmente, a temperatura constante de 25 °C ¢ utilizada para criar por exemplo a
microvespa Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) parasitoide de ovos
criado em larga escala e comercializado amplamente no mundo devido a simplicidade de
criacdo e capacidade de controlar diferentes espécies de lepidopteros-praga (CALVIN et al.
1984; HARRISON 1985; PARRA E ZUCCHI 2004; ALMEIDA, 2020).

O endoparasitoide gregario Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) tem sido
comercializado visando inviabilizar as pupas de lepiddpteros desfolhadores em areas agricolas
e florestais (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 1999; PEREIRA, et al., 2009; RODRIGUEZ-
DIMATE et al., 2016). Normalmente, a criagido massal tem sido realizada em condicbes de
temperatura constante utilizando o hospedeiro alternativo Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) (ZANUNCIO et al., 2008).

Embora desde o primeiro relato em pupas de Eupseudosoma involuta (Lepidoptera:
Arctiidae) e Euselasia euceris (Lepidoptera: Riodininidae), P. elaeisis tenha sido estudado em
diversas espécies de pupas de insetos hospedeiros (BITTENCOURT; BERTI FILHO, 1999,
2004; CANDELARIA; WILCKEN, 2014; DELVARE; LASALLE, 1993; GIL-SANTANA;
TAVARES, 2006; MARTINS, 2016; MORAIS et al., 2019; PEREIRA; ZANUNCIO; 2008;
PEREIRA et al., 2009; RODRIGUEZ-DIMATE et al., 2016; TAVARES et al., 2019; ZACHE
et al., 2013; ZANUNCIO et al., 2015), ndo ha informacbes sobre o desempenho desse
parasitoide submetido a regime térmico flutuante. Toda literatura em vigor aborda apenas as
caracteristicas bioldgicas de P. elaeisis em regime de temperatura constante (PEREIRA et al.
2009, 2011, 2013).

Com base nos resultados de literatura utilizando o parasitoide de ovos Telenomus podisi
(Hymenoptera: Scelionidae) (CASTELLANOS et al, 2019), o besouro desfolhador
Zygogramma bicolorata (Coleoptera: Chrysomelidae), agente de controle bioldgico de plantas
invasoras (CHIDAWANYIKA et al.,, 2017), demais artigos de revisdo sobre 0 assunto
(COLINET et al. 2015; CHEVIN E HOFFMANN 2017), n6s hipotetizamos que criacdo de P.
elaeisis em regime térmico flutuante pode melhorar o desempenho e vigor dos descendentes,
com maior chance de adaptacdo as condi¢des de oscilagdo térmica durante 0 momento das
liberagdes.

Dessa forma, em nossa pesquisa simulamos dois regimes térmicos para a criacdo de P.
elaeisis por sete geragdes, Regime Térmico Flutuante (RTF) mantido a 30+2 °C durante o dia
e a 20£2 °C a noite e Regime Térmico Constante (RTC), considerado o regime térmico padrao

de criacdo. Nosso objetivo foi determinar o desempenho de P. elaeisis, o condicionamento
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fisico e a tolerancia térmica das fémeas em RTF visando produzir individuos mais vigorosos e

com melhor desempenho e qualidade.

Material e Métodos

Insetos

Para multiplicacdo de P. elaeisis, foram utilizadas pupas de T. molitor com até 48 horas
de formadas. Adultos e larvas de T. molitor foram mantidos em recipientes plasticos (24x20x15
cm) e alimentados com dieta composta por farelo de trigo (97%) e levedo de cerveja (3%)
(ZAMPERLINE E ZANUNCIO, 1992; OLIVEIRA et al. 2004), fatias de chuchu Sechium
edule (Cucurbitaceae) foram utilizadas como fonte de umidade e pdo seco. A criacdo foi
mantida em sala com condigdes controladas de temperatura 25+2 °C, umidade relativa 7010
% e escotofase. Parte das pupas obtidas séo utilizados para manutencéo da criagdo de T. molitor
e o restante para criacdo do parasitoide.

Adultos do parasitoide alimentados com mel puro foram mantidos em gaiola de acrilico
(30x30%x60 cm). As pupas foram expostas ao parasitismo, na proporc¢do 7:1 (sete fémeas para
uma pupa hospedeira) durante 48 horas, ap6s o qual, foram acondicionadas em potes plasticos
(12x7,5 cm) até a emergéncia de adultos. A criacdo foi mantida em sala com condicOes
controladas de temperatura 25+2 °C, umidade relativa 70£10% e fotofase de 14 horas
(ZANUNCIO et al., 2008).

Obtencéao das populagdes de parasitoides em regime de temperatura constante e flutuante

Inicialmente, foram estabelecidas duas popula¢bes com aproximadamente 1.000
individuos recém-emergidos de P. elaeisis, obtidos da criagdo de manutencgdo, consideradas a
geracdo parental (G0). Os parasitoides alimentados com mel puro foram acondicionados em
potes de vidro (14,5x17 cm) vedados com tecido voil e elastico. Foram utilizados dois regimes
térmicos: RTC de 25+2 °C (tratamento controle) e RTF de 30+2 °C durante o dia (12h) e 20£2
°C a noite (12 h). As duas populac¢Ges foram mantidas em camaras climatizadas (®Eletrolab) a
70+10% de UR e fotofase de 14 horas.

Ap0s 24 h de aclimatacéo a cada regime termico foram ofertadas as fémeas de P. elaeisis
(GO0) pupas do hospedeiro alternativo T. molitor ao parasitismo visando a obtencéo da geragédo

1 (G1). Apbs 24 horas de parasitismo, as pupas foram retiradas e mantidas no regime de



139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172

46

temperatura dos progenitores até o desenvolvimento completo. A partir de entdo, os adultos
emergidos foram considerados a segunda geracao (G2), utilizada para os bioensaios e produgéo
das geracOes subsequentes, G3, G4, G5, G6 e G7. As duas populacbes foram mantidas
continuamente e separadamente durante sete geracdes sob a selecdo das condigcdes de RTC e
RTF.

Individuos de P. elaeisis provenientes de cada geracdo foram utilizados para
determinacédo de: i) desempenho do parasitoide; ii) condicionamento fisico das fémeas e iii)
tolerancia térmica das fémeas. Embora P. elaeisis seja um parasitoide gregario nesses
bioensaios foram utilizadas apenas uma fémea acasalada com até 24 horas sem experiéncia
prévia em parasitismo. Cada fémea foi acondicionada em tubo de vidro de fundo chato (2,5 x
8,5 cm) vedado com tecido voil e alimentadas com uma goticula de mel. Padronizou-se a

utilizacdo das pupas de T. molitor com até 48 horas e o parasitismo por até 24 horas.

Desempenho

Para determinar se o RTF afeta o desempenho de P. elaeisis, vinte fémeas de cada
regime térmico e geracdo foram avaliadas em relacdo ao parasitismo, duragdo do ciclo (ovo-
adulto), emergéncia, nimero de descendentes ou progénie e razdo sexual.

O parasitismo foi avaliado pela interrup¢do do ciclo de T. molitor e alteragdo na
coloracdo da pupa; a emergéncia pelo completo desenvolvimento de ovo a adulto de P. elaeisis
e a razdo sexual pelo produto da divisdo do total de descendentes fémeas pelo total de

descendentes (macho + fémea) por pupa.

Condicionamento fisico

Para avaliagdo do efeito do RTF no condicionamento fisico, vinte fémeas de cada regime
térmico e geracdo foram individualizados nas mesmas condi¢des do bioensaio anterior, as quais
receberam diariamente enquanto vivas uma pupa de T. molitor. Cada pupa removida apds 24 h
foi etiquetada e armazenadas em tubo plastico (1,25%7,5 cm) e mantida no respectivo regime
térmico dos progenitores. Foram avaliados: longevidade das fémeas, fecundidade diaria e
acumulada, fertilidade diaria e acumulada.

A fecundidade acumulada foi determinada pela média do numero de pupas parasitadas
por fémea durante a vida e a fecundidade diaria pela média do nimero de pupas parasitadas por

fémea por dia. Da mesma forma, a fertilidade acumulada foi determinada pela média do nimero
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de descendentes por fémea durante a vida, e a fertilidade diaria pela média do nimero de
descendentes por fémea por dia.

Tolerancia térmica

Estabelecemos os efeitos do RTC nas caracteristicas do parasitoide P. elaeisis que foram
mantidos nos RTC e RTF por varias geracdes. Vinte fémeas acasaladas com até 24 horas, de
ambos os regimes térmicos foram individualizados e transferidas para camara climaticas
(®Eletrolab) a temperaturas constantes de 15, 20, 25, 30 e 35 °C nas mesmas condic¢des do
bioensaio anterior, as quais receberam diariamente enquanto vivas uma pupa de T. molitor.

Adotamos 0 mesmo procedimento na determinacdo do condicionamento fisico, descrito
anteriormente, no entanto, as fémeas e pupas foram mantidas a 15, 20, 25, 30 e 35 °C até a

emergéncia dos adultos.

Andlise dos dados

Os dados foram analisados utilizando-se o software R (R Core Team, 2023) e com o
emprego dos pacotes car, DHARMa, Ismeans e glmmTMBOs. Testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett (a = 0,05) foram aplicados para verificacdo dos pressupostos de normalidade dos erros
e homocedasticidade das variancias, respectivamente, e como ndo assumiram distribuicédo
normal, os dados foram analisados por meio de Modelos Lineares Generalizados Mistos
(GLMM). Para cada variavel reposta selecionou-se a funcdo de ligacao e distribuicdo de erro
mais apropriada (Tabela 1), seguido de teste razdo de verossimilhanga e comparacdes pelo teste
Tukey’s post-hoc tests (P<0,05).

Tabela 1 — Funcédo de ligacdo e distribuicdo de erro das variaveis resposta dos bioensaios
Desempenho (D), Condicionamento térmico (CT) e Tolerancia Térmica (TT), empregados nos
modelos lineares generalizados mistos (GLMM).

Variavel resposta Bioensaio FlIJ_ngaq de Distribuicdo de erro
igacédo
Tempo de desenvolvimento D Log ziGamma
Emergéncia D Log Binomial negativa
Progénie D Log ziGamma
Longevidade das fémeas Cf Log Binomial negativa

Fecundidade diaria Cf Log Tweedie
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Fecundidade acumulada Cf Log Binomial negativa
Fertilidade diaria e acumulada CfeTt Log Binomial negativa
Fecundidade diaria Tt Logit Beta
Fecundidade acumulada Tt Log ziGamma
Resultados

Embora a populagédo estabelecida em RTC tenha sido mantida por sete geragdes a
populagéo exposta em RTF degenerou a partir da 62 geracéo, dessa forma, os resultados seréo

apresentados apenas até as cinco primeiras geracoes.

Desempenho

Quando a populacdo de P. elaiesis foi mantida em RTF por cinco geracfes todas as
pupas foram parasitadas e ndo houve efeito do regime térmico e geracdes sobre a razdo sexual.
Com relacdo a duracdo do ciclo (ovo-adulto) os dados ndo se ajustaram aos modelos para
interacdo entre o regime térmico e geracdes, porém, houve efeito entre os regimes térmicos
(x? = 159,39,GL = 1, P < 0,001), com prolongamento do ciclo em RTF (Figura 1A), e entre
as geragbes (y? = 15,41,GL = 5,P = 0,009), com menor duracio na G3 em relacdo G2 e G4,
porém sem diferir das demais (Figura 1B).

Ao avaliarmos a taxa de emergéncia os dados de interacdo entre o regime térmico e
geracdo ndo se ajustaram aos modelos, porém houve efeito dos regimes térmicos (y? =
56,32,GL = 1,P < 0,0001), sendo 2,5 vezes menor no RTF em relacdo ao RTC, 38% e 95%,
respectivamente (Figura 1C). A emergéncia foi afetada entre as geragles (y? = 24,35,GL =
5,P < 0,001), sendo superior na geracdo parental (GO) em relagdo a G1, G3, G4 e G5 (Figura
1D).

Quando quantificamos a progénie ou 0 numero de descendentes, os dados de interagcdo
entre regime térmico e geracdo ndo se ajustaram aos modelos, mas houve efeito entre os regimes
térmicos (y? = 37,74,GL = 1,P < 0,0001), sendo que no RTF o nimero de descendentes foi
aproximadamente 1,7 vezes menor que no RTC (Figura 1E) e entre as geracles, (y? =
14,76,GL = 5,P = 0,011), sendo que o numero de descendentes foi maior na G3 em

comparacdo com GO, néo diferindo das demais geracdes (Figura 1F).
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Figura 1 - Duracéo do ciclo x regime térmico (A), duragdo do ciclo x geracdo (B), emergéncia
x regime térmico (C), emergéncia x geracdo (D), progénie x regime térmico (E) e progénie x
geragdo (F) de Palmistichus elaeisis mantidos sob regimes térmicos constante e flutuante
durante cinco geracoes.

Condicionamento fisico

Ao simularmos o condicionamento fisico das fémeas de P. elaeisis mantidas em RTF
por cinco geragdes, observamos que para a longevidade das fémeas ndo ocorreu interacdo entre
0s regimes térmicos e as geragBes (y? = 1,06, GL = 4,P = 0,9010), no entanto, houve
efeito entre as geracdes ( y? = 14,54,GL = 4, P = 0,0060). Nas geracdes iniciais G1, G2 e
G3 as fémeas sobreviveram por mais dias em comparacao com a ultima G5 (Figura 2A). Para
os regimes térmicos nédo houve efeito ( x> = 2,72,GL = 1,P = 0,0990).

Com relacdo a fecundidade diaria os dados de interacéo entre regime térmico e geracoes
ndo se ajustaram ao modelo e ndo houve efeito entre os regimes térmicos ( y? = 0,63,GL =
1,P < 0,4275) e entre as geracOes (x> = 8,44,GL = 4,P < 0,0766). No entanto, para
fecundidade acumulada, apesar dos dados de interacdo ndo terem se ajustados aos modelos,
houve efeito entre as geragbes (x? = 56,26,GL = 4,P < 0,0001). Maior fecundidade
acumulada foi observada na G2 em comparacdo com G4 e G5, sendo na G5 a menor
fecundidade acumulada em relacdo as primeiras gerac6es (Figura 2B). Considerando os dados
fecundidade acumulada nos regimes térmicos ndo se ajustaram ao modelo.

Para fertilidade diaria houve interacdo entre os regimes térmicos e as geragdes (y? =
30,16,GL = 4,P < 0,0001), sendo que no RTF a partir da G3 houve reducdo consideravel na
fertilidade diaria, o que ndo ocorreu no RTC nas cinco gera¢des. Apenas houve diferenca no
RTC entre a G1 e a G3, com menor fertilidade diaria na G1 (Tabela 2).

Para fertilidade acumulada os dados de interacdo entre regime térmico e geragdes nao
se ajustaram ao modelo, no entanto houve efeito entre os regimes térmicos (y? = 80,29, GL =
1,P < 0,0001), sendo que no RTF as fémeas de P. elaeisis apresentaram 2,7 vezes menor
fertilidade acumulada do que no RTC; 31,53 e 87,01, respectivamente (Figura 2C). Houve
efeito entre as geragdes (xy? = 12,72, GL = 4, P = 0,013),com maior fertilidade acumulada na

G5 em relagéo a G4, porém semelhantes nas geracdes G1, G2 e G3 (Figura 2D).
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267  Tabela 2 — Fertilidade diaria do parasitoide Palmistichus elaeisis mantidos em regime térmico
268  de temperatura constante e flutuante durante cinco geracoes.
269

Regime térmico Geracdo  Fertilidade diaria

constante Gl 73,0 £0,0003 bc
constante G2 83,5+ 0,0002 cd
constante G3 84,5+ 0,0002d
constante G4 80,2 + 0,0002 cd
constante G5 75,7 £ 0,0003 bcd
flutuante Gl 81,4 £ 0,0002 cd
flutuante G2 84,1 +0,0002d
flutuante G3 82,8 £ 10,0002 cd
flutuante G4 64,8 £ 0,0002 b
flutuante G5 34,3 +£0,0003 a

270  Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
271  probabilidade.
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Figura 2 — Longevidade das fémeas x geracao (A), Fecundidade acumulada x geracdo (B), e
fertilidade acumulada x regime térmico (C) e fertilidade acumulada x geracdo (D) do
parasitoide Palmistichus elaeisis mantidos sob regimes térmicos constante e flutuante durante
cinco geracoes.

Tolerancia Térmica

As fémeas submetidas as temperaturas extremas de 30 e 35 °C, sobreviveram por curto
periodo com taxas reduzidas de parasitismo e auséncia de emergéncia, dessa forma, os dados
apresentados sdo apenas para as temperaturas mais baixas de 15 e 20 °C.

Quando as fémeas de P. elaiesis foram mantidas por cinco geracfes em RTF e, apos 24
h de emergéncia submetidas ao parasitismo em condic¢des de RTC a 15, 20 e 25 °C, observamos
que para fecundidade diaria houve interagdo entre os regimes térmicos e as geragdes ( x? =
127,99,GL = 25,P < 0,0001). As fémeas de P. elaeisis mantidas em RTF e submetidas a
temperatura de 20 e 25 °C na G5 apresentaram menor fecundidade didria em relacéo as demais
geracOes, 0 mesmo aconteceu em RTF submetidas a temperatura de 15 °C a partir da G2, com
reducdo na fecundidade diéria, principalmente na ultima geracdo (G5). Para fémeas mantidas
no RTC houve reducgdo na fecundidade diaria apenas na G5 quando submetidas a temperatura
de 15 e 20 °C em relacédo as demais (Tabela 3).

Com relacdo a fecundidade acumulada houve interacdo entre os regimes térmicos e
geragles (x? = 215,46,GL = 25,P < 0,0001), sendo que as menores fecundidades

acumuladas ocorreram em RTF em fémeas de P. elaeisis expostas a 15, 20 e 25 °C, na ultima
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geracdo (G5). Mesmo para fémeas mantidas em RTC & 25 °C houve diferenga entre a G2 e G5,
assim como as expostas a 20 °C na G1 e a 15 °C na G5 (Tabela 3).

Para fertilidade diaria houve interacdo entre os regimes térmicos e geracdes ( x? =
156,67,GL = 25,P < 0,0001), sendo que as fémeas mantidas em RTF e RTC e expostas a 15
°C apresentaram as menores fertilidades diaria nas geracGes avaliadas, somente ndo diferindo
das mantidas em RTF e expostas a 20 e 25 °C na G5 (Tabela 3).

Com relacéo a fertilidade acumulada os dados de interacdo entre os regimes térmicos e
geracOes ndo se ajustaram, no entanto houve efeito do regime térmico ( y? = 421,53,GL =
5,P < 0,0001), sendo que a fertilidade acumulada foi menor em ambos 0s regimes expostos a
15 °C. Quando as fémeas foram expostas a 20 e 25 °C a fertilidade acumulada foi menor para
aquelas mantidas em RTF (Figura 3A). Também houve efeito entre as geracGes
(x?19,51,GL = 5,P < 0,001), sendo que a fertilidade acumulada foi menor nas geragoes GO
e G5 em relagdo a G2 (Figura 3B).

Discussao

Embora uma das premissas para produzir inimigos naturais de qualidade seja manter as
criagdes em regime de temperatura flutuante (MIRONIDIS, 2014; TORRES; MUSOLIN;
ZANUNCIO, 2002), os dados obtidos no presente estudo indicam que a manutencdo da
populacdo de P. elaeisis em RTF com amplitude de 10 °C entre temperatura diurna e noturna,
pode afetar os aspectos bioldgicos relevantes desse endoparasitoide pupal. Assim, a melhor
performance do parasitoide foi obtida por geracdes consecutivas na populagdo mantidaem RTC
a25°C.

Talvez, especificamente para este parasitoide 10 °C de amplitude térmica diurna-noturna
tenha sido excessivo, necessitando de amplitudes inferiores para sua readaptacdo e
performance. O efeitos do RTF parecem ser mais drastico de acordo a amplitude térmica e as
médias de temperatura diurna e noturna (COLINET et al., 2015; FISCHER et al., 2011). Nossos
resultados alertam para sensibilidade de P. elaeisis ao estresse térmico o que deve ser
considerado em relacdo as regides geograficas mais apropriadas para liberagdo, assim como o

horério de liberacéo.

Tabela 3 — Fecundidade diaria e acumulada e fertilidade diaria do parasitoide Palmistichus
elaeisis mantidos em regimes térmicos constante e flutuante durante geragfes consecutivas e
submetidas as temperaturas de 15, 20 e 25°C.
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Regime Fecundidade Fecundidade Fertililidade

térmico Geracao Diaria acumulada diaria
Constante 25 GO 0,75 £ 0,03 ghi 11,38 £ 1,04 defghi 7,99 £ 0,89 fghijk
constante 25 Gl 0,80 £ 0,03 hi 12,50 + 1,17 fghi 11,23 + 1,19 ijk
constante 25 G2 0,82 +0,03 i 14,71 + 1,38 i 9,67 = 1,03 ghijk
constante 25 G3 0,77 £ 0,03 ghi 13,37 + 1,22 ghi 10,28 + 1,08 hijk
constante 25 G4 0,77 £0,03 hi 9,86 + 0,92 defghi 13,34 £ 1,37k
constante 25 G5 0,74 £ 0,03 ghi 8,70 £ 0,80 defg 11,48 £1,21 jk
flutuante 25 GO 0,732 +0,03 fghi 10,51 + 1,04 defghi 5,89 + 0,80 efghi
flutuante 25 Gl 0,767 £ 0,03 hi 10,24 + 0,98 defghi 5,42 + 0,73 efgh
flutuante 25 G2 0,756 * 0,03 ghi 9,21 £ 0,84 defghi 5,82 + 0,73 efgh
flutuante 25 G3 0,74 + 0,03 fghi 10,96 + 1,05 defghi 4,80 + 0,64 def
flutuante 25 G4 0,69 + 0,03 efghi 7,57 £ 0,71 def 3,90 £ 0,68 cdef
flutuante 25 G5 0,52 + 0,03 bcd 3,90+0,37b 0,77 +£0,21 ab
constante 20 GO 0,73 £ 0,03 fghi 13,08 £ 1,19 ghi 5,42 £ 0,70 efgh
constante 20 Gl 0,67 £ 0,03defghi 8,81 £ 0,80 defg 8,67 £ 1,05 fghijk
constante 20 G2 0,74 £ 0,03 fghi 13,60 + 1,24 ghi 7,52 + 0,85 efghijk
constante 20 G3 0,74 £ 0,03 fghi 13,35 £ 1,22 ghi 5,55 + 0,69 efgh
constante 20 G4 0,73 £ 0,03 fghi 14,44 £ 1,32 hi 4,85 £ 0,62 def
constante 20 G5 0,58 £ 0,03 cdef 13,45 £ 1,23 ghi 4,57 £ 0,60 cdef
flutuante 20 GO 0,68 + 0,03 defghi 12,80 £ 1,17 ghi 5,28 £ 0,66 efg
flutuante 20 Gl 0,80 £ 0,03 hi 12,01 + 1,127 efghi 3,90 + 0,55 cde
flutuante 20 G2 0,72 + 0,03 fghi 11,07 + 1,01 defghi 6,46 = 0,76 efghij
flutuante 20 G3 0,71 £ 0,03 efghi 12,11 £ 1,10 efghi 5,29 £ 0,66 efg
flutuante 20 G4 0,53+£0,03bcde 11,64 + 1,123 defghi 2,25 + 0,40 bcd
flutuante 20 G5 0,37 +0,03 b 4,45+ 0,43 bc 0,16 £ 0,09 a
constante 15 GO 0,64 £ 0,03 defgh 9,81 £ 0,89 defghi 1,07 £ 0,25 ab
constante 15 Gl 0,63 £ 0,03 defgh 9,45 + 0,89 defghi 0,64 £0,19 ab
constante 15 G2 0,69 +0,03defghi 11,33 + 1,04 defghi 0,53 +0,17 a
constante 15 G3 0,60 £ 0,03 defg 9,77 £ 0,89 defghi 0,09+£0,07 a
constante 15 G4 0,64 + 0,03 defghi 12,67 £ 1,18 ghi 0,12+0,08 a
constante 15 G5 0,43 £ 0,03 bc 7,45 + 0,68 de 0,04 £ 0,05 ab
flutuante 15 GO 0,71 £ 0,03 fghi 13,34 + 1,22 ghi 0,54 +0,17 a
flutuante 15 Gl 0,63 £ 0,03 defgh 9,03 £ 0,84 defghi 0,03 £ 0,03 abc
flutuante 15 G2 0,60 £ 0,03 defg 9,83 £ 0,90 defghi 0,04 £ 0,04 ab
flutuante 15 G3 0,42 + 0,03 bc 8,88 + 0,83 defgh 0,07 £ 0,06 a
flutuante 15 G4 0,43 £ 0,03 bc 7,25 = 0,69 cd 0,24+0,11a
flutuante 15 G5 0,21+0,03a 2,056+0,21a 0 abcdefghijk

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Figura 3 — Fertilidade acumulada x regime térmico (A) e fertilidade acumulada x geracgdes (B)
das fémeas de Palmistichus elaeisis mantidas em regime térmico constante e flutuante e
submetidas as temperaturas de 15, 20 e 25 °C durante o parasitismo e por cinco geracoes.

Contrariamente, CASTELLANOS et al. (2019) concluiram que o RTF foi mais
adequado para a criacdo massal de T. podisi, com aumento da qualidade e produtividade. Os
autores obtiveram resultados promissores em RTF. Na quarta geragdo em RTF, observaram
encurtamento do ciclo de desenvolvimento e prolongamento na longevidade. Além disso, a
fecundidade acumulada foi maior em RTF em relacdo ao RTC na mesma geracao, assim como
a taxa de emergéncia.

BITTENCOURT E BERTI FILHO (2004) destacaram que o ciclo de desenvolvimento
de P. elaeisis é suscetivel as temperaturas extremas e aos diferentes hospedeiros de criacdo
testados: Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), Anticarsia gemmatalis, Chloridea
virescens, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Thyrinteina arnobia
(Lepidoptera: Geometridae), com variacdo de 40,4 dias a 18 °C e 18,1 dias a 28 °C. Estudos
prévios realizados por ZANUNCIO et al. (2008) indicaram que P. elaeisis criado em T. molitor
nas mesmas condigOes do RTC (25+2 °C; 70+£10% de UR e 14 horas de fotofase) apresentaram
taxas de parasitismo e emergéncia de 100 e 90,76%, respectivamente, duracdo do ciclo de 23,42
dias, progénie de 70,07 individuos por pupa e razdo sexual de 0,94 e longevidade média de
22,65 dias para fémeas e 28,3 para machos.

Os resultados das nossas pesquisas no RTF indicaram efeito do estresse térmico no
transcorrer das geracOes nas caracteristicas biologicas avaliadas, embora a cada geracéo seja

possivel notar tentativa de adaptacdo do parasitoide para retornar as condi¢es da geracao
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progenitora. Mesmo utilizando-se a temperatura noturna de 20 °C, préxima a adequada de 22°C
(BITTENCOURT E BERTI FILHO 2004) a alta temperatura diurna de 30 °C, provavelmente
impactou de forma negativa no desenvolvimento deste endoparasitoide pupal.

Parametros como longevidade, fecundidade de parasitoides estdo intimamente ligados
a quantidade de reservas de energia (ABRAM et al., 2017; BERGER; WALTERS;
GOTTHARD, 2008; COLINET; BOIVIN; HANCE, 2007), os quais foram afetados em nossas
pesquisas, quando avaliamos o condicionamento fisico das fémeas de P. elaeisis,
principalmente nas ultimas geracdes, que pode estar relacionado com o aumento dos danos
oxidativos (FOUCREAU et al., 2016; LALOUETTE et al., 2011), associado com mecanismo
de envelhecimento (COLINET et al., 2015) que no decorrer das geracdes pode ter resultado em
alteracdo no desempenho de P. elaeisis.

A fertilidade diaria em RTF foi similar a obtida RTC nas trés primeiras geracoes, assim
o efeito transgeracional favoreceu o desempenho e plasticidade sob regimes flutuantes
inicialmente (CHIDAWANYIKA et al., 2017; MANENTI, et al., 2014; MANENT]I, et al.,
2015; SGRO; TERBLANCHE; HOFFMANN, 2016), porém, houve diminuicao da fertilidade
diaria nas duas geracGes subsequentes. Durante o condicionamento fisico das fémeas, a
fertilidade acumulada aumentou em RTF na G5 em relagéo a G4, antes da degeneragdo em RTF
na G6.

Os organismos que se adaptam em temperaturas flutuantes podem aumentar a sintese
de proteinas de choque térmico, suportando melhor o estresse térmico (CASTELLANOS et al.,
2019; FOLGUERA et al., 2011; TOMANEK, 2010), assim como apresentar maior habilidade
da sua progénie em tolerar flutuagbes de temperatura em ambientes naturais
(CHIDAWANY KA et al., 2017). No entanto, para P. elaeisis, quando simulamos condicao de
tolerancia térmica, o desempenho reprodutivo foi comprometido no RTF, principalmente
guando as fémeas foram mantidas na menor temperatura de 15 °C. Para as fémeas expostas a
20 °C, tanto em RTF como em RTC o impacto foi menor durante quatro geragdes e similar a
exposicdo a 25 °C em ambos os regimes tanto para fecundidade diaria e acumulada quanto para
fertilidade diaria. Como esperado a fertilidade acumulada foi maior no RTC a 25 °C na G2 em
relagdo a G5.

Acreditamos que a mortalidade das fémeas de P. elaeisis a0 serem submetidas as
temperaturas extremas de 30 e 35 °C, pode ser resultado de danos acumulados ao organismo ao
longo do tempo de exposicdo nas altas temperaturas. Com o0 aumento das taxas metabolicas ha
esgotamento precoce dos estoques de energia necessarios e, assim, menor tolerancia ao estresse
(CHIDAWANYIKA et al., 2017; HOFFMANN, 2010). Além disso, estudos pioneiros
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realizados por BITTENCOURT E BERTI FILHO (2004) utilizando pupas de diferentes
lepidopteros-praga parasitadas por P. elaeisis indicaram que a 30 °C o ciclo bioldgico do
parasitoide ndo se completa, o que também ficou evidenciado em nossa pesquisa.

Em contrapartida, ao submetermos as fémeas de P. elaeisis provenientes tanto do RTC
quanto do RTF as temperaturas de 15 e 20 °C, obtivemos resultados que comprometeram a
performance reprodutiva do parasitoide. Assim, de modo geral insetos expostos a variacdes de
temperatura ou a periodos de baixa temperatura para conseguirem reaquecer, devem
restabelecer o equilibrio ibnico, processo energeticamente custoso (MACMILLAN et al. 2012;
CHEVIN E HOFFMANN 2017), e pode ter se acumulado no decorrer das geracoes.

Nossos resultados, em parte corroboram com a premissa de que a falta de adaptacao dos
insetos a oscilacdes de temperatura decorre do fato de que quatro gerac@es de selecdo pode ndo
ser suficientes para favorecer a plasticidade necessaria para aumentar a tolerancia ambiental
(COOPER et al. 2012; MANENTI et al. 2014, 2015; CHEVIN E HOFFMANN 2017). No
entanto, no RTF a partir da G3, aptiddo de P. elaeisis como: desempenho, condicionamento
fisico e tolerancia térmica, comecam a ser comprometidas, 0 que culminou na degeneracdo da
populacdo na G5. Infelizmente, na pesquisa envolvendo o parasitoide P. elaeisis com amplitude
térmica diurna-noturna de 10 °C ndo foi possivel selecionar a populacdo por sete geracdes,
como previsto inicialmente. Provavelmente esse parasitoide é muito sensivel a grandes
oscilacBes térmicas, o que limita sua area de atuacdo durante liberagdo em campo.

A degeneracdo da populacdo mantida em RTF apds cinco geracdes, pode estar
relacionada a ingestao e assimilacdo de alimentos durante o periodo de temperaturas favoravel,
e perdas metabdlicas quando submetidos a temperaturas inadequadas (KINGSOLVER E
ARTHUR WOODS 1997; KARL E FISCHER 2008; FISCHER et al., 2011; CARRINGTON
etal., 2013).

De modo geral, nossos resultados indicam que o uso do RTF na faixa de 10 °C néo
garantiu a producdo de parasitoide dentro de um padrdo de qualidade aceitavel para ser adotado
em biofabricas. Além disso, o estabelecimento desta espécie em um ambiente onde a oscilacdo
de temperatura seja semelhante as avaliadas nestas pesquisas, pode comprometer o desempenho
em campo. Por outro lado, a utilizacdo do RTC assegurou bons pardmetros biol6gicos para
criagdo massal de P. elaeisis durante sete geracdes sem grandes oscilacBes entre geracdes.

Assim, novas simulagdes em RTF se fazem necessarias com uma menor amplitude
térmica a longo prazo, desde que permita selecionar populagdes mais adaptadas ao se depararem

com condic¢Bes ambientais adversas, comumente encontradas por todo territorio brasileiro.



428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439

440
441
442

443
444

445
446
447

448
449

450
451
452

453
454
455

456
457

58

Concluséao

A manutencdo da populacdo de P. elaeisis em RTF ndo assegurou desempenho,
condicionamento fisico e tolerdncia térmica das fémeas dentro dos padrGes de qualidade

aceitaveis e no transcorrer das geragdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados gerados nessa pesquisa sdo inéditos e contribuiram para preencher uma
lacuna com relacdo ao armazenamento do hospedeiro T. molitor e do parasitoide P. elaeisis,
focos da pesquisa. Primeiramente, confirmamos que é possivel obter uma combinagéo de baixa
temperatura x tempo de armazenamento das pupas parasitadas e ndo parasitadas de T. molitor
e dos adultos de P. elaeisis, sem comprometer 0 desempenho e a performance reprodutiva do
parasitoide. Respondemos a primeira hipotese e concluimos que o armazenamento das pupas,
previamente ao parasitismo, entre temperaturas de 15 e 20 °C por 10 a 15 dias, assim como, das
pupas parasitadas na temperatura de 15 °C por 13 dias ndo comprometem o desempenho de P.
elaeisis. Além disso, as fémeas podem ser armazenadas por até seis dias a 15 °C sem
comprometimento dos principais parametros bioldgicos (Figura 1A).

No entanto, a manipulacdo da temperatura simulando Regime Térmico Flutuante (RTF)
com oscilacdo diurna noturna de 10 °C afetou o desempenho dos descendentes do
endoparsitoide de pupas P. elaeisis e ndo permitiu a producdo de individuos vigorosos e com
melhor desempenho e qualidade, conforme previsto em nossa hipdtese. Os resultados obtidos
na pesquisa indicam que o estresse térmico fornecido a populagéo de P. elaeisis expostaao RTF
acabou por degenerar a populacéo apds a 5 geracdo. O desempenho de P. elaeisis, medido pela
duracdo do ciclo, emergéncia e progénie foi afetado em condi¢cdes de RTF, sendo a melhor
performance do parasitoide obtida na populacdo mantida em Regime Térmico Constante (RTC)
a 25 °C por geragOes consecutivas. O mesmo ocorreu para o condicionamento fisico e
tolerancia térmica das fémeas, com efeito sobre os parametros diretamente ligados a qualidade
do parasitoide produzido: longevidade, fecundidade (diaria e acumulada) e fertilidade (diaria e
acumulada) da populacdo mantida em RTF em relacdo a RTC, assim como no transcorrer das
geragdes. Além disso, ao avaliarmos a tolerancia térmica das fémeas submetidas a temperaturas
extremas de 30 e 35 °C, elas sobreviveram por apenas pouco tempo com taxas reduzidas de
parasitismo e auséncia total de emergéncia (Figura 1 B).

Trabalhos futuros se fazem necessarios com o intuito de conhecer mais profundamente
a aptiddo de P. elaeisis em RTF utilizando-se uma amplitude térmica diurna noturna menor do
que 10 °C. Finalmente, registramos nossa contribuicdo para aprimorar a criagdo massal de P.
elaeisis no que diz respeito a definicdo de estratégias de armazenamento tanto do hospedeiro
alternativo, quando do adulto do parasitoide, além de evidenciar a sensibilidade do parasitoide
a oscilacBes térmicas o que podera impactar diretamente no desempenho e aptiddo do agente

bioldgico em campo.
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Figura 1 — Desenho esquematico com a sintese dos resultados. (A) Relacao temperatura X tempo
de armazenamento das pupas ndo parasitadas e parasitadas do hospedeiro alternativo Tenebrio
molitor e das fémeas do endoparasitoide. (B) Desempenho, condicionamento fisico e tolerancia
térmica de fémeas de Palmistichus elaeisis proveniente das popula¢fes submetidas a regime
térmico flutuante e constante por sete geragdes.



