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RESUMO

O controle bioldgico esta sendo cada vez mais utilizado em programas de manejo de moscas-
das-frutas, sobretudo com a liberacdo de parasitoides. Em regibes onde a densidade
populacional de tefritideos € alta, apenas esse agente ndo € o suficiente para manter a populacéo
da mosca abaixo do nivel de dano econdmico, sendo necessario adotar um metodo e/ou um
agente de controle adicional. Desta maneira, os nematoides entomopatogénicos (NEP) tornam-
se uma 6tima opgdo, pois infectam as larvas de moscas-das-frutas quando elas saem do fruto
para empupar no solo. No entanto, a compatibilidade desses agentes deve ser previamente
determinada para impedir que um afete a eficacia do outro. Em estudos anteriores, foi
constatado que os NEP causam maior mortalidade em larvas de Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Diptera:  Tephritidae) parasitadas por Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
(Hymenoptera: Braconidae), quando comparado com larvas nao parasitadas. Além disso, a
infeccdo dos NEP demonstrou ter efeitos subletais em insetos adultos que sobreviveram, como
descoloragao ¢ afinamento da cuticula, deforma¢des anatomicas, reducdo na fertilidade e
longevidade. Portanto, o trabalho tem como objetivos: acompanhar o desenvolvimento de D.
longicaudata em larvas de C. capitata expostas ao nematoide Heterorhabditis amazonensis GL,
verificar o parasitismo em larvas infectadas; bem como avaliar os efeitos subletais no
parasitoide. Os bioensaios foram realizados no Laboratdrio de Patologia e Controle Microbiano
de Insetos, sob condi¢des controladas. O desenvolvimento do parasitoide foi acompanhado
dissecando larvas e pupas de C. capitata parasitadas expostas ou ndo aos NEP que apresentaram
ou ndo sintomas de infec¢do. J& o periodo de susceptibilidade do parasitoide foi determinado
aplicando NEP em C. capitata com diferentes dias apds o parasitismo. Em seguida, os adultos
expostos aos NEP foram mantidos em gaiolas para verificar os efeitos subletais da infeccao na
fisiologia dos insetos. Por fim, foram ofertadas larvas de C. capitata previamente infectadas e
larvas sadias em um recipiente contendo uma fémea de D. longicaudata, com e sem chance de
escolha. Foi observado que hospedeiros infectados por NEP prejudicaram o desenvolvimento
de D. longicaudata. No entanto, a susceptibilidade do parasitoide aos entomopatdgenos ocorre
apenas quando o hospedeiro estd no estagio larval, sendo que o pupdrio atua como barreira
natural, sem impacto na emergéncia de adultos. Além disso, foi constatado que o parasitoide
preferiu as larvas sadias em relagdo as larvas infectadas, ndo sendo constatada a presenga de
ovos de D. longicaudata em hospedeiros infectados. Em relagdo aos efeitos subletais, foi
observado que os NEP ndo afetaram a Taxa reprodutiva liquida (Ro), a Taxa intrinseca de
aumento (7) e a Taxa finita de aumento (1), além de aumentar o Tempo médio de geragao (7) e
a Taxa especifica de fertilidade (mx) da geragdo subsequente dos parasitoides D. longicaudata.
Com base nos resultados obtidos, € possivel utilizar os dois agentes de biocontrole na regulagao
de moscas-das-frutas, desde que a liberagdo do parasitoide e a aplicagdo de NEP ocorra
sequencialmente e com o tempo adequado.

Palavras-chave: Moscas-das-frutas; agentes biologicos; interacdo  entomofagos-
entomopatogenos; selecdo de hospedeiros; efeitos subletal.



ABSTRACT

Biological control is increasingly used in fruit fly management programs, particularly through
parasitoid releases. In regions with high Tephritidae population density, parasitoids alone are
insufficient to keep fly populations below economic damage thresholds, necessitating the
adoption of additional control methods or agents. Entomopathogenic nematodes (EPNSs) are a
viable option as they infect fruit fly larvae after they exit the fruit to pupate in the soil. However,
compatibility between these agents must be determined beforehand to prevent mutual
interference. Previous studies have shown that EPNs cause higher mortality in Ceratitis
capitata (Wiedemann) larvae parasitized by Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
compared to non-parasitized larvae. Moreover, EPN infection has sublethal effects on surviving
adult insects, including cuticle discoloration, thinning, anatomical deformities, reduced fertility,
and longevity. Therefore, this study aims to track the development of D. longicaudata in C.
capitata larvae exposed to the nematode Heterorhabditis amazonensis GL, assess parasitism in
infected larvae, and evaluate sublethal effects on the parasitoid. Bioassays were conducted
under controlled conditions at the Insect Pathology and Microbial Control Laboratory.
Parasitoid development was monitored by dissecting parasitized C. capitata larvae and pupae
exposed to EPNs with or without infection symptoms. The parasitoid's susceptibility period to
EPNs was determined by applying them to C. capitata larvae at different days post-parasitism.
Subsequently, adult parasitoids exposed to EPNs were kept in cages to assess sublethal effects
of infection on insect physiology. Lastly, choice tests were conducted by offering previously
infected and healthy C. capitata larvae to individual D. longicaudata females to determine host
preference. Results showed that EPN-infected hosts impaired D. longicaudata development.
However, parasitoid susceptibility to entomopathogens occurs only during the larval stage, as
the puparium acts as a natural barrier with no impact on adult emergence. Additionally, the
parasitoid preferred healthy larvae over infected ones, and no D. longicaudata eggs were found
in infected hosts. Regarding sublethal effects, EPNs did not affect Net reproductive rate (Ro),
Intrinsic rate of increase (r), Finite rate of increase (1), but increased Mean generation time (T)
and Specific fertility rate (mx) of the subsequent generation of D. longicaudata parasitoids.
Based on these findings, both biocontrol agents can be used effectively in fruit fly regulation
provided that parasitoid release and EPN application occur sequentially and at appropriate
times.

Keywords: Fruit flies; biological agents; entomophages-entomopathogens interaction; host
selection; sublethal effect.



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

Ceratitis capitata € uma das principais pragas na fruticultura mundial devido a sua habilidade
de se adaptar a diferentes condi¢des climaticas e atacar diversas culturas frutiferas. O controle
dessa praga é tradicionalmente feito com iscas toxicas e inseticidas, mas a crescente
preocupacdo ambiental estd levando & adogdo de métodos alternativos, que ndo sé reduzem o
uso de produtos quimicos, mas também melhoram a qualidade dos frutos e diminuem os custos
de producgédo. A combinacdo de parasitoides e nematoides entomopatogénicos (NEP) surge
como uma solucdo inovadora e sustentavel para o controle de pragas. No entanto, esses agentes
podem competir entre si, levando a morte das larvas parasitadas por infeccdo de nematoides. A
tese teve como objetivo avaliar como a exposicdo a NEP afeta o desenvolvimento do parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata em larvas de C. capitata, além de determinar a suscetibilidade
das larvas, e analisar os efeitos dos NEP nos adultos e na fecundidade do parasitoide. Os
resultados indicaram que o NEP pode interromper o desenvolvimento do parasitoide, mas uma
aplicacdo cuidadosa pode atenuar esses efeitos adversos, pois foi observado que as pupas
parasitadas mostraram resisténcia a infeccdo por NEP e os parametros bioldgicos dos
parasitoides sobreviventes ndo foram afetados. Assim, estratégias como a alternancia de
aplicacbes ou a sincronizagdo das liberacbes podem aumentar a eficAcia do controle. A
combinacéo de parasitoides e nematoides entomopatogénicos para o controle de pragas oferece
uma abordagem inovadora e sustentavel na agricultura, promovendo uma mudanca de
paradigma no manejo de pragas, pois eleva a conscientizacdo ambiental e incentiva praticas
agricolas que valorizam a biodiversidade e a conservacdo dos ecossistemas. Além disso, reduz
a dependéncia de inseticidas e melhora a salde das comunidades agricolas, tornando um
ambiente mais seguro para os trabalhadores rurais e beneficiando a satde pablica. Em termos
ambientais, essa interacdo diminui a poluicao do solo e da agua, preservando a biodiversidade
e mantendo a salde do solo, promovendo ecossistemas mais equilibrados e resilientes. A
utilizacdo desses agentes bioldgicos também pode diminuir custos com agrotdxicos e danos as
culturas, aumentando a produtividade e a rentabilidade dos agricultores. A longo prazo, o
controle bioldgico pode garantir a sustentabilidade econdmica do setor agricola e adaptar as
praticas as mudancas climaticas. As descobertas deste estudo reforcam a necessidade de mais
pesquisas e desenvolvimento de técnicas para integrar parasitoides e nematoides, abrindo novas
oportunidades para o avanco na biotecnologia e entomologia, além de contribuir para atingir os
objetivos de Desenvolvimento Sustentivel (ODS) da Organizagdo das Nag¢bes Unidas (ONU),
principalmente aos relacionados a fome zero e agricultura sustentavel; saide e bem-estar;
trabalho decente e crescimento econdmico; acdo contra a mudanca global do clima; preservagéo
da vida terrestre e na agua, de modo que o Brasil cumpra a Agenda 2030.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

Ceratitis capitata is one of the major pests in global fruit cultivation due to its ability to adapt
to varying climatic conditions and attack a wide range of fruits. Traditionally, pest control for
this species has relied on toxic baits and insecticides. However, growing environmental
concerns are driving the adoption of alternative methods that not only reduce chemical usage
but also improve fruit quality and lower production costs. The combination of parasitoids and
entomopathogenic nematodes (NEP) presents na innovative and sustainable solution for pest
control. Nevertheless, these agents can compete with each other, potentially leading to the death
of parasitized larvae through nematode infections. This study aimed to assess how NEP
exposure affects the development of the parasitoid Diachasmimorpha longicaudata in C.
capitata larvae, determine larval susceptibility, and analyze the effects of NEP on adult
parasitoids and their fecundity. The results indicated that NEP can disrupt parasitoid
development; however, careful application can mitigate these adverse effects, as parasitized
pupae exhibited resistance to NEP infection, and the biological parameters of surviving
parasitoids remained unaffected. Strategies such as alternating applications or synchronizing
releases can enhance control effectiveness. The use of parasitoids and entomopathogenic
nematodes offers an innovative and sustainable approach to pest management, fostering a
paradigm shift in pest control by increasing environmental awareness and promoting
agricultural practices that value biodiversity and ecosystem conservation. Additionally, this
approach reduces reliance on insecticides and improves the health of agricultural communities,
creating a safer environment for farmworkers and benefiting public health. Environmentally,
this interaction reduces soil and water pollution, preserves biodiversity, and maintains soil
health, contributing to more balanced and resilient ecosystems. The use of these biological
agents can also lower costs associated with pesticides and crop damage, increasing agricultural
productivity and profitability. In the long term, biological control can ensure the economic
Sustainability of the agricultural sector and adapt practices to climate change. The findings of
this study underscore the need for further research and development of techniques to integrate
parasitoids and nematodes, opening new avenues for advancements in biotechnology and
entomology, and contributing to the achievement of the United Nations Sustainable
Development Goals (SDGs), particularly those related to zero hunger and sustainable
agriculture; health and well-being; decent work and economic growth; climate action; and the
preservation of terrestrial and aquatic life, thereby supporting Brazil's fulfillment of the 2030
Agenda.
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1 INTRODUCAO

A mosca-do-mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) ¢
uma das principais pragas da fruticultura mundial, por ser capaz de se alimentar e se reproduzir
em mais de 300 espécies botanicas, aliadas a sua capacidade de se adaptar a diversas condigdes
climaticas, permitiram a expansdo dessa praga pelo mundo, sendo encontrada atualmente em
61 paises. Modelos estimam que esta espécie apresenta 38% de probabilidade de se estabelecer
em novas localidades (HARBI et al., 2019; TROMBIK et al., 2022).

Os prejuizos estdo relacionados aos danos diretos causados pela punctura das fémeas
durante a oviposi¢do, facilitando a penetracdo de microrganismos que aceleram o
apodrecimento do fruto, e pela alimentagdo das larvas na polpa, tornando os frutos impréprios
para comercializa¢do e consumo humano (BADII et al., 2015). Os danos indiretos envolvem
barreiras comerciais impostas por paises importadores, custos de monitoramento e controle da
praga (CHRISTENSON; FOOTE, 1960; AZEVEDO et al., 2013).

As constantes aplicagdes de inseticidas ainda ¢ o método tradicional de controle das
moscas-das-fruta (DIAS et al., 2018; SCIARRETTA et al., 2018). Contudo, o uso excessivo ¢
incorreto desses produtos provoca efeitos adversos no ecossistema agricola e na saude humana.
Por isso, € necessario empregar estratégias ambientalmente harmoniosas, no manejo integrado
de moscas-das-frutas, como o controle biologico (DOLINSKI; LACEY, 2007; SHAURUB et
al., 2015; DIAS et al., 2018; TOLEDO-HERNANDEZ et al., 2019).

O controle bioldgico de moscas-das-frutas ¢ feito basicamente a partir de liberagao de
parasitoides, como o parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera:
Braconidae), devido a facilidade de criagdo desta espécie e a sua boa adaptacao ao laboratorio
e ao ambiente (GARCIA; RICALDE, 2013; HARBI et al., 2019). Esses inimigos naturais sao
capazes de localizar as larvas no interior dos frutos, parasitando todos os estagios larvais, sendo
que o terceiro instar € tido como o preferencial e ovipositam (BADII et al., 2015; HARBI et
al.,2019; ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019).

A eficiéncia de D. longicaudata pode atingir 50% de parasitismo das larvas de moscas-
das-frutas em condi¢do de campo (HARBI et al., 2016). No entanto, a utilizacao exclusiva de
parasitoides pode nao ser suficiente para o controle de C. capitata, especialmente em regides
onde essa espécie ¢ predominante (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019), pois, o nivel de
dano econdmico permitido na fruticultura ¢ muito baixo, o que exige que a infestagao nos frutos

seja proxima de zero (CARVALHO, 2006).
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Um método de controle adicional poderia ser a aplicagdo de nematoides
entomopatogénicos (NEP) pertencentes aos géneros Steinernema  (Rhabditida:
Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida: Heterorhabditidae), que podem infectar e
matar as larvas de C. capitata quando elas deixam os frutos e penetram no solo ou na
serapilheira para a formagao das pupas (FUGA; FERNANDES; LOPES, 2013; SHAURUB et
al., 2015; DIAS et al, 2018; JAMES; MALAN; ADDISON, 2018; KOPPENHOFER;
SHAPIRO-ILAN; HILTPOLD, 2020).

A combinacdo de NEP com parasitoides pode ser uma estratégia eficaz, desde que os
beneficios e aspectos negativos da interagdo sejam avaliados cuidadosamente (MBATA;
SHAPIRO-ILAN, 2010; GONZALEZ et al., 2016b). Ha relatos demonstrando efeitos negativos
entre os NEP e inimigos naturais (MRACEK; SPITZER, 1983; LORDAN et al., 2014).

Recentemente, foi constatado que as larvas de C. capitata parasitadas por D.
longicaudata, quando expostas aos juvenis infectantes (JI), apresentaram taxa de mortalidade
significativamente mais alta em comparagdo com as larvas ndo parasitadas, resultando na
interrup¢ao do desenvolvimento do parasitoide. Entretanto, observou-se que algumas larvas do
parasitoide ainda conseguiram eclodir dentro das larvas infectadas (SOUZA, 2020).

Estudos indicam que a susceptibilidade dos parasitoides aos NEP varia conforme o
estagio de desenvolvimento, sendo os estagios iniciais mais afetados do que os finais (KAYA,
1978). Isso dard a possibilidade de uma aplicacdo sequencial dos agentes biologicos, com
intervalos adequados, pode evitar interferéncias entre eles (ATWA et al., 2013), aliados com o
fato das fémeas dos parasitoides conseguem distinguir entre os hospedeiros infectados e sadios
(ABBAS, 2020).

Além disso, a infecgao por NEP pode ter efeitos subletais nos insetos sobreviventes,
como descoloracdo e afinamento da cuticula, deformac¢des anatomicas, reducao na fertilidade e
longevidade (GIRLING et al., 2010; EBRAHIMI et al., 2014). A aptidao de D. longicaudata
adultos que sobreviveram a exposicdo aos NEP como larvas sdo desconhecidos. O
conhecimento sobre as relacdes entre mosca-das-frutas, seus parasitoides e os NEP, sdo
essenciais para elaborar estratégias de uso que minimizem os efeitos adversos da interagdo entre
parasitoides e NEP no controle de C. capitata, promovendo um manejo integrado mais eficaz e
sustentavel dessa praga (MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010; ATWA et al., 2013).

Com isso, o objetivo geral foi acompanhar o desenvolvimento de D. longicaudata em
larvas de C. capitata expostos aos NEP, verificar se existe diferenga do parasitismo sobre larvas
de moscas-das-frutas infectadas; bem como avaliar os efeitos ndo letais no parasitoide e, a fim

de fornecer subsidios para elaborar estratégias de uso que minimizem os efeitos adversos
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gerados pela interagdo entre o parasitoide e os NEP no controle de moscas-do-mediterraneo.

Para isso, propde os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar se o desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata em larvas e pupas de C.
capitata ¢ afetado pela exposi¢ao/infeccao de NEP;

e Investigar se a morte das larvas de C. capitata por NEP interrompe o desenvolvimento do
parasitoide D. longicaudata ou se ha penetragao de JIs nas larvas do parasitoide;

e Determinar o estadgio de desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata em larvas de C.
capitata menos susceptiveis aos NEP;

e Determinar se D. longicaudata parasita larvas de C. capitata infectadas por NEP;

e  Verificar os efeitos da exposi¢ao de NEP nos adultos de D. longicaudata;

e Avaliar se o NEP interfere na fecundidade de adultos de D. longicaudata sobreviventes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae)

Tephritidae € uma familia de insetos pertencentes a ordem Diptera conhecida
popularmente como moscas-das-frutas. A maioria das espécies sdo fitdfagas, se alimentando de
tecidos vegetais vivos, incluindo sementes, flores, frutos e caules, muitas vezes formando
galhas ou em minas de folhas. Apenas um terco das espécies séo frugivoros, nutrindo-se de uma
ampla variedade de frutas silvestres e cultivadas (HERNANDEZ-ORTIZ; HERNANDEZ-
LOPEZ; TROMBIK et al., 2022).

Embora a maioria das espécies ndo sejam classificadas como pragas, a familia é
reconhecida principalmente pelas espécies que representam sérias ameacas a fruticultura
mundial. As 180 espécies de moscas-das-frutas listadas entre as pragas de grande importancia
econbmica, encontram-se distribuidas em apenas cinco géneros: Anastrepha Schiner,
Bactrocera Macquart, Ceratitis Macleay, Dacus Fabricius e Rhagoletis Loew (QIN et al., 2015;
SALERNO et al., 2020; TROMBIK et al., 2022).

A distribuicdo natural dos tefritideos se estende a praticamente todas as regides do
mundo, com excecao das areas do grupo climatico polar, mas as principais espécies-praga estao
restritas a regibes especificas, como as regides Neotropical (Anastrepha e Rhagoletis),
Indomalaia (Bactrocera), Australésia (Dacus), Neartica, Paleartica (Rhagoletis) e Afrotropical
(Ceratitis) (QIN et al., 2015; TROMBIK et al., 2022).

Todavia, um total de 44 espécies foram identificadas como introduzidas
acidentalmente em outras regides. A maioria das espécies de moscas-das-frutas invasoras
estabeleceram-se em apenas cinco ou menos paises, com 13 espécies invadindo apenas um
unico pais e apenas seis espécies estao presentes em mais de 20 paises (TROMBIK et al., 2022).

O sucesso no estabelecimento de uma espécie recém-chegada a um ambiente depende
de uma combinacdo de fatores como o clima e, frequentemente, interacGes bidticas especificas.
Além disso, considerando a influéncia da distribuicdo e abundancia das moscas-das-frutas em
variaveis climaticas, ha também preocupacdes quanto a potencial intensificacdo das mudancas
climaticas, o que pode favorecer a ocorréncia mais frequente de surtos em regides horticolas
(QIN et al., 2015; DIAS et al., 2018).

Quando se estabelecem em uma nova regido, as moscas da fruta invasoras logo se
tornam pragas significativas em plantacbes de frutas ou vegetais, causando prejuizos

persistentes em areas afetadas, o que pode levar ao abandono de plantacGes de culturas
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susceptiveis(PAPADOPOULOS, 2014). A mosca do Mediterraneo (C. capitata) é um exemplo
classico de espécie invasora que atraiu atencéo cientifica, econémica e politica no Brasil e no
mundo devido a sua importancia quarentenaria (GUTIERREZ; PONTI, 2011).

2.2 Bioecologia de Ceratitis capitata

Ceratitis capitata € um inseto polifago, holometabolo e multivoltino, sendo encontrada
atualmente em 61 paises. Modelos matematicos estimam que esta espécie tem uma
probabilidade estimada de 38% para se estabelecer em novas localidades, devido a sua
adaptabilidade para explorar uma ampla variedade de hospedeiros e sua capacidade de
responder ao desenvolvimento e as variagdes ambientais através da plasticidade fenotipica e
adaptacdo genética (GUTIERREZ et al., 2021; TROMBIK et al., 2022).

Esta espécie pode ocorrer durante todo 0 ano nos pomares comerciais, tendo vérias
geracOes durante 0 ano. Seus ovos sdo depositados sob a casca do fruto hospedeiro, e a as larvas
comecam a eclodir apds dois dias e se alimentam durante toda sua fase imatura que se estende
de 6 a 11 dias, passando por trés instares (SHAURUB et al., 2015).

As larvas de terceiro instar sdo do tipo vermiformes, esbranquicadas, de tamanho
médio com dente mandibular sulcado ventralmente, podendo ter um diminuto dente mandibular
subapical ou ndo. Possuem 8-12 cristas orais, auséncia de placas acessorias, 16bulos estomais
secundarios em forma de pétala e auséncia de protetores estomais esclerotizados. Espinulos
dorsais estdo presentes nos segmentos T1-T3. Os espiraculos anteriores apresentam 9-12
tubulos em uma Unica e sinuosa fileira, com a base cilindrica, aproximadamente metade da
largura apical. H& uma crista caudal, enquanto os lobos anais podem ser inteiros ou estriados,
sendo os lobos subiguais (STECK; EKESI, 2015).

As larvas saem do fruto e passam para a fase de pupa no solo sob a planta hospedeira,
onde os adultos emergem apds seis a treze dias (SHAURUB et al., 2015). Os adultos sdo
facilmente reconheciveis pela morfologia externa, particularmente pelos padrdes toracicos e
das asas. As moscas medem de 4 a 5 mm de comprimento por 10 a 12 mm de envergadura. Os
machos tém um par de cerdas orbitais inferiores de formato caracteristico, o apice preto e em
forma de diamante (WHITE; ELSON-HARRIS, 1992).

Os adultos machos atingem sua maturidade sexual quatro dias apds a emergéncia,
enquanto as fémeas estdo prontas para acasalar somente de seis a oito dias ap0s a emergéncia

(THOMAS et al., 2001). A maturidade sexual e a eficiéncia reprodutiva dos adultos, dependem
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da ingestdo de nutrientes essenciais apds a emergéncia. A dieta também tem um efeito na
longevidade das moscas-das-frutas, podendo viver até dois meses (WELDON, 2020).

No Brasil, C. capitata foi detectada pela primeira vez em 1901, no municipio de S&o
Paulo/SP, e posteriormente, espalhou-se por todo o territorio nacional atingindo as regifes
Nordeste (1993), Norte (1998) e, mais recentemente, Centro-Oeste (2004). Atualmente, é
encontrada em 24 dos 26 Estados brasileiros, sendo o0 Amapa e Amazonas as unicas unidades
federativas sem registro dessa espécie (ZUCCHI; MORAES, 2024).

2.3 Danos

A preocupacdo com a mosca-do-mediterraneo estd relacionada ao seu impacto
econdmico significativo, que pode resultar em perdas que variam de 40% a 80%, dependendo
da regido, variedade de cultivo e época do ano (DIAS et al., 2018; FOLLETT; HAYNES;
DOMINIAK, 2021).

A infestag@o por mosca-das-frutas ocasiona grandes perdas na producao e na qualidade
das frutas in natura, pois o dano ja se inicia no momento da oviposi¢ao, ocasionando lesdes que
facilitam a penetracdo de microrganismos que aceleram o apodrecimento do fruto. Ao eclodir,
as larvas se alimentam da polpa, aumentando significativamente o consumo com o avango de
seu desenvolvimento, tornando os frutos improprios para a comercializagdo e/ou consumo
humano (BADII et al., 2015).

Contudo, o risco efetivo representado pelas moscas-das-frutas € impactado pela
aptiddo do hospedeiro como fonte de alimento para a mosca, bem como pelo seu habito
polifago, sendo capaz de infestar de 250 a 400 hospedeiros, muitos dos quais Ssao
comercialmente importantes (QIN et al., 2015; SCIARRETTA et al.,, 2018; FOLLETT,;
HAYNES; DOMINIAK, 2021). Cada espécie hospedeira pode reagir de forma diferente ao
ataque de C. capitata, em decorréncia a suas propriedades fisico-quimicas (LOUZEIRO et al.,
2020).

As lesdes causadas pela infestacdo de moscas-das-frutas podem levar a perda de frutos
tanto durante o processo de producdo como de venda comercial (LOUZEIRO et al., 2021). A
puncéo e oviposicdo ja sdo suficientes para prejudicar a qualidade dos frutos, além de facilitar
a penetracao de microrganismos que aceleram o amadurecimento do fruto. A alimentacdo das
larvas provoca alteragdes fisicas e quimicas nas frutas fresca, como modificagdes na firmeza da

casca e da polpa, pH, acidez titulavel, solidos soluveis totais; aceleraram o processo de perda
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de peso do fruto, além de causar limitagdes no processamento em decorréncia a proliferagdo de
microrganismos (LOUZEIRO et al., 2020).

As perdas na comercializagéo de frutas podem ocorrer quando os frutos, recentemente
infestados nas areas de producdo, nao exibem sintomas evidentes de infestacdo por moscas-das-
frutas. Esses frutos inicialmente assintomaticos podem passar pelo processo de selegdo e serem
comercializados. No entanto, durante o transporte ou armazenamento, surgem lesdes e
deterioracdo fisica a medida que as larvas se desenvolvem, resultando na rejeicéo do fruto antes
de atingir o consumidor final (LOUZEIRO et al., 2021).

O comércio de produtos agricolas contaminados entre paises resulta na disperséo de
espécies de moscas de importancia econdmica em areas livres ou de baixa prevaléncia. Dessa
forma, a presenca destas espécies de pragas limita o acesso aos mercados internacionais devido
as restricbes de quarentena impostas pelos paises importadores (LOUZEIRO et al., 2021;
TROMBIK et al., 2022).

Devido as graves consequéncias socioecondmicas das invasdes de Tephritidae, muitos
paises impdem san¢des comerciais e exigem tratamentos rigorosos dos produtos antes da
exportacdo para limitar a propagacdo de novas e potencialmente prejudiciais espécies. Em
ambientes que abrigam essas pragas, 0s custos de producdo aumentam, pois SA0 necessarios
recursos consideraveis anualmente para o controle dessas pragas. Calcula-se que essa espécie
causa um prejuizo em torno de US$ 242 milhdes por ano apenas no Brasil (QIN et al., 2015;
DIAS et al., 2018; TROMBIK et al., 2022).

2.4 Manejo Integrado de Moscas-das-Frutas

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma abordagem para controlar C. capitata, que
se destina a reduzir a populacdo desta praga e manté-la abaixo de niveis economicamente
prejudiciais (ELQDHY et al., 2024). O manejo racional e eficiente das moscas-das-frutas se
inicia com o conhecimento dos aspectos bioecoldgicos e do momento adequando para iniciar
as medidas de controle (NASCIMENTO; CARVALHO; MALAVASI, 2000).

O monitoramento populacional pode ser realizado na fase larval por amostragem
frutos, e na fase adulta por captura atraves de armadilhas. A amostragem de frutos fornece uma
indicacdo da infestacdo de frutos, enquanto a captura fornece informacdes sobre a presenca e
densidade populacional e dindmica dos adultos (GIUNTI et al., 2023).

Os parametros utilizados para determinar o nivel de prevaléncia de moscas-das-frutas

sdo definidos pelo National Plant Protection Organization (NPPO), com a utilizagdo do indice
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MAD (Mosca-Armadilha-Dia), que estima o nimero relativo de moscas-das-frutas adultas em
um determinado tempo e espaco a partir do resultado da divisdo do nimero total de moscas
capturadas (M) pelo produto obtido da multiplicacdo do numero total de armadilhas
inspecionadas (A) pelo nimero médio de dias que as armadilhas ficaram expostas em campo
(D) (FAO, 2012).

Os limites do indice MAD, as diretrizes para a suspensdo de propriedades e os métodos
de amostragem de frutos estdo em conformidade com os acordos estabelecidos pelos paises
importadores. Por exemplo, para ocorrer a exportacdo de manga (Mangifera indica L.,
Anacardiaceae) para os Estados Unidos da América, € necessario que o indice MAD da
Propriedade referente a Gltima coleta antes da inspecdo realizada pelo MAPA para registro das
propriedades seja menor ou igual a 1,0 (BRASIL, 2010).

No entanto, as medidas de controle devem ser aplicadas quando o indice MAD for
igual ou superior a 0,25, sendo esse considerado o nivel de controle da fruticultura
(PARANHOS; LIMA; GAMA, 2013). Esse nivel de controle, ou nivel de acéo, refere-se a
densidade minima da populacdo da praga que requer a aplicacdo de taticas de controle para
evitar perdas de producdo economicamente significativas (TORRES; MARQUES, 2000).

No entanto, o manejo de Tefritideos ¢ bastante desafiador, devido a adaptacdo a
diversas regides, ampla gama de hospedeiros e principalmente a sua biologia, uma vez que as
larvas de terceiro instar deixam os frutos em decomposi¢@o € caem no solo para formar pupas,
ficando protegidos da maioria dos métodos aplicados (HEVE et al., 2017; DIAS et al., 2018).

As Normas Internacionais para Medidas Fitossanitarias (NIMF) n° 26 sugere que a
supressdo das moscas-das-frutas seja realizada utilizando isca inseticida seletiva, pulverizacgéo,
técnica de inseto estéril, técnica de aniquilagdo de machos, controle biologico, controle
mecanico, entre outros (FAO, 2006).

Dentre todas as taticas de controle disponiveis para moscas-das-frutas, o controle
biologico foi a estratégia de manejo mais investigada, representando 29% dos estudos, seguido
pelo controle quimico (20%), controle comportamental, incluindo a técnica do inseto estéril

(TIE) (18%), e tratamentos de quarentena (17%) (DIAS et al., 2018).

2.4.1. Controle Quimico

Tradicionalmente, inseticidas de amplo espectro, como iscas ou pulverizacdes de

cobertura, tém sido utilizados para controlar populacdes de moscas-das-frutas (SCTARRETTA
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et al., 2018; BALI et al., 2021). Em culturas altamente suscetiveis, tém-se realizado
pulverizagdes utilizando organoclorados, organofosforados e carbamatos como unica técnica
de controle (RAHMAN; BROUGHTON, 2016; VONTAS et al., 2011).

Inseticidas organofosforados como clorpirifés e malatido causam alta mortalidade em
adultos de C. capitata (>80%), mas seu uso frequente resulta em residuos quimicos inaceitaveis
nas frutas, uma vez que esses inseticidas penetram nelas, matando ovos e larvas. (RAHMAN;
BROUGHTON, 2016a).

A proibicdo de alguns principios ativos pertencentes aos organofosforados, como o
malatido, o fentido e o triclorfom pela directiva 91/414/CEE da Unido Europeia (UE) e em
outras partes do mundo, devido as preocupagdes ambientais ¢ de satde publica, ajudou a
estimular o desenvolvimento de controles alternativos de moscas-das-frutas (RAHMAN;
BROUGHTON, 2016b; SCIARRETTA et al., 2019).

Ainda assim, muitos produtores comerciais consideram as pulverizacGes essenciais
para ac¢Oes corretivas quando o nimero de moscas-das-frutas continua a aumentar. Dessa forma,
novas moléculas comecaram a ser introduzidas para substituir os organofosforados (VONTAS
etal., 2011; RAHMAN; BROUGHTON, 2016a).

Dentre os diferentes grupos quimicos avaliados por Bar6nio et al. (2019), espinosina
espinetoram mostraram alta eficacia contra moscas-das-frutas e pode ser utilizada como isca
toxica. Os neonicotindides como clotianidina e tiaclopride, também foram eficientes contra os
adultos de C. capitata, além de serem eficazes nos estagios imaturos (ovo e larva) e causarem
deformagfes nos adultos sobreviventes, impedindo-os de voar e infestar novos frutos
(RAHMAN; BROUGHTON, 2016b).

Outros inseticidas, como azadiractina, clorantraniliprole e flupiradifurona,
apresentaram baixos niveis de toxicidade, mas podem ser utilizados para reduzir a populagéo
da praga em pomares, atuando como repelente, reduzindo consequentemente a oviposi¢cdo nos
frutos (BARONIO et al., 2019).

O controle quimico possui limita¢des, incluindo variacao de eficiéncia de acordo com
o tipo de fruto, atividade residual e penetrativa (RAHMAN; BROUGHTON, 2016b). Além
disso, a deriva da pulverizagdo do inseticida pode levar a reducdo da eficiéncia do controle e a
perda do produto para o meio ambiente, podendo causar desequilibrio ambiental e prejudicar a
salde humana (MARUBAYASHI et al., 2021).

Novas técnicas de controle, como atrair e matar, captura em massa e uso de sprays de

iscas, foram desenvolvidas para reduzir a dependéncia das pulverizacdes. Essas técnicas
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combinam atrativos e agentes letais, oferecendo beneficios econdmicos e ambientais, mas ainda
enfrentam desafios como a eficacia e o custo (SCIARRETTA et al., 2019; BALI et al., 2021).

Apesar de sua vantagem ambiental, estudos demonstraram que insetos benéficos que
entram em contato com esses dispositivos morrem dentro de 24 horas apos a exposi¢ao. Os
insetos mais comuns e abundantes nas armadilhas foram os crisopideos marrons, Micromas
tasmaniae (Walker) (Neuroptera: Henerobiidae) e joaninhas transversais, Coccinella
transversalis Fabricius (Coleoptera: Coccinellidae). Os Hymenoptera foram representados por
micro-himendpteros ndo identificados e abelhas européias, Apis mellifera L. (Hymenoptera:
Apidac) (RAHMAN; BROUGHTON, 2016a).

Em todos estes casos, as técnicas de controle de pragas visam os adultos, uma vez que
os ovos e larvas estdo alocados dentro dos frutos sdo dificeis de matar, pois ndo sdo atingidos
(SCIARRETTA et al., 2018). Outra desvantagem € o surgimento de fenémenos de resisténcia a
diferentes ingredientes ativos usados (GIUNTI et al., 2023).

A resisténcia aos inseticidas ¢ um problema crescente, motivando a busca por
abordagens ambientalmente corretas para reduzir o uso de métodos de controle quimico. O
conhecimento sobre as consequéncias danosas do uso indiscriminado de inseticidas sintéticos
tem incentivado estudos para desenvolver novas estratégias de controle sustentavel

(GHABBARI et al., 2018; DIAS; MONTOYA; NAVA, 2022).

2.4.2. Controle Bioldgico

O controle bioloégico de moscas-das-frutas tornou-se um método seguro a saude
humana, ambientalmente benigno e econébmico para 0 manejo de pragas invasoras a longo
prazo. Os beneficios do controle bioldgico se estendem a potenciais insetos-pragas em pomares
comerciais, pois a reducdo do uso de inseticidas leva a0 aumento da atividade dos inimigos
naturais de pragas secundarias (GIUNTI et al., 2023).

Apesar do aumento das pesquisas sobre controle biolégico, em geral, ele ainda
representa menos de 1% de todos os métodos de controle utilizados na agricultura (DIAS et al.,
2018; PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019). Isto ocorre por diversas razdes: baixa
relacdo custo-eficacia, baixa disponibilidade, nivel de impacto nas populacdes de pragas de
moscas-das-frutas e pouca assisténcia por parte do setor publico (DIAS; MONTOYA; NAVA,

2022). Mesmo assim, medidas de controle bioldgico integradas a técnica do inseto estéril (TIE)
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tém sido utilizadas em paises com programas eficazes de supressao ou erradicagdo de moscas-
das-frutas (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

A TIE consiste em um método de controle autocida baseado na criagdo massal e
radiagdo ionizante (raios X ou y) da populacdo de C. capitata VIENNA 8, pois esta linhagem
possui genes de pupas brancas (wp) e sensiveis a temperatura letal (tsl), permitindo a liberac&o
apenas de machos irradiados. Esses machos séo estéreis e ao copular com fémeas silvestres,
resultam em ovos inviaveis. Ao longo de geracdes, isto resulta num declinio das populacfes
selvagens alvo, pois ndo produzem descendentes, mantendo assim a praga sob controlo, ou seja,
abaixo de um limiar de danos econémicos pré-determinado (PLA et al., 2021). Devido a essas
caracteristicas de criacdo e liberacdo em massa, a TIE foi reconhecida pela International Plant
Protection Convention (IPPC) como uma estratégia de controle bioldgico, sendo incorporada
aos programas de MIP em grandes areas (IMPERATO; RAGA, 2015).

A reducdo populacional de moscas-das-frutas também se d& por meio da manipulagdo
de inimigos naturais, como parasitoides, predadores, fungos, nematoides, bactérias, virus, entre
outros (DIAS; MONTOYA; NAVA, 2022). Os agentes bioldgicos utilizados deverdo ser
escolhidos de acordo com a espécie de mosca-das-frutas, a planta hospedeira e a regido do
Brasil onde serdo aplicados, observando as condi¢des ambientais (PARANHOS; NAVA;
MALAVASI, 2019).

As abordagens adotadas pelo controle biolégico podem ser: conservativo, utilizando a
populacdo de inimigos naturais que ocorrem naturalmente; classico, a partir da introducdo de
agentes importados para o controle de pragas exéticas; e, o aplicado, realizado por meio de
criacdo e liberagdo massais de organismos benéficos. As liberagdes podem ocorrer de forma
inoculativa, onde a populacdo devera atuar ao longo de geragdes, ou inundativas, onde sao
liberados um grande nimero de organismos que gerem reducdes imediatas (BAKER; GREEN;
LOKER, 2020). Ressalta-se que sdo necessarios estudos para decidir o tipo de aplicagdo do
controle biologico (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Os inimigos naturais das moscas-das-frutas mais estudados foram parasitoides (54%),
fungos (21%) e nematoides (12%), seguidos por bactérias e predadores, que foram estudados
em 8% das publicagdes, e virus sendo avaliados em <1% dos estudos (DIAS; MONTOYA,
NAVA, 2022; GIUNTI et al., 2023).
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2.4.2.1. Macrobiologicos: Parasitoides

O controle biologico utilizando parasitoides oferece a vantagem dos agentes
apresentarem alta especificidade do hospedeiro, além de atacar as fases imaturas dentro da fruta
podendo reduzir a densidade de moscas no nivel da paisagem (DIAS; MONTOYA; NAVA,
2022; GIUNTI et al., 2023).

A utilizacdo de parasitoide de moscas-das-frutas iniciou-se no século XX, quando as
espécies C. capitata e Bactrocera dorsalis (Handel) invadiram o Havai. Desde entdo, varias
espécies de parasitoides vém sendo introduzidas em diferentes regides do mundo
(CARVALHO; NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000). As familias taxonémicas e espécies
de vespas parasiticas variam de acordo com a mosca-das-frutas e as espécies frutiferas
hospedeiras encontradas em uma area (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

A familia Braconidae (Opiinae) foi a principal familia de parasitoides estudada,
seguida por Pteromalidae, Figitidae (Eucoilinae), Chalcididae e Diapriidae, sendo
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead), Doryctobracon areolatus (Szépligeti), Fopius
arisanus (Sonan), Utetes anastrephae (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae, Opiinae) e
Ganaspis pelleranoi (Bréthes) (Hymenoptera: Figitidae, Eucoilinae) as cinco espécies mais
estudados (DIAS; MONTOYA; NAVA, 2022).

Atualmente, ha registro de 25 espécies no Brasil, porém é provavel que esse nimero
seja substancialmente maior, dado que muitas espécies de vespas permanecem ndo descritas
(PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019). Alem das espécies nativas, varias espécies
exoticas foram introduzidas numa tentativa de melhorar o controlo das populagdes de moscas-
das-frutas em pomares e culturas (HARAN et al., 2019).

A maioria dos estudos foi realizada utilizando o parasitoide D. longicaudata, pois esta
espécie apresentou o maior nimero de espécies hospedeiras de moscas-das-frutas, facilidade de
criagdo em condicdo de laboratdrio e rapida adaptacdo nos ambientes que sdo liberadas
(GARCIA; RICALDE, 2013; MEIRELLES; REDAELLI; OURIQUE, 2015; CAMARGOS;
COSTA; MIRANDA, 2017; DIAS et al., 2018; DIAS; MONTOYA; NAVA, 2022).

Originario do sudeste da Asia, esse parasitoide foi introduzido com sucesso no Havai
em 1948, e na Florida na década de 1970. No Brasil, D. longicaudata foi introduzido em 1994
através da Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecuaria (EMBRAPA) juntamente com o
Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical (CNPMF) e o Centro
Nacional de Monitoramento Ambiental (CNPMA), com objetivo de garantir e ampliar a chance
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de sucesso no estabelecimento de inimigo natural no Brasil, enviando remessas para diversas
localidades do pais (CARVALHO; NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000).

Esses agentes de controles sdo endoparasitoides solitarios de larvas, coinobiontes,
parasitando C. capitata, Anastrepha ludens (Loew), A. fraterculus (Wiedemann) e A. obliqua
Macquart (Diptera: Tephritidae) (ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019; DIAS; MONTOYA,;
NAVA, 2022). O periodo médio de desenvolvimento dos estagios imaturos, do ovo a
emergéncia do adulto, foi de 21,3 + 0,1 dias para machos e 22,9 + 0,1 dias para fémeas. A
longevidade média das fémeas foi de 33,7 £+ 1,8 dias enquanto a dos machos foi de 40,1 + 2,8
dias (HARBI et al., 2016).

O adulto de D. longicaudata é caracterizado por possuir antenas longas, asas claras,
olhos castanhos e corpo marrom-avermelhado. Os machos tém um comprimento de 2,8 a 4,0
mm, enquanto as fémeas medem de 3,6 a 5,4 mm, excluindo o ovipositor, que normalmente é
mais longo que o corpo da fémea possuindo a ponta preta (THOMPSON, 2001). Os parasitoides
exibem variagdes de tamanho de acordo com o hospedeiro em que se desenvolvem, o que pode
afetar a eficacia de busca e a proporcdo entre os sexos. Entretanto, diferencas no tamanho ou
qualidade do hospedeiro podem ndo necessariamente influenciar os pardmetros reprodutivos
(MEIRELLES; REDAELLI; OURIQUE, 2013).

Os compostos volateis liberados pelas frutas infestadas atraem os parasitoides, que
conseguem localizar as larvas no interior dos frutos utilizando as antenas para detectar as
vibracbes produzidas pela alimentacdo e movimentacdo das larvas (GARCIA; RICALDE,
2013). As fémeas possuem a capacidade de localizar seus hospedeiros, mesmo em baixas
densidades, seja nas copas das arvores ou nos frutos caidos no chdo (HARBI et al., 2018).

Ao localizar as moscas larvas, D. longicaudata insere seu ovipositor e deposita pelo
menos um ovo na larva hospedeira (PALADINO; PAPESCHI; CLADERA, 2010). Além do
ovo, D. longicaudata, assim como outras espécies da superfamilia Ichneumonoidae, injetam
virus simbidticos e veneno em seus hospedeiros que suprimem suas respostas imunologicas e
aumentam a sobrevivéncia do parasitoide. Esses virus sdao chamados polidnavirus (PDVs) e se
beneficiam do mutualismo ao se replicar no calice dos ovarios de uma fémea do parasitoide
sem expressar viruléncia (ZHU et al., 2018; QUICKE; BUTCHER, 2021).

O envenenamento por parasitoides pode ocasionar paralisia temporaria do hospedeiro
por aproximadamente cinco minutos e efeitos profundos sobre a fisiologia e mudangas na
composi¢do quimica do hospedeiro. Especificamente em D. longicaudata, as glandulas de
veneno contém nucleocapsideos virais em forma de bastonete que sdo passados para o

hospedeiro durante a oviposi¢do e se proliferam nos hemocitos, além de hospedar um virus
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entomopoxvirus (DIEPV) e um rabdovirus, referido como DIRhV. Este ultimo ainda tem o seu
papel na relacdo parasitoide-hospedeiro desconhecido, enquanto o DIEPV induz
imunossupressao do hospedeiro, formagdo de bolhas de hemdcitos e apoptose no hospedeiro
(QUICKE; BUTCHER, 2021).

No entanto, estes polidnavirus simbidticos podem apresentar uma grande desvantagem
para as larvas do parasitoide, facilitando a sua localizagdo para seus inimigos naturais,
denominados hiperparasitoides, que depositam seus ovos nas larvas ou pupas dos parasitoides
e, como organismos do quarto nivel trofico, completam seu desenvolvimento as custas do
parasitoide (ZHU et al., 2018). Além do hiperparasitismo, a agdo de D. longicaudata pode ser
afetada por uma variedade de condi¢des ambientais. Isso inclui a disponibilidade e abundancia
de plantas hospedeiras das pragas, densidade ou dispersdao do hospedeiro, competi¢do
intraguilda, idade de liberagdo do parasitoide e fatores abidticos como temperatura, umidade e

luz (HARBI et al., 2019; PRESA-PARRA et al., 2021).

2.4.2.2. Microbiolégico: Nematoides Entomopatogénicos

Recentemente, pesquisadores tém investigado a utilizagdo dos Nematoides
Entomopatogénicos (NEP) no controle de pragas, uma vez que sdo capazes de causar a morte
de diferentes espécies de insetos consideradas importantes pragas, tornando assim agentes de
biocontrole de grande potencial (FUGA; FERNANDES; LOPES, 2013; ELQDHY et al., 2024).

Os NEP, classificados na ordem Rhabditida, estdo subdivididos nas familias
Heterorhabditidae e Steinernematidae, embora também existam outros organismos em
diferentes familias com potencial patogénico. Atualmente, sdo identificados quatro géneros:
Heterorhabditis Poinar, Steinernema Travassos, € Neosteinernema Nguyen e Smart, Oscheius
Andrassy (BURNELL; STOCK, 2000; TORRES-BARRAGAN et al., 2011). No entanto,
apenas os dois primeiros, Heterorhabditis e Steinernema, que recebem maior énfase em
pesquisas e ja sdo produzidos comercialmente para o controle de pragas agricolas, veterinarias
e urbanas (FERRAZ et al., 2008). Atualmente, mais de 106 espécies de Steinernema, 21
espécies de Heterorhabditis e 17 espécies de Oscheius foram identificadas em todo o mundo
(ELQDHY et al., 2024).

Esses organismos representam uma guilda de nematoides que habitam o solo, sendo
encontrados em todos os continentes, com excecdo da Antartida, ocupando diversos ambientes,

como areas agricolas, florestas, gramados, desertos e praias (GREWAL, 2000). Assim, os NEP
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infectam e matam rapidamente insetos que vivem dentro, sobre ou perto da superficie do solo,
como as moscas-das-frutas, que se tornam alvo para esses agentes no ultimo instar larval e a
pupa, as quais encontram-se livres no solo (ROHDE et al., 2013; SHAURUB et al., 2015;
CHERGUI et al., 2019; PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019; ELQDHY et al., 2024).

O terceiro estagio do ciclo de vida dos NEP, conhecido como Juvenil Infectante (JI), é
0 Unico estdgio de vida livre dos nematoides, apresentando tolerancia a estresses abidticos,
enquanto todos os outros estagios de desenvolvimento sdo encontrados apenas dentro de
hospedeiros infectados. Os JIs sdo vetores de bactérias simbidticas dos géneros Xenorhabdus e
Photorhabdus (em espécies da familia Steinernematidae e Heterorhabditidae, respectivamente),
que produzem um coquetel toxico de metabdlitos secundarios, rico em nutrientes, essenciais
para o desenvolvimento e reprodug¢do dos nematoides, além de evitar a proliferacao de
microrganismos oportunistas (ALMENARA et al., 2011; DILLMAN et al., 2012; DILLMAN;
STERNBERG, 2012).

Ao encontrar o hospedeiro, os juvenis infectivos (JIs) penetram em seu interior através
de orificios naturais, como boca, anus e espiraculos, ou através da cuticula do inseto, causando
sua morte em um periodo de 24 a 48 horas. Quando os recursos do hospedeiro se esgotam, os
JIs sequestram as bactérias simbioticas e se dispersam no solo em busca de novos hospedeiros
(DOLINSKI; LACEY, 2007; ALMENARA et al., 2011; DILLMAN et al., 2012; DILLMAN;
STERNBERG, 2012; LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

O comportamento de localizacdo de hospedeiros pelos NEP depende da espécie e da
estratégia de forrageamento, que pode ser do tipo Emboscador, que geralmente ficam a espera
do hospedeiro; e os Cruzadores, que buscam ativamente os hospedeiros (SHAPIRO-ILAN et
al.,, 2012; RUAN et al., 2018; MBATA et al., 2019). Independentemente da estratégia de
forrageamento, todos os NEP respondem as pistas sensoriais, que podem ser quimiossensoriais,
termossensoriais, higrosensorial ou mecanossensorial (DILLMAN et al.,, 2012; FUGA;
FERNANDES; LOPES, 2013; MBATA et al., 2019).

As pistas quimiossensoriais estdo relacionadas aos volateis emitidos pelos hospedeiros
ou pelo habitat do hospedeiro, como por exemplo CO», os volateis organicos dos hospedeiros e
os cairomonios liberados por hospedeiros potenciais ou como resultado de danos causados por
insetos as plantas hospedeiras, que sdo percebidas pelos sistemas olfativos especializados dos
NEP (DILLMAN; STERNBERG, 2012; MBATA et al., 2019).

O uso de NEP no controle biologico de mosca do mediterraneo tem sido explorado ja
na década de 1980 (GIUNTI et al., 2023). Diversos estudos foram desenvolvidos em condigao

de laboratério e campo para determinar a susceptibilidade de moscas-das-frutas a diversas
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espécies de NEP, sendo as espécies Heterorhabditis bacteriophora Poinar (Rhabditida:
Heterorhabditidae) e Steinernema carpocapsae (Weiser) (Rhabditida: Steinernematidae) as
mais estudadas (ROHDE et al., 2012; DIAS et al., 2018; JAMES; MALAN; ADDISON, 2018;
ROHDE; MERTZ; JUNIOR, 2020; JEAN-BAPTISTE et al., 2021; DIAS; MONTOYA; NAVA,
2022; SHAURUB, 2023; ELQDHY et al., 2024).

A patogenicidade dos NEP contra C. capitata foi influenciada por fatores fisico-
quimicos e antropogénicos naturais (ELQDHY et al., 2024), incluindo temperatura, umidade,
tipos de vegetacdo, propriedades do solo, resposta imune do hospedeiro, efeitos populacionais
e interacdes com outros organismos (SHAPIRO-ILAN; HILTPOLD; LEWIS, 2017;
LABAUDE; GRIFFIN, 2018). A coinfec¢do por outros entomopatdogenos e/ou acdo de
parasitoides no mesmo hospedeiro, também podem aumentar ou impedir a infec¢ao por NEP
(MBATA et al., 2019).

As caracteristicas do solo também desempenham um papel significativo na eficacia
dos NEP. A textura do solo, incluindo sua composi¢ao de areia, silte e argila, influencia a
movimentagdo desses nematoides, sendo solos arenosos mais propicios a sua dispersdo. A
umidade do solo ¢ crucial para sua sobrevivéncia, enquanto o pH do solo pode afetar sua
atividade, pois alguns nematoides tém preferéncia por faixas especificas de acidez. A presenca
de matéria organica favorece a nutri¢gdo desses nematoides, € a temperatura do solo influencia
diretamente sua atividade metabolica, sendo esses fatores essenciais para otimizar a ocorréncia
e eficdcia dos nematoides no controle bioldgico de pragas (ACEVEDO et al., 2005; FUGA;
FERNANDES; LOPES, 2013; LABAUDE; GRIFFIN, 2018).

A extensa distribui¢cdo geografica desses organismos sugere habilidades genéticas para
se adaptarem e sobreviverem em condigdes ambientais adversas, como variagdes na tensao
osmotica, mudangas de temperatura e dessecacdo do solo (WOODRING; KAYA, 1988;
FINNEGAN et al., 1999; GLAZER; SALAME, 2000).

Apesar dessa limitacdo, a utilizagdo dos NEP oferece diversos beneficios, como a
redugdo dos impactos sobre organismos nao-alvo, o potencial como ferramenta para o manejo
da resisténcia, maior seguranca para os aplicadores e a auséncia de intervalo de reentrada para
colheita (FUGA; FERNANDES; LOPES, 2013). As espécies mais eficazes de NEP sdo
compativeis com certos produtos minerais, quimicos e¢ bioldégicos com atividade inseticida,
sugerindo que esses produtos podem ser combinados com as NEP como parte de um controle

integrado (ELQDHY et al., 2024).
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2.5 Interacdo Nematoides Entomopatogénicos e Parasitoides

No manejo da mosca-das-frutas, frequentemente € necessaria mais de uma tatica. Cada
uma dessas taticas apresenta diferentes vantagens e desvantagens, e sua adogdo pode ou néao
estar disponivel para todos os casos(SUCKLING et al., 2016).

Apenas um agente de biocontrole ndo é o suficiente para manter a populacéo de
moscas-das-frutas no nivel desejado, devido a tolerancia extremamente baixa para frutas
danificadas para uma colheita comercializavel ou frutas exportadas (GIUNTI et al., 2023).
Dessa forma, é recomendavel utilizar pelo menos um agente para cada fase do ciclo de vida da
mosca-das-frutas, para evitar, tanto quanto possivel, o surgimento de moscas-das-frutas adultas
(PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Nos ultimos anos, os pesquisadores tém se dedicado a estudos relacionados ao controle
associado, especialmente devido as suas multiplas vantagens a longo prazo. Isso inclui o eficaz
controle da praga, a redugdo do uso de agrotoxicos e a busca pelo equilibrio no agroecossistema
(ROSSI-ZALAF etal., 2008; POTRICH et al., 2009; LACEY et al., 2015b; SIMIL et al., 2018).

As multiplas espécies de controle biol6gico podem atuar de forma sinérgica, aditiva
ou antagbnica. As interacGes sinérgicas resultam em uma mortalidade maior do que as
mortalidades individuais combinadas da populacdo de pragas, enquanto a mortalidade aditiva
ocorre quando os inimigos naturais ndo interagem, resultando em um nivel total de mortalidade
equivalente a soma das mortalidades individuais causadas por cada agente (ROY; PELL, 2000).

Uma opcdo de controle é a combinagdo de NEP e parasitoides, que pode resultar na
coexisténcia simultdnea desses dois agentes no mesmo habitat (CHERGUI et al., 2019). Por
iss0, torna-se indispensavel a avaliacdo dos provaveis efeitos desses agentes sobre os inimigos
naturais (MAGALHAES; MINNERAT; ALVES, 1998; LABBE et al., 2009). Estudos
relacionados a casos de interacdo de entomopatdgenos com outros métodos de controle de
pragas ainda sdo pouco conhecidos.

A utilizacdo combinada de parasitoides e NEP para o controle de insetos-praga tem
demonstrado ser mais eficaz do que o uso isolado de cada agente. Isso se deve a
complementaridade entre os dois métodos de controle biologico, que possibilita a cobertura
mais ampla dos estagios de desenvolvimento das pragas. Enquanto os parasitoides podem atuar
principalmente nos estagios imaturos das pragas, como ovos e larvas, os NEP podem ser
eficazes contra larvas mais maduras ou pupas (POTRICH et al., 2009; LACEY et al., 2015b;
SIMIL et al., 2018).
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Nesse sentido, a combinacdo de Habrobracon hebetor (Say) (Hymenoptera:
Braconidae) e o nematoide H. indica no controle de Plodia interpunctella (Hubner)
(Lepidoptera: Pyralidae) resultou em maior percentual de mortalidade (98,0-99,25%) quando
comparado a aplicacdo isolada de parasitoides ou nematoides, com mortalidade de 62,25% e
71,25%, respectivamente (MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).

No entanto, os efeitos benéficos dos inimigos naturais nem sempre séo aditivos, o que
em muitos casos pode ser atribuido a interacdes interespecificas, como a competicdo intraguilda
(DE PEDRO; BEITIA; TORMOS, 2022). A competicdo intraguilda ocorre quando uma espécie
predadora consome outra espécie predadora com a qual também compete por presas
compartilhadas (VANCE-CHALCRAFT et al., 2007).

Vérios ensaios demonstraram que as espécies NEP ndo exercem efeitos secundarios
significativos na maioria dos parasitoides de pragas de insetos (ABBAS, 2020). Como € o0 caso
dos nematoide H. indica e H. bacteriophora que ndo afetaram a emergéncia de Trichogramma
chilonis Ishii e T. japonicum Ashmead (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos tratados
de Corcyra cephalonica Stainton (Lepidoptera: Pyralidae) (MOHAN; SABIR, 2005;
LALITHA; MANDADI; JALALI, 2012).

Especificamente em relacdo a moscas-das-frutas, estudos realizados por Heve et al.
(2018) demonstraram que a aplicagéo de H. bacteriophora , S. feltiae e H. indica em frutos de
goiaba (Psidium guajava L., Myrtaceae ) infestados por Anastrepha suspensa (Loew) na
superficie do solo ndo impediu o surgimento do parasitoides D. longicaudata. Supostamente,
os rabdovirus endossimbidticos associados a D. longicaudata podem impedir as espécies de
NEP de infectarem o parasitoide ou que, talvez a vespa seja naturalmente resistente a infecgoes
por NEP (SIMMONDS; CARRILLO; BURKE, 2016).

No entanto, outros estudos deixam claro o impacto de NEP em larvas de C. capitata
parasitada por D. longicaudata, onde os JIs conseguiram penetrar no hospedeiro mesmo com a
presenca dos ovos e/ou virus do parasitoide, resultando em mortalidade superior a 90%,
independentemente dos NEP terem ou ndo a opcdo de escolha entre larvas saudaveis e
parasitadas (SOUZA, 2020).

Souza (2020) demonstrou que a interagdo entre o parasitoide D. longicaudata e os NEP
foi prejudicial para o parasitoide, pois a infeccdo impediu o seu desenvolvimento. Dentre as
espeécies testadas, o isolado H. amazonensis GL (Alho) foi 0 menos danoso ao parasitoide,
causando a menor mortalidade das larvas parasitadas, onde algumas larvas de primeiro instar

do parasitoide foram encontradas mortas.
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Os prejuizos causados pelos NEP em insetos benéficos normalmente estdo
relacionados a varios fatores: infeccéo direta da vespa pelo patdgeno; competicao por recursos
reprodutivos, uma vez que o hospedeiro compartilhado ndo sustenta a prole da vespa enquanto
estd infectado com o patdgeno; transmissao do patdgeno pelo parasitoide; incapacidade do
parasitoide em reconhecer um hospedeiro infectado; atraso no ciclo biolégico e supressdo do
hospedeiro (MAGALHAES; MINNERAT; ALVES, 1998; SHANNAG:; CAPINERA, 2000;
ROSSI-ZALAF et al., 2008; HARVEY; GRIFFIN, 2012).

Larvas do parasitoide Myxecoristops sp. (Diptera: Trachinidae) ndo completaram seu
desenvolvimento em larvas de Cephaleia abietis (L.) (Hymenoptera: Pamphilidae), a mosca-
serra, quando parasitadas, e tratadas com S. kraussi (MRACEK; SPITZER, 1983). Esses
resultados comprovam que os JIs preferem infectar larvas parasitadas em compara¢do com as
ndo parasitadas (ABBAS, 2020).

Mbata et al. (2019) sugerem que as larvas parasitadas sejam mais infectadas devido a
emissdo elevada de dioxido de carbono (CO2) e compostos quimicos volateis emitidos por
hospedeiros parasitados, que atraem os nematoides e aumentam a infec¢do. Além disso, a
paralisia impede que os hospedeiros escapem dos NEP, enquanto as defesas imunologicas
reduzidas em hospedeiros parasitados aumentam a sobrevivéncia do nematoide.

Outra circunstancia ocorre quando o parasitoide perfura um hospedeiro com seu
ovipositor para ovipositar, criando uma ferida através da qual o hospedeiro pode ser infectado
pelos NEP (QUICKE; BUTCHER, 2021). Todavia, as alteragdes nas defesas imunes causadas
pelos virus mutualisticos podem apresentar desvantagens para o desenvolvimento do
parasitoide, pois conduzem uma cadeia de interagdes com potenciais consequéncias para a
infec¢ao por nematoides (ZHU et al., 2018; MBATA et al., 2019).

Essas interagdes ocorrem durante o desenvolvimento larval do parasitoide, interna ou
externamente ao hospedeiro, ou quando um hospedeiro ja parasitado ¢ infectado pelo patdgeno
(MAGALHAES; MINNERAT; ALVES, 1998). Quando ambos agentes ocorrem
simultaneamente dentro do hospedeiro em um estagio inicial, os NEP reduzem as chances dos
parasitoides completarem seu desenvolvimento, pois produz metabolitos secundarios que
alteram drasticamente a qualidade do hospedeiro para o outro organismo, além de serem mais
agressivos e gerar uma progénie muito maior, que se espalha rapidamente pela regido proxima,
ou simplesmente ocorre a morte do parasitoide devido a morte prematura do hospedeiro
(MRACEK; SPITZER, 1983; EVERARD; GRIFFIN; DILLON, 2009; ATWA et al., 2013;
LORDAN et al., 2014).
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Dependendo do estagio de desenvolvimento que o parasitoide se encontra no momento
da infeccdo, ocorre variabilidade em sua susceptibilidade aos NEP, devido a uma combinagao
de fatores imunologicos, adaptativos e fisicos, que desempenham um papel importante na
protecao desses organismos contra a infec¢do por patdgenos entomopatogénicos (MBATA;
SHAPIRO-ILAN, 2010; ATWA et al., 2013).

Nos estudos realizados por Atwa et al. (2013), a interacdo entre os nematoides H.
bacteriophora e S. carpocapsae com o parasitoide Microplitis rufiventris Kokujev
(Hymenoptera: Braconidae) em Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae)
ocorreu quando a inoculacdo de nematoides foi realizada durante os estagios iniciais, resultando
na morte das larvas do parasitoide. No entanto, quando os nematoides foram inoculados durante
o desenvolvimento larval tardio do parasitoide, as vespas tiveram chances de completar seu
ciclo de vida, evidenciando a multiplicagao de ambos parasitoides no mesmo hospedeiro.

E plausivel que os parasitoides nos estagios finais de desenvolvimento tenham
adquirido uma imunidade mais eficaz contra a infec¢io pelo NEP em decorréncia de adaptagdes
especificas do sistema imunologico do parasitoide (MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).
Normalmente, os JI sdo mais virulento para as larvas dos parasitoides, mas ndo para as pupas
ou adultos (ABBAS, 2020).

O nematoide S. carpocapsae causou alta mortalidade em larvas de Cardiochelis
diaphaniae (Marsh) (Hymenoptera: Braconidae), um parasitoide de Diaphania hyalinata L.
(Lepidoptera, Pyralidae), mas as pupas nos casulos demonstraram resisténcia a infec¢do
(SHANNAG; CAPINERA, 2000). O mesmo aconteceu para o ectoparasitoide Bracon hylobii
Ratzeburg (Hymenoptera: Braconidae), onde a aplicagdo de H. downesi ocorreu em seu estagio
larval reduziu a formacao de casulos e mortalidade de adultos, mas quando suas pupas foram
tratadas, a maioria dos adultos emergentes foram mortos pela infeccdo do nematoide presente
no meio (EVERARD; GRIFFIN; DILLON, 2009).

Adicionalmente, a presenca de barreiras fisicas, como a superficie resistente do casulo
pupal do hospedeiro, pode atuar como uma defesa contra a infeccdo para os parasitoides
coinobiontes, como D. longicaudata (SHAURUB, 2023). Os adultos de Necremnus artynes
(Walker) (Hymenoptera: Eulophidae), Diglyphus isaea (Walker) (Hymenoptera: Eulophidae),
Dacnusa sibirica (Telenga) (Hymenoptera: Braconidae), Trichopria cf. drosophilae (Perkins)
(Hymenoptera: Diapriidae) apresentaram taxas de sobrevivéncia superiores a 85% quando
expostas diretamente a H. bacteriophora e S. feltiae (GARRIGA et al., 2019).

Nesse sentido, uma boa estratégia a ser utilizada no manejo de insetos-pragas ¢ realizar

a aplicacao dos agentes bioldgicos de forma sequencial, como sugerido por Atwa et al. (2013),
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de modo que o primeiro agente bioldgico aplicado tenha tempo suficiente para agir antes da
introducao do segundo agente, evitando possiveis interacdes adversas entre eles. A escolha do
intervalo entre as aplica¢des deve levar em consideragédo o ciclo de vida das pragas, bem como
dos inimigos naturais, a persisténcia dos agentes biologicos no ambiente e as condicdes
climéticas que podem afetar sua eficécia.

A inoculagdo tardia dos NEP pode favorecer a capacidade dos parasitoides de detectar
e evitar hospedeiros infectados por nematoides ajudaria a reduzir uma interacdo negativa
(LACEY; UNRUH; HEADRICK, 2003). Diversos estudos ja comprovaram que algumas
fémeas de parasitoides evitam ovipositar em hospedeiros inadequados, enquanto outras ou nao

conseguem discriminar entre hospedeiros saudaveis e infectados (ABBAS, 2020).

2.6 Efeitos subletais de nematoides entomopatogénicos no desenvolvimento dos
hospedeiros

Efeitos subletais sdo observados em individuos que sobrevivem a exposi¢ao a uma
substancia quimica ou bioldgica usada para matar insetos pragas, em doses ou concentragdes
que ndo causam mortalidade aparente na populacdo experimental, afetando aspectos
fisiologicos ou comportamentais (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

A exposicao aos produtos quimicos afeta negativamente todas as caracteristicas de
tabelas de vida das moscas-das-frutas, incluindo sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e
aptidao reprodutiva, o que também pode ocorrer em outros organismos, como também pode
interferir nas fung¢des fisiologicas (EL KHOLY; GIESY; AL NAGGAR, 2021).

Para além dos impactos imediatos observados nos individuos diretamente expostos
(efeitos de curto prazo), substancias toxicas podem também afetar as geracdes subsequentes
(efeitos de longo prazo). Esses efeitos podem ser amplificados ao longo das cadeias alimentares,
resultando em consequéncias significativas nas interacdes entre espécies, na dinamica
populacional e nos ecossistemas como um todo (MULLER, 2018).

Os efeitos de baixas doses residuais destes produtos quimicos em organismos que
afetam tanto as espécies-alvo, mas também os insetos benéficos, tornaram-se uma grande
preocupacdo (LALOUETTE et al., 2016). Do ponto de vista humano, os insetos-praga que
levam a perdas na produgdo agricola sdo os insetos-alvo, enquanto os organismos benéficos sao
considerados ndo-alvos (MULLER, 2018).

Estudos de efeitos subletais em insetos-praga sdo importantes, porque efeitos

semelhantes também podem ser observados em organismos benéficos (MULLER, 2018).
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Entretanto, ndo se pode prever os efeitos que os insumos toxicoldgicos podem ter sobre uma
espécie com base nos resultados de outra, mesmo quando essas espécies pertencem a mesma
familia (BANKS et al., 2017).

No entanto, novos parametros devem ser considerados, como taxas de malformagao
ao emergir de pupas, desempenho na aprendizagem, comportamento, neurofisiologia e
perturbagdes no padrdo de forrageamento em parasitoides, afetando significativamente sua
aptiddo e comprometendo o sucesso do controle biologico. (DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007; PINHEIRO et al., 2020).

E necessario um avango adicional no desenvolvimento de métodos padronizados para
avaliar esses efeitos nos principais componentes da eficacia dos inimigos naturais antes de
incorpora-los aos manejo (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Diversos estudos
registraram efeitos subletais adversos no desenvolvimento larval e pupal, fecundidade,
proporgao sexual ou oviposicao nas familias Aphelinidae, Encyrtidae, Braconidae, Mymaridae,
Trichogrammatidae e Scelionidae (PINHEIRO et al., 2020).

A maioria dos estudos relacionados a efeitos subletais foram realizados com
inseticidas. Em relacéo a exposi¢édo de insetos a baixas concentracdes de NEP, muitos insetos
sobreviveram mesmo quando séo invadidos por Jls, porém pouco se sabe sobre o destino e
aptiddo desses insetos sobreviventes. Ebrahimi et al. (2011) acredita que ao penetrar no
hospedeiro, ocorre 0 encapsulamento celular e a melanizagcdo de NEP, o que implica um custo
fisiolégico para o inseto.

As consequéncias na fisiologia podem comprometer a salde e o desempenho
reprodutivo dos insetos. A infecgdo com NEP em estagios adultos e larvais de insetos ocasiona
descoloragdo e afinamento da cuticula, deformagdes nas asas, antenas e pernas, diminui¢ao dos
ovos fertilizados, atraso na eclosdo das larvas e implicagdo na longevidade dos insetos
sobreviventes (GIRLING et al., 2010; EBRAHIMI et al., 2014).

Apesar da maioria dos relatos indicarem que as doses e/ou concentragdes subletais
podem impedir o desenvolvimento dos insetos, reduzindo o crescimento e a sobrevivéncia, em
algumas ocasides, melhoram o desempenho reprodutivo, pois baixas doses podem induzir
efeitos positivos inesperados (horméticos), levando a surtos no crescimento da populagdo de
pragas. No entanto, os efeitos sdo especificos da espécie, mas a sensibilidade também difere de
acordo com o estagio de desenvolvimento, do sexo e da populacdo (LALOUETTE et al., 2016;
MULLER, 2018).
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RESUMO

Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae) sdo pragas significativas na fruticultura, sendo
controladas atualmente com o parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera:
Braconidae). Estudos recentes mostraram o uso de nematoides entomopatogénicos (NEP) no
controle de moscas-das-frutas. No entanto, larvas de C. capitata parasitadas por D.
longicaudata possuem susceptibilidade aos NEP maior que as larvas ndo parasitadas, indicando
a necessidade de estratégias de liberacdo que avaliem a sequéncia ideal para maximizar a
eficacia do controle bioldgico integrado. Assim, objetivou-se avaliar a capacidade do
parasitoide D. longicaudata em distinguir larvas de C. capitata sadias e infectadas por NEP.
Para isso, foram ofertadas larvas de C. capitata previamente infectadas por Heterorhabditis
amazonensis GL e larvas sadias em um recipiente contendo uma fémea de D. longicaudata,
com e sem chance de escolha. Ap6s 24 horas, foram observadas cicatrizes de oviposicao, a
presenca dos ovos do parasitoides e dos juvenis infectates (JI) nas larvas mortas, e as sadias
foram deixadas para a emergéncia do parasitoide e/ou mosca. Nao foi observada diferenga na
frequéncia de visitas do parasitoide entre larvas sadias e larvas infectadas. No entanto, o
parasitoide preferiu as larvas sadias quando tinha ou ndo chance de escolha, ndo sendo
constatada a presenca de ovos de D. longicaudata em larvas infectadas, o que indica que as
marcas eram picadas de prova, para verificar se o hospedeiro era adequado para o
desenvolvimento da prole. Como as condi¢des eram indspitas, eles nao depositaram seus ovos.
Com isso, conclui-se que o parasitoide D. longicaudata consegue perceber quando seus
hospedeiros se encontram infectados por NEP, permitindo o uso destes agentes NEP juntamente
com parasitoide para o controle da mosca-das-frutas C. capitata, desde que a liberagdo do
parasitoide ocorra depois da inoculagdo dos NEP.

Palavras-chave: agentes bioldgicos; interacdo entomodfagos-entomopatogenos; teste de
preferéncia.

INTRODUCAO

As moscas-das-frutas pertencentes a familia Tephritidae, sao consideradas pragas-chaves
de diversas culturas, sendo a espécie Ceratitis capitata (Wiedemman) considerada de
importancia econdmica e quarentenaria (ZUCCHI, 2000). Seus danos estdo relacionados a
oviposi¢do pelas fémeas na casca do fruto e ao consumo da polpa pelas larvas, reduzindo a
qualidade e o valor comercial. Além de elevar os custos de produc¢do devido as constantes
aplicacoes de inseticidas (ARAUJO et al., 2013).

Visando estratégias ecologicamente sustentaveis, rentdveis e seguras para o ser humano,
o controle bioldgico se torna uma ferramenta promissora no manejo integrado das moscas-das-
frutas. Atualmente, os programas de controle bioldgico de tefritideos-pragas sdo feitos a partir
da liberacdo do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae)
(CARVALHO; NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000; BADII et al., 2015; CAMARGOS;
COSTA; MIRANDA, 2017).
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No entanto, sua eficiéncia pode ser afetada por diversos fatores biodticos e abidticos, sendo
necessario adicionar outras estratégias para um controle mais efetivo de moscas-das-frutas
(CARVALHO, 2006; GARCIA; RICALDE, 2013; HARBI et al., 2019; PRESA-PARRA et al.,
2021b). Dessa forma, o controle microbiano ¢ uma opcao viavel a ser incorporada no manejo
das moscas-das-frutas, como a aplicagdo de nematoides entomopatogénicos (NEP) pertencentes
aos géneros Steinernema (Rhabditida: Steinernematidae) e Heterorhabditis (Rhabditida:
Heterorhabditidae).

Os NEP sao facilmente encontrados no solo no terceiro estagio de seu ciclo de vida,
conhecido como Juvenis Infectantes (JIs), os quais podem infectar as larvas de C. capitata
quando elas deixam os frutos e penetram no solo para a formagao dos puparios (SHAURUB et
al., 2015; GONZALEZ et al., 2016a; CHERGUI et al., 2019; PARANHOS; NAVA;
MALAVASI, 2019). Apesar da alta especificidade, observou-se o risco das aplicacdes de NEP
em alta densidade na liberagdo inundativa impactarem negativamente os parasitoides,
produzindo uma interacdo antagdnica entre os dois grupos, resultando em competicao
intraguilda (EVERARD; GRIFFIN; DILLON, 2009; MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).

A aplicagdo combinada de nematoides e parasitoides pode ser uma estratégia de controle
de pragas, desde que os beneficios e aspectos negativos da combinagdo sejam avaliados
cuidadosamente antes da adogdo, para que ambos os agentes sejam compativeis a fim de
conservar suas populagdes, e assim, aumentar a resiliéncia dos sistemas de cultivo (MBATA;
SHAPIRO-ILAN, 2010; GONZALEZ et al., 2016a). Desta forma, torna-se necessario elaborar
estratégias que minimizem os efeitos adversos gerados pela interacdo entre os agentes de
biocontrole.

Ja foi comprovado que os nematoides ndo distinguem entre larvas de C. capitata
parasitadas e ndo parasitadas por D. longicaudata, ocasionando maior mortalidade das larvas
parasitadas (SOUZA, 2020). No entanto, invertendo-se a ordem de utilizacdo dos agentes de
biocontrole, a partir de uma liberacao inicial de nematoides, seguida da liberagao do parasitoide,
pode-se favorecer a eficdcia do controle associado. Isso porque, Algumas espécies de
parasitoides tém a capacidade de distinguir entre seus hospedeiros infectados e sadios,
selecionando larvas onde sua prole possa se desenvolver adequadamente para realizar a
oviposi¢ao (ABBAS, 2020). Ainda nao ha relatos desse comportamento em D. longicaudata,
desta forma, ¢ indispensavel verificar sua preferéncia entres as larvas de C. capitata sadias e
infectadas por NEP, sua capacidade de distinguir entre a qualidade dos hospedeiros, e se eles
conseguem parasitar mesmo em larvas infectadas, visando determinar a sequéncia de liberagao

dos agentes, sendo este os objetivos do estudo.
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MATERIAIS E METODOS

Criacao de insetos

Os insetos foram provenientes de populacdes de C. capitata e D. longicaudata criadas
no Laboratorio de Patologia e Controle Microbiano de Insetos do Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Lavras (ESAL/DEN/UFLA), em condi¢des
controladas (25 + 2°C, 70 + 10% umidade relativa, fotofase de 12 horas).

Os adultos de C. capitata foram criadas em gaiolas de acrilico (60 x 31 x 30 cm) com
uma das faces revestida com tecido de voil, nas quais as moscas realizam a postura. No interior
das gaiolas foram colocadas duas garrafas plasticas de agua de 250 ml com fita absorvente
(Spontex ®) e placas de Petri contendo uma mistura 1: 4 de levedura de cerveja e agucar. Fora
da gaiola, na parte frontal, logo abaixo do tecido voil, foram colocadas bandejas de isopor (20
x 5 x 3,5 cm), mantidas com agua para retengao dos ovos. A coleta de ovos foi realizada a cada
24 horas e transferidos para uma dieta artificial para o desenvolvimento larval e a posterior
formac¢do de puparias, que eram entdo utilizadas para estabelecer novas gaiolas de criagdo. A
dieta artificial utilizada foi descrita por Albajes e Santiago-Alvarez (1980).

Ja os adultos de D. longicaudata foram mantidos em gaiolas de madeira (30 x 30 x 30
cm), forradas com papel Sulfite Branco, com as faces laterais e a frente revestidas com tecido
voil. Foi disponibilizado dentro da gaiola uma garrafa plastica de 250 mL com fita absorvente
(Spontex®) contento dgua e uma placa de Petri com agtcar cristal. Além disso, foi pincelado
mel, em uma das faces da gaiola. As larvas de terceiro instar de C. capitata foram ofertadas aos
parasitoides, na parte superior da gaiola de criagdo por 24 horas, sendo estas recolhidas no dia

seguinte e colocadas em recipientes plasticos até a emergéncia dos adultos.

Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos

O isolado Heterorhabditis amazonensis GL foi selecionado devido a sua capacidade
de aumentar a sobrevivéncia de larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata (SOUZA,
2020). O isolado foi obtido do Banco de Patogenos do Laboratorio de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos da UFLA e multiplicado através do método in vivo, adaptado de
Woodring e Kaya (1988) utilizando lagartas de sexto instar de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae), provenientes da criacao estabelecida no mesmo laboratorio.
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As lagartas de G. mellonella foram acondicionadas em uma placa de Petri (9 x 1,5 cm)
contendo dois papeis filtro (90 mm), sendo aplicados 1,8 mL de suspensdo aquosa de
nematoides com concentragao aproximada de 200 JI/lagarta. As lagartas mortas € com sintomas
de infec¢do por NEP foram transferidas para armadilha de White modificada (placa de Petri de
plastico com um pedaco de acrilico fixado no centro) forrada com uma folha de papel filtro (90
mm) e adicionada agua destilada, na qual os JIs deixaram o cadéver do hospedeiro e migraram
para a agua destilada no fundo da armadilha. O conteudo das armadilhas White foi vertido em
uma proveta de 1000 mL e seu volume foi completado com 4gua destilada. A suspensdo de NEP
foi armazenada em frascos para cultura de tecido com capacidade de 250mL acondicionados
em camara climatizada (16 = 1°C, UR 70 £+ 10%, no escuro) por um prazo maximo de uma

semana, até¢ a montagem dos bioensaios.

Bioensaios

As larvas de terceiro instar de C. capitata foram mantidas em placas de Petri (5 x 1 cm)
forradas com trés folhas de papel filtro de 50 mm de diametro umedecido com 1mL de
suspensao de nematoides na concentragao de 80 JIs/larva, durante 24 horas, periodo necessario
para que os NEP infectem as larvas de moscas-das-frutas (SOUZA, 2020). Apds a inoculacao,
as larvas foram lavadas com agua destilada para remover os JIs aderentes. A testemunha foi
composta pelas larvas sadias mantidas em placas de Petri contendo 1 mL de agua destilada
durante o mesmo periodo.

As fémeas de D. longicaudata sem experiéncia prévia de oviposi¢do, foram mantidas
com machos durante cinco dias, pois a cépula pode ocorrer logo apds a emergéncia dos adultos
e ¢ mais frequente entre o terceiro e o quinto dia (DOUTT, 1964). Os casais colocados em potes
plasticos contendo mel e d4gua e um orificio na tampa do pote continha um furo, por onde eram
ofertadas larvas e divididos em dois bioensaios.

No primeiro bioensaio, testou a habilidade de D. longicaudata em distinguir entre larvas
infectadas e sadias. Os potes foram cobertos com tampas contendo dois furos, através dos quais
foram oferecidas larvas sadias e infectadas, permitindo ao parasitoide escolher seu hospedeiro.

O segundo bioensaio avaliou se D. longicaudata parasita as larvas de C. capitata
infectadas com nematoides entomopatogénicos quando nao fosse oferecido um hospedeiro
saudavel como uma alternativa. Nesse caso, os potes foram vedados com tampas contendo

apenas um furo onde foi ofertado larvas infectadas com NEP, ou larvas saudaveis.
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Ap6s 24 horas, foi verificada a presenca de oviposi¢ao em todas as larvas de C. capitata,
com auxilio de um microscopio estereoscopico, conforme a metodologia proposta por Montoya
et al. (2003). As larvas e/ou as pupas infectadas foram dissecadas e examinadas para verificar
a presenca de ovos de parasitoides e a presenca de nematoides. J& as pupas que nao
apresentaram sintomas foram mantidas em camaras climatizadas até a emergéncia dos adultos,

visando identificar o parasitismo e determinada a razdo sexual dos parasitoides.

Analise Estatistica

Os bioensaios foram executados adotando-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 15 repeti¢des, cada uma constituida de um recipiente plastico contendo um
casal de D. longicaudata. Para avaliar as diferencas nas taxas de parasitismo entre larvas
saudaveis e expostas aos NEP, bem como a emergéncia dos adultos e a proporcao sexual, foram
aplicados Modelos Lineares Generalizados (GLM) com distribui¢do quasibinomial. J4 para o
numero de cicatrizes de oviposi¢ao dos parasitoides, utilizou-se um GLM com distribui¢ao de
Poisson. Os GLM foram ajustados considerando dois fatores: o tipo de larva e a probabilidade
de escolha do parasitoide, além da interacao entre esses fatores, fazendo um desdobramento dos
tipos de larvas dentro de cada bioensaio. Ambos os GLM foram seguidos por comparagdes de
Tukey (p<0,05). A qualidade do ajuste foi avaliada por meio de um grafico semi-normal com
envelope de simulagdo. Para investigar a relagdo entre a emergéncia de parasitoides e a
emergéncia de moscas em diferentes condi¢cdes experimentais, os dados foram submetidos a
analise de correlagdo de classificacdo Kendall. Todas as analises foram feitas utilizando-se o

software R 3.6 (R CORE TEAM, 2023).

RESULTADOS

O parasitoide D. longicaudata visitou as larvas sadias e as larvas expostas aos NEP
independentemente de ter ou ndo chance de escolha. As larvas expostas aos NEP foram
oferecidas aos parasitoides antes de morrerem. Consequentemente, ndo havia certeza sobre
quais larvas apresentariam sintomas de infeccdo, dessa forma, foram considerado dois
subgrupos: expostas aos NEP sem sintoma de infec¢do e expostas aos NEP com sintomas de

infecgao.
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No bioensaio que D. longicaudata teve opcao de escolha, as larvas sadias apresentaram
as maiores taxa de visitagdo do parasitoide (89,8%) diferenciando das larvas expostas aos NEP
com sintoma de infec¢do (71,5%). As larvas expostas aos NEP sem sintoma de infec¢do,
tiveram 77,7% de visitagdo, ndo diferenciando dos demais tratamentos (y>=45,03, df=28,
p=0,007) (Figura 1). Essas visitas resultaram em diferengas significativas no nimero de
cicatrizes de oviposicdo entre os tipos de larvas (¥*=582,46, df=270, p<0,001) (Figura 2).

A visitagdo do parasitoide nas larvas sadias (82,2%) também apresentou diferencas
significativas em comparag@o com as larvas expostas aos NEP no bioensaio onde o parasitoide
ndo teve escolha. No entanto, ndo houve diferencas na visitagao entre as larvas expostas aos
NEP com sintomas (54,7%) e sem sintomas (59,4%) (x*=123,90, df=28, p=0,026) (Figura 1).
Esse mesmo padrdo foi observado para o niimero de cicatrizes de oviposi¢do (¥*=722,09,

df=269, p<0,001) (Figura 2).

Figura 1 — Percentual de parasitismo de Diachasmimorpha longicaudata em larvas de Ceratitis
capitata sadias e expostas aos Nematoides Entomopatogénicos com e sem chance

de escolha.
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*Barras seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas no parasitismo de D.
longicaudata em larvas sadias ou expostas aos NEP e barras seguidas por letras minusculas diferentes
indicam diferengas significativas entre as larvas com e sem chance de escolha pelo teste de Tukey
(p=<0,05).
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Figura 2 — NUmero de marcas de oviposicao do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata
em larvas de Ceratitis capitata sadias e infectadas por Nematoides
Entomopatogénicos com e sem chance de escolha.
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*Barras seguidas por letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas no parasitismo de D.
longicaudata em larvas sadias ou expostas aos NEP e barras seguidas por letras mintsculas diferentes
indicam diferengas significativas entre as larvas com e sem chance de escolha pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Nao houve diferengas significativas para a visitagdo € o numero de cicatrizes de
oviposicao das larvas sadias e expostas aos NEP (com e sem sintomas), independentemente de
o parasitoide ter ou ndo a chance de escolha (x>=185,11, df=70, p=0.654; ¥*=1304,6, df=539,
p=0.280, respectivamente). Esses dados demonstram que o parasitoide D. longicaudata visitam
igualmente quando tem e quando nao tem chance de escolha, havendo preferéncia por larvas
sadias em vez de larvas expostas aos NEP.

Nas larvas expostas aos NEP com sintomas de infec¢do com marcas de oviposi¢ao, ndo
foi constatada a presenga de ovos de D. longicaudata. O parasitismo das larvas foi confirmado
pela emergéncia dos adultos. No caso das larvas expostas aos NEP sem sintomas de infec¢do,
observou-se uma emergéncia de 45% das pupas quando ndo tiveram chance de escolha e 66,3%
quando tiveram chance de escolha, sem diferencas significativas entre os dois grupos
(*=28,510, df=14, p=0,092). Por outro lado, as larvas sadias apresentaram uma emergéncia de
55,1% quando nao tiveram chance de escolha e 65,4% quando tiveram chance de escolha,
também sem diferencas significativas entre si (y>=60,311, df=14, p=0,355). Entre os bioensaios,
ndo foram observadas diferencas na emergéncia entre os diferentes tipos de larvas (y*=141,73,

df=56, p=0,188).
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Foi constatada emergéncia de moscas e de parasitoides provenientes de larvas sadias e
expostas aos NEP sem sintomas de infec¢do. A maior quantidade de moscas foi obtida das larvas
expostas aos NEP quando o parasitoide ndo tinha chance de escolha (48,7%), sendo semelhante
a emergéncia das larvas sadias sem chance de escolha (20,0%) e apresentando diferencas das
larvas expostas aos NEP e larvas sadias com chance de escolha (10,7 e 11,1%, respectivamente)
(x*=145,04, df=53, p=0,0229) (Figura 3a).

Ja para o parasitoide, a emergéncia proveniente das larvas sadias com opg¢ao de escolha
(82,2%) apresentou diferencas significativa das larvas expostas aos NEP sem sintomas de
infeccdo (51,3%). Nao houve diferencas na emergéncia de parasitoides entre larvas sadias e
expostas a0s NEP com e sem chance de escolha (y*=115,83, df=39, p=0,005197) (Figura 3b).

A analise de correlagdo entre a emergéncia de parasitoides e moscas revelou que apenas
as larvas expostas aos NEP apresentaram uma correlagdo positiva, embora fraca (R=0,33). Por
outro lado, as larvas sadias e as expostas aos NEP sem opg¢do de escolha mostraram uma
correlagdo significativa (p<0,05) e moderada (R=0,6), indicando que a emergéncia dos
parasitoides aumentava conforme a emergéncia das moscas diminuia. Nos tratamentos com
opcdo de escolha, ndo houve correlagdo significativa entre a emergéncia de moscas e

parasitoides (p>0,05) (Figura 4).

Figura 3 — Emergéncia de adultos provenientes de larvas expostas aos NEP e larvas sadias,
com e sem chance de escolha. A) Ceratitis capitata; B) Diachasmimorpha
longicaudata.
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*Barras acompanhadas por letras diferentes indicam diferencas significativas na emergéncia de adultos
(moscas e parasitoides) em diferentes situagdes (com e sem chance de escolha) pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 4 — Correlagdo entre a emergéncia de Ceratitis capitata e Diachasmimorpha
longicaudata provenientes de larvas sadias (A, C) e expostas aos Nematoides
entomopatogénicos (B, D), com (A, B) e sem (C, D) chance de escolha
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A proporcdo sexual das moscas oriundas das larvas sadias mostrou um maior
surgimento de fémeas, independentemente da condi¢cdo (com e sem chance de escolha). Em
contrapartida, as moscas provenientes das larvas expostas aos NEP apresentaram uma
predominancia de machos, também sem depender da condi¢do. No entanto, ndo houve diferenga
significativa na emergéncia de moscas entre as larvas sadias e as expostas aos NEP (32=10,920,
df=10, p<0,05) (Figura 4). A razéo sexual dos parasitoides apresentou uma maior quantidade
de macho em todas as situagdes, ndo havendo diferencas significativas entre os tratamentos
(X2=43,174, df=21, p>0,05) (Figura 5).
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Figura 5 — Razéo sexual de Ceratitis capitata proveniente de: A) larvas expostas aos NEP com
chance de escolha; B) larvas expostas aos NEP sem chance de escolha; C) larvas
sadias com chance de escolha; e D) larvas sadias sem chance de escolha.

A \ B & Fémeas
D

B Macho

Figura 6 — Razéo sexual de Diachasmimorpha longicaudata proveniente de: A) larvas expostas
aos NEP com chance de escolha; B) larvas expostas aos NEP sem chance de escolha;
C) larvas sadias com chance de escolha; e D) larvas sadias sem chance de escolha.
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DISCUSSAO

As fémeas de D. longicaudata conseguiram localizar tanto as larvas sadias quanto as
expostas aos NEP, com e sem sintomas de infeccdo. Os resultados demonstram que 0s
parasitoides também foram capazes de reconhecer a qualidade do hospedeiro antes de depositar
seus ovos, sendo capaz de diferenciar os tipos de larvas para por seus ovos. Ao dissecar as
larvas expostas aos NEP com sintomas de infec¢cdo, constatou-se que as larvas com cicatrizes
de ovipovicdo ndo possuia ovos dos parasitoides, enquanto nas larvas expostas aos NEP sem
sintomas e as larvas sadias houve a emergéncia dos parasitoides normalmente, tanto quando o
parasitoide tinha ou ndo chance de escolha do hospedeiro.

Segundo Giunti et al. (2015), o comportamento de busca de hospedeiro pelos
parasitoides possui quatro fases distintas: localizacdo do habitat, localizacdo, reconhecimento e
aceitacdo do hospedeiro. Assim, os resultados deste estudo mostraram que as fémeas de D.
longicaudata foram capazes de completar todas essas fases de busca aceitando as larvas sadias
e expostas aos NEP sem sintomas e rejeitando as larvas infectadas.

Sinais quimicos (volateis) e fisicos (de contato) sdo responsaveis pelo reconhecimento
e discriminagdo do hospedeiro pelos parasitoides (MCDONALD et al., 2015). Eles usam
sentidos mecanicos e tateis para coordenar os movimentos complexos durante a postura dos
ovos. Além disso, possuem 6rgaos sensoriais junto ao ovipositor que auxiliam na selecdo dos
hospedeiros adequados para oviposicdo (AHMED et al., 2013).

E provavel que, ao inserir o ovipositor nas larvas de C. capitata sadias ou infectadas
por NEP, D. longicaudata detectou que o hospedeiro era ou ndo adequado para o
desenvolvimento de sua prole, evidenciado pelas cicatrizes de oviposi¢cdo encontradas em
ambos os tipos de larvas. Abbas (2020) relata que em algumas espécies de parasitoides, as
fémeas conseguem discriminar entre hospedeiros saudaveis e infectados e evitam de ovipositar
em hospedeiros inadequados.

Testes realizados por Everard; Griffin e Dillon (2009) e por Lacey, Unruh e Headrick
(2003) mostraram que os parasitoides Bracon hylobii Ratz. (Hymenoptera: Braconidae),
Mastrus ridibundus (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Liotryphon caudatus (Hymenoptera:
Ichneumonidae) evitaram p6r ovos em gorgulho do pinheiro (Hylobius abietis L. (Coleoptera:
Curculionidae)) e traca da maca (Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)) infectadas por
NEP, respectivamente. Enquanto testes realizados por Mbata e Shapiro-llan (2010) e por Sher;
Parrella e Kaya (2000), as fémeas de Habrobracon hebetor (Hymenoptera: Braconidae) e

Diglyphus begini (Ashmead) (Hymenoptera: Eulophidae). ndo conseguiram discriminar seus
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hospedeiros (Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) e Liriomyza trifolii (Burgess)
(Diptera: Agromyzidae), respectivamente) infectados e sadios.

No entanto, resultados obtidos por Mohamed; Ekesi e Hanna (2008) mostraram que a
de preferéncia/aceitabilidade do hospedeiro ndo apoiam o argumento de que as fémeas de
parasitoides aceitam hospedeiros de acordo com sua lucratividade para o desenvolvimento de
sua prole, uma vez que as especies hospedeiras testadas foram igualmente aceitas
independentemente do destino da progénie parasitoide nesses hospedeiros. O mesmo estudo
demonstra que o parasitoide D. longicaudata apresentaram falhas em discriminar entre varias
espécies hospedeiras, o que pode ter ocasionado baixa propor¢do hospedeiro-parasitoide,
fazendo com que as fémeas depositem seus ovos em hospedeiros de méa qualidade.

Esse comportamento pode ser observado neste estudo, pois foram detectadas cicatrizes
de oviposicédo tanto em larvas sadias quanto em larvas expostas aos NEP, independentemente
de apresentarem sintomas de infeccdo. No entanto, o nimero de cicatrizes nas larvas sadias foi
significativamente maior em comparacgdo com as larvas expostas aos NEP, demonstrando que,
guando o hospedeiro € inadequado devido a presenca de um patégeno, ocorre uma selecdo na
escolha do hospedeiro.

Os parasitoides dependem de seus hospedeiros, que fornecem todos os recursos para
o desenvolvimento larval. Portanto, sua aptiddo esta diretamente relacionada a qualidade do
hospedeiro, conforme determinado pelo tamanho, idade e satde do hospedeiro, e isso s6 pode
ser avaliado pela fémea do parasitoide durante a inspecao do hospedeiro (CARON; MYERS;
GILLESPIE, 2010). Como as larvas infectadas ndo se configuram como um ambiente
adequado, as fémeas de D. longicaudata procuram as larvas sadias para depositarem seus ovos.
Larvas infectadas por NEP ndo apresentam fisiologia adequada para o desenvolvimento da
praga, pois ao serem infectadas, os metabdlitos secundarios produzidos pelas bactérias
simbiontes dos JlIs alteram drasticamente sua qualidade para o desenvolvimento de outros
organismos (MRACEK; SPITZER, 1983; ALMENARA et al., 2011; ATWA et al., 2013).

A auséncia de oportunidade para os parasitoides escolherem hospedeiros mais
adequados pode criar uma falsa impressédo de selegdo ou preferéncia por hospedeiros, pois ao
se oferecer a escolha para o parasitoide, revela-se a preferéncia de hospedeiros pelos
parasitoides (SAIT et al., 1997). Para isso, dois tipos de testes comuns, testes sem escolha e
testes de escolha, sdo realizados para determinar se um ou outro fornece uma estimativa mais
precisa na preferéncia de hospedeiros do parasitoides. Porém, ambos os tipos de teste tém
limitacOes, pois podem superestimar gravemente a gama de hospedeiros e rejeitar agentes
adequados devido a resultados falsos positivos (MURRAY; WITHERS; MANSFIELD, 2010).
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Na natureza, os parasitoides, privados de seus hospedeiros preferenciais, podem optar
por se dispersar em vez de aceitar hospedeiros de menor qualidade, mas ainda fisiologicamente
adequados, que seriam aceitos em testes laboratoriais sem escolha. Nesse caso, 0s testes de
escolha podem oferecer informacgdes mais Uteis para prever as gamas de hospedeiros, indicando
quais hospedeiros ndo alvo, embora fisiologicamente adequados, sdo aceitos quando ha a
oportunidade de inicialmente rejeitar esse hospedeiro e, posteriormente, encontrar o hospedeiro
preferido (MURRAY; WITHERS; MANSFIELD, 2010).

No tratamento sem escolha com larvas infectadas, houve a maior emergéncia de C.
capitata das larvas que ndo morreram devido a infecgéo, diferenciando dos demais. Isso sugere
que, embora o0s hospedeiros teoricamente apresentem fisiologia adequada para o
desenvolvimento do parasitoide, algum fator impediu que os parasitoides parasitassem esses
hospedeiros. Nos demais tratamentos, houve maior surgimento de parasitoides, mesmo nas
larvas sobreviventes a exposi¢do aos NEP com chance de escolha por larvas sadias.

A razdo sexual dos parasitoides também ¢é afetada pela espécie hospedeira
(MOHAMED; EKESI; HANNA, 2008). A exposi¢do ou ndo das larvas de C. capitata aos NEP
ndo impactaram no surgimento de parasitoides fémeas. No entdo, houve uma alteracdo na razéo
sexual das moscas, quando as larvas foram expostas aos NEP. Esses efeitos subletais das
moscas, e principalmente dos parasitoides sobreviventes precisam ser investigados para
determinar se os NEP impactam na geracao subsequente.

A partir dos resultados apresentados, o parasitoide pode ser incorporado ao manejo de
C. capitata juntamente com os NEP desde que liberacdo do parasitoide ocorra depois da
inoculacdo dos Jls, para que eles parasitem as larvas que escaparem da acdo dos NEP. Estudos
em condicGes de campo devem ser realizados para comprovar esses resultados sob influéncia

de outros fatores bi6ticos e abidticos.

CONCLUSOES

As fémeas de D. longicaudata pode detectar a qualidade do hospedeiro antes de
ovipositar, preferindo larvas de C. capitata sadias. A capacidade de discriminar entre larvas
sadias e larvas expostas aos NEP, com e sem sintomas de infeccdo, é evidenciada pelas
diferencas nas taxas de visitacdo e no ndmero de cicatrizes de oviposi¢cdo. N&o houve
parasitismo nas larvas infectadas. As cicatrizes de oviposicdo presentes nessas larvas, na
verdade eram picadas de prova, pois ndo foi constatado a presenca de ovos de parasitoides nas

larvas infectadas.
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ARTIGO 2

DESENVOLVIMENTO DE Diachasmimorpha longicaudata (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) EM LARVAS DE Ceratitis capitata (DIPTERA: TEPHRITIDAE)
EXPOSTAS A NEMATOIDES ENTOMOPATOGENICOS
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RESUMO

Programas de controle biologico de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
utilizam o parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera:
Braconidae). Porém, em areas com alta altos indices de infestagdo ¢ necessario adotar um
método de controle adicional. Assim os nematoides entomopatogénicos (NEP) tornam-se uma
Otima op¢ao a ser incorporada no manejo de tefritideos. Em estudos mostraram que os NEP
causaram maiores mortalidade em larvas parasitadas. Com isso, o trabalho teve como objetivo
avaliar o desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata em larvas de C. capitata apo6s a
exposicao aos NEP, bem como determinar o estagio de desenvolvimento do parasitoide menos
susceptivel aos NEP. Para isso, o desenvolvimento do parasitoide foi acompanhado dissecando
larvas e pupas de C. capitata parasitadas expostas ou nao aos NEP que apresentaram ou nao
sintomas de infec¢do. Ja o periodo de susceptibilidade do parasitoide foi determinado aplicando
NEP em C. capitata com diferentes dias apds o parasitismo. Foi observado que as larvas e pupas
de C. capitata infectadas por NEP prejudicam o desenvolvimento de D. longicaudata. As
infec¢des tardias permitem a eclosdo, mas o desenvolvimento ¢ interrompido pela morte do
hospedeiro. A susceptibilidade do parasitoide aos NEP ocorre apenas quando o hospedeiro esta
no estagio larval, sendo que o pupario atua como barreira natural, sem impacto na emergéncia
de adultos. Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel utilizar os dois agentes de biocontrole
no controle de moscas-das-frutas, desde que a liberagao do parasitoide e aplicagdo de NEP
ocorra sequencialmente.

Palavras-chaves: Moscas-das-frutas. Parasitoides. Heterorhabditis. Estagios do ciclo de vida.
Periodo de susceptibilidade.

INTRODUCAO

O Manejo Integrado de Praga (MIP) combina uma variedade de taticas para gerenciar
a populagdo de moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae), de modo que essas praticas sejam
ecologicamente sustentaveis, rentaveis e seguras para o agricultor e consumidor. O controle
biologico, quimico e comportamental sdo as taticas mais estudadas (DIAS et al., 2018).

Os programas de controle biologico de Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera:
Tephritidae) sdo baseados em liberagdo do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata
(Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae). No entanto, em regides onde h4 altas infestacdes
de moscas-das-frutas, apenas a utilizagdo do parasitoide ndo serd o suficiente para reduzir a
populacdo abaixo do nivel de dano econdmico (PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Assim, os nematoides entomopatogénicos (NEP) pertencentes aos géneros
Steinernema  (Rhabditida: Steinernematidae) e  Heterorhabditis ~ (Rhabditida:
Heterorhabditidae), podem ser incorporados no manejo integrado de tefritideos-pragas, pois
podem infectar as larvas de C. capitata quando elas deixam os frutos e penetram no solo para
a formac¢do dos puparios (GONZALEZ et al., 2016a; CHERGUI et al., 2019; PARANHOS;
NAVA; MALAVASI, 2019).
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O terceiro estagio do ciclo de vida dos NEP, conhecido como Juvenil Infectante (JI), é
0 Unico estdgio de vida livre dos nematoides, apresentando tolerancia a estresses abioticos,
enquanto todos os outros estagios de desenvolvimento sdo encontrados apenas dentro de
hospedeiros infectados. Esses JIs atuam como vetores de bactérias simbioticas; Xenorhabdus e
Photorhabdus, em espécies da familia Steinernematidae e Heterorhabditidae, respectivamente;
produzindo metabdlitos tdxicos essenciais para o desenvolvimento e reproducio de nematoides
em hospedeiros, além de prevenir a alimentacdo de microrganismos oportunistas
(ALMENARA et al., 2011; DILLMAN; STERNBERG, 2012; LACEY et al., 2015b).

Existe o risco das aplicagdes em altas densidades de NEP impactarem negativamente
nos parasitoides, produzindo uma interagdo antagonica entre os dois grupos, resultando em
competicao intraguilda (EVERARD; GRIFFIN; DILLON, 2009; MBATA; SHAPIRO-ILAN,
2010). Os estudos evidenciam a infec¢do direta dos insetos benéficos pelos patdogenos e a
competi¢ao por recursos reprodutivos, ja que o hospedeiro compartilhado nio sustenta a prole
dos parasitoides enquanto estd infectado com o patogeno (SHANNAG; CAPINERA, 2000;
HARVEY; GRIFFIN, 2012).

Estudos recentes demonstraram que as larvas de C. capitata parasitadas por D.
longicaudata quando expostas aos JIs, apresentaram mortalidade superior em relagao as larvas
nao parasitadas. Apesar desses resultados, durante a dissecacao de C. capitata para confirmar a
infeccdo por NEP, observou-se que algumas larvas do parasitoides conseguiram eclodir, mas
ndo conseguiram completar o seu desenvolvimento (SOUZA, 2020).

Os parasitoides sdo susceptiveis aos NEP, variando de acordo com o estagio de
desenvolvimento que se encontra no momento da infeccdo, sendo os estdgios finais menos
afetados que os estagios iniciais (KAYA, 1978). E provavel que os estagios finais do parasitoide
possam ter desenvolvido uma imunidade eficaz contra a infeccdo pelo NEP, além disso, a
superficie cuticular e o casulo pupal podem fornecer uma barreira que reduz a infecc¢do
(MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).

Pouco se sabe sobre o desenvolvimento do parasitoide em hospedeiros infectados, ou
se a exposi¢ao do hospedeiro aos NEP sem que haja mortalidade causa algum prejuizo para a
vespa. Com isso, o trabalho objetivou (1) avaliar o desenvolvimento do parasitoide D.
longicaudata em larvas e pupas de C. capitata infectadas, bem como em pupas sadias; (2)
investigar se a morte do hospedeiro C. capitata por NEP interrompe o desenvolvimento do
parasitoide D. longicaudata ou se ha penetracdo de JIs nas larvas do parasitoide; e, (3)
determinar o estagio de desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata em larvas de C.

capitata menos susceptiveis aos NEP.
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MATERIAIS E METODOS

Criacao dos insetos

As criagdes foram estabelecidas no Laboratdrio de Patologia e Controle Microbiano
de Insetos, do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
(ESAL/DEN/UFLA), em condig¢des controladas de temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.

As moscas foram mantidas em gaiolas de acrilico (60x31x30cm) tendo uma face
revestida com tecido voil, onde ocorreu a oviposi¢do. Dentro da gaiola, foram disponibilizados
agua e alimento (mistura 1:4 de levedura de cerveja e agucar) ad libitum. Os ovos foram
coletados de bandejas pléasticas com dgua colocadas abaixo do tecido voil, e colocados em dieta
artificial adaptada de Albajes e Santiago-Alvarez (1980), a base de levedura de cerveja, agtcar,
farelo de trigo, benzoato de sddio, metilparabeno (nipagin), propilparabeno sodico (nipazol) e
agua.

Os parasitoides adultos foram mantidos em gaiolas cubicas de madeira (30x30x30cm)
com as faces revestidas com tecido voil. Larvas de terceiro instar de C. capitata foram
oferecidas para parasitismo na parte superior da gaiola, que continha um revestimento duplo de
voil fixado com velcro, servindo como um dispositivo de parasitismo. Foram fornecidos agua
e acUcar no interior da gaiola, além de pincelar mel em suas laterais. Apds 24 horas, as larvas

foram recolhidas e colocadas em recipientes plasticos até a emergéncia dos adultos.

Multiplicacdo de Nematoides Entomopatogénicos

Para a realizacdo dos bioensaios, foi utilizado o isolado de nematoide Heterorhabditis
amazonensis GL, armazenado no Banco de Patogenos do Laboratorio de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Esse isolado foi escolhido
pois apresentou a menor mortalidade das larvas parasitadas (79%) e resultados promissores para
as larvas ndo parasitadas (73%) (SOUZA, 2020).

A multiplicacao dos nematoides foi realizada através do método in vivo, adaptado de
Woodring; Kaya (1988), onde lagartas de sexto instar de Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae), provenientes de cria¢do estabelecida no mesmo laboratorio, foram colocadas em
placas de Petri (9 cm) contendo dois papeis filtro (90 mm), e aplicado 2 mL de suspensao aquosa

de nematoides com concentragdo de aproximadamente 200 JI/lagarta. As lagartas que
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apresentaram sintomas de infec¢do por NEP foram transferidas para armadilha de White
modificada (placa de Petri de plastico com um pedago de acrilico fixado no centro) forrada com
uma folha de papel filtro (90 mm), onde os JI deixaram o caddver e migraram para a agua
deionizada no fundo da armadilha.

O conteudo das armadilhas White foi vertido em uma proveta de 1000 mL que teve
seu volume completado com agua deionizada. A suspensdo de NEP foi armazenada em frascos
para cultura de tecido com capacidade de 250mL e acondicionados em camara climatizada (16
+ 1°C, UR 70 £+ 10%, no escuro) por um prazo maximo de uma semana, até a montagem dos

bioensaios.

Bioensaio 1: Desenvolvimento do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata em larvas

de Ceratitis capitata expostas aos nematoides entomopatogénicos

Cerca de 200 larvas de terceiro instar de C. capitata foram expostas a fémeas de D.
longicaudata por aproximadamente trés horas. O parasitismo foi confirmado a partir da
observacdo de pelo menos trés cicatrizes de oviposi¢do, conforme proposto por Montoya et al.
(2003), que resulta em pelo menos um ovo do parasitoide.

Dez larvas parasitadas foram transferidas para placas de Petri (5 cm) forradas com trés
papeis filtro e, em seguida adicionado 1 mL de suspensdo de H. amazonensis GL na
concentracdo de 80 JIs/larva (SOUZA, 2020). Para testemunha, foi adicionado 1 mL de agua
deionizada. Todas as placas de Petri foram mantidas em camara climatizada (25 + 2°C, UR 70
+ 10%, 12h de fotofase) até serem analisadas.

Foram avaliadas pupas parasitadas que foram expostas aos NEP, mas que ndo
apresentaram sintomas de infec¢@o; pupas parasitadas que foram expostas aos NEP, e que
apresentaram sintomas e larvas parasitadas mortas com sintomas de infec¢do. Ressalta-se que
individuos que apresentam sintomas de infeccdo pelos nematoides Heterorhabditis
desenvolvem uma coloragdo avermelhada/arroxeada, devido aos pigmentos gerados pelas
bactérias mutualisticas que se proliferam no interior dos insetos hospedeiros (MRACEK;
SPITZER, 1983).

Diariamente foram dissecados 40 individuos de cada grupo mencionados
anteriormente e 40 pupas do tratamento controle para verificar a presenca de JIs nas larvas e/ou
pupas de C. capitata, bem como nos ovos ¢ larvas do parasitoide (Figura 1); além de registrar
o estagio de desenvolvimento de D. longicaudata, com base nos resultados de Paladino,

Papeschi e Cladera (2010). A avalia¢ao ocorreu até o inicio da emergéncia dos parasitoides.
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Figura 1: Ovos de Diachasmimorpha longicaudata e juvenis infectantes presentes no interior
de larvas parasitadas de Ceratitis capitata infectadas por Heterorhabditis
amazonensis GL

Fotos: SOUZA, M.M. Laboratoério de Patlogia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.

Para comprovar o efeito do hospedeiro infectado no desenvolvimento de D.
longicaudata, outras 100 larvas de C. capitata foram expostas aos parasitoides por
aproximadamente 3 horas. Dez ovos dos parasitoides foram removidos com o auxilio de uma
pipeta (50 pL) e individualizados em blocos de cera de abelha, separados por canudos plésticos.
Lagartas de G. mellonella infectadas por H. amazonensis GL foram maceradas com 1 mL de
agua deionizada, e aplicado 0,1 mL dessa solu¢do em cada compartimento contendo o ovo do
parasitoide, a fim de verificar o comportamento do parasitoide no interior do hospedeiro
infectado, composto por bactérias simbiontes e/ou seus metabolitos secundarios (ALMENARA
et al., 2011). Para o controle, o0 mesmo volume de agua deionizada foi aplicado nos
compartimentos. Apds 48 horas, os ovos foram retirados dos compartimentos e observados

quanto a sua coloragdo, com auxilio de um microscopio estereoscopico.

Bioensaio 2: Periodo de susceptibilidade do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata

em Ceratitis capitata a nematoides entomopatogénicos

Larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata conforme descrito no bioensaio
anterior foram individualizadas em copos plasticos (25 mL) forrados com trés discos de papeis
filtro (2,5 mm) e vedados com filme pléstico. Em cada recipiente foi adicionado 0,3 mL de
suspencdo de H. amazonensis GL com a concentragdo de 80JIs/larva e para a testemunha foi

aplicado 0,3 mL de agua destilada.
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A aplicacdo ocorreu no dia do parasitismo (dia 0) e nos dias 1, 3,5, 7,9, 11, 13 apds o
parasitismo. Para cada idade de pupa, foi registrada a mortalidade confirmada através da
dissecacao dos cadaveres, a presenca de nematoides nas larvas do parasitoide e a emergéncia
dos adultos até que nao fosse mais observada por sete dias consecutivos. Em cada dia foram
aplicados a solu¢ao de NEP em 50 copos e dissecadas 50 pupas extras para determinar em qual
estagio de desenvolvimento o parasitoide se torna resistente aos NEP, conforme os parametros

definidos por Paladino, Papeschi e Cladera (2010).

Analise estatistica

Todos os bioensaios foram executados segundo o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com 50 repeti¢des, sendo cada repeticdo composta por uma
larva ou pupa de C. capitata parasitada por D. longicaudata. Para comparar a quantidade de
dias e a frequéncia de individuos por dia em cada fase de desenvolvimento de D. longicaudata
em larvas e pupas de C. capitata sem sintomas de infec¢do de NEP, foram utilizados Modelos
Lineares Generalizados (GLM) com distribui¢do Poisson. Ja a mortalidade dos diferentes
estagios do parasitoide e dos diferentes dias de aplicacdo de nematoide, assim como a
emergéncia dos adultos nos dois bioensaios, foram analisadas utilizando GLM com distribui¢dao
quasibinomial. Testes de qui-quadrado da razao de verossimilhanca (log-likelihood ratio) foram
utilizados para comparar o efeito dos nematoides nas larvas de C. capitata parasitadas por D.
longicaudata, seguida por comparagoes de Tukey p=0,05. Todas as analises foram realizadas

no software R 3.6 (R CORE TEAM, 2023).

RESULTADOS

Bioensaio 1: Desenvolvimento do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata em larvas

de Ceratitis capitata expostas aos nematoides entomopatogénicos

O parasitoide conseguiu se desenvolver apenas nas pupas sadias e nas pupas expostas
aos NEP sem sintomas de infec¢ao, nao sendo constatada a presenca de JIs nesse caso. Assim,
a infec¢do ocorreu exclusivamente nos hospedeiros com sintomas, onde foi verificado JIs em
seu interior. O tempo de desenvolvimento ovo-pupa do parasitoide foi de aproximadamente 16
dias, independente da condi¢do da pupa. A duragdo de cada estadgio de desenvolvimento nas

larvas expostas aos NEP ndo diferiu em relagdo ao controle (y?=295,25, df=624, p=0,07187),
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exceto para o estagio pré-pupa, ainda assim, ndo houve interferéncia no desenvolvimento total

(Tabela 1).

Tabela 1 — Duracdo (em dias) de cada estagio de desenvolvimento de Diachasmimorpha
longicaudata em larvas de Ceratitis capitata expostas ao isolado Heterorhabditis
amazonensis GL.

- Larvas expostas p-valor
Estagio Controle 20s NEP
Ovos 1.75+£0.05a 1.75+£0.08 a 1.000
Primeiro instar larval 1.90+£0.08 a 1.82+£0.10a 0.378
Segundo instar larval 1.29+0.09a 1.22+0.12a 0.372
Terceiro instar larval 291+0.12a 3.07x0.19a 0.123
Pré-pupa 1.21+0.09a 1.05+0.11b 0.017*
Pupa 295+0.12 a 3.15+0.16 a 0.059
Farato adulto 1.56 +0.09 a 1.45+0,12 a 0.145
TOTAL 16.35+0.11a 16.47 £0.17 a 0.438

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha, indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey (p<0.05).

No primeiro dia, foram encontrados apenas ovos, sendo possivel observar larvas de
primeiro instar no segundo dia. Todos os individuos encontrados no dia 3 estavam no primeiro
instar larval. O segundo instar ocorreu entre os dias 3 e 8, havendo maior nimero de parasitoides
nos dias 4 e 5. A partir do dia 7 foi possivel encontrar parasitoides no terceiro instar, pré-pupa
e pupa. A fase de farato comegou por volta do dia 11 e foi encontrada até proximo a emergéncia.
Na fase de pupa, D. longicaudata apresenta dimorfismo sexual, conforme observado por
Paladino et al. (2009), onde foi possivel observar que as primeiras pupas (dia 8) foram todas do
sexo masculino. A partir do dia 9, foi observada maior propor¢do de fémeas no tratamento
controle. A frequéncia de parasitoides vivos nas diferentes fases em relagdo aos dias apos o
parasitismo nas larvas expostas aos NEP ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle
(Tabela 2).

Para os individuos que apresentaram sintomas de infeccao por NEP, os parasitoides
ndo se desenvolveram, exceto nas pupas, onde os sintomas foram detectados a partir do segundo
dia apds a aplicagdo. De todos os individuos analisados, foram encontradas larvas do parasitoide

de primeiro instar em apenas uma larva infectada e em 10,65% das pupas infectadas.
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Tabela 2 — Porcentagem de individuos em cada estagio de desenvolvimento de Diachasmimorpha longicaudata em larva/pupa de Ceratitis capitata
exposta ao isolado Heterorhabditis amazonensis GL dissecadas diariamente.

Estagio do Parasitoide

Tipo de larvas

Dias ap0s o parasitismo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ovos Controle 100.0a 75.0a 0.0a
x*=9.32, df=112, p=1.000 Expostas 100.0a 72.5a 2.5a
Primero instar larval Controle 25.0a 100.0a 45.0a 225a 7.5a 0.0a 2.5a
v*=30.35, df=112, p=0.322 Expostas 27.5a 100.0a 52.5a 0.0a 0.0a 25a 5.0a
Segundo instar larval Controle 55.0a 42.5a 20.0a 5.0a 7.5
x*=53.73, df=112, p=0.280 Expostas 42.5a 52.5a 1252 7.5a 2.5a
Terceiro instar larval Controle 35.0a 70.0a 77.5a 42.5a 12.5a 15.0a 12.5 25a 0.0a 7.5a
v*=101.17, df=112, p=0.284 Expostas 475a 85.0a 80.0a 42.5a 20.0a 100a 5.0 100a 2.5a 5.0a
Pré-pupa Controle 15.0a 42.5a 37.5a 12.5a 5.0a 17.5a 5.0a 2.5a
1=55.33, df=112, p=0.042 Expostas 10.0a 42.5a 30.0a 12.5a 7.5a 25b 0.0a 0.0a
Pupa Controle 5.0a 45.0a 72.5a 72.5a 40.0a 30.0a 10.0a
v*=50.20, df=112, p=0.093 Expostas 5.0a 45.0a 65.0a 77.5a 57.5b 42.5a 20.0a
Farato adulto Controle 0.0a 30.0a 57.5a 80.0a
*=24.64, df=112, p=0.064 Expostas 2.5a 20.0b 47.5a 75.0a
Mortos Controle 0.0a 2.5a 2.5a 5.0a  0.0a 10.0a 10.0a 7.5a
1*=56.04, df=112, p=0.311 Expostas 2.5a 2.5a 0.0a 50a 12.5a 7.5a 10.0a 7.5a
Pupas Fémeas Controle 0.0a 69.3a 70.3a 75.3a 55.3a 60.7a 80.0a
v*=52.06, df=103, p=0.227 Expostas 0.0a 44.7b 65.0a 554a 56.0a 63.0a 100.0a
Pupas Machos Controle 100.0a 30.7a 29.7a 24.7a 44.7a 39.3a 20.0a
v*=52,06, df=103, p=0.054 Expostas 100.0a 55,3b 35.0a 44.6a 44.0a 37.0a 0.0a

*Médias seguidas por letras diferentes indicam diferencas significativas no desenvolvimento de D. longicaudata em C. capitata sadias e expostas aos NEP (na
coluna) para cada estagio de desenvolvimento pelo teste de Tukey (p<0.05).
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As pupas de moscas que apresentaram sintomas de infec¢do com 3 e 4 dias apds o
parasitismo, tiveram as maiores porcentagens de eclosdo do parasitoide, pois permitiu que o
parasitoide se desenvolvesse antes da penetragdo dos JIs, sendo observado o parasitoide em
59,26 e 100% das pupas, respectivamente. J4 as pupas com sintomas de infec¢do no segundo
dia, tiveram a menor porcentagem de eclosdo do parasitoide (2,88%). No entanto, houve a
interrupg¢do do desenvolvimento ainda no primeiro instar larval.

Nao foi comprovada a penetracdo de JIs no parasitoide, em nenhum estdgio do seu
desenvolvimento. Porém, houve escurecimento dos ovos e larvas do primeiro instar do
parasitoide, nos hospedeiros infectados (Figura 3). O mesmo resultado foi observado quando
ovos de D. longicaudata tiveram contato com o conteudo corporal de G. mellonella infectada

por H. amazonensis GL (Figura 4).

Figura 2 — Ovos (A) e larvas de primeiro instar (B) de Diachasmimorpha longicaudata
encontrados em larvas e pupas de Ceratitis capitata infectadas por
Heterorhabditis amazonensis GL.

Fotos: SOUZA, M.M. Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.
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Figura 3 -7 Coloragdo dos ovos do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata quando
aplicados agua deionizada (A) e solucao de Galleria mellonella macerada infectada
pelo isolado Heterorhabditis amazonensis GL (B)

Seta indica a cicatriz de oviposigdo de Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae).
Fotos: SOUZA, M.M. Laboratério de Patologia e Controle Microbiano de Inseto, UFLA, Lavras, MG,
Brasil.

Bioensaio 2: Periodo de susceptibilidade do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata

em Ceratitis capitata a nematoides entomopatogénicos

Houve mortalidade de larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata no dia do
parasitismo (Dia 0) (86%) e em larvas com 24h apds o parasitismoe no dia seguinte (Dia 1)
(30%), quando o parasitoide ainda se encontrava na fase de ovo. A mortalidade do hospedeiro
parasitado ocorreu ainda na fase larval. Nos demais dias, os individuos ja estavam na fase de

pupa, e nao foi constatada mortalidade causada pelos NEP (Figura 5).

Figura 5 — Mortalidade de Ceratitis capitata parasitada por Diachasmimorpha longicaudata
por Heterorhabditis amazonensis GL aplicados em diferentes dias.
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A emergéncia do parasitoide se iniciou a partir do 13° dia, sem variagdo entre os
individuos em que foram aplicados os nematoides nos dias 3, 5, 7, 9, 11, 13, bem como do
tratamento controle (Figura 6). Assim como no bioensaio anterior, houve apenas escurecimento

do parasitoide, sem a constatacao de nematoide em seu interior.

Figura 6 — Emergéncia do parasitoide Diachasmimorpha longicaudata em Ceratitis capitata
exposta a nematoides entomopatogénicos aplicados em diferentes dias.
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DISCUSSAO

A infeccdo por NEP interrompeu o desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata
nas larvas de C. capitata, corroborando com os estudos realizados por Mracek e Spitzer (1983),
Everard, Griffin e Dillon (2009), Atwa et al. (2013) e Lordan et al. (2014). Assim, a coexisténcia
de ambos os agentes de biocontrole no mesmo hospedeiro diminui a probabilidade de o
parasitoide se desenvolver na presencga dos NEP.

O presente estudo demonstra que a morte do parasitoide dentro das larvas infectadas
por NEP é causada pelas bactérias simbiontes e seus metabdlitos secundarios, que sao
absorvidos pelas fases imaturas do parasitoide, interrompendo seu desenvolvimento.
Rosenheim et al. (1995) afirmam que o impacto do patdgeno sobre o parasitoide pode ser
indireto, através da morte do hospedeiro, ou direto, pela infec¢do do proprio parasitoide. N&o
hé relatos sobre os efeitos das bactérias simbiontes no desenvolvimento de parasitoides.

Os NEP e suas bactérias simbidticas ocupam rapidamente o corpo do hospedeiro,
produzindo metabdlitos secundarios que alteram drasticamente a qualidade do hospedeiro para
0 outro organismo. Além disso, os NEP s&o mais agressivos e geram uma progénie muito maior,

que se espalha rapidamente pelo corpo do hospedeiro, impedindo que o0s parasitoides
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completem seu desenvolvimento (MRACEK; SPITZER, 1983; EVERARD; GRIFFIN;
DILLON, 2009; ATWA etal., 2013; LORDAN et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios derivados da bactéria Photorhabdus sp., presente nos
nematoides do género Heterorhabditis sdo responsaveis por uma ampla gama de bioatividades,
destacando-se as atividades antibacterianas, antifngicas, nematicidas e inseticidas. Entre os
fatores de viruléncia estdo complexos de toxinas, enzimas hidroliticas, hemolisinas e compostos
antimicrobianos, que resultam na morte dos insetos hospedeiros em um curto periodo,
normalmente dentro de 48 horas (ELBRENSE et al., 2021; KUSAKABE et al., 2022; TOMAR,;
THAKUR; YADAYV, 2022). A acdo das enzimas hidroliticas provoca a degradacao dos tecidos
e uma alteracdo visual, resultando na producdo de pigmentos que conferem ao corpo do
hospedeiro uma coloragio marrom-avermelhada (MRACEK; SPITZER, 1983).

A alteracdo da coloragdo dos ovos ¢ larvas de D. longicaudata, tanto proveniente da
dissecacdo das larvas e pupas de C. capitata infectadas, como os expostos ao macerado de G.
mellonella infectada, comprova a absorcdo dos metabdlitos secundarios provenientes das
bactérias simbiontes e/ou das proprias bactérias.

Dado que sdo endoparasitoides coinobiontes de larva-pupa de varias espécies de
moscas-das-frutas (ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019), D. longicaudata produz ovos
"hidrdopicos", que ndo t€ém gema suficiente e tém um corion permedvel, permitindo que o
embrido do parasitoide absorva recursos de desenvolvimento diretamente do hemocele do
hospedeiro por meio de uma membrana extraembrionaria, substituindo o cérion normal do ovo.
Essa adaptacdo elimina a necessidade de protecdo contra a dessecagdo e a exigéncia de uma
nutri¢ao pré-embalada (GRBIC; STRAND, 1998; HARVEY, 2005).

Assim, a causa mais provavel da mortalidade do parasitoide D. longicaudata ¢
ocasionada pela absor¢ao dos metabolitos secundarios pelos ovos e larvas do parasitoide, visto
que ndo foi encontrado nenhum JI dentro dos ovos e larvas do parasitoide, o ovo que sugere
que a morte nao se deve a infecgdo direta do patdogeno.

O tamanho médio dos ovos de D. longicaudata alimentados com mel e criados em
hospedeiros provenientes de uma dieta artificial foi de 44.694 pm? (0,044694 mm?) (CICERO;
SIVINSKI; ALUJA, 2013), enquanto o tamanho dos JIs de H. amazonensis GL mede cerca 598
um de comprimento por 23 um de largura (13.754 um?) (ANDALO; MOREIRA; MOINO JR,
2009). No entanto, o tamanho do ovo do parasitoide pode variar conforme a disponibilidade de
recursos. A fémea de D. longicaudata consegue discriminar as larvas de C. capitata com base
no tamanho, e durante o parasitismo, pode ajustar-se a escassez de recursos para sua prole,

depositando ovos menores ou selecionando hospedeiros maiores para ovipositar (GODFRAY,
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1994; OLIVEIRA et al., 2014; CRUZ et al., 2015; SOUZA et al., 2017). No presente estudo,
observou-se visualmente, os JIs s@0 maiores que os ovos e larvas de primeiro instar do
parasitoide (Figura 1), dificultando a penetracdo e reprodugdo dos NEP no interior do
parasitoide.

A infeccdo tardia de C. capitata permitiu que houvesse a eclosdo das larvas de D.
longicaudata. Isso aconteceu, provavelmente por que a duragdo do estagio de ovo € de 1,5 dias
{Formatting Citation}(PALADINO et al. 2010), e qualquer infec¢do que ocorra apds esse
periodo possibilita a eclosdo do parasitoide antes da morte do hospedeiro. Contundo, ndo foram
observados estagios avancados do parasitoide nas pupas dissecadas apds cinco dias do
parasitismo. Isso implica que, a eclosdo do parasitoide esteja relacionada com o dia do
aparecimento do sintoma de infec¢do e ndo com os dias corridos apos o parasitismo. Contundo,
nao foram observados estagios avancados do parasitoide nas pupas dissecadas, pois a infec¢ao
torna o ambiente do hospedeiro inadequado para a sobrevivéncia dos parasitoides.

Desta forma, a exposi¢do aos NEP de larvas de C. capitata parasitada por D.
longicaudata s6 causa prejuizos as fases imaturas do parasitoides quando ocorre a morte do
hospedeiro. Os parasitoides provenientes de larvas e pupas que sobreviveram a infeccdo por
NEP nao tiveram seu desenvolvimento, emergéncia e razao sexual afetados.

O parasitoide D. longicaudata apresentou desenvolvimento similar tanto em pupas de
C. capitata expostas ou nao aos NEP, divergindo dos resultados obtidos por Atwa et al. (2013),
em que houve atraso de dois dias na emergéncia dos parasitoides expostos aos NEP. Isso pode
ter sido em decorréncia dos NEP ndo terem conseguido penetrar nesses individuos, ou o sistema
imunoldgico das larvas conseguiram evitar a morte e/ou efeitos subletais no desenvolvimento
dos parasitoides. A infectividade de NEP ¢ afetada por fatores biologicos intrinsecos e
extrinsecos, € por condigdes ambientais, como, por exemplo, temperatura, umidade, densidade
do hospedeiro, duragcdo da exposicdo, idade dos JI, sinais quimicos, entre outros (SHAPIRO;
LEWIS, 1999).

A idade do parasitoide também pode ter influenciado na viruléncia dos NEP. Atwa et
al. (2013) observaram que quando a exposi¢ao aos NEP ocorria no periodo em que as larvas do
parasitoide ja estavam em estagios mais avangados (aproximadamente sete dias apds o
parasitismo), os JIs ndo conseguiram penetrar no hospedeiro. Isso ocorre porque a
susceptibilidade dos parasitoides aos NEP varia conforme o estdgio de desenvolvimento, sendo

os estagios finais menos afetados que os iniciais, possivelmente devido ao desenvolvimento de

uma imunidade contra a infec¢@o pelos NEP (KAYA, 1978; MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010).
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No caso da aplicagdo de NEP em diferentes periodos apos o parasitismo, foi
evidenciado que n3o houve penetragdo de JI a partir do dia 1 poés-parasitismo, quando o
hospedeiro ja tinha se transformado em pupa, ¢ o desenvolvimento do parasitoide iniciado, mas
houve mortalidade dos individuos que foram expostos aos NEP no dia do parasitismo e no dia
seguinte, quando o hospedeiro ainda estava no estagio larval e o parasitoide na fase de ovo. O
mesmo aconteceu no estudo realizados por Atwa et al. (2013), onde os ovos do parasitoides
Microplitis rufiventris Kokujev (Hymenoptera: Braconidae) foram adversamente afetados pelos
tratamentos de nematoides, que foram iniciados concomitantemente ao parasitismo.

Porém no presente estudo, a resisténcia do parasitoide ndo esta relacionada ao ciclo de
vida do parasitoide, e sim a superficie cuticular e o pupario do hospedeiro, que podem ter
fornecido uma barreira fisica contra a infeccdo (MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010). Como no
trabalho realizado por Shannag e Capinera (2000), onde as pupas de Cardiochiles diaphaniae
Marsh (Hymenoptera: Braconidae) com casulos completamente formados eram resistentes a
infeccdo de Steinernema carpocapsae.

No caso de C. capitata, Rohde et al. (2012) constataram que as pupas sa0 menos
susceptiveis que as larvas, obtendo mortalidade maxima de 43,8 e 87,5%, respectivamente, para
diferentes isolados de NEP. O isolado H. amazonensis GL ocasionou mortalidade em &,3% das
pupas com idade variando entre um e cinco dias (SOUZA et al., 2023). Por outro lado, a
suscetibilidade de larvas aos NEP pode estar relacionada a capacidade de locomog¢do, maior
liberagdao de CO2 e composto quimico que sdo atrativos aos JIs, maior numero de aberturas
naturais do corpo da larva, e o tegumento pouco esclerotizado, facilitando a penetragdo dos
isolados de Heterorhabditis. Ja as pupas possuem aberturas dos espiraculos muito pequenas e
um revestimento quintinoso, que dificultam a penetracdo dos NEP (ROHDE et al., 2012).

Esses resultados evidenciam que a utilizagdo concomitante do parasitoide D.
longicaudata e o isolado H. amazonensis GL no controle de C. capitata ocasiona uma
competi¢do intraguilda. No entanto, quando a morte do hospedeiro/parasitoide € superada, nao
foi detectado prejuizo para as fases imaturas do parasitoide. Além disso, a exposi¢ao das pupas
de C. capitata parasitadas com diferentes idades e parasitoides em diferentes estagios de
desenvolvimento ndo foi capaz de impedir a emergéncia dos adultos, permitindo a utilizagao
associada dos agentes de biocontrole sequencialmente e com o tempo adequado, para que um
ndo interfira na acdo do outro. No entanto, sdo necessarios estudos complementares para
determinar a melhor sequéncia e o intervalo adequado de aplicagdo dos agentes, como também,

verificar os efeitos ndo letal dos NEP na fase adulta, onde as alteragdes sdo mais evidentes.
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CONCLUSOES

O parasitoide D. longicaudata conseguiu se desenvolver apenas nas pupas de C.
capitata que ndo foram infectadas por H. amazonensis GL, onde o tempo de desenvolvimento
ovo-pupa do parasitoide ndo foi afetado pela exposicao aos NEP.

A presenca de NEP e suas bactérias simbiontes, juntamente com seus metabdlitos
secundarios, interfere no desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata dentro das larvas e
pupas de C. capitata.

A susceptibilidade de D. longicaudata aos NEP ocorre apenas no dia do parasitismo e
no dia seguinte, durante a fase de ovo do parasitoide, quando seu hospedeiro se encontra no

estagio larval.
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RESUMO

A utilizagdo de nematoides entomopatogénicos (NEP) para controlar Ceratitis capitata
(Diptera: Tephritidae) ¢ uma estratégia bioldgica eficaz. No entanto, seu habito generalista,
pode impactar os parasitoides nativos ou liberados de moscas-das-frutas. Como os programas
de controle biologico de moscas-das-frutas sdo realizados com liberagdes do parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae), estudos precisam ser realizados
para verificar os efeitos dos NEP nas geracdes subsequente dos parasitoides. Portanto, o
objetivo foi analisar os parametros biologicos de D. longicaudata provenientes dos
cruzamentos de parasitoides expostos aos NEP e sadios. Foi aplicado Heterorhabditis
amazonensis GL em larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata. Apos 96 horas, as
pupas que ndo apresentaram sintomas de infec¢do foram isoladas, e apds a emergéncia os
adultos foram sexados e colocadas em gaiolas. A testemunha recebeu dgua deionizada seguindo
o mesmo procedimento. Em cada gaiola foram colocadas fémeas (9) e machos (&) conforme
os tratamentos: T1-Q e & sadios; T2-Q sadias e & sobreviventes; T3-Q sobreviventes e &
sadios; € T4-Q e & sobreviventes. Diariamente foram ofertadas larvas de C. capitata de terceiro
instar. As larvas parasitadas foram individualizadas e observadas diariamente para determinar
os parametros da tabela de vida dos parasitoides. Com base nos resultados, a exposi¢do dos
parasitoides D. longicaudata aos NEP ndo impactaram na Taxa reprodutiva liquida (Ro), Taxa
intrinseca de aumento (7) e na Taxa finita de aumento (1) da gerag@o subsequente. J4 o Tempo
médio de geracao (7) e a Taxa especifica de fertilidade (mx) foram favorecidos pelos NEP. Com
isso, a utilizacdo de NEP juntamente com a libera¢do de D. longicaudata pode favorecer o
controle biologico de C. capitata sem comprometer os aspectos bioecoldgicos dos parasitoides.

Palavras-chave: Parasitoide de moscas-das-frutas; tabela de vida; efeitos ndo letais;
entomopatogenos.

INTRODUCAO

Os nematoides entomopatogénicos (NEP) sdo agentes de biocontrole promissores para
0 manejo de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae). Diversos estudos ja
comprovaram eficacia desses agente no controle de larvas de moscas-das-frutas (ROHDE et
al., 2012; FOELKEL; MONTEIRO; VOSS, 2015; MINAS et al., 2016; HEVE et al., 2017,
ROHDE; MERTZ; JUNIOR, 2020).

Os principais danos das moscas-das-frutas estdo relacionados com a alimentacéo das
polpa dos frutos pelas suas larvas, tornando esse produto impréprio para 0 consumo e/ou
comercializacdo (LOUZEIRO et al., 2020). No final da fase larval, as moscas-das-frutas deixam
os frutos e se enterram no solo para empupar, tornando-se suscetiveis a acdo dos NEP
(SHAURUB et al., 2015; PARANHOS; NAVA; MALAVASI, 2019).

Os NEP matam seus hospedeiros a partir da penetragao dos Juvenil Infectante (JI) pelas
aberturas naturais do inseto, como boca, anus e espiraculos, ou pela cuticula do inseto. Os JIs
correspondem ao terceiro estagio do ciclo de vida dos NEP, o Unico estagio que apresentam

vida livre, sendo facilmente encontrados no solo. Ja no interior do hospedeiro, os JIs liberam
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suas bactérias simbiontes dos géneros Xenorhabdus e Photorhabdus (em espécies da familia
Steinernematidae e Heterorhabditidae, respectivamente) que produzem um coquetel toéxico de
metabolitos secundarios, que ocasiona a morte dos insetos entre 24 e 48 horas (ALMENARA
etal., 2011; DILLMAN et al., 2012; DILLMAN; STERNBERG, 2012).

Por ser considerado agentes generalistas, os NEP possuem uma ampla diversidade de
hospedeiros. Desta forma, a aplicagdo em larga escala de NEP pode desequilibrar os
ecossistemas agricolas, uma vez que insetos benéficos podem se tornar alvos desses
entomopatogenos (LACEY; UNRUH; HEADRICK, 2003).

O controle de C. capitata ¢ feito a partir de liberagdes inundativas do parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) (CARVALHO,;
NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000; BADII et al., 2015; CAMARGOS; COSTA;
MIRANDA, 2017). Por ser um ¢ um endoparasitoide larva-pupa cenobionte, as fémeas dessas
espécies localizam as larvas hospedeiras pelo odor liberado pelos frutos infestados (MESSING;
JANG, 1992) e pelas vibragdes produzidas ao se alimentarem (vibrotaxia) (LAWRENCE,
1981). Em seguida, usam seus longos ovipositores para colocar um ovo dentro das larvas
(HARBI et al., 2019; ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019).

Dado que ambos os agentes de biocontrole podem coexistir no mesmo ambiente, ¢
fundamental investigar a interacdo entre eles. Souza (2020) observou interacdes antagénicas
entre o parasitoide D. longicaudata e NEP, onde as larvas de C. capitata parasitadas tiveram
mortalidade superior que as larvas ndo parasitadas. O isolado Heterorhabditis amazonensis GL
(Alho) foi 0 menos prejudicial, resultando na sobrevivéncia de 20% das larvas parasitadas. No
entanto, ndo se sabe quais sdo os impactos da exposi¢do aos NEP nos insetos que sobreviveram
a infeccao.

A infeccdo por entomopatdgenos pode alterar parametros de aptiddo, comportamento
de busca de hospedeiros, alimentacdo, capacidade de voo, fecundidade, longevidade,
desenvolvimento e a dindmica populacional (KALVNADI et al., 2018). Estudos de efeitos
subletais realizados com NEP demonstraram ter efeito na morfofisiologia e no desempenho
reprodutivo dos insetos (GIRLING et al., 2010; EBRAHIMI et al., 2014).

Poucos estudos sao feitos levanto em consideracao os impactos de NEP nos inimigos
naturais. Com isso0, 0 estudo teve como objetivo avaliar a exposicao das larvas de C. capitata
parasitadas por D. longicaudata ao nematoide Heterorhabditis amazonensis GL (Alho) nos
parametros da tabela de vida da geracgdo subsequente.
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MATERIAIS E METODOS

Condig¢oes experimentais

As criagdes de insetos e o bioensaio foram conduzidos em condi¢cdes ambientais entre
agosto e novembro de 2023. Durante este periodo, ocorreu uma ampla variagdo de temperatura,
com minimas registradas de 20,2°C e maximas de 33,5°C. A umidade relativa (UR) foi mais
baixa, tipica do periodo devido ao ar frio que retém menos umidade, com niveis em torno de
30%. Conforme a primavera se aproximava, os dias comecaram a ficar mais longos, coincidindo

com a emergéncia dos insetos no bioensaio.

Criacao de Ceratitis capitata

As moscas foram criadas em gaiolas de acrilico (60 x 31 x 30 cm) contendo duas garrafas
plasticas de 4gua de 250 ml com fita absorvente (Spontex ®) e placas de Petri contendo uma
mistura 1: 4 de levedura de cerveja e acucar, que servirdo de alimento.

As fémeas depositam seus ovos em uma das faces da gaiola revestida com tecido voil,
onde sdo retidos em potes plasticos (10 x 5 x 3,5 cm) com agua. Os ovos foram coletados
diariamente e colocados em dieta artificial, com auxilio de uma seringa.

A dieta artificial a ser utilizada foi adaptada de Albajes; Santiago-Alvarez (1980)
utilizando levedura de cerveja, acucar, farelo de trigo, benzoato de sdédio, metilparabeno
(nipagin), propilparabeno sodico (nipazol) e dgua.

As larvas se desenvolveram dentro da dieta até completar seu desenvolvimento, no qual
foram retiradas e ofertadas aos parasitoides. As demais sairam da dieta para empupar, onde

foram coletadas e colocadas em uma nova gaiola de criagdo, iniciando assim, um novo ciclo.

Criacao de Diachasmimorpha longicaudata

Os parasitoides foram mantidos em gaiolas de madeira (30 x 30 x 30 cm), forradas com
papel sulfite branco, com as faces laterais revestidas com tecido voil. Em seu interior, foi
disponibilizado agua e alimento (agtcar cristal e mel).

Para o parasitismo, foi ofertado larvas de terceiro instar de C. capitata, na parte
superior da gaiola de criacdo, vedada com outro revestimento de voil, preso nas laterais com

velcro. ApoOs a exposicao, as larvas foram recolhidas e verificadas quanto a presenga de pelo
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menos trés cicatrizes de oviposi¢do, requisito para serem utilizadas no bioensaio (MONTOYA
etal., 2003). As larvas nao utilizadas, foram colocadas em recipientes pléasticos até a emergéncia

dos adultos para a manuteng¢ao da criagao.

Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos

Para o bioensaio, foi utilizado Heterorhabditis amazonensis GL, pois esse isolado
permitiu a maior sobrevivéncia de larvas parasitadas de C. capitata em estudos realizados por
Souza (2020).

Os nematoides foram obtidos do Banco de Patogenos do Laboratério de Patologia e
Controle Microbiano de Insetos da UFLA e multiplicados através do método in vivo, adaptado
de (Woodring e Kaya (1988), utilizando-se lagartas de sexto instar de Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) provenientes da criagdo estabelecida no mesmo laboratorio.

Dez lagartas foram colocadas em uma placa de Petri (9cm) contendo dois papeis filtro
(90mm), e em seguida foi aplicado 1,8 mL de suspensdo aquosa de nematoides com
concentracdo aproximada de 200 Jls/lagarta. Apds sete dias, as lagartas mortas com sintomas
de infeccdo por NEP foram transferidas para armadilha de White modificada, composta por
uma placa de Petri de plastico com um pedaco de acrilico fixado no centro, forrada com uma
folha de papel filtro (90 mm) e contendo agua destilada, onde os JIs se depositaram apds deixar
0 hospedeiro.

O contetdo das armadilhas White foi vertido em uma proveta de 1000 mL, preenchido
com agua, onde foi mantido por 24 horas para que os JIs decantassem. Posteriormente, 0
sobrenadante foi descartado e a concentragdo ajustada para a utilizacdo nos bioensaios. O
restante foi armazenado em camara climatizada (16 £ 1°C, UR 70 £ 10%, no escuro) utilizando

frascos para cultura de tecido (250mL).

Bioensaio

Larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata foram mantidas em placas de
Petri, onde foi inoculada a suspensdao de nematoides (80JIs/inseto) (SOUZA, 2020). Para o
grupo controle foi aplicado 1mL de agua deionizada. As placas de Petri foram mantidas em
camaras climatizadas até a morte dos hospedeiros e/ou emergéncia dos adultos. Os adultos
emergidos das placas de Petri tratadas com NEP ou dgua (controle) foram contados e sexados

até nao ocorrer mais emergéncia por sete dias consecutivos.
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Os parasitoides foram separados por sexo e, posteriormente, agrupados em conjuntos
tratados e ndo tratados com NEP. A partir disso, os adultos foram dispostos em gaiolas plasticas,
semelhantes a da criacdo, da seguinte forma: (1) fémeas e machos nao tratados; (2) fémeas nao
tratadas e machos tratados; (3) machos ndo tratados e fémeas tratadas; e (4) fémeas e machos
tratados. Diariamente foram ofertadas larvas de C. capitata para o parasitismo.

As larvas e/ou pupas parasitadas foram individualizadas em copos de acrilico (25 mL)
vedados com papel filme e observadas diariamente até a emergéncia, onde foram pareadas e
colocadas em outras gaiolas para determinar os pardmetros da tabela de vida dos parasitoides.
Outras gaiolas foram preparadas, cada uma contendo uma tunica fémea ou macho, para
investigar os efeitos individuais dos NEP. As gaiolas plésticas continham agua, agucar e mel e
diariamente era ofertada uma trouxa de voil com dez larvas de terceiro instar de C. capitata
proveniente da criagdo. Apds 24 horas, as larvas/pupas foram retiradas e reservadas até¢ a
emergéncia, onde foi registrada a porcentagem de parasitismo, emergéncia, o tempo de

desenvolvimento e a razdo sexual.

Analise Estatistica

Os parametros da tabela de vida foram estabelecidos utilizando o software TWOSEX-
MSChart 2020 (CHI, 2023). As diferencas entre os grupos foram avaliadas por bootstrapping
pareado (P<,05) considerado estatisticamente significativo pelo Valor t de Student. Os gréaficos
foram tragados utilizando o software Sigmaplot v15.

Para testar as diferencas na viabilidade, parasitismo e razdo sexual na geracao Fi,
foram utilizados Modelos Lineares Generalizados (GLM) com distribuicdo quasibinominal,
onde foi ajustado considerando dois fatores: o tratamento derivado do pareamento de adultos
provenientes de larvas expostas e sadias e o a condi¢do do inseto (individual ou casal) e a
interagdo entre eles, fazendo um desdobramento dos tratamentos dentro de cada condi¢do. O
teste da razdo de verossimilhanca (log-likelihood ratio) foi utilizado para testar o efeito de
diferentes tratamentos, seguida por comparagdes de médias pelo teste de Tukey (p<0,05). A
qualidade do ajuste foi determinada através de um grafico semi-normal com um envelope de
simulacdo. Essas analises foram realizadas utilizando o Software R 3.6 (R CORE TEAM,

2019).
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RESULTADOS

Desenvolvimento de Diachasmimorpha longicaudata provenientes do cruzamento entre

sobreviventes a infeccio de nematoides entomopatogénicos e sadios

Quando houve cruzamento entre o macho e a fémea sobreviventes, houve uma redugao
no desenvolvimento das fases imaturas e da longevidade das fémeas. Em ambos os casos, esse
tratamento diferenciou dos demais (P<0,05), com excecdo do cruzamento entre fémeas sadias
e machos sobreviventes (P>0,05). Para os machos, os cruzamentos realizados nao afetaram o
desenvolvimento das fases imaturas (P>0,05). No entanto, houve um aumento considerado na
fase adulta e no ciclo de vida em adultos provenientes do cruzamento entre machos e fémeas
sobreviventes, diferenciando dos demais (P<0,05). No tratamento 3 (fémeas sobreviventes e
machos sadios) obteve um maior nimero de fémeas, enquanto no tratamento 4 (fémeas e
machos sobreviventes) houve um maior nimero de machos. Apesar disso, ndo houve diferengas

significativas entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 —Periodo de desenvolvimento (dias) de Diachasmimorpha longicaudata provenientes
do cruzamento entre sadios e sobreviventes a infeccdo de nematoides
entomopatogénicos

Fase QSad@as QSadias _ QSob_revivente QSobrev!vente
&'Sadios 4'Sobrevivente JSadios &'Sobrevivente

Q Imaturo 17,240,242 16,8+0,70AB 17,3+0,38A 15,9+0,34B

Q Adulto 17,2+1,222 15,2+1,06B 19,6+1,22A 14,2+0,86B

Q Total 34,4+0,69? 30,6+1,35B 36,9+1,27A 30,1+0,95B

& Imaturo 14,2+0,16% 14,9+0,18? 14,6+0,33A 15,2+0,35A

34 Adulto 16,0+0,36B 16,2+0,81B 16,6+0,97B 23,3+2,19A

3 Total 30,5+0,29B 31,1+0,84B 31,2+0,85B 38,5+2,31A

Razao Sexual 0,583? 0,417¢2 0,683A 0,333A

Q fémea & macho

*Médias seguidas por letras iguais na linha nao diferem entre si pelo teste Bootstrap (p>0,05).
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Sobrevivéncia e fecundidade de Diachasmimorpha longicaudata provenientes do
cruzamento entre sobreviventes a infeccio de nematoides entomopatogénicos e sadios

O desenvolvimento também pode ser observado na curva de sobrevivéncia por estagio
de idade (Sxj). As curvas da taxa de sobrevivéncia das fémeas terminaram mais tarde em
compara¢gdo com as curvas dos machos, com a exce¢do do tratamento que envolveu o
cruzamento entre machos e fémeas sobreviventes (T4). Além disso, percebe-se que os estagios
imaturos registraram a maior taxa de mortalidade, resultando em uma viabilidade pupal entre
14,7 e 23,3%, sem apresentar diferengas entre os tratamentos (P>0,05) (Figura 1).

A taxa de sobrevivéncia especifica por idade (Ix) demonstra que 50% da mortalidade
foi registrada aos 32,0; 33,0; 32,0 e 31,0 dias para os casais tratamentos 1, 2, 3 e 4,
respectivamente, sem diferencas significativas entre eles (P>0,05), enquanto os insetos
isolados, tiveram 50% da mortalidade registrada nos dias 29,0; 31,0; 31,0 e 33,0 para os
tratamentos 1, 2, 3 e 4 para os mesmos tratamentos, na mesma ordem, onde o tratamento que
teve machos e fémeas sadias diferenciou do tratamento que tiveram machos e fémeas
sobreviventes (P<0,05). Nao houve diferenga na mortalidade quando os insetos estavam
sozinhos ou pareados (P>0,05) (Figura 2).

As curvas Iy mostraram rapidos declinios na sobrevivéncia para todos os tratamentos
apo6s o dia 30, com excecao dos casais do tratamento 4 e os insetos individuais do tratamento 1.
Os insetos individuais do tratamento 3, tiveram mortalidade gradual apos 20° dia (Figura 2).

A taxa de fecundidade especifica por idade (mx) indicou o inicio da oviposi¢do dos
casais nos dias 17, 15, 16 e 13 para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. J4 para as fémeas
individuais, a fecundidade iniciou-se nos dias 16, 16 ,13 e 11, para os mesmos tratamentos na
mesma ordem. O tratamento derivado do cruzamento entre fémeas e machos saudaveis atingiu
seu apice no 29° dia para o casal e no 28° dia para a fémea individual. No tratamento com
fémeas saudaveis e machos sobreviventes, foram observados picos no 22° e no 29° dia para o
casal, enquanto para a fémea individual o 4pice ocorreu no 20° dia. No tratamento com fémeas
sobreviventes € machos saudaveis, o pico foi registrado no 31° dia para o casal e no 33° dia para
a fémea individual. J& no tratamento com fémeas e machos sobreviventes, o pico foi alcangcado
no 27° dia para a fémea individual e no 29° dia para o casal (Figura 2).

O parasitismo total dos tratamentos variou entre 19,7 e 25,9% para os casais e entre
21,5 e 32,5% para as fémeas individuais, sem diferencas significativas entre eles (x*=1307,1,
df=447, p=0,274; ¥*=478,85, df=201, p=0,137, respectivamente). Os casais do tratamento 3 e
tratamento 4 parasitaram oito e sete larvas, respectivamente, ja as fémeas individuais do

tratamento 1 parasitaram oito larvas no pico de parasitismo, e do tratamento 4 parasitou seis
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larvas no maximo. Apesar disso, ndo foram detectadas diferenga significativas entre os casais e
as fémeas individuas, assim como entre as condi¢des impostas para os parasitoides (y*=1627,3,
df=612, p=0,370).

Além disso, a maternidade especifica por idade (Ixmx) de D. longicaudata foi
semelhante entre todos os tratamentos, para os casais e insetos individuais (P<0,05). O pico da
curva lymy ocorreu no dia 29 para o tratamento 1, dia 21 para o tratamento 2, dia 19 para o
tratamento 3 e dia 21 para o tratamento 4, nos casais. Para as fémeas individuais, o pico ocorreu
no dia 21 para o tratamento 1, dia 20 para o tratamento 2, dia 17 para o tratamento 3 e dia 22

para o tratamento 4 (Figura 2).

Tabela 1 — Taxa de sobrevivéncia especifica por estagio de idade (Sxj) de Diachasmimorpha
longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e sobreviventes a
infeccdo de nematoides entomopatogénicos™
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Figura 2 —: Taxa de sobrevivéncia especifica por idade (Ix), fecundidade feminina especifica por
idade (fx), fecundidade especifica por idade (mx) e maternidade especifica por idade (Ixmx) de
Diachasmimorpha longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e sobreviventes a infeccéo

de nematoides entomopatogénicos*
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Reproducio de Diachasmimorpha longicaudata provenientes do cruzamento entre

sobreviventes a infeccio de nematoides entomopatogénicos e sadios

A fertilidade, os periodos de pré-oviposicao (APOP) pos-oviposicdao (TPOP) e os
dias de oviposi¢ao nao foram afetadas significativamente pela exposi¢ao da populacao
parental aos NEP, quando foram dispostos em casais e nas fémeas individuais. O periodo de
oviposicao apresentou diferenca entre o tratamento proveniente de fémeas e machos sadios
e o tratamento proveniente de fémeas sadias e machos das fémeas individuais (P<0,05).
Comparando os pardmetros reprodutivos entre casais e fémeas individuais de cada
tratamento, percebeu-se que apenas o tratamento 1 apresentou diferenga entre eles para o
periodo de oviposi¢ao (P<0,05) (Tabelas 2 e 3).

Todos os tratamentos resultaram em maior nimero de machos tanto nos casais
quanto nas fémeas individuais. A razao sexual ndo houve diferencas entre os tratamentos de
fémeas individuais (p>0,05). Para os casais, a razdo sexual do cruzamento proveniente de
fémeas sadias e machos sobreviventes foi significativamente diferente dos tratamentos
provenientes dos cruzamentos entre fémeas sobreviventes e machos sadios e entre fémeas e

machos sobreviventes (P<0,05).

Parametros populacionais de Diachasmimorpha longicaudata provenientes do

cruzamento entre sobreviventes a infeccio de nematoides entomopatogénicos e sadios

Os parametros populacionais (Ro, r, A, T) dos casais e individuos de D. longicaudata
provenientes do cruzamento entre tratados e sadios sdo exibidos nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Pode-se observar que a taxa reprodutiva liquida (Ro), a taxa intrinseca de
aumento (r) e a taxa finita de aumento permaneceram inalterados pela exposi¢ao de NEP,
quando os parasitoides foram mantidos em casal e individuais (p>0,05). Ja o tempo médio
de geragdo (T) foi afetada quando os machos eram os sobreviventes a infeccao de NEP em

ambos 0s ¢asos.
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Tabela 2 — Fecundidade, Periodos de pré-oviposicdo do adulto (APOP), oviposicao e
poés-oviposicdo (dias) e razdo sexual de casais de Diachasmimorpha
longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e sobreviventes a
infeccdo de nematoides entomopatogénicos
QSadias QSadias QSobrevivente {Sobrevivente
Jd'Sadios Jd'Sobrevivente J4'Sadios Jd'Sobrevivente
Fecundidade 12,4+4,01Aa 8,3+1,95Aa 13,3+3,27Aa 11,8+2,77Aa

Fase

Dias de 6,0021,31Aa  4,44+0,67Aa  6,44+121Aa  533+1,07Aa
oviposicédo

APOP! 1,87+0.80Aa  1,11+047Aa  1,22+051Aa  2.22+1.16Aa
Periodo de 704284Ab  80+261Aa  80+262Aa  7.0+2.84Aa
oviposicdo

TPOP2 19,25+0,94Aa 1811+ 14Aa  18,33+061Aa 18,11+128AA
Razao Sexual 0,109Aba 0,211Aa 0,035Ba 0,119Ba

Periodo de pré-oviposigdo do adulto (dias); *Periodo total de pré-oviposi¢do (dias)

*Médias seguidas por letras maiusculas iguais nao diferem entre si entre os tratamentos (na linha)
e médias seguidas por letras minusculas iguais ndo diferem entre os casais e individuais (entre as
tabelas 2 e 3) pelo teste Bootstrap (p>0,05).

Tabela 3 — Fecundidade, Periodos de pré-oviposic¢do do adulto (APOP), oviposi¢éo e
pos-oviposicdo (dias) e razdo sexual de fémeas individuais de
Diachasmimorpha longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e
sobreviventes a infeccdo de nematoides entomopatogénicos

Fase QSad!as QSadias QSobrev!vente S?Sobrev!vente
4Sadios 4'Sobrevivente 4'Sadios 4'Sobrevivente

Fecundidade 13,6+2,82Aa 10,6+2,59Aa 18,5+4,99Aa 8,6+2,26Aa

Dias de 544+0,65Aba  3,88+0,76Ba  8,12+150Aa  4,000,73Ba

oviposicédo

APOP! 0,67+0,23Aa 1,33+0,43Aa 0,37+0,26Aa 1,33+0,72Aa

Periodo de 80+271Aa  6,0+253Ba  11+407Aba  503,39Aba

oviposicéo

TPOP2 17,66+0,43Aa 18,11+0,55Aa 16,87+0,60Aa 17,22+1,20Aa

Razao Sexual 0,000Aa 0,000Aa 0,005Aa 0,028Aa

Periodo de pré-oviposicdo do adulto (dias); 2Periodo total de pré-oviposico (dias)
*Médias seguidas por letras maitsculas iguais ndo diferem entre si entre os tratamentos
(na linha) e médias seguidas por letras mintsculas iguais ndo diferem entre os casais e
individuais (entre as tabelas 2 e 3) pelo teste Bootstrap (p>0,05).

Tabela 4 — Comparacdo dos parametros reprodutivos de casais Diachasmimorpha
longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e sobreviventes a
infeccdo de nematoides entomopatogénicos

Fase QSadias QSadias QSobrevivente YSobrevivente
Jd'Sadios d'Sobrevivente Jd'Sadios J4'Sobrevivente
Ro 6,2+2,40Aa 4,15+1,32 Aa  6,65+2,17Aa 5,9+1,88 Aa
2r 7,56+1,89Aa  7,95+174 Aa  8,21+163 Aa  8,87+1,92Aa
3 1,08+2,00Aa 1,06+1,75Aa 1,08+1,75Aa 1,09+2,07Aa
‘T 24,11+40,16Aa 21,62+1,02ABa 23,07+0,95Aa  20,01+1,01Ba

!Taxa reprodutiva liquida; *Taxa intrinseca de aumento; 3Taxa finita de aumento; *“Tempo médio de
geragdo. *Médias seguidas por letras maitisculas iguais ndo diferem entre si entre os tratamentos (na
linha) e médias seguidas por letras minusculas iguais ndo diferem entre os casais e individuais (entre
as tabelas) pelo teste Bootstrap (p>0,05)
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Tabela 5 — Comparacdo dos parametros reprodutivos de fémeas individuais de
Diachasmimorpha longicaudata provenientes do cruzamento entre sadios e
sobreviventes a infeccdo de nematoides entomopatogénicos

Fase EESad?as QSadias _ EBSob!’evivente QSobrevivente
Jd'Sadios d'Sobrevivente J'Sadios Jd'Sobrevivente

Ro 6,8+2,04Aa 5,3+1,73Aa 9,25+3,18Aa 4,3+1,45Aa

2r 8,67t1,45Aa 7,95t1,73Aa 9,28+1,59Aa 7,51+2,18Aa

3 1,09+1,57 Aa 1,08+1,86 Aa 1,10+1,72 Aa 1,07+£2,33Aa

AT 22,10+0,64ABa 20,994+0,35Ba  23,98+1,06Aa  19,40+1,58Ba

!Taxa reprodutiva liquida; *Taxa intrinseca de aumento; 3Taxa finita de aumento; *Tempo
médio de geragdo. *Médias seguidas por letras maitisculas iguais ndo diferem entre si entre
os tratamentos (na linha) e médias seguidas por letras minasculas iguais nao diferem entre
os casais e individuais (entre as tabelas) pelo teste Bootstrap (p>0,05).

Valor reprodutivo e expectativa de vida de Diachasmimorpha longicaudata

provenientes do cruzamento entre sobreviventes a infeccio de nematoides

entomopatogénicos e sadios

O maior valor reprodutivo por estagio (Vy;) foi registrado no tratamento proveniente
do cruzamento entre fémeas e machos sobreviventes da infec¢gao dos NEP como 18,0 para
os casais e 14,0 para as fémeas individuais, ambos no 12° dia, diferenciando dos demais
tratamentos (P<0,05). Nao houve diferenga entre casais ¢ fémeas individuais do mesmo
tratamento (P>0,05) (Figura 3).

A expectativa de vida especifica por idade (Exj) de D. longicaudata € apresentada
na Figura 4. Os imaturos possuem uma expectativa de vida entre 15 e 18 dias para todos os
tratamentos, com excecao do casal do tratamento proveniente do cruzamento entre fémeas
sadias e machos sobreviventes, que foi superior a 20 dias.

Os machos surgiram primeiro que as fémeas em quase todos os tratamentos. A
diferenca entre o surgimento do macho e o surgimento da fémea das fémeas individuais do
tratamento 1 foi de 10 dias. No casal do tratamento 4, os machos emergem simultaneamente
com as fémeas no 12° dia. J& as fémeas individuais do tratamento 3 e 4, as fémeas emergem
primeiro. A expectativa de vida feminina foi maior que a masculina, exceto para o casal do

tratamento 4 e as fémeas individuais dos tratamentos 3 e 4.



Figura 3 —: Taxa reprodutiva especifica para idade (Vy) de Diachasmimorpha longicaudata

sobreviventes a infeccdo de nematoides entomopatogénicos.
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Figura 4 — Expectativa de vida especifica por idade (Ex) de Diachasmimorpha longicaudata
sobreviventes a infec¢do de nematoides entomopatogénicos
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DISCUSSAO

As larvas de C. capitata parasitadas por D. longicaudata expostas aos NEP
geraram parasitoides vidveis que conseguiram gerar descendentes. Além disso, foi
observado o cruzamento entre individuos sadios e sobreviventes da infeccdo. Este € o
primeiro relato dos parametros bioldgicos do parasitoide D. longicaudata em larvas de C.
capitata expostas aos NEP.

Os estudos relacionados a utilizacdo de NEP e parasitoides para o controle de
pragas, focam apenas nos impactos diretos dos entomopatdgenos sobre os parasitoides
(MBATA; SHAPIRO-ILAN, 2010) ou na capacidade dos parasitoides de evitarem
hospedeiros infectados (LACEY; UNRUH; HEADRICK, 2003; ATWA et al., 2013).
Poucos estudos retratam sobre efeitos subletais de nematoides em parasitoides.

Os efeitos subletais de NEP sdo mais estudados em insetos-pragas, resultando.
em descoloragdo e afinamento da cuticula, deformidades nas asas, antenas e pernas. Além
disso, ocorre alteragdes na producdo de ovos fertilizados, na eclosdao das larvas e na
longevidade dos insetos sobreviventes (GIRLING et al., 2010; EBRAHIMI; NIKNAM;
LEWIS, 2011; EBRAHIMI et al., 2014). Esses efeitos foram observados para D.
longicaudata em larvas de C. capitata, conforme os dados obtidos no presente trabalho.

O periodo de desenvolvimento dos parasitoides em larvas de C. capitata foi
inferior aos obtidos por Harbi et al. (2016), que foi de 21,3 + 0,1 dias para machos e 22,9
+ 0,1 dias para fémeas, mas foram condizentes com os periodos relatados por Paladino,
Papeschi e Cladera (2010), que foi de 16 dias, e por Meirelles, Redaelli e Ourique (2013),
os quais variaram de 25,3 a 15,4 dias para temperaturas entre 21 e 31°C, respectivamente.

A reducao da fase imatura das fémeas no tratamento 4 (fémeas e machos
sobreviventes), fez com que a emergéncia dos machos e fémeas ocorresse
simultaneamente. Isso ocorreu possivelmente em decorréncia da exposicao da populagao
parental aos NEP, tanto do macho quanto da fémea. Nos demais tratamentos, observou-
se uma diferenca na emergéncia de machos e fémeas, como ja era esperado.
Normalmente, nos dois primeiros dias apenas machos emergiram, enquanto a propor¢ao
de fémeas comegam a aumentar somente a partir do terceiro dia (MEIRELLES;
REDAELLI; OURIQUE, 2013).

Virias teorias sdo especuladas para a ocorréncia da protandria (machos emergem
antes das fémeas). Segundo Moller (2004), essa caracteristica ¢ vista como parte da

selecdo sexual, pois os machos que sdo alimentados previamente tendem a ser mais
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robustos, 0 que aumenta suas chances de sucesso em competicdes por acasalamento e,
consequentemente, de transmitir seus genes. Morbey (2012) sugerem que essa protandria
pode estar relacionada ao comportamento fisiologico e a selegdo natural, pois os machos
que emergem antes enfrentam riscos como predadores e mudangas ambientais, o que
seleciona 0os machos mais resistentes para realizar a copula quando as fémeas emergem
posteriormente.

Alongevidade dos adultos parece ter sido influenciada pela condi¢ao dos machos
na populagdo parental. Nos tratamentos com machos sadios (tratamentos 1 ¢ 3), as fémeas
descendentes apresentaram uma fase adulta superior a dos machos. O prolongamento da
fase adulta das fémeas favorece o controle bioldgico, pois sdo as fémeas responsaveis
pela redugdo populacional das moscas-das-frutas (HEIMPEL; LUNDGREN, 2000).

Outro fator que favorece o controle bioldgico ¢ a redu¢do do inicio da
fecundidade dos parasitoides, como ocorreu nos insetos originados do cruzamento entre
as fémeas e os machos sobreviventes da infeccdo de NEP. Isso faz com que esses
parasitoides parasitem larvas de C. capitata mais cedo que 0s parasitoides provenientes
dos demais tratamentos, fazendo com que o controle das moscas-das-frutas ocorra
precocemente.

A antecipacdo da fecundidade ndo interfere no sincronismo com a praga, ja que
o0 parasitoide D. longicaudata consegue parasitar os trés instares larvais de C. capitata,
onde cada fémea é capaz de parasitar até cinco larvas de moscas-das-frutas por dia
(HARBI et al., 2016; ROHR; JAHNKE; REDAELLI, 2019). No presente estudo, esse
parasitismo foi observado apenas em trés tratamentos, durante um dia ao longo de todo o
seu ciclo, ocorrendo préximo ao final do ciclo de vida dos insetos.

As taxas de parasitismo observadas neste estudo podem ter sido subestimadas,
pois apenas as larvas que resultaram na emergéncia de um parasitoide foram
consideradas. Pupas inviaveis, que poderiam ter sido parasitadas, ndo foram
contabilizadas. Essa inviabilidade pupal pode ter sido ocasionada pelo superparasitismo,
uma vez que a emergéncia de parasitoides adultos diminui a medida que o nivel de
superparasitismo aumenta (GONZALEZ et al., 2007). Esse fato também justifica as
maiores taxas de mortalidade ocorreram durante as fases imaturas.

Nas vespas mais velhas, a reduzida carga de ovos diminui 0 superparasitismo,
facilitando assim a emergéncia dos parasitoides. Considerando a existéncia do
superparasitismo, a exposicao da populacéo parental aos NEP pode ter diminuido a carga

de ovos nas fémeas, ja que o pico de oviposicao, ndo foi observado nos tratamentos em
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que as fémeas ndo tinham sido expostas. No entanto, novos testes precisam ser feitos para
comprovar o superparasitismo nas pupas inviaveis.

A emergéncia de parasitoides também foi relatado em fémeas individuais de
todos os tratamentos, ou seja, a reproducdo ocorreu sem a necessidade de fecundacao,
caracterizando-se como partenogénese, porém no tratamento resultantes do cruzamento
entre machos e fémeas sadios, a emergéncia foi superior aos outros tratamentos.

A partenogénese pode ter uma base genética, como um evento de hibridiza¢ao
entre espécies relacionadas ou uma mutagdo em genes especificos do sexo, que pode
resultar na origem de uma linhagem partenogenética ou pode induzida por
endossimbiontes, como as bactérias do género Wolbachia (VAN DER KOOI,
MATTHEY-DORET; SCHWANDER, 2017).

A infeccdo endossimbionte ¢ uma causa comum de partenogé€nese em varios
grupos haplodiploides, como os insetos da ordem Hymenoptera (VAN DER KOOI,
MATTHEY-DORET; SCHWANDER, 2017). Apesar de ja ter sido constatado a presenga
de Wolbachia em D. longicaudata (SINTUPACHEE et al., 2006), ainda falta estudos para
comprovar se essa bactéria interfere na reproducdo desse parasitoide. Além disso, sdo
necessarios outros estudos para investigar se outros microrganismos, como as bactérias
simbiontes dos NEP, podem induzir partenogénese.

A razdo sexual proximas a zero nas fémeas individuais obtidas nesse estudo pode
ser devido a partenogénese arrenétoca, onde 0os machos se originam de um ovo dipléide
fertilizado, desta forma o controle da proporc¢éo sexual da prole € principalmente materno,
mas varios fatores bidticos e abidticos podem afetar o rendimento da progénie do
parasitoide e a proporcéo sexual da prole (PARANHOS et al., 2008; VAN DER KOOI,
MATTHEY-DORET; SCHWANDER, 2017).

Os tratamentos provenientes de fémeas sadias (1 e 2) geraram progénie 100%
masculina, enquanto nos tratamentos provenientes de fémeas sobreviventes houve o
aparecimento de algumas poucas fémeas. Talvez a exposicdo aos NEP da populagéo
parental tenha permitido o surgimento de fémeas. No entanto, esse comportamento nao
foi observado em outros estudos, pois ndo houve a individualizagéo dos insetos quando
expostos a entomopatogenos.

Ja nos casais, o tamanho das larvas pode ter influenciado na razdo sexual.
Segundo Kitthwee (2000), os machos foram produzidos a partir de moscas hospedeiras

menores. Como durante o experimento a necessidade de larvas era muito grande, ocorreu
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que as larvas nao tenham se desenvolvido o suficiente para proporcionar uma razéo sexual
adequada para os descendentes.

A idade dos adultos pode ser outro fator que influenciou a propor¢éo sexual dos
descendentes dos casais. Estudos realizados por Ashley & Chambers (1979) relatou que
a progénie tendenciosa feminina resultou em todos os testes de fémeas parasitoides D.
longicaudata com mais de 2 dias em relagdo aos machos em A. suspensa. No entanto,
Viscarret et al. (2006) ndo encontraram influéncia da idade das fémeas de D. longicaudata
na proporcao sexual da progénie obtida de pupas de C. capitata.

No presente estudo, os machos e as fémeas emergiram quase que
simultaneamente devido a exposi¢do da populacéo parental aos NEP. 1sso pode afetar o
comportamento reprodutivo e a dinamica populacional da espécie, ocorrendo um
desencontro temporal para o acasalamento. A copula de D. longicaudata ocorre
imediatamente apos a emergéncia da fémea (DOUTT, 1964), se os machos ndo emergirem
rapidamente o suficiente para acompanha-las, isso pode resultar em fémeas virgens que
produzem exclusivamente descendentes machos, o que tem implicagdes negativas para o
controle da praga.

Em alguns parasitoides, ha um efeito significativo da idade dos adultos na
capacidade de resposta dos machos e do sucesso do acasalamento, interferindo na geragao
de descendentes (MCCLURE; WHISTLECRAFT; MCNEIL, 2007). Especificamente em
D. longicaudata, conforme relatado por Ramadan (1991), machos de 1 dia de idade se
acasalam com 1 fémea, enquanto machos de 4 dias podem se acasalar com até 4 fémeas,
e aqueles com 16 dias podem acasalar com até 5 fémeas. Assim, a emergéncia dos machos
antes das fémeas indica que, a medida que envelhecem, sua capacidade de acasalar com
multiplas fémeas aumenta, otimizando assim as chances de perpetuagdo da descendéncia.

A diferenca entre o tempo de emergéncia dos machos e fémeas, pode ter sido
influenciado pelo APOP e periodo de oviposi¢do das fémeas de D. longicaudata, como
evidenciado por Paranhos et al. (2008), onde foi observado que as oviposic¢des de fémeas
emergidas durante as primeiras 24 horas geraram poucos descendentes resultantes, sendo
a maioria eram do sexo masculino, semelhante aos dados obtidos pelo presente estudo.

Os parametros populacionais nesse estudo ndo foram alterados devido a
exposicdo dos parentais aos NEP, diferentemente de outros parasitoides, que tiveram seus
parametros alterados nos grupos tratados por entomopatdgenos (FAZELI-DINAN;
TALAEI-HASSANLOUI; GOETTEL, 2016; JARRAHI; SAFAVI, 2016).
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O valor r é 0 parametro mais importante para avaliar o crescimento populacional
(CAREY, 1993). Neste caso, os NEP n&o interferem no aumento populacional de D.
longicaudata. O cruzamento entre machos e fémeas sobreviventes, resultou em um menor
T. O menor T dos parasitoides em comparacdo com o seu hospedeiro é uma vantagem,
pois leva a mais geracdes em um determinado periodo (JARRAHI; SAFAVI, 2016).

Desta forma, a exposicdo da populagdo parental de D. longicaudata parece
favorecer a aptidao do parasitoide. No entanto, novos testes precisam ser feitos, incluindo
comportamento de forrageamento e acasalamento de machos e fémeas. Além disso, esses
testes devem ser feitos em condi¢cdes de campo para assegurar a relevancia dos dados
obtidos.

CONCLUSAO

A exposicao da populagdo parental dos parasitoides D. longicaudata aos NEP
ndo impactou os parametros da tabela de vida da geracdo subsequente. A Taxa especifica

de fertilidade (mx) e o Tempo médio de geragdo (7) foi favorecida pelos NEP.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de parasitoides e NEP como agentes de controle bioldgico esté crescendo
para complementar os métodos quimicos tradicionais, reduzindo assim as preocupacoes
ambientais e de saude humana associadas ao uso excessivo e inadequado de inseticidas.
Além disso, esses agentes de biocontrole sdo compativeis com outros métodos de
controle, podendo ser utilizados de forma integrada, inclusive a aplicagdo combinada dos
dois agentes para maximizar a eficécia.

Muitos estudos ja demonstraram que a combinacdo de entomopatdégenos com
entomdfagos aumenta a eficacia no controle de pragas. No entanto, alguns relatam efeitos
adversos, como a infeccdo do parasitoide ou a morte prematura do hospedeiro antes que
0 parasitoide complete seu ciclo de desenvolvimento.

No presente trabalho, foi observado que a infec¢do das larvas de C. capitata por
NEP interrompe o desenvolvimento do parasitoide D. longicaudata devido a presenca das
bactérias simbiontes presentes nos JIs e seus metabdlitos secundérios, o que pode
impactar diretamente na eficacia do controle biologico.

Apesar das interferéncias entre os agentes de controle, este estudo indica que 0s
NEP e os parasitoides podem ser usados de forma conjunta, pois quando as larvas sao
expostas aos NEP, mas que ndo demonstra sintomas de infec¢do, ndo ha impactos
negativos no desenvolvimento nem nos parametros bioldgicos do parasitoide.

A avaliacdo dos impactos da infeccdo por NEP em doses ndo letais nos aspectos
bioldgicos e comportamentais dos parasitoides de moscas-do-mediterraneo sobreviventes
é crucial para entender como esses efeitos podem influenciar as futuras geracdes do
inimigo natural, principalmente no desempenho reprodutivo, na longevidade, na
capacidade de busca por hospedeiros e outras caracteristicas cruciais para a eficacia do
controle biologico a longo prazo. Porém, nenhuma interferéncia na fecundidade desses
organismos foi observada, indicando que ndo ha efeitos ndo letais no cruzamento entre
individuos saudaveis e aqueles que sobreviveram a infeccdo por NEP, 0 que sugere que
as gerac0es futuras da praga e do inimigo natural néo séo afetadas.

Estes resultados destacam a importancia de avaliar minuciosamente as
interacdes entre os agentes de controle bioldgico e os insetos-alvo, a fim de desenvolver
estratégias que reduzam os impactos adversos sobre os inimigos naturais. Uma
possibilidade é utilizar os NEP e D. longicaudata de forma intercalada para reduzir 0s
niveis populacionais de C. capitata.
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A estratégia de iniciar a inoculacdo dos NEP seguida pela liberacdo dos
parasitoides apds pelo menos 12 horas permite que as larvas ndo infectadas sejam
parasitadas. 1sso ocorre porque as fémeas de D. longicaudata conseguem distinguir entre
hospedeiros saudaveis e infectados, depositando seus ovos apenas nos hospedeiros
adequados para o desenvolvimento de sua prole, ou seja, nas larvas saudaveis.
Alternativamente, € vidvel liberar primeiro os parasitoides, desde que a inoculag¢do dos
NEP ocorra ap6s a formacdo dos puparios dos hospedeiros parasitados. Os puparios
atuam como uma barreira de resisténcia a infeccdo por NEP, permitindo que apenas as
larvas que escaparam da acdo do parasitoide sejam infectadas.

As duas abordagens garantem que o primeiro agente aplicado tenha tempo
suficiente para desempenhar seu papel antes da introducdo do segundo agente. A
sincronizacao precisa dos tempos de aplicacdo é essencial para otimizar a eficacia do
controle sem comprometer o resultado geral. No entanto, sdo necessarios estudos
adicionais para aprimorar a combinacdo e ajustar as estratégias conforme necessario,
levando em consideragdo variaveis como condi¢fes ambientais, densidade populacional
das pragas e interacGes entre 0s agentes biologicos.

Portanto, este estudo contribui significativamente para o conhecimento
cientifico sobre a ecologia comportamental e aplicada dos NEP e do parasitoide D.
longicaudata para o controle de C. capitata em sistemas agricolas, fornecendo
embasamento para futuras pesquisas de campo e contribuam para 0 manejo sustentavel
das moscas-das-frutas. Estudos como esses sdo importantes devido a dificuldade de
controle de C. capitata, considerada uma das principais praga da fruticultura mundial,
pois é capaz de se adaptar-se a diversas condi¢des climaticas e de infestar varias espécies

frutiferas.



