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Resumo

PONCIO, Sénia. Bioecologia e técnicas de criacdo de parasitoides
(Hymenoptera) nativos de trés espécies de Anastrepha no Brasil e no México.
2015. 133f. Tese (Doutorado). Programa de Pdés-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Dentre as principais pragas da fruticultura no Brasil, destacam-se as moscas-das-
frutas (Diptera: Tephritidae). Dentre os inimigos naturais destas pragas, destaca-se o
endoparasitoide larva-pupa Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911)
(Hymenoptera: Braconidae) que possui ampla distribuicdo geografica na América do
Sul e parasita larvas de diferentes espécies de moscas-das-frutas, em diferentes
hospedeiros. Estas caracteristicas o fazem um potencial agente de controle
bioldgico, especialmente de Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Tephritidae), principal espécie de mosca-das-frutas praga da fruticultura no sul do
Brasil. Para o México, as duas principais espécies de moscas-das-frutas séo
Anastrepha ludens (Loew, 1873) (Diptera: Tephritidae) e Anastrepha obliqua
(Macquart, 1835) (Diptera: Tephritidae), as quais sdo hospedeiras de varias
espécies de parasitoides nativos, com destaque para os das familias Braconidae
[Utetes anastrephae (Viereck 1913), Doryctobracon crawfordi (Viereck, 1911) e
Opius hirtus Fischer, 1963], Eucoilidae [Odontosema anastrephae (Borgmeier,
1935)], Diapriidae [Coptera haywardi Loiacono, 1981] e Chalcididae (Dirhinus sp.)
Assim, o objetivo deste trabalho foi conhecer a bioecologia e desenvolver técnicas
de criacdo para parasitoides nativos de moscas-das-frutas. Para tal, foram
realizados os seguintes estudos: I) desenvolvimento de uma metodologia de criacao
de D. brasiliensis em larvas de A. fraterculus; IlI) biologia de D. brasiliensis em
diferentes temperaturas: tabela de vida de fertilidade e exigéncias térmicas; III)
criacao de parasitoides nativo das Ameéricas para o controle biolégico de A. obliqua;
e IV) seria A. obliqua hospedeiro natural dos parasitoides nativos D. crawfordi e O.
hirtus? No primeiro trabalho, onde se realizou experimentos visando o
desenvolvimento de uma técnica de criagdo de D. brasiliensis, determinou-se que
larvas de 3° instar de A. fraterculus sao preferidas para o parasitismo em relacéao as
do 1° e 2° instar. O tempo de 12h de exposicao de larvas de A. fraterculus a fémeas
de D. brasiliensis propiciou a producdo de um maior niumero de parasitoides, maior
percentual de parasitismo e maior propor¢céo de fémeas na populacédo descendente.
A quantidade de 25 larvas de A. fraterculus oferecidas por fémea de D. brasiliensis,
propiciou a maior producédo de parasitoides. O fornecimento de mel a 20% para 0s
parasitoides é essencial para que se produza maior quantidade de descendentes e



sejam mais longevos. No segundo trabalho, observou-se que fémeas mantidas nas
diferentes temperaturas produziram uma maior quantidade de parasitoides na faixa
térmica de 18 a 22°C, sendo que o numero de descendentes gerados por fémea
variou de 99,4 a 173,8, respectivamente. A longevidade de machos e de fémeas foi
inversamente proporcional a temperatura, variando de 43,9 a 7,4 dias para fémeas e
de 24,4 a 4,6 dias para machos, nas temperaturas de 15 a 30°C, respectivamente. A
duracédo do ciclo bioldgico (ovo-adulto) variou de 41,2 dias a 18°C para 20,9 dias a
25°C. Nas temperaturas de 15, 28 e 30°C ndo ocorreu desenvolvimento dos estagios
imaturos de D. brasiliensis. A 20 e 22°C foram observados os maiores valores da
taxa liquida de reproducéo (Ro) e de razéo finita de aumento (1), de forma que na
temperatura 6tima estimada (21°C), a populagdo de D. brasiliensis aumentou 47
vezes a cada geracdo. O limiar térmico inferior de desenvolvimento ou temperatura
base (Tb) e a constante térmica (K) foram de 10,0°C e 303,2 graus-dia. No terceiro
trabalho, determinou-se que nem todas as espécies de parasitoides estudadas, se
desenvolvem com a mesma eficiéncia em imaturos de A. obliqua, onde U.
anastrephae e C. haywardi apresentaram maior potencial para a criacdo em
laboratério. Utetes anastrephae apresentou melhor desenvolvimento em larvas
jovens (de 5 - 6 dias), das quais se obteve uma maior emergéncia de adultos e
consequentemente, maior porcentagem de parasitismo, com maior taxa de
sobrevivéncia. Coptera haywardi apresentou melhor desenvolvimento em pupas de
1 a 4 dias de idade, onde se obteve maior emergéncia, maior parasitismo, adultos
com maior habilidade de voo e maior longevidade. No quarto trabalho, ficou
evidenciado que D. crawfordi e O. hirtus preferem parasitar larvas de A. ludens e
gue nao podem completar seu desenvolvimento em larvas de A. obliqua, apesar de
ovipositarem neste hospedeiro. Ocorreu encapsulamento e melanizacdo dos
imaturos de ambas espécies de parasitoides. As informacfes obtidas nestes
trabalhos contribuem para um maior conhecimento da bioecologia das espécies de
parasitoides de moscas-das-frutas e propiciam o estabelecimento de técnicas de
criacao para estas especies.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus, Anastrepha obliqua, Anastrepha ludens,
Hymenoptera, Controle biolégico, Moscas-das-frutas.



Abstract

PONCIO, Sénia. Bioecology and rearing techniques of native parasitoids
(Hymenoptera) of three species of Anastrepha spp. in Brazil and Mexico. 2015.
133f. Thesis (Doctor degree). Post-Graduation Program in Phytosanitary.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Fruit flies (Diptera: Tephritidae) are among the main pests of the fruit crops in Brazil.
Among the natural enemies, these pests are following the endoparasitoid larva-pupa
Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) having
wide geographical distribution in South America and it parasites larvae of different
species of fruit flies, in different hosts. These characteristics confer D. brasiliensis
potential agent for biological control, mainly of Anastrepha fraterculus (Wiedemann,
1830) (Diptera: Tephritidae), the main species of fruit flies in southern Brazil. For
Mexico, the two mains species of fruit flies are Anastrepha ludens (Loew, 1873)
(Diptera: Tephritidae) and Anastrepha obligua (Macquart, 1835) (Diptera:
Tephritidae), which are hosts to several species of native parasitoids, especially of
families Braconidae [Utetes anastrephae (Viereck 1913), Doryctobracon crawfordi
(Viereck, 1911) and Oppius hirtus Fischer, 1963], Eucoilidae [Odontosema
anastrephae (Flashing, 1935)], Diapriidae [Coptera haywardi Loidcono, 1981] and
Chalcididae (Dirhinus sp.). Thus, the objective of this study was to know the bio-
ecology and to develop rearing techniques of native parasitoids of fruit flies. To this
end, the following studies were conducted: 1) development of a rearing technique of
D. brasiliensis in larvae of A. fraterculus; IlI) biology of D. brasiliensis at different
temperatures: fertility life table and thermal requirements; lll) rearing parasitoids
native to the Americas for biological control of A. obliqua; and IV) Is A. obliqua a
natural host of native parasitoids D. crawfordi and O. hirtus? In the first work to
develop a rearing technique of D. brasiliensis, it was determined that larvae of the 3™
instar of A. fraterculus are preferred for parasitism in relation to the 1% and 2"
instars. Exposure for 12-h of larvae of A. fraterculus to females of D. brasiliensis
provided a larger numbers of parasitoids, higher parasitism rate and a higher rate of
females in the offspring population. The number of 25 larvae of A. fraterculus offered
to females of D. brasiliensis provided the largest production of parasitoids. The
supply of honey at 20% to parasitoids is essential to generate a greater number of
offspring with more longevity. In the second work, we observed that females kept at
different temperatures produced more parasitoids at temperatures 18-22°C, and the
number of offspring per female ranged from 99.4 to 173.8, respectively. Longevity of
males and females was inversely proportional to temperature, ranging from 43.9 to
7.4 d for females and from 24.4 to 4.6 d for males, at temperatures 15-30°C,
respectively. The duration of the biological cycle (egg-adult) ranged from 41.2 d at



18°C to 20.9 d at 25°C. At temperatures 15, 28 and 30° C, there was no development
of immature stages of D. brasiliensis. At 20 and 22° C, we observed the high st
values of the net reproduction rate (Ro) and finite reason of increase (A), which
means that at the estimated optimum temperature (21°C), the population of D.
brasiliensis increased 47 times each generation. The lower temperature threshold for
development or base temperature (Th) and thermal constant (K) were 10.0°C and
303.2 degree/days. In the third work, we observed that not all parasitoid species
studied develop with the same efficiency in larvae of A. obliqua, where U.
anastrephae and C. haywardi showed the greatest potential for laboratory rearing.
Utetes anastrephae showed better development in young larvae (5-6 d), which
provided a greater emergence of adults and, consequently, higher parasitism rate,
with higher survival rate. Coptera haywardi presented better development in pupae 1-
4 d of age, where they obtained greater emergence and parasitism rates, adults with
greater flying skills and greater longevity. In fourth work, we observed that D.
crawfordi and O. hirtus prefer to parasitize larvae of A. ludens and that they cannot
complete their development in larvae of A. obliqua, although they oviposit in this host.
There is encapsulation and melanization of larvae in both parasitoid species. The
information obtained in these works contribute to improve knowledge of bio-ecology
of the parasitoid species of fruit flies and provide the establishment of rearing
techniques for these species.

Keywords: Anastrepha fraterculus, Anastrepha obliqua, Anastrepha ludens,
Hymenoptera, Biological Control, Fruit Flies.
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1 Introducéao Geral

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) sé&o consideradas um dos
principais grupos de pragas agricolas a nivel mundial e, este status € devido
principalmente, ao grande numero de hospedeiros e alto impacto econdmico
causado em frutiferas tanto de regifes tropicais como de subtropicais (ALUJA,
MANGAN, 2008). Este status de praga esta relacionado com o custo e frequéncia
em que é necessario utilizar medidas de controle nos programas fitossanitarios a
nivel regional (ENKERLIN, 2005; GARCIA, 2009).

As moscas-das-frutas pertencem a familia Tephritidae, cujas larvas
alimentam-se de tecidos vegetais como a polpa e as sementes dos frutos e
inflorescéncias, podendo ainda consumir o talo de diversas plantas
(CHRISTENSON; FOOTE, 1960). Existem cerca de 4200 espécies descritas
atacando frutos de importancia econbmica, mas apenas 1% destas possuem
importancia agricola e, destas 10 especies sdo consideradas pragas de maior
relevancia para a fruticultura mundial (HERNANDEZ-ORTIZ, 1992; ALUJA, 1994).
As espécies que mais atengdo tem recebido pelo impacto negativo que causam na
producdo e comercializacdo de frutos estdo incluidas nos géneros Anastrepha,
Rhagoletis, Bactrocera, Toxotrypana, Dacus e Ceratitis (ALUJA, 1993; ZUCCHI,

2000).
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Os tefritideos estdo amplamente distribuidos em todos os continentes, sendo
que em algum deles, se encontram complexos de espécies (ARREDONDO; DIAZ-
FLEISCHER; PEREZ-STAPLES, 2010). Um dos exemplos é o que ocorre com as
moscas do género Anastrepha, endémicas da América e que ocorrem desde o
Texas até o norte da Argentina, incluindo a maioria das ilhas do Caribe (ALUJA,
1994). Neste género, destaca-se as espécies A. fraterculus (Wiedemann, 1830), A.
ludens (Loew, 1873) e A. obliqua (Loew, 1862) (ZUCCHI, 2000).

O Brasil apresenta a maior diversidade de espécies de Anastrepha do
continente americano, das quais, sete espécies sdo relatadas com importancia
econdbmica, sendo: A. fraterculus causando danos principalmente em frutos de
plantas de Myrtaceae e Rosaceae; A. grandis (Macquart, 1846), praga exclusiva de
plantas de Cucurbitaceae; A. obliqua encontrada infestando frutos de plantas de
Myrtaceae e Anacardiaceae; A. pseudoparallela (Loew, 1873) infesta frutos de
diferentes espécies de maracuja (Passiflora spp.); A. sororcula Zucchi, 1979, causa
0s maiores danos a producdo de goiaba, e; A. striata e A. zenildae Zucchi, 1979,
atacam entre outras espécies de Myrtaceae (ZUCCHI, 2000). Na América do Sul, A.
fraterculus é uma das espécies de maior importancia econémica e esta distribuida
entre os dois extremos latitudinais, ocupando ambientes bastante distintos. Na
Argentina, Uruguai e Estados das regides Sul e Sudeste do Brasil, € uma praga
primaria, havendo necessidade da adocdo de medidas de controle para evitar
perdas econdémicas (MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000). Nos estados do Rio
Grande do Sul e em Santa Catarina A. fraterculus é a espécie dominante,
representando mais de 90% dos tefritideos coletados (SALLES, 1995; KOVALESKI,

1997; GARCIA; LARA, 2006; NUNES et al., 2012).
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As espécies de moscas-das-frutas do género Anastrepha de importancia
econdbmica no México se encontram amplamente distribuidas, incluindo as regides
Noroeste, Centro e Sul. Nestes locais, A. ludens infesta principalmente os citros
(Citrus spp.) e a manga (Mangifera indica Linnaeus); ja A. obliqua causa danos em
ameixa mexicana ou “jobo” (Spondias mombin Linnaeus) e manga; enquanto A.
serpentina (Wiedemann, 1830) infestandam as sapotadceas como “mamey’
(Calocarpum mammosum Linnaeus) e “chicozapote” (Manilkara zapota van Royen);
e, A. striata Schiner, 1868 infesta frutos de goiaba (Psidium guajava Linnaeus)
(HERNANDEZ-ORTIZ; ALUJA,1993).

O controle destas pragas vem sendo realizado de diferentes maneiras
nestes distintos paises. No Brasil, o controle populacional destas pragas € realizado
com o uso de inseticidas organofosforados e piretroides em area total, seguindo um
calendario predefinido para cada cultura (ARIOLI et al.,, 2004). As aplicacbes séo
realizadas por cobertura (area total) e/ou com uso de iscas-toxicas (NAVA;
BOTTON, 2010). Entretanto, com a retirada dos inseticidas organofosforados da
grade de agrotdxicos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), o controle de moscas-das-frutas fica restrito ao uso de
inseticidas quimicos. Assim, ha necessidade de buscar novas alternativas de manejo
de moscas-das-frutas para a fruticultura nacional. No México, o controle de moscas-
das-frutas vem obtendo éxito desde 1992 com o estabelecimento da “Campanha
Nacional contra Moscas das Frutas”, que possui 0 objetivo de controlar, suprimir e
erradicar quatro espécies de importancia econdmica e quarentenaria (A. ludens, A.
obliqua, A. striata e A. serpentina). Este programa esta baseado em quatro etapas:
sendo a) monitoramento de populacdes com armadilhas e amostragem de frutos

para determinar a presenca, distribuicdo e densidade; b) praticas culturais e
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aplicacdo de iscas-toxicas seletivas a insetos beneficos; c) liberacdo massal de
moscas-das-frutas estéreis e liberacdo inundativa de parasitoides; e d) aplicacao de
medidas quarentenarias para proteger as areas de baixa prevaléncia e areas livres
de moscas-das-frutas (REYES et al., 2000). Para cumprir com o objetivo do
programa, o Governo Federal mexicano estabeleceu em Metapa de Dominguez,
Chiapas, uma biofabrica de producdo de moscas estéreis e parasitoides, a fim de
aplicar métodos altamente seletivos e ecoldgicos para a erradicacao destas pragas.

Com o sucesso conquistado através da Técnica do Inseto Estéril para A.
ludens e A. obligua e do controle biol6gico inundativo por meio da liberacdo de
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae), o
México vem sendo referéncia para outros paises como Costa Rica, Guatemala, El
Salvador, e EUA (Flérida e Havai) com grandes programas de liberacdo de
himendpteros parasitoides na busca pelo controle destas pragas.

Da mesma forma, no Brasil o controle biol6gico esta sendo incorporado
como uma alternativa valida para os programas de controle de moscas-das-frutas
(MATRANGOLDO et al.,1998). Em 2004, foi introduzido o parasitoide D. longicaudata
e liberado em diferentes regides, porém a eficAcia do parasitoide (indice de
parasitismo) no controle de moscas-das-frutas ficou préxima de 12% e pode variar
em funcdo da regido e das espécies de frutiferas e de mosca-das-frutas
(CARVALHO; NASCIMENTO; MATRANGOLO, 2000). Por outro lado, o controle
biolégico natural de moscas-das-frutas no Brasil, sempre foi muito expressivo e
estudos tem demonstrado o parasitismo natural de A. fraterculus por espécies
nativas de braconideos [Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911), Doryctobracon
brasiliensis (Szépligeti, 1911), Doryctobracon crawfordi (Viereck, 1911), Utetes

anastrephae (Viereck, 1913), Opius bellus (Gahan, 1930)], figitideos [Aganaspis
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pelleranoi (Bréthes, 1924), Odontosema anastrephae (Borgmeier, 1935)], diaprideos
[Coptera haywardi Loiacono, 1981] e peteromalideos [Pachycrepoideus vindemmiae
(Rondani, 1875)] nas diferentes regides produtoras, havendo casos com até 30% de
controle (SALLES, 1996; UCHOA-FERNANDES et al., 2003; AGUIAR-MENEZES;
MENEZES; LOIACONO, 2003; GARCIA; CORSEUIL, 2004; ZUCCHI; MARINHO;
SILVA, 2011). Assim, torna-se necessario o conhecimento do potencial de controle
dos parasitoides nativos, visando sua producdo em laboratério para programas de
controle bioldgico aplicado.

Este trabalho teve como objetivo definir a bioecologia e desenvolver uma
técnica de criacdo do parasitoide D. brasiliensis, para criagdo massal, com vistas de
ser utilizado em programas de controle biolégico aplicado de A. fraterculus no Brasil
e avaliar o desenvolvimento dos parasitoides nativos U. anastrephae, Opius hirtus
Fischer, 1963 (Hymenoptera: Braconidae), D. crawfordi, O. anastrephae, C. haywardi
e Dirhinus sp. (Hymenoptera: Chalcididae) utilizando como hospedeiro A. obliqua no

México.
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Metodologia de criagdo de Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) em larvas de Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:

Tephritidae)
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Resumo — O parasitoide Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) é um endoparasitoide larva-pupa de moscas-das-frutas nativo da regido
Neotropical e frequentemente associado a Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)
(Diptera: Tephritidae). O objetivo do presente estudo foi obter informagdes para subsidiar o
estabelecimento de uma técnica de criacdo de D. brasiliensis em larvas de A. fraterculus. Para

tal foram realizados os seguintes experimentos: a) determinagdo do instar larval preferéncial



26

para o parasitismo, b) defini¢cdo do tempo de exposicao das larvas ao parasitoide, c) definicdo
da densidade de larvas de A. fraterculus a ser oferecido para cada parasitoide, e d) efeito do
alimento para adultos de D. brasiliensis. Em todos os experimentos foram avaliados o nimero
de descendentes, percentual de parasitismo e razdo sexual e no experimento do efeito do
alimento também foi determinada a longevidade de machos e fémeas. Constatou-se que larvas
de 3° instar de A. fraterculus séo preferidas para o parasitismo em relacéo as do 2° e 1° instar,
tanto no teste de livre escolha como no de confinamento. O tempo de 12h de exposicdo de
larvas de A. fraterculus propiciou a producdo de um maior numero de parasitoides e maior
percentual de parasitismo. A oferta de 15 larvas de A. fraterculus para cada fémea de D.
brasiliensis propiciou a maior producédo de descendentes. O fornecimento de mel a 20 e 50%
para os parasitoides é essencial para que produzam uma maior quantidade de descendentes e
sejam mais longevos. Essas informac@es possibilitam a manutencédo da criacdo durante todo o

ano em laboratorio.

Termos para indexacdo: Controle bioldgico, parasitoides, mosca-das-frutas sul-americana,

fruticultura.

Rearing technique of Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) in larvae of Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:

Tephritidae)

Abstract — The parasitoid Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) is an endoparasitoid of larva-pupa of fruit flies native to the Neotropics and often
associated with Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae). The aim

of this study was to obtain information to support the development of a rearing technique of
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D. brasiliensis in larvae of A. fraterculus. To this end, the following trials were carried out: a)
determination the larval instarpreference for parasitism, b) definition of exposure time of
larvae to parasitoids; c) definition the density setting of larvae of A. fraterculus offered to
each parasitoid, and d) effect of diet on adults of D. brasiliensis. In all trials, we evaluated the
number of offspring, parasitism rate and sex ratio and in the experiment to investigate the
effect of diet, we also determined the longevity of males and females. It was found that larvae
of A. fraterculus in the 3 instar are preferred for parasitism in relation to the 2" and 1%
instars, in the free-choice test and in confinement. The exposure time of 12 h of larvae of A,
fraterculus produced larger numbers of parasitoids and higher parasitism rates. The offer of
15 larvae of A. fraterculus to each female of D. brasiliensis provides greater production of
offspring. The supply of honey at 20 and 50% to parasitoids is essential to produce a larger
number of offspring with greater longevity. This information allows to keep the rearing in the
laboratory throughout the year.

Index terms: Biological control, parasitoids, fruit flies south american, fruit production.

Introducgéo

A criacdo e liberacdo de parasitoides exoticos para o controle de diversas espécies de
moscas-das-frutas tem sido realizada com éxito em diversos paises (Wong et al., 1991; Duan
& Messing, 1997; Montoya et al., 2000a, 2005, 2013; Sivinski et al., 2000; Carvalho, 2005;
Mohamed et al., 2008; Harris et al., 2010). No Brasil, o foco do controle biologico de moscas-
das-frutas também foi a introducéo dos parasitoides Tetrastichus giffardianus Silvestri, 1915
(Hymenoptera: Eulophidae) (Autuori, 1938), Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead,
1905) (Hymenoptera: Braconidae) (Carvalho et al., 2000; Walder et al., 1995) e recentemente,
Fopius arisanus (Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) (Paranhos et al., 2013), visando o

estabelecimento de programas de controle biologico classico. Além disto, estudos tém sido
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realizados visando o conhecimento dos parasitoides nativos, que sdo encontrados com
frequéncia associados a diferentes espécies de moscas-das-frutas. Os estudos com parasitoides
nativos estdo relacionados com ocorréncia, distribuicdo e analise faunistica (Canal et al.,
1994, 1995; Leonel et al., 1995; Salles, 1996; Guimarées et al., 1999; Garcia & Corseuil,
2004; Nunes et al., 2013), comportamento (Guimaraes & Zucchi, 2004) e taxonomia (Canal &
Zucchi, 2000; Guimaraes et al., 2000).

Dentre os principais parasitoides nativos de moscas-das-frutas destacam-se 0s
braconideos, sendo registrados no Brasil 13 espécies e dentre esses merece destaque
Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) com distribuicéo
geografica no Brasil e na Argentina, parasitando larvas de moscas-das-frutas em diferentes
hospedeiros (Leonel et al., 1995; Aguiar-Menezes & Menezes, 1997; Raga et al., 2004; Salles,
1996; Marinho et al., 2009; Machado et al., 2012). Toda esta diversidade sugere que as
espécies nativas, possuem potencial para os programas de controle bioldgico, devido
principalmente ao fato de que poucas espécies de parasitoides introduzidos tem se
estabelecido com sucesso em alguns paises, como no caso de D. longicaudata, que é
facilmente multiplicado em laboratério, mas pode apresentar alguns problemas de adaptagéo
em diferentes ambientes, especialmente nas regides mais frias do Sul do Brasil (Sugayama,
2000). A sua introducdo nos estados do Sul do Brasil teve como objetivo auxiliar no manejo
da mosca-das-frutas sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Tephritidae), considerada a principal praga da fruticultura de clima temperado e que exige a
adocdo de medidas de controle para evitar perdas econdmicas (Salles & Kovaleski, 1990;
Harter et al., 2010; Nava & Botton, 2010).

As moscas-das-frutas sdo consideradas as pragas agricolas mais severas a nivel
mundial, devido ao grande numero de hospedeiros atacados e alto impacto econémico

causado em cultivos de regides tropicais e subtropicais (Aluja & Mangan, 2008). Porem, a
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possibilidade de realizar liberagdes aumentativas de parasitoides nativos, tem impulsionado 0s
estudos de colonizacdo e criacdo massal em condicOes de laboratério (Cancino et al., 2009;
Aluja et al., 2009; Garcia & Ricalde, 2013).

Neste contexto, estudos de biologia, fisiologia e comportamento, tanto dos estagios
imaturos como dos adultos de parasitoides tem sido investigados para otimizar programas de
controle bioldgico no exterior (Lee & Heimpel, 2003; Lundgren, 2009) e recentemente, no
Brasil (Goncalves et al., 2013; Gongcalves et al., 2014). Segundo Ovruski et al. (2000) o
desenvolvimento de técnicas de criacdo de parasitoides € um dos fatores que tem
impulsionado o controle biolégico de moscas-das-frutas nos ultimos anos. A criagdo massal
de insetos em condicGes de laboratério é um fator chave para sucesso dos programas de
controle bioldgico, ja que os parasitoides devem apresentar as mesmas qualidades dos
selvagens, e assim, desempenhar de igual forma as suas fungdes em nivel de campo. Assim,
objetivou-se com este trabalho desenvolver uma metodologia de criacdo do parasitoide D.
brasiliensis, com vista a criacdo massal, para ser utilizado em programas de controle

bioldgico aplicado de A. fraterculus.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da Embrapa Clima
Temperado, em condi¢bes controladas de temperatura (25+1°C), umidade relativa do ar
(70+20%) e fotofase (12h).

Estabelecimento da criacdo de manutengdo de D. brasiliensis. Foram realizadas
coletas de frutos de cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata D.C. - Myrtaceae), no municipio
de Chiapeta, Rio Grande do Sul (RS) (27°55°22” S, 53°56°27” O) e de pessegueiro (Prunus
persica L. - Rosaceae), nos municipios de Rodeio Bonito, RS (27°28°9” S, 53°10°8” O) e

Pelotas, RS (31°37°16” S, 53°31°40” O). Frutos maduros foram coletados da planta e do solo
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e levados ao laboratdrio, onde foram acondicionados em bandejas plasticas (11 x 12 x 19 cm)
contendo vermiculita fina para absorver os exudatos das frutas e propiciar ambiente para
pupacdo. Semanalmente, a vermiculita foi peneirada e os puparios obtidos foram separados do
substrato e acondicionados em recipiente Gerbox® (11 x 11 x 3,5 cm) com vermiculita
umedecida. Os recipientes foram observados diariamente até a emergéncia dos dipteros e/ou
de seus parasitoides. Os parasitoides obtidos foram utilizados para o estabelecimento da
criacdo de D. brasiliensis em laboratorio e alguns espécimes foram armazenados em
recipientes plasticos (5 mL) contendo alcool 70% para confirmacéo da espécie, realizada pelo
Dr. Valmir Anténio Costa, do Instituto Bioldgico da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios, em Campinas, Sdo Paulo.

Os parasitoides foram mantidos em gaiolas plasticas (30 x 50 x 30 cm), revestidas com
tecido naylon (0,5 x 0,5 mm). Os adultos foram alimentados com uma solucdo de mel a 30%
(p/p), mantida em recipientes de vidro (5 mL), sendo oferecida aos parasitoides por meio de
rolete dental, cuja solucdo foi disponibilizada por capilaridade. Trés frutos de goiabeira
(Psidium guajava L. - Myrtaceae) foram cortados na parte superior para a retirada de parte da
polpa e colocagdo em seu interior de cerca de 200 larvas de A. fraterculus de 3° instar criadas
em dieta artificial de acordo com Nunes et al. (2013). As goiabas infestadas foram dispostas
na base das gaiolas de criagdo dos adultos de D. brasiliensis para que as fémeas pudessem
parasitar as larvas no interior do fruto. Os frutos permaneceram por 24h no interior da gaiola e
apos, as larvas foram retiradas do fruto e colocadas em recipiente Gerbox® (11 x 11 x 3,5cm)
sobre uma camada de vermiculita umedecida, onde permaneceram até a emergéncia dos
parasitoides que constituiram as geracdes seguintes.

Preferéncia de parasitismo pelo instar larval de A. fraterculus. Foram realizados
dois experimentos, um com chance de escolha e outro, sem chance de escolha. Larvas de 1°,

2° e 3° instares, oriundas da criagdo em dieta artificial foram oferecidas as fémeas do
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parasitoide a partir do 5° dia de idade. O instar foi determinado a partir do tempo de
desenvolvimento larval, conforme determinado por Salles (2000) e por meio da medic¢do do
comprimento médio das larvas, adotando-se para 0 1, 2 e 3° instar os valores de 1,49+0,028,
3,98+0,061 e 8,11+0,098 mm, respectivamente. Apos a coleta, as larvas foram transferidas
para unidades de parasitismo, constituidas de placas de acrilico (1,7 cm de diametro x 0,5 cm
de altura), com 20 larvas de cada um dos trés instares de A. fraterculus, contendo polpa de
goiaba envolta com tecido tipo voile, onde permaneceram por 24 horas expostas ao
parasitismo.

No teste com chance de escolha, casais de parasitoides foram individualizados em
gaiolas plasticas de 1000 mL com a parte superior contendo tecido naylon (0,5 x 0,5 mm),
para permitir a aeracdo e possibilitar a inser¢cdo do ovipositor a fim de parasitar as larvas
encontradas no interior da unidade de parasitismo, colocadas sobre a gaiola. Acima da malha
fina, de forma equidistante, foram distribuidas as trés unidades de parasitismo. No caso do
teste sem chance de escolha, os casais foram individualizados em gaiolas pléasticas de 500 mL
e em cada gaiola foi oferecido apenas uma unidade de parasitismo.

Apos o periodo de exposicao, as larvas de 1° e 2° instar foram transferidas para frascos
contendo dieta artificial (100 mL) (Nunes et al., 2013), onde permaneceram até a pupacao.
Em seguida, as pupas foram transferidas para frascos de acrilico (5 cm de didametro x 6 cm de
altura) contendo uma camada de aproximadamente 5 cm de vermiculita fina umedecida, onde
permaneceram até a emergéncia de moscas ou parasitoides. Ja as larvas de 3° instar foram
transferidas diretamente para os tubos de acrilico (5 cm de diametro x 6 cm de altura)
contendo vermiculita fina umedecida, uma vez que ndo se alimentavam mais, permanecendo
até a emergéncia de moscas ou parasitoides.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado

eesquema unifatorial utilizando-se 30 repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um
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casal de D. brasiliensis. O fator de tratamento testado foi o efeito dos instares no parasitismo
(1°, 2° e 3° instar).

Tempo de exposicdo das larvas ao parasitismo. Casais de D. brasiliensis com cinco
dias apds a emergéncia foram individualizados em gaiolas constituidas de copos plasticos
(500 mL) com a parte superior contendo tecido de naylon (0,5 x 0,5 mm), para permitir a
aeracdo e também para permitir que as fémeas pudessem parasitar as larvas no interior das
unidades de parasitismo, colocadas sobre a gaiola. Foram ofertadas 30 larvas de A. fraterculus
de 3° instar, em uma placa de acrilico (1,7 cm de diametro x 0,5 cm de altura), contendo polpa
de goiaba envolta com tecido tipo voile. As larvas foram expostas ao parasitismo por periodos
de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas e apds, as larvas foram transferidas para frascos de
acrilico (5 cm de didmetro x 6 cm de altura), contendo vermiculita fina umedecida, para
pupacao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
unifatorial utilizando-se 50 repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um casal de D.
brasiliensis. O fator de tratamento testado foi diferentes tempos de exposi¢do de larvas ao
parasitismo.

Definicdo do numero de larvas de A. fraterculus a ser oferecido para cada fémea.
Casais de D. brasiliensis de cinco dias de idade foram individualizados em gaiolas formadas
por copos plasticos (500 mL), com a parte superior contendo tecido naylon (0,5 x 0,5 mm),
para permitir a aeracdo e também para permitir que as fémeas pudessem parasitar as larvas no
interior das unidades de parasitismo, colocadas sobre a gaiola. Cinco, 10, 15, 20, 25 e 30
larvas de 3° instar foram expostas as fémeas de D. brasiliensis por 24 horas em placas de
acrilico (1,7 cm de didmetro x 0,5 cm de altura), contendo polpa de goiaba envolta com tecido

tipo voile. Apds o periodo de parasitismo as larvas foram transferidas para frascos de acrilico
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(5 cm de diametro x 6 cm de altura), onde ocorreu a pupagdo e a emergéncia de moscas ou
parasitoides.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
unifatorial utilizando-se 100 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um casal de D.
brasiliensis. O fator de tratamento testado foi diferentes nimeros de larvas de A. fraterculus
(5, 10, 15, 20, 25 e 30 larvas de 3° instar).

Efeito de trés diferentes concentracdes de mel como alimento sobre adultos de D.
brasiliensis. Casais de D. brasiliensis recém emergidos foram individualizados em gaiolas
constituidas de copos plasticos (500 mL) com a parte superior contendo tecido de naylon (0,5
x 0,5 mm), para permitir a aeracdo e também para permitir que as fémeas pudessem parasitar
as larvas no interior das unidades de parasitismo, colocadas sobre a gaiola. No interior das
gaiolas foram colocados os tratamentos para testar o efeito do alimento. Diariamente, até a
morte das fémeas, foram ofertadas 30 larvas de A. fraterculus de 3° instar, em placa contendo
polpa de goiaba e envolta por tecido voile. As larvas foram expostas ao parasitismo por um
periodo de 24 horas, sendo, posteriormente, transferidas para frascos de acrilico (5 cm de
diametro x 6 cm de altura), contendo vermiculita fina umedecida, para pupagéo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
unifatorial, com 20 repeti¢des constituidas por casais de D. brasiliensis. O fator de tratamento
testado foi o efeito de diferentes concentragcbes de mel como alimento para adultos de D.
brasiliensis, a constar: Dieta A) sem alimento; Dieta B) dgua destilada; Dieta C) solucéo de
mel a 20% (p/p); Dieta D) solucdo de mel a 50% (p/p) e, Dieta E) mel puro. As dietas B, C, e
D foram dispostas em recipientes de vidro (5 mL), sendo oferecidas aos parasitoides por meio
de rolete dental, cuja solucéo foi disponibilizada por capilaridade, enquanto na dieta E, o mel
foi absorvido em papel higiénico amassado e fornecido em placas de acrilico (2,2 cm de

diametro x 0,7 cm de altura).
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Parametros avaliados e analise estatistica. Em todos os experimentos foi
determinado o numero de descendentes (ND), o percentual de parasitismo (P), e a razédo
sexual (rs). Alem destes parametros bioldgicos, para avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de mel, também foi determinada a longevidade de machos e fémeas.

O numero de descendentes foi obtido pela equacéo:

ND = nimero de parasiteides emergidos

+ niimero de parasitoides nio emergidos
O percentual de parasitismo foi determinado pela seguinte equagéo:

p— numero de parasitoides (emergidos e nio emergidos) 100
B numero total de pupas obtidas

A razdo sexual (rs) foi determinada utilizando a equacao:

nimero de fémeas

TS = I fal I
numero de fémeas + nimero de machos

Os valores atipicos (outliers) foram identificados com a plotagem dos residuos
estudentizados externamente (RStudent) versus valores preditos (variavel Y) e também, pelo
grafico da Distancia de Cook. A partir do RStudent, valores que se encontravam fora do
intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e suas observac¢bes correspondentes foram
removidas do banco de dados (Rousseeuw & Leroy, 1987; Barnett & Lewis, 1994). Os dados
obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por anéalise grafica.
Posteriormente, foram submetidos & analise de variancia através do teste F (p < 0,05).
Constatando-se significancia estatistica, os efeitos dos instares foram avaliados pelo teste t (p
< 0,05); de tempo de exposi¢do e numero de larvas por modelos de regressao polinomiais (p <
0,05) representados pelas equagdes: y =y, + ax ou 'y =y, + ax + bx?, onde: y = variavel
resposta; y, = variavel resposta correspondente ao ponto minimo da curva; a = valor maximo

estimado para a variavel resposta; b = declividade da curva; x = tempo de exposi¢do (horas)
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ou numero de larvas. Os efeitos dos alimentos, em relacdo as testemunhas foram avaliados
pelo teste de Dunnett (p < 0,05) e, entre os alimentos pelo teste de Duncan (p < 0,05) (SAS
Institute, 2002). Para avaliar a varidavel longevidade foram construidas curvas de
sobrevivéncia, as quais foram comparadas utilizando provas de log-rank (Francis et al., 1993),

com o auxilio do Programa JMP (versédo 5.0.1.).

Resultados

Preferéncia de instar larval de A. fraterculus para o parasitismo. Fémeas de D.
brasiliensis preferem parasitar larvas de A. fraterculus de 3° instar em relacdo aos demais,
embora no teste sem chance de escolha, ndo foi possivel observar esta preferéncia entre larvas de
2° e 3° instar (Tabela 1). Para o experimento sem chance de escolha, as variaveis nimero de
parasitoides (F = 1,04; GL = 1; P = 0,315), parasitismo (F = 2,51; GL = 1; P = 0,122) e razédo
sexual (F =0,130; GL = 1; P = 0,724) ndo apresentaram significancia estatistica para o fator de
tratamento testado. Porém quando se avaliou a preferéncia do instar para o parasitismo em testes
com chance de escolha ficou evidente que larvas de 3° instar sdo preferidas para o parasitismo,
ou seja, das 30 fémeas avaliadas em cada tratamento, todas parasitaram larvas de 3° instar, seis
parasitaram larvas de 2° instar e apenas duas parasitaram larvas de 1° instar. Assim, foi
verificado significancia estatistica do fator tratamento para as variaveis nimero de parasitoides
emergidos (F = 7,26; GL = 1; P = 0,0109) e razdo sexual (F = 8,35; GL = 1; P = 0,0067). Para a
porcentagem de parasitismo, ndo foi observada significancia estatistica para o fator de tratamento

(F=0,99; GL = 1; P = 0,329).
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Tabela 1. Numero de parasitoides, percentuais de parasitismo e razdo sexual de
Doryctobracon brasiliensis criado em larvas de Anastrepha fraterculus de primeiro, segundo
e terceiro instares nos testes com e sem chance de escolha. Temperatura de 25+1°C, umidade
relativa de 70+£20% e fotofase de 12h.

Teste Parametros bioldgicos . Tra-tamento i
1° instar 2° instar 3° instar
Fémeas que reproduziram 1 30 30
Sem chance NUmero de parasitoides "° 1 7,44 + 0,46 6,77 + 0,44
de escolha  Parasitismo (%) "° 25,00 57,98+3,73 50,03+ 3,36
Razfo sexual "° 0 026+0,05  0,23+0,06
Fémeas que reproduziram 2 6 30
Com chance NuUmero de parasitoides 3 2,17+0,31b 5,10+0,48a
de escolha  Parasitismo (%) \®° 18,75 31,63+3,838  3880+3,32
Razdo sexual 0,25 0,05+0,06b 0,54+0,07a

N3: ndo significativo pelo teste F (p<0,05). Médias seguidas por mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo

teste t (p<0,05).

Tempo de exposi¢do de larvas ao parasitismo. Para o nimero de parasitoides
emergidos, ocorreu ajuste adequado dos dados a equacdo de regressao polinomial quadratica
(F = 23,9101; GL = 7; P = 0,0028), com um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,90.
Observou-se que o numero de parasitoides emergidos foi ascendendo com o aumento do
tempo de exposicao das larvas ao parasitoide, sendo maior quando se ofertou larvas por 12 a
18 horas (Figura 1A). Ao realizar a comparagdo entre os tempos observou-se que larvas
expostas a 12, 15 e 18 horas obtiveram acréscimos no numero de parasitoides,
respectivamente de 39,4; 42,7 e 41%, quando comparados ao tempo de trés horas. Derivando
a equacdo obtida para essa variavel (Figura 1A) pode-se estimar que quando se oferece 30
larvas por 15,5 horas é gerado o maior numero de descendentes (10,4). Para a porcentagem de
parasitismo também se observou ajuste adequado dos dados & equacdo de regressdo
polinomial quadratica (F = 10,0160; GL = 7; P = 0,0178) com R? de 0,80. Foram registrados

0S maiores percentuais de parasitismo quando as larvas ficaram expostas de seis a 15 horas
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(Figura 1B). Ao realizar a comparacao entre 0s tempos observou-se que larvas expostas a 12,
15 e 18 horas obtiveram acréscimos no percentual de parasitismo, respectivamente de 34,5, 35
e 30%, quando comparados ao tempo de trés horas. Derivando a equacdo obtida para essa
variavel (Figura 1B) pode-se estimar que quando se ofereceu as larvas por 13,75 horas foi
obtido o maior percentual de parasitismo (44,16%). Para a razdo sexual ndo foi possivel
ajustar um modelo matematico, porém os maiores valores de razdo sexual foram observados
guando as larvas ficaram expostas ao parasitismo por trés e 12 horas, os quais diferiram dos

tempos 6, 9, 18 e 21 horas (Figura 1C).
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Figura 1. Numero de parasitoides emergidos (A), percentual de parasitismo (B) e razdo
sexual (C) de Doryctobracon brasiliensis criados em larvas de Anastrepha fraterculus
submetidas a oito diferentes tempos de exposi¢do. Temperatura de 25+1°C, umidade relativa
70+£20% e fotofase de 12h. (As barras verticais representam os intervalos de confianca a
95%).

Definicdo do numero de larvas de A. fraterculus a ser oferecido para cada fémea. A
quantidade de larvas de A. fraterculus oferecidas para o parasitoide apresentou comportamento

linear, com adequado ajuste dos dados ao modelo estabelecido para a variavel nimero de
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descendentes gerados (F = 31,6806; GL = 5; P = 0,0049; R* = 0,89), para a porcentagem de
parasitismo (F = 100,3583; GL = 5; P = 0,0006; R* = 0,96) e para a raz&o sexual (F = 27,4285;
GL = 5; P = 0,0064; R* = 0,87) (Figura 2). O niimero de descendentes gerados foi aumentando &
medida que o nimero de larvas oferecidas foi adicionado (Figura 2A), porém, a quantidade
méaxima de larvas parasitadas, s6 foi alcancada quando se ofereceu até 15 larvas por fémea
(Figura 3), valor esse, proximo ao ponto maximo de parasitoides emergidos estabelecido a partir
da derivacdo da equacdo que foi de 16,7 larvas (Figura 2A). Ao realizar a comparacgdo entre 0s
numeros de larvas ofertadas observou-se que quando se ofertou 15 e 20 larvas, houve acréscimo
no numero de parasitoides emergidos de 46,1 e 69,2% respectivamente, quando comparadas a
oferta de cinco larvas (Figura 2A). O percentual de parasitismo foi reduzido com o incremento
no numero de larvas oferecidas, sendo os percentuais mais elevados quando se ofereceu cinco e
10 larvas por fémea (Figura 2B). Ao realizar a comparacgdo entre 0os nimeros de larvas ofertadas
observou-se que 15 e 20 larvas obtiveram decréscimos no parasitismo, respectivamente de 22,2 e
33,3%, quando comparadas a cinco larvas (Figura 2B). A maior razdo sexual foi observada
quando se ofereceu 10 larvas por fémea e da mesma forma, ao realizar a comparacao entre 0s
nameros de larvas ofertadas observou-se 15 e 20 larvas obtiveram decréscimos na razédo sexual,

respectivamente de 16,2 e 24,3%, quando comparadas a cinco larvas (Figura 2C).
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Figura 2. Numero de parasitoides emergidos (A), percentual de parasitismo (B) e razéo
sexual (C) de Doryctobracon brasiliensis, quando oferecidos seis diferentes densidades de
larvas de Anastrepha fraterculus. Temperatura de 25+1°C, umidade relativa 70+20% e
fotofase de 12h. (As barras verticais representam os intervalos de confianca a 95%).
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Figura 3. Média, numero maximo e porcentagem de parasitismo de Doryctobracon
brasiliensis em seis diferentes densidades de larvas de Anastrepha fraterculus. Temperatura
de 25£1°C, umidade relativa 70£20% e fotofase de 12h.

Efeito do alimento para adultos de D. brasiliensis. Para nimero de descendentes (F
= 7,74; GL = 4; P < 0,0001) e razdo sexual (F = 2,46; GL = 4; P = 0,05) foi observada
significancia estatistica para o fator de tratamento testado (alimento). Fémeas do parasitoide
que foram alimentadas com solucdo de mel a 20% foram as que apresentaram maiores
resultados considerando as trés varidveis analisadas (nUmero de descendentes, razdo sexual e
longevidade) (Tabela 2; Figura 6). Quando a comparacdo foi realizada com os tratamentos
contendo mel, observou-se que as concentracdes de 20 e 50% propiciaram um maior numero
de descendentes do que o mel puro, embora 0 mel a 20% ndo tenha diferido
significativamente do mel puro (Tabela 2). Quando a comparacdo das duas concentragdes de
mel e mel puro foi realizada com a testemunha 1 (sem alimento) e com a testemunha 2 (com
agua), observou-se que o numero de descendentes foi significativamente maior para 0s insetos
alimentados com mel a 20 e 50%. Para a razdo sexual, apesar de serem registradas maiores

quantidade de machos, observa-se que foram detectadas diferencas significativas, quando
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foram comparados os dois tratamentos referentes as concentracfes de mel e o mel puro

(Tabela 2).

Tabela 2. Nimero médio (x erro padrdo) de descendentes por fémea e razdo sexual de
Doryctobracon brasiliensis criado em larvas de Anastrepha fraterculus e mantidos em quatro
diferentes fontes de alimento e sem alimento. Temperatura de 25+1°C, umidade relativa de
70+£20% e fotofase de 12h.

NUmero de N

Tratamento Razéo sexual

descendentes/?
Testemunha 1 (sem alimento) 6,09+1,31 0,04+0,04
Testemunha 2 (agua destilada) 7,93+1,53 0,09+0,05
Mel 20% 48,50£7,56 ab Y * P 0,21#0,07a ™ ©
Mel 50% 59,47+11,94a * P 0,05+0,03b "™ ¢
Mel puro 26,12+9,78b ™ ¢ 0,04+0,03b ™ ¢

* ™ Sjgnificativo e ndo significativo, respectivamente, em relacdo a testemunha 1 (sem alimento) pelo teste de
Dunnett (p<0,05). * * Significativo e ndo significativo, respectivamente, em relagdo a testemunha 2 (4gua
destilada) pelo teste de Dunnett (p<0,05). ¥ Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo
teste de Duncan (p<0,05) comparando os alimentos. 2 Média de 20 determinacbes + erro padrdo. N=
(Testemunha 1 = 11; Testemunha 2 = 15; Mel 20% = 18; Mel 50% = 17; Mel puro = 16).

Analisando o numero de parasitoides gerados por dia observa-se que quando foi
oferecido mel puro e mel a 20 e 50%, foi produzido um numero de descendentes por maior

tempo, em relacdo as testemunhas (Figura 4).

Descendentes gerados/femea
’

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Longevidade (Dias)

Figura 4. Ritmo diario de descendentes gerados por fémeas de Doryctobracon brasiliensis
criado em larvas de Anastrepha fraterculus em quatro diferentes fontes de alimento e sem
alimento. Temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£20% e fotofase de 12h.
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Além disto, observa-se que fémeas alimentadas com mel a 20% produziram maior
quantidade de fémeas nos 10 primeiros dias, enquanto as alimentadas com mel puro

produziram maior quantidade de fémeas nos ultimos 10 dias (Figura 5).
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Figura 5. Razdo sexual diaria de Doryctobracon brasiliensis criado em larvas de Anastrepha
fraterculus em quatro diferentes fontes de alimento e sem alimento. Temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 70+20% e fotofase de 12h.

A utilizacdo de mel a 20 e 50% e mel puro, propiciou tanto para os machos (y? =
66,14; GL = 4; P < 0,0001) quanto para as fémeas (y* = 79,23; GL = 4; P < 0,0001) uma

maior longevidade em relagédo aos insetos que ndo receberam alimento (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de sobrevivéncia de machos (A) e fémeas (B) de Doryctobracon
brasiliensis criado em larvas de Anastrepha fraterculus mantidos com quatro diferentes fontes
de alimentos e sem alimento. Temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£20% e fotofase
de 12h. Curvas identificadas com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si.

Discusséo

Os experimentos realizados neste trabalhno demonstram que a criacdo de D.
brasiliensis em laboratorio deve ser realizada com larvas de A. fraterculus de 3° instar,
expostas ao parasitismo por 12 horas, numa propor¢cdo de 15 larvas por fémea e para a
alimentacdo deve-se utilizar mel a 20%.

Fémeas de D. brasiliensis apresentaram preferéncia em parasitar larvas de 3° instar de
A. fraterculus, corroborando com Salles (1994), ao relatar que normalmente, os braconideos
parasitam larvas de tefritideos de 3° instar. Entretanto, o parasitismo pode ocorrer em larvas
de 1° e 2° instares, mas em menor intensidade, como se observou no experimento com chance
de escolha, onde seis fémeas realizaram postura em larvas de 2° instar, e apenas duas fémeas
colocaram ovos em larvas de 1° instar. Esta preferéncia pode estar relacionada com a
capacidade de busca que as fémeas apresentam, pois larvas de maior tamanho sdo mais faceis
de serem encontradas pelo parasitoide no interior de frutos (Ovruski, 1994). Outros
braconideos parasitoides de larvas de mosca-das-frutas também apresentam preferéncia em

ovipositar em larvas de 3° instar, como ocorre com D. longicaudata, que parasita larvas com
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11 a 12 dias de idade (Van Nieuwenhove & Ovruski, 2011). Esses autores também
observaram que em larvas de 3° instar ocorre um maior nimero de descendentes de D.
longicaudata. Possivelmente, estas larvas propiciam melhores condi¢Bes nutricionais para o
desenvolvimento dos parasitoides (Lopez et al., 2009). O tamanho das larvas também pode
estar relacionado com a razdo sexual, ja que este parametro pode ser modificado pela
interacdo de fatores, como por exemplo, a idade adequada do hospedeiro aliada a qualidade
das larvas (Godfray, 1995; Sagarra et al., 2001; Van Nieuwenhove & Ovruski, 2011). O
conhecimento de que D. brasiliensis prefere parasitar larvas de A. fraterculus de 3° instar
tendo em vista que o objetivo final de todos os sistemas de criacdo de inimigos naturais €
produzir maior quantidade de organismos com um nivel 6timo de qualidade, menor utilizacéo
de méo de obra e consequentemente menor custo de producdo (Ravensberg, 1992). Neste
sentido, larvas de 3° instar, sdo mais faceis de manipular, pois ap6s a oferta ao parasitismo
irdo para o substrato de pupacdo (vermiculita), sem necessidade de regressar a dieta artificial,
0 que diminuiria o custo de producéo e a mortalidade pela reducéo de manipulagdo. Larvas
menores (1 e 2° instar) sdo mais frageis, pois 0s mecanismos de defesa ndo estdo totalmente
desenvolvidos (Godfray, 1995; Gerlin & Rejouan, 2004).

O tempo de exposicdo das larvas também € um fator decisivo para aperfeicoar uma
criacdo massal de parasitoides, tendo em vista que as fémeas demandam tempos especificos
para localizar, aceitar e ovipositar seu hospedeiro (Wong & Ramadan, 1992). No caso de D.
brasiliensis o tempo de 12 horas € o ideal para que ocorra maior nimero de descendentes e
com razéo sexual acima de 0,5. Pequenos periodos de exposi¢do do hospedeiro ao parasitoide
pode ser negativo para o controle biologico tanto quanto longos periodos, pois neste Gltimo
caso pode ocorrer superparasitismo (Montoya et al., 2000b; Cancino et al., 2010).
Possivelmente, no caso de D. brasiliensis larvas que ficaram expostas por mais de 18 horas

foram superparasitadas, acarretando em mortalidade dos imaturos e, reduzindo assim, o



46

numero de parasitoides emergidos e a porcentagem de parasitismo. Esta reducdo, também
pode estar relacionada com alta mortalidade de larvas que permaneceram por mais de 12
horas expostas ao parasitoide, possivelmente por sofrerem desidratacdo e ndo conseguirem
pupar de forma adequada, ja que o0 espaco e o alimento sdo reduzidos. Este resultado também
é importante quando se visa uma criacdo massal, tendo em vista, que neste sistema, as larvas
devem ser expostas “nuas” (sem alimento) aos parasitoides e por um periodo que seja
compativel com o horéario de funcionamento do local (biofabricas).

O numero de larvas oferecidas para cada fémea deve ser coeso com 0 niUmero maximo
de larvas parasitadas, para que ndo haja desperdicio de material e de mdo de obra. Assim,
neste trabalho, ficou evidenciado que o oferecimento diario de 15 larvas para cada fémea
ocorre a maior taxa de parasitismo (67,7%). Este resultado é superior ao descrito por Garcia-
Mendel et al. (2007) para o parasitoide exotico D. longicaudata, que por ocasido do
oferecimento de 15 larvas de Anastrepha ludens (Loew, 1873) (Diptera: Tephritidae) foi
registrado parasitismo de 40%.

Das diferentes fontes de energia testadas como alimento para D. brasiliensis, as
solugdes de mel, tanto a 20 quanto 50% foram as que propiciaram os melhores resultados.
Provavelmente, isto esteja relacionado com as necessidades nutricionais, sendo indispensavel
o incremento de agua ao mel para que este seja melhor aproveitado e ingerido. De modo
geral, qualquer alimento que ndo seja o natural, utilizado para a criacdo de insetos em
laboratdrio, deve apresentar caracteristicas similares aos naturais para que estes insetos
possam desempenhar suas fungbes o mais proximo possivel com os da natureza. Assim,
alguns parédmetros como fecundidade, longevidade e razdo sexual s&o caracteristicas
importantes a serem considerados para o controle de qualidade. Estes parametros sdo ainda
utilizados como indicadores de deficiéncia ou excesso de componentes nutricionais

especificos (Grenier & De Clercq, 2003). Sabe-se que carboidratos e outros nutrientes sdo
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essenciais para a sobrevivéncia, producdo e maturacdo dos ovos, bem como para a
manutencdo das funcgdes vitais de parasitoides sinovigenicos (Flanders, 1950; Vattala et al.,
2005; Jervis et al., 2008; Vasquez, 2011). Assim, muitos autores vém utilizando mel ou
solucdes a base de mel na multiplicacdo e criagdo massal de varias espécies de braconideos
parasitoides de tefritideos (Wong & Ramadan, 1992; Sivinski et al., 1996; Cancino et al.,
2006; Gongalves, 2012). Em estudos com fémeas de D. longicaudata mantidas com diferentes
fontes de alimento, como por exemplo, suco de diferentes frutiferas, néctar de diversas
espécies de flores e mel, observou-se melhor desempenho e maior nimero de ovos quando
estas foram alimentadas com mel (Sivinski et al., 2006). Em relacdo a longevidade, pesquisas
desenvolvidas com os braconideos D. longicaudata, Opius hirtus Fischer, 1963,
Doryctobracon crawfordi (Viereck, 1911) e Utetes anastrephae (Viereck, 1913)
demonstraram que os adultos destas espécies sobreviveram por um periodo maior quando
foram alimentados com mel, comparados com suco organico de goiaba. Também os autores,
observaram que D. longicaudata e U. anastrephae quando alimentados com mel todos os
dias, sobreviveram por mais tempo do que aqueles alimentados com mel a cada dois dias
(Stuhl et al., 2011). Assim, para D. brasiliensis, o oferecimento de mel a 20 e 50% propicia a
producdo de um maior nimero de parasitoide com uma maior longevidade, sendo, portanto,
indicado como alimento em condicbes de laboratério, embora na solugdo de mel a 50% a

razao sexual tenha sido menor.

Consideracoes finais
Dos resultados obtidos com este trabalho, pode-se concluir que a técnica de criacéo
artificial de D. brasiliensis foi alcancada com sucesso, quando sdo oferecidas larvas de A.
fraterculus de 3° instar, por um periodo de 12 horas, em uma proporgdo de 15 larvas por

fémea, e que, os adultos devem ser alimentados com solucdo de mel a 20%. Estas
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informacdes serdo Uteis para a criacdo massal em biofabricas, embora devam ocorrer ajustes

na técnica de criacgéo.
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Resumo — O parasitoide larva-pupa de moscas-das-frutas Doryctobracon brasiliensis
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) possui grande potencial para ser utilizado em
programas de controle bioldgico, pois aléem de ser encontrado associado a Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) também parasita outras espécies de
Anastrepha. O objetivo do trabalho foi estudar a biologia de D. brasiliensis em diferentes

temperaturas visando elaborar a tabela de vida de fertilidade e determinar as exigéncias
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térmicas. Os parasitoides foram multiplicados em larvas de A. fraterculus, em camaras
climatizadas mantidas nas temperaturas de 15, 18, 20, 22, 25, 28 e 30°C, umidade relativa do
ar de 70+£20% e fotofase de 12 horas. Foram determinados o nimero de descendentes, a razao
sexual, a longevidade de machos e fémeas e a duracdo do periodo ovo-adulto. A faixa térmica
de 18 a 22°C propicia uma maior fecundidade, sendo que a 20°C o nimero medio de
descendentes por fémea foi de 152,77 parasitoides. A razdo sexual dos descendentes gerados
foi reduzida com o aumento da temperatura. A longevidade de machos e fémeas de D.
brasiliensis foi reduzindo com o aumento da temperatura. Nas temperaturas de 15, 28 e 30°C
ndo ocorreu desenvolvimento dos estadgios imaturos. Para a faixa térmica de 18 a 25°C a
duracdo do periodo ovo-adulto de D. brasiliensis foi inversamente proporcional a
temperatura. A 20 e 22°C foram observados os maiores valores da taxa liquida de reproducéo
(Ro) e de razdo finita de aumento (L), de forma que a cada geracdo a populacdo de D.
brasiliensis aumentou 47 vezes na temperatura 6tima (21°C). O limiar térmico inferior de
desenvolvimento foi de 10,01°C e a constante térmica 303,21 graus-dias. Estas informacGes
confirmam que D. brasiliensis esta mais adaptado a ambientes de clima temperado, o0 que
implica em potencial significativo para a utilizacdo de D. brasiliensis para controlar A.
fraterculus, j& que a maioria das areas ocupadas por esta praga pertence a regides temperadas

e sdo Uteis para auxiliar em sistema de criacdo massal em laboratorio.

Termos para indexagdo: Controle bioldgico, parasitoides nativos, Anastrepha fraterculus,

fruticultura.

Abstract — The larval-pupal parasitoid fruit flies Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti,
1911) (Hymenoptera: Braconidae) has great potential to be used in biological control

programs, because, besides Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
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Tephritidae), it parasites other Anastrepha species. The objective of this work was to study
the biology of D. brasiliensis at different temperatures to design a life fertility table and
determine thermal requirements. The parasitoids were multiplied in larvae of A. fraterculus, in
air-conditioned chambers at temperatures 15, 18, 20, 22, 25, 28 and 30°C, RH 70+20% and
photophase of 12 h. We determined the number of offspring, sex ratio, longevity of males and
females and the duration of the egg-adult period. The temperature range of 18-22°C provides
higher fecundity, and at 20°C, the average number of offspring per female was 152.77
parasitoids. The sex ratio of offspring produced was reduced with increasing temperatures.
Longevity of males and females of D. brasiliensis was reduced by increasing temperatures. At
temperatures 15, 28 and 30°C, there was no development of immature stages. For the
temperature range of 18-25°C, the duration of egg-adult period of D. brasiliensis was
inversely proportional to temperature. At 20 and 22°C, we observed the highest values of the
net reproduction rate (Ro) and finite reason of increase (1), meaning that at the estimated
optimum temperature (21°C), the population of D. brasiliensis increased 47 times each
generation. The lower temperature threshold for development was 10.01°C and the thermal
constant (K) 303.21 degree/days. This information confirms that D. brasiliensis is better
suited to temperate environments, which implies significant potential for the use of D.
brasiliensis to control A. fraterculus, since most areas occupied by this pest are in temperate

regions and D. brasiliensis is useful in mass rearing systems in laboratory.

Index terms: Biological control, native parasitoids, Anastrepha fraterculus, fruit production.

Introducéo

Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) é a espécie de

moscas-das-frutas de maior importancia econémica na América do Sul, distribuida entre os
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dois extremos latitudinais e ocupando ambientes bastante distintos (Malavasi et al., 2000). No
Brasil é considerada a principal praga das frutiferas de clima temperado e representa quase a
totalidade das espécies do género capturadas nos pomares na regido Sul do Brasil (Salles,
1995; Kovaleski, 1997; Garcia & Lara, 2006; Nunes et al., 2011).

Atualmente, as medidas de controle vém sendo tomadas através do uso de inseticidas
organofosforados e piretroides, aplicados em cobertura (area total) ou na forma de iscas
toxicas (Harter et al., 2010; Nava & Botton, 2010). Porém, o uso destes inseticidas em
cobertura total afeta os insetos benéficos (predadores, parasitoides e polinizadores),
contamina o solo, aguas subterraneas, trabalhadores agricolas e os alimentos, permitindo
ainda, que pragas secundarias ressurjam (Norris et al., 2002). No entanto, devido aos
diferentes problemas causados pelo uso de pesticidas, os consumidores em todo o mundo
estdo buscando alimentos saudaveis e com producdo ambientalmente segura (Carvalho et al.,
2000).

Neste sentido, o controle bioldgico de moscas-das-frutas é uma alternativa de manejo
vidvel e promissor, especialmente com parasitoides nativos das familias Braconidae e
Figitidae. Dentre estes parasitoides, Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911)
(Hymenoptera: Braconidae) € relatado no Brasil nas regides Sudeste (Leonel et al., 1995;
Aguiar-Menezes & Menezes, 1997; Raga et al., 2004) e Sul (Leonel et al., 1995; Salles,
1996); Garcia & Corseuil, 2004). Também ocorre no norte da Argentina (Ovruski et al., 2000;
Ovruski & Schliserman, 2003) parasitando larvas de diferentes espécies de moscas-das-frutas,
sendo na maioria das vezes, associado a A. fraterculus, em diferentes frutiferas (Salles, 1996;
Marinho et al., 2009; Machado et al., 2012).

Como a temperatura € um dos principais fatores relacionados a sobrevivéncia e
reproducéo de insetos (Hallman & Denlinger, 1998), conhecer o efeito deste fator sobre a taxa

de desenvolvimento dos insetos, € uma importante ferramenta ecologica para conhecer a
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dindmica populacional dos insetos (Parra, 1997). O conhecimento de tais relacdes €
importante para determinar o periodo de ocorréncia de insetos na natureza, e assim servir de
estratégia para 0 manejo integrado de pragas, e ainda, possibilita conhecer o limiar térmico
inferior de desenvolvimento e a constante térmica, podendo ser util no estabelecimento de
modelos para previsdo de ocorréncia de insetos-praga e na producdo de parasitoides e
predadores em biofabrica (Haddad et al., 1999; Cividanes, 2000). Neste sentido, estudar os
limites térmicos de desenvolvimento dos insetos é uma das maneiras de entender como
condicdes climéaticas extremas podem afetar a aptiddo dos organismos e sua dindmica
populacional (Terblanche et al., 2007).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a biologia de D. brasiliensis em diferentes
temperaturas visando elaborar a tabela de vida de fertilidade e determinar as exigéncias
térmicas. Estas informacfes sdo importantes para auxiliar no estabelecimento da criacédo

massal deste parasitoide, visando programas de controle bioldgico aplicado de A. fraterculus.

Material e Métodos

As criacBes de A. fraterculus e D. brasiliensis foram realizadas no Laboratorio de
Entomologia da Embrapa Clima Temperado, em salas climatizadas, com temperatura de
25+1°C, umidade relativa de 70£20% e fotofase de 12 horas. A metodologia utilizada para
criacdo de manutencéo de A. fraterculus foi a de Nunes et al. (2013). Para estabelecimento da
criacdo de manutencgdo de D. brasiliensis foram realizadas coletas de frutos de cerejeira-do-
mato (Eugenia involucrata D.C. - Myrtaceae) no interior do municipio de Chiapeta, Rio
Grande do Sul (RS) (27°55” S, 53°56” O) e em frutos de pessegueiro (Prunus persica L. -
Rosaceae) em area urbana do municipio de Rodeio Bonito, RS (27°28” S, 53°10° O) e
municipio de Pelotas, RS (31°37” S, 53°31° O). Frutos maduros foram coletados da planta e

do solo e levados para o laboratdrio, onde foram acondicionados em bandejas plasticas (11 X
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12 x 19 cm) contendo vermiculita extrafina para absorver o excesso de umidade e propiciar
ambiente para pupacdo. Semanalmente, a vermiculita foi peneirada e os puparios obtidos
foram separados do substrato, e acondicionado em recipiente Gerbox® (11 x 11 x 3,5 cm) com
vermiculita extrafina umedecida. Os frascos foram dispostos em sala climatizada, sob
condicdes controladas de temperatura (25£1°C), umidade relativa do ar (70+20%) e fotofase
(12h), sendo observados diariamente até a emergéncia dos parasitoides. Apds a emergéncia,
parte dos adultos emergidos foram utilizados para a criacdo de manutencdo e a outra parte
armazenada em recipientes plasticos (5 mL) contendo alcool 70% para a identificacdo que foi
realizada pelo Dr.Valmir Anténio Costa, do Instituto Bioldgico da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegdcios, em Campinas, Sao Paulo.

Os parasitoides utilizados para o estabelecimento da colonia em laboratério foram
mantidos em gaiolas de plastico (30 x 50 x 30 cm), revestidas com tecido de naylon (0,5 x 0,5
mm). Os adultos foram alimentados com uma solucdo de mel a 30%, em recipientes de vidro
(5 mL), sendo oferecida aos parasitoides por meio de rolete dental, cuja solucdo foi
disponibilizada por capilaridade. Trés frutos de goiabas (Psidium guajava L. - Myrtaceae)
foram cortados na parte superior para a retirada de parte da polpa e colocagcdo em seu interior
de cerca de 200 larvas de A. fraterculus de 3° instar criadas em dieta artificial de acordo com
Nunes et al. (2013). As goiabas contendo as larvas foram dispostas na base das gaiolas de
criagdo dos adultos de D. brasiliensis para que as fémeas pudessem parasitar as larvas no
interior do fruto. Os frutos permaneceram por 24h no interior da gaiola. Decorrido este tempo
as larvas foram retiradas de dentro do fruto e devolvidas para a dieta artificial, onde
permaneceram até completarem o desenvolvimento larval. As pupas foram transferidas para
recipiente Gerbox® (11 x 11 x 3,5 cm), sobre uma camada de vermiculita extrafina
umedecida, onde permaneceram até a emergéncia dos parasitoides que constituiram as

geracOes seguintes, onde os insetos foram utilizados para realizacdo dos experimentos.
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Biologia de adultos de D. brasiliensis. Casais de D. brasiliensis recém emergidos
foram individualizados em gaiolas plasticas formadas por copos de acrilico (500 mL), com a
parte superior contendo tecido naylon (0,5 x 0,5 mm), para permitir a aeracdo e possibilitar o
parasitismo das larvas de A. fraterculus que estavam alojadas nas unidades de parasitismo,
colocadas sobre as gaiolas. No interior das gaiolas foram dispostos dois frascos, um contendo
solucé@o de mel 30% e outro contendo &gua destilada. Os insetos foram mantidos em camaras
climatizadas a 15, 18, 20, 22, 25, 28 e 30£1°C, umidade relativa de 70+20% e fotofase de 12
horas.

Apds a formacdo dos casais foram ofertadas diariamente 30 larvas de 3° instar de A.
fraterculus em unidades de parasitismo, até a morte das fémeas. As unidades de parasitismo
foram constituidas por larvas dispostas em placa de acrilico (1,7 cm de diametro x 0,5 cm de
altura) com polpa de goiaba, sendo envolta em tecido “voile”. Apos um periodo de 24 horas
de exposicdo, as larvas foram mantidas em frascos de acrilico (5 cm de diametro x 6 cm de
altura) contendo vermiculita extrafina umedecida. Cerca de 20 dias ap6s o parasitismo, foi
avaliado o nimero de moscas e parasitoides emergidos. Os puparios que permaneceram
intactos foram abertos para se verificar a presenca de moscas ou parasitoides, visando
determinar a real taxa de parasitismo.

Foi avaliado o numero de descendentes (ND), ritmo diario e acumulado de
parasitismo, percentagem de emergéncia (E), razdo sexual (rs) e longevidade de machos e
fémeas.

O numero de descendentes foi obtido pela equacéo:

ND = numero de parasitoides emergidos

+ numero de parasitoides ndo emergidos
Para determinar o ritmo diario de parasitismo foi considerado somente o nimero de
fémeas que geraram descendentes em cada temperatura.

Para a determinacdo do percentual de emergéncia foi utilizada a seguinte equacao:
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numero de parasitoides emergidos ® 100

E (%) =

nimero total de parasitoides

A razéo sexual (rs) foi determinada utilizando a equacéo:

numereo de fémeas

TS = I a I
nimero de fémeas + nimero de machos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
unifatorial. O fator de tratamento foi temperatura com sete niveis (15, 18, 20, 22, 25, 28 e
30°C) com 15 repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por um casal de parasitoide.

Biologia de imaturos de D. brasiliensis. Larvas de A. fraterculus de 3° instar foram
expostas ao parasitismo por 24 horas. Ap6s, as mesmas foram transferidas para frascos de
plastico (5 cm de diametro x 6 cm de altura), contendo vermiculita extrafina umedecida, para
pupacdo e mantidas em camaras climatizadas nas temperaturas de 15, 18, 20, 22, 25, 28 e
30+£1°C, umidade relativa de 70+20% e fotofase de 12 horas. Diariamente foram realizadas
observacGes para determinar a data de emergéncia dos parasitoides (machos e fémeas),
registrando assim, a duracdo do periodo ovo-adulto.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
unifatorial. O fator de tratamento foi temperatura com sete niveis, sendo utilizadas seis
repeticdes e, cada repeticdo constituida por 20 larvas de A. fraterculus.

Elaboracdo da tabela de vida de fertilidade e determinacdo das exigéncias
térmicas. A tabela de vida de fertilidade de D. brasiliensis foi calculada utilizando-se os
dados de duracdo do periodo ovo-adulto, fecundidade, razdo sexual, viabilidade e
longevidade. Foram estimados o intervalo entre geracfes (T) que representa o tempo médio
entre a postura de uma geragdo e a postura da geracdo seguinte, taxa liquida de reproducéo
(Ro) que é a estimativa do numero médio de fémeas gerado por fémea ao longo do periodo de
oviposicdo e que chegardo na geragdo seguinte, taxa intrinseca de crescimento (rm) que é o

fator relacionado com a velocidade de crescimento da populagdo e a taxa finita de
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crescimento (L) que ¢é o fator de multiplicagdo de crescimento diario da populagdo. A partir da
duracdo média dos periodos de desenvolvimento ovo-adulto de D. brasiliensis nas diferentes
temperaturas, determinou-se a temperatura base (Tb) ou limiar térmico inferior de
desenvolvimento e a constante térmica (K) pelo método da hipérbole.

Andlise estatistica. Os dados obtidos referente ao nimero de descendentes e razéo
sexual foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por analise grafica.
Apos, os dados foram submetidos a analise de varidncia através do teste F (p<0,05).
Constatando-se significancia estatistica, os efeitos da temperatura foram avaliados por modelo
de regressdo polinomial quadratica (p<0,05) representada pelas equacgdes: y =y, +axouy =y,
+ ax + bx? onde: y = variavel resposta; y, = variavel resposta correspondente ao ponto
minimo da curva; a = valor maximo estimado para a variavel resposta; b = declividade da
curva; x = temperatura (SAS Institute, 2002). Para avaliar a variavel longevidade foram
construidas curvas de sobrevivéncia através do estimador de Kaplan-Meier, e posteriormente
estas foram comparadas por meio do teste de log-rank (Francis et al., 1993).

A duracdo do periodo ovo-adulto foi analisada mediante uma analise de variancia
(ANOVA), e as médias comparadas pelo teste t a 5% de significancia usando o programa
estatistico JMP (versdo 5.0.1.) e as exigéncias térmicas foram determinadas utilizando-se o
software MOBAE (Modelos Bioestatisticos Aplicados a Entomologia) (Haddad et al., 1999).

Os parametros da tabela de vida de fertilidade foram estimados através da técnica de
“jacknife” (Meyer et al., 1986) utilizando o software “Lifetable.sas” (Maia et al., 2013) no
ambiente “SAS System”.

Resultados
Biologia de adultos de D. brasiliensis. Os dados referentes ao numero total de

descendentes gerados por fémeas nas temperaturas estudadas se ajustaram a equacdo de
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regressdo polinomial quadratica (F = 10,3010; gl = 5; P = 0,0453) obtendo um coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,87. Fémeas mantidas a 20°C geraram o maior ndmero de
descendentes, perfazendo um acréscimo de 250% individuos, quando comparadas a
temperatura de 15°C e de 489% quando comparado a temperatura de 28°C (Figura 1A). Entre
0 sexto e o décimo segundo dia, ap6s a emergéncia foi gerado o maior ndmero de
descendentes na temperatura de 20°C (Figura 2). O numero maximo de descendentes por
fémea estimado foi de 129,54 na temperatura de 21,26°C (Figura 1A).

Com o aumento da temperatura a razdo sexual foi decrescendo e na faixa térmica
estudada (15 a 28°C) esta resposta foi linear (F = 16,9122; gl = 5; p = 0,0147), com R? de
0,81, demonstrando adequado ajuste dos dados ao modelo estabelecido (Figura 1B). Fémeas
mantidas a 15, 20 e 22°C foram as que originaram a maior quantidade de descendentes
fémeas. A maior razdo sexual foi registrada a 15°C e quando comparada as temperaturas de 20
e 22°C, estimou-se um decréscimo de 40 e 56%, respectivamente (Figura 1B). Porém, quando
se analisa a razdo sexual ao longo do periodo de oviposi¢do, observa-se que no periodo entre
0 quarto e 022° dia, nas temperaturas de 20 e 22°C, a razdo sexual foi igual ou maior do que
0,5. Indicando que nesta faixa térmica, considerada 6tima para D. brasiliensis ocorre a maior

producdo de fémeas (Figura 3).
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Figura 1. Numero medio de descendentes por fémea (A) e razdo sexual (B) de
Doryctobracon brasiliensis em larvas de Anastrepha fraterculus mantidos em seis diferentes
temperaturas sob larvas de Anastrepha fraterculus. Umidade relativa do ar de 70+20% e
fotofase de 12 horas (As barras verticais representam os intervalos de confianca a 95%).
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Figura 2. NUmero de descentes gerados diariamente (—) e acumulado (---) por fémea de
Doryctobracon brasiliensis em larvas de Anastrepha fraterculus mantidos em seis diferentes
temperaturas. Umidade relativa do ar de70£20% e fotofase de 12 horas.
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Figura 3. Razdo sexual média (l) e diaria &) de Doryctobracon brasiliensis em larvas de
Anastrepha fraterculus mantidos em seis diferentes temperaturas. Umidade relativa do ar de
70+£20% e fotofase de 12 horas.
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A longevidade dos machos (x°= 56,76; gl = 6; p < 0,0001) e das fémeas (x*= 93,55; gl =
6; p < 0,0001) também foi afetada significativamente pela temperatura (Figura 4). Os machos
foram mais longevos na faixa térmica de 15 a 20°C, enquanto que para as fémeas a maior

longevidade ocorreu na faixa térmica de 15 a 18°C (Figura 4).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia de machos (A) e fémeas (B) de Doryctobracon
brasiliensis em larvas de Anastrepha fraterculus mantidos em sete diferentes temperaturas.
MS = Média de sobrevivéncia. Umidade relativa do ar de 70+£20% e fotofase de 12 horas.
Curvas identificadas com as mesmas letras ndo diferem significativamente entre si.
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Biologia de imaturos de D. brasiliensis. A duracdo do desenvolvimento do periodo
ovo-adulto de D. brasiliensis foi inversamente proporcional a temperatura, variando de 20,91
a 41,17 dias nas temperaturas de 25 a 18°C, respectivamente (F = 768,33; gl = 3; p < 0,001)
(Figura 5). Nao houve desenvolvimento nas temperaturas de 15, 28 e 30°C. Nas temperaturas

de 15, 28 e 30°C ndo ocorreu desenvolvimento dos imaturos.
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Figura 5. Duracdo do desenvolvimento ovo-adulto de Doryctobracon brasiliensis em larvas
de Anastrepha fraterculus mantidos em quatro diferentes temperaturas. Umidade relativa do
ar de 70£20% e fotofase de 12 horas. Colunas seguidas com letras diferentes diferem entre si
pelo teste t (p<0,05).

Tabela de vida de fertilidade e determinacdo das exigéncias térmicas. Os dados
utilizados para calcular a taxa liquida de reproducdo (R,) de D. brasiliensis ajustaram-se ao
modelo de regressdo polinomial quadratica (F = 574,7266; gl = 3; p = 0,0295; R? de 0,99)
(Figura 6A). A maior taxa liquida de reproducéo ocorre nas temperaturas de 20 e 22°C, sendo
que a maior R, estimada (47) ocorre na temperatura de 21°C. Este mesmo comportamento
também ocorre para a taxa intrinseca de crescimento (ry). Os dados se ajustaram ao modelo
de regressdo polinomial quadratica (F = 1109,1046; gl = 3; p = 0,0212; R* = 0,99) (Figura

6B).
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Os dados do intervalo médio entre geracdes (IMG) de D. brasiliensis ajustaram-se ao
modelo polinomial quadrético (F = 1731,6664; gl = 3; p = 0,0170; R* = 0,99) (Figura 6C). Ao
realizar a comparacdo entre as temperaturas verificou-se que fémeas expostas a 20 e 22°C
obtiveram decréscimos na IMG, respectivamente de 32,3 e 36,2%, quando comparadas a
temperatura de 18°C. Baseado na equacdo, 0 menor intervalo entre as geracGes ocorre na
temperatura de 22,5°C.

O tempo de duplicacdo entre geracbes (TD) de D. brasiliensis apresentou
comportamento quadratico, com adequado ajuste dos dados ao modelo estabelecido (F =
485,4176; gl = 3; p < 0,0001; R? = 0,95) (Figura 6D). Fémeas expostas as temperaturas de 18,
20 e 22°C duplicaram a geracdo mais rapidamente em relacdo as mantidas a 25°C. Ao realizar
a comparacdo entre as temperaturas observou-se que fémeas expostas a 18, 20 e 22°C
obtiveram decréscimos na TD de mais de 500%, quando comparadas a temperatura de 25°C.
Baseado na equacédo, o minimo TD foi obtido com a temperatura de 21,8°C.

Da mesma forma que os parametros anteriores, os dados da razdo finita de crescimento
(A) de D. brasiliensis também se ajustaram ao modelo polinomial quadratico (F = 9,4071; gl =
5: p = 0,0510; R® = 0,86) (Figura 6E). Os maiores valores ocorreram a 20 e 22°C, enquanto
nas temperaturas de 18 e 25°C os valores foram reduzidos. Comparando as temperaturas,
observou-se que fémeas expostas a 20 e 22°C obtiveram acréscimos na razdo finita de
crescimento (A) de 15,1 e 12,8%, respectivamente, quando comparadas a temperatura de

18°C. A maxima razao finita de crescimento (1) foi obtida com a temperatura de 20,5°C.
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Figura 6. Parametros da tabela de vida de fertilidade de Doryctobracon brasiliensis em larvas
de Anastrepha fraterculus. A) Taxa liquida de reproducdo (Ro); B) taxa intrinseca de
crescimento (Rm); C) intervalo médio entre geragdes (IMG); D) tempo de duplicacdo (TD); e,
E) razdo finita de crescimento (1) em diferentes temperaturas. As barras verticais representam
os intervalos de confianga a 95%.
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Com base na duracdo media do periodo de desenvolvimento ovo-adulto de D.

brasiliensis nas temperaturas de 18, 20, 22 e 25°C determinou-se que o limite térmico inferior

de desenvolvimento (Tb) foi de 10,0°C e a constante térmica (K) de 303,2 graus-dias (Figura

7).
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Figura 7. Curva de velocidade de desenvolvimento do periodo ovo-adulto de Doryctobracon
brasiliensis em larvas de Anastrepha fraterculus, mantidos em quatro diferentes temperaturas.
Umidade relativa de 70£20% e fotofase de 12h.

Discussao

As informagdes obtidas neste estudo demonstram que a temperatura influencia os

parametros bioldgicos de D. brasiliensis tanto no periodo pré-imaginal, quanto na fase adulta,

afetando o seu desenvolvimento. De uma maneira geral as temperaturas de 20 e 22°C foram

as que propiciram o melhor desenvolimento e a maior reproducédo do parasitoide.

A maior capacidade reprodutiva de D. brasiliensis ocorreu no inicio da fase adulta das

fémeas em todas as temperaturas, exceto para a temperatura de 30°C, onde ndo ocorreu

reproducdo. As temperaturas de 15, 28 e 30°C foram letais para a fase jovem de D.

brasiliensis. A temperatura de 20°C foi a que gerou o maior nimero de descendentes,
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associada a uma adequada razdo sexual e alta sobrevivéncia. Segundo Hance et al. (2007) os
extremos de temperatura podem ocasionar a diminuicdo da longevidade, sobrevivéncia e
fecundidade de parasitoides. Os resultados obtidos sdo proximos do relatado para outros
parasitoides de moscas-das-frutas, como Psyttalia cosyrae (Wilkinson, 1927) (Hymenoptera:
Braconidae) criado em Ceratitis cosyra (Walker, 1849) (Diptera: Tephritidae) (Mohamed et
al., 2006) Fopius arisanus (Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) e Diachasmimorpha
longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) criados em Bactrocera invadens
Drew (Diptera: Tephritidae) (Appiah et al., 2013).

A faixa de temperatura mais adequada para obtencdo do maior numero de
descendentes de D. brasiliensis foi de 18 a 22°C. Este resultado é proximo ao obtido por
Gongcalves et al. (2014), que relataram o maior numero de descendentes para Aganaspis
pelleranoi (Bréthes, 1924) (Hymenoptera: Figitidae) em larvas de A. fraterculus nesta mesma
faixa de temperatura. Por outro lado, trabalhos com parasitoides de moscas-das-frutas
comprovam que a faixa de temperatura de 20-25°C é a mais adequada para 0 parasitismo
(Hurtrel et al., 2001; Appiah et al., 2013). Para D. longicaudata criada em larvas de B.
invadens a temperatura de 25°C gera a maior quantidade de descendentes (21,8) e F. arisanus
criado em ovos desse mesmo hospedeiro, também apresenta maior quantidade de
descendentes (97,5) a 25°C (Appiah et al., 2013).

O ritmo diario de parasitismo apresentou oscilagfes em todas as temperaturas com
visivel declinio ao longo da vida das fémeas, porém na temperatura de 20°C, a maior
quantidade de descendentes foi gerada do quinto ao décimo segundo dia. Cancino (2002)
observou que a oviposic¢ao de D. longicaudata se intensifica a partir do quinto dia e se estende
por um periodo que varia entre dez e quinze dias. A partir desta observacdo, foi possivel
otimizar a criagdo massal de D. longicaudata na biofabrica Moscafrut, ofertando larvas no

periodo de maior parasitismo (Cancino et al., 2006). Ap6s 0 pico de oviposi¢cdo que ocorre
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nos primeiros dias, a capacidade de oviposicdo das fémeas é reduzida drasticamente (Cancino,
2002), como ocorreu com D. brasiliensis.

O parasitismo acumulado apresentado por D. brasiliensis na temperatura de 20°C foi
de 80% ao décimo oitavo dia, resultado este, superior ao descrito para parasitoide D.
longicaudata, que nesta data apresentou parasitismo acumulado de 70% a 26°C (LOpez et al.,
2009). Provavelmente, D. brasiliensis apresenta maior nivel de parasitismo a campo nas
regides de clima sub-tropical e temperado do Sul do Brasil, onde D. longicaudata apresentou
alguns problemas de adaptacao (Sugayama, 2000).

A temperatura esteve intimamente ligada com a razdo sexual dos descendentes
gerados, pois fémeas mantidas em temperatura de 20°C geraram descendentes com razao
sexual elevada (>0,5) e estavel por mais tempo (5-23° dia). Segundo Cancino et al. (2002) a
razdo sexual dos paraitoides de mosca-das-frutas, pode ser afetada por fatores como qualidade
do hospedeiro, temperatura e fotoperiodo. A razdo sexual de parasitoides é um fator limitante
em criacdo massal de parasitoides em programas de controle bioldgico aplicado, devendo ser
tendenciosa para individuos fémeas, para que possa ocorrer maior taxa de crescimento
populacional e também porque machos ndo contribuem para a mortalidade da praga (Heimpel
& Lundgren, 2000).

A longevidade de D. brasiliensis foi influenciada pela temperatura, e no geral, foi
menor para os parasitoides mantidos nas temperaturas mais elevadas. O efeito negativo de
altas temperaturas na longevidade de parasitoides braconideos estd bem estudada. Por
exemplo, Mohamed et al. (2006) relataram que a longevidade de P. cosyrae foi maior em
25°C do que a 27 e 30°C para ambos o0s sexos. Machos e femeas de F. arisanus e D.
longicaudata também foram mais longevos na temperatura de 15°C do que 25, 30 e 35°C
(Appiah et al., 2013). Para o figitideo A. pelleranoi, este mesmo efeito foi observado por

Gongcalves et al. (2014) onde machos e fémeas sobreviveram por maior tempo na temperatura
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de 18 que 25, 28 e 30°C. Provavelmente isso ocorra em funcdo de que insetos mantidos em
alta temperatura constantemente sofrem com a perda de agua (Denlinger & Yocum, 1998).
Mas em condi¢des de campo é provavel que o inseto sobreviva a tais temperaturas, pois
temperaturas extremas por longos periodos de tempo sdo raras, geralmente ocorre variacdes
de temperatura durante o dia. Embora, a 15 e 18°C os insetos tenham sobrevivido por mais
tempo, o maior nimero de descendentes foi obtido das fémeas mantidas a 20 e 22°C.

O tempo de desenvolvimento de D. brasiliensis de ovo a adulto foi inversamente
proporcional na faixa térmica de 18 a 25°C. Temperaturas extremas constantes foram
prejudiciais a este parasitoide, principalmente, as temperaturas de 15, 28 e 30°C,
possivelmente ao fato de D. brasiliensis ndo estar adaptado a estas condi¢des, visto que se
trata de uma espécie originaria de regides temperadas assim como para Diachasmimorpha
tryoni (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) onde nas temperaturas de 29 e 30°C também
ndo ocorre desenvolvimento pré-imaginal (Hurtrel et al., 2001). Parasitoides com origem em
regides tropicais como F. arisanus e D. longicaudata, resistem mais a temperaturas elevadas,
completando seu desenvolvimento a 30°C (Appiah et al., 2013). Porém, como o
desenvolvimento pré-imaginal dos parasitoides de moscas-das-frutas ocorrem dentro dos
frutos, os quais estdo protegidos de temperaturas excessivas (Fletcher, 1987), assim, é
possivel que D. brasiliensis possa ser utilizado em regides de clima tropical.

Baseado na taxa liquida de reproducéo, as temperaturas mais favoraveis a reproducao
de D. brasiliensis foram de 20 e 22°C. Nestas mesmas temperaturas, 0 numero de vezes que a
populacdo aumentou a cada geracao é proxima de 102%, quando comparado a temperatura de
18°C, assim como a razéo finita de crescimento que também foi superior a 20 e 22°C. Nestas
temperaturas também ocorre 0 menor tempo para a populacdo duplicar. Assim, temperaturas
de 20 e 22°C promovem maior crescimento populacional do parasitoide, tendo em vista que o

incremento populacional depende do numero de fémeas sobreviventes e da producédo
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individual em cada intervalo de tempo. No entanto, D. brasiliensis pode expandir sua
populacdo em intervalo de temperatura de 18 a 25°C, baseado nos resultados deste trabalho.
Assim, sugere-se que este parasitoide esta mais bem adaptado ao clima temperado e sub-
tropical. Os resultados apontam que D. brasiliensis apresenta potencial para controlar A.
fraterculus, principalmente em aéreas com temperaturas mais amenas, onde esta praga €
responsavel pelas maiores perdas da fruticultura. Entretanto, é necessario a realizacdo de
outros estudos e que possibilitem discriminar o seu potencial com outras espécies de
parasitoides.

Embora ndo haja dados de exigéncias térmicas de D. brasiliensis observa-se que o0
valor estimado é superior ao relatado para outras espécies de parasitoides de moscas-das-
frutas. Por exemplo, Hurtrel et al. (2001) ao estudar o desenvolvimento de D. tryoni em
diferentes temperaturas determinaram valores de Th e K de 9,19°C e 322,6 graus-dia,
respectivamente. Para F. arisanus os valores de Tb foi 10,1°C e de K de 359,59 graus-dia e
para D. longicaudata os valores de Tbh e K foram d e 10,4°C e 281,6 graus-dias,
respectivamente (Appiah et al., 2013).

A temperatura base de 10,01°C e a constante térmica de 303,21 graus dia de D.
brasiliensis foram ligeiramente inferiores aos valores determinados por Salles (2000) para A.
fraterculus (10,7 e 430,6, respectivamente), considerado o principal hospedeiro deste
parasitoide. Provavelmente, D. brasiliensis deve ser capaz de causar impacto sobre a
populacdo da praga, j& que este parasitoide apresenta sua temperatura Otima para o
desenvolvimento dentro do intervalo estimado para A. fraterculus. Em relacédo a velocidade de
desenvolvimento verificou-se que existe uma relacdo linear positiva com esta temperatura,
assim como descreve Bursell (1974), que baixas temperaturas afetam a velocidade de
desenvolvimento bioldgico dos insetos, promovendo o alongamento do ciclo. Uma pré-

condicgdo necessaria para que o controle biolégico supra uma populacdo de insetos-praga, esta
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relacionada com a co-ocorréncia (denso-dependencia) dos agentes de controle bioldgico com
as pragas (Zhou et al., 2010). Normalmente, os insetos-praga ocorrem mais cedo do que os
seus inimigos naturais em campo. Assim, para que o controle biologico possa atuar evitando
perdas economicas das pragas, uma das alternativas € utilizar o controle bioldgico aplicado
por meio da criacdo massal e liberacdo inundativa dos parasitoides (Pu, 1978). Os resultados
obtidos, indicam que o controle bioldgico de A. fraterculus com o parasitoide D. brasiliensis
pode ser viavel e que as melhores condi¢cbes térmicas para sua criacdo em laboratorio sdo

préxima de de 21°C.

Consideracoes finais
Por meio da elaboracdo da tabela de vida de fertilidade foi possivel determinar que as
temperaturas de 20 e 22°C foram as mais adequadas para o0 desenvolvimento e reproducao de
D. brasiliensis em relacdo as temperaturas de 15, 28 e 30°C. Além disto, a determinacdo da
temperatura base de 10,0°C e dos graus-dias de 303,2 pode prever a producéo de parasitoides,

auxiliando as criacdes em laboratério comerciais.
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Abstract

The success of mass rearing of parasitoids is directly related to the host quality, which
includes selecting the best biological stage of the host to ensure optimal performance of
parasitoids released into the field. This study investigated the development of larval
parasitoids Utetes anastrephae (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae) and Odontosema
anastrephae Borgmeier (Hymenoptera: Eucoilidae), and pupal parasitoids Coptera haywardi
(Ogloblin) (Hymenoptera: Diapriidae) and Dirhinus sp. (Hymenoptera: Chalcididae) under

laboratory conditions, using larvae and pupae of Anastrepha obliqua (Macquart) of different
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ages as hosts. Not all parasitoid species developed with the same efficiency in immatures of
A. obliqua, and U. anastrephae and C. haywardi showed the greatest potential. The
development of U. anastrephae was most successful in young larvae (5-6 days) and that of C.
haywardi in 4-5-day-old pupae, mainly. These data suggest that native parasitoids can be used
to strengthen the implementation of biological-control projects against A. obliqua, a pest of

economic importance in mango crops.

Keywords: Utetes anastrephae, Odontosema anastrephae, Coptera haywardi, Dirhinus sp.

Introduction

Anastrepha obliqua (Macquart) is a pest species of fruit fly (Diptera: Tephritidae) very
economic importance in the Americas. Its native hosts are fruits of the genus Spondias spp.
(Aluja & Birke 1993). The commercial importance of A. obliqua is related mainly to damage
caused to mango crops in Mexico and tropical America (Pefia et al 2009).

Integrated management of this pest has effectively reduced its populations, and biological
control can play an important part (Ovruski et al 2000). Biological control of fruit flies has
been based mainly on augmentative release of parasitoids for short-term suppression of pest
populations, which primarily requires mass rearing of the host (Montoya et al 2000, Ovruski
et al 2000, Garcia & Ricalde 2013).

Augmentative releases have been conducted with the exotic parasitoid Diachasmimorpha
longicaudata (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae), a species that has acted efficiently in
population control of flies of the genus Anastrepha (Sivinski et al 1996, Montoya et al 2000,
Paranhos et al 2003, Garcia & Ricalde 2013). However, in the Americas, a wide variety of
important species of native parasitoids may have an important role in population control of

Anastrepha spp.
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Native parasitoids of Anastrepha with good potential for biological control include Utetes
anastrephae (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae), which occurs from Florida, USA, to
Argentina (Ovruski et al 2000); and Odontosema anastrephae Borgmeier (Hymenoptera:
Eucoilidae), which oviposits in larvae by direct contact through holes in the fruits and, in
South America, it parasitizes preferably larvae of Anastrepha striata Schiner and Anastrepha
fraterculus (Wiedemann) (Ovruski 1994, Sivinski et al 1997, Ovruski et al 2004). These
species are solitary koinobiont endoparasitoids that oviposit in the host larva and emerge as an
adult from the puparium of members of Tephritidae. Another species with potential is the
solitary pupal endoparasitoid Coptera haywardi (Ogloblin) (Hymenoptera: Diapriidae). This
parasitoid has a wide range of hosts and occurs in countries such as Argentina, parasitizing
pupae of A. fraterculus and Anastrepha schultzi Blanchard (Loiacono 1981), and Mexico,
parasitizing pupae of Anastrepha ludens (Loew) (Lépez et al 1999). In Venezuela, C.
haywardi was reported attacking pupae of A. striata and Anastrepha serpentina (Wiedemann)
(Garcia & Montilla 2001), and in Brazil, pupae of A. fraterculus and Anastrepha sororcula
Zucchi (Aguiar-Menezes et al 2003). Additionally, the solitary ectoparasitoid of pupae
Dirhinus sp. (Hymenoptera: Chalcididae) has been reported in sympatry with Anastrepha
spp., and because it is considered a generalist parasitoid, its potential as biological-control
agent for pupae of A. obliqua is unknown.

In view of the importance of biological control for fruit flies of the genus Anastrepha
in different regions of Latin America, this study evaluated methods of laboratory rearing of
these native parasitoid species in larvae and pupae of A. obliqua at different ages, in order to

select the best biological stage of the hosts for mass rearing of the parasitoids.
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Material and Methods

Study site: The experiments were conducted in the Biological Control Laboratory of the
Moscafrut Program, SAGARPA-IICA, located in Metapa de Dominguez, Chiapas, Mexico.
The assessments were carried out at 23 = 1°C, relative humidity (RH) 70 £ 10% and a
photoperiod of 12 h.

Biological material: Larvae and pupae of A. obliqua were provided by the Moscafrut plant,
where A. obliqua is mass-reared at 65 million pupae per week, as described by Artiaga-Lopez
et al (2004) and Dominguez et al (2010).

We evaluated the native larval parasitoids U. anastrephae and O. anastrephae, and the
pupal parasitoids C. haywardi and Dirhinus sp., which were obtained from the Biological
Control Laboratory, reared according to Cancino et al (2009) and Aluja et al (2009).
Preference of U. anastrephae and O. anastrephae for host-larva age. Thirty couples of
sexually mature adults (5 days old) of each parasitoid species were placed in individual
Hawaii-type cages (30 x 30 x 30 cm) (Wong & Ramadan 1992). The insects were fed with
honey and water. Larvae of A. obliqua aged 5, 6, 7, or 8 d were exposed to each species in
parasitization-type Petri dishes (Petri dish 10 cm and 0.25 cm deep, containing diet and
larvae, covered with a piece of tricot fabric secured with a rubber band). A total of four Petri
dishes, each with 30 larvae, were used for each parasitoid species. In the case of O.
anastrephae, the larvae were exposed without the fabric cover in a Petri dish 1 cm deep. The
larvae were exposed to the parasites for a period of 2 h. After exposure, the host larvae were
kept in containers with diet until the 9" day of age. Afterward, the larvae were washed and
placed with vermiculite in the same container, where they remained for 15 d at 26°C.
Seventy-two hours after exposure, the mortality rate of the larvae was recorded. When the
adults emerged, we calculated the percentage of emergence and the sex ratio. Ten replications

were carried out.
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Preference of C. haywardi and Dirhinus sp. for host-pupae age. Fifty adult couples, 5 d old,
of each parasitoid species were placed in aluminum-frame cages (20 x 20 x 20 cm), where
they were fed with honey and water. Pupae of A. obliqua in four age ranges were exposed to
the parasitoid (range 1: 1-4-d pupae; range 2: 5-8-d pupae; range 3: 9-11-d pupae; and range
4, pupae older than 12 d). One Petri dish per age was used for each parasitoid species. A total
of four Petri dishes, each with 25 pupae and vermiculite as the soil substrate, were exposed.
The petri dishes were covered with a layer of black cardboard (10 cm in diameter) to simulate
dark conditions (as in Cancino et al 2012). After a 24-h exposure period, the host pupae were
kept in containers with vermiculite at 26°C for a period of 30 d. The emergence and
parasitism rates as well as the sex ratio were calculated based on the emergence of adults. Ten
replications were carried out.

Fitness tests. Based on the preliminary results, U. anastrephae and C. haywardi were selected
as the species with the best potential for mass rearing in larvae and pupae of A. obliqua,
respectively. In the second phase, the fitness of the emerged parasitoids was assessed through
the quality-control parameters of flight ability and survival without water and food, as
described below.

Flight ability of U. anastrephae: 100 pupae at 14 d of age, obtained from each age of
larvae previously tested, were placed in a black PVC tube (10 cm internal diameter and 10 cm
high), which was then placed in a cage covered with tulle fabric (1.20 x 0.4 x 0.5 m). The
inner walls of the tube were covered with neutral talc to prevent adults from escaping by
climbing. Five days after emergence, any adults remaining in the tube were considered non-
flying, and the number and percentage of flying adults were obtained by assessing the
proportion of non-flying to total adults. Six repetitions were performed. In the case of C.
haywardi, the same procedure was followed, except that pupae 28 d after exposure were used,

and adults in the tube were considered non-flying 10 d later.
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Survival of parasitoids: 50 newly emerged parasitoids of each sex, from each
treatment were taken randomly using a sucking tube, and were placed in a Hawaii-type cage
(30 x 30 x 30 cm) without water or food. The dead males and females were counted each day.
The assessment period continued until all parasitoids died.

Statistical analysis. The experimental design to test age preference for larvae and pupae was
fully randomized. For data normality, data were arc-sine-transformed (Pimentel-Gomes
2009). The data for sex ratio and flight ability were analyzed by comparison of means in the
Tukey test (p<0. 05). Data on mortality rate of larvae, emergence and parasitism rates were
analyzed in the ANOVA and comparison of means by the Tukey test (p<0. 05). The curves

for adult survival were compared using the log-rank test (Francis et al 1993).

Results

Preference for age of larvae. The parasitism rate for U. anastrephae did not differ statistically
among the ages of larvae offered (Fs36=0.73, P=0.53), although 7-day larvae showed the
highest value (Table 1). The sex ratio did not change significantly with the different host ages
(F3.36=0.70, P=0.55); (Table 1). Similarly, the emergence of adults (flies + parasitoids) from
larvae of different ages showed no statistical difference (F33=2.04, P=0.12), although in this
case higher emergence rates were obtained with younger larvae (5-6 d; Table 1). The
mortality rare of larvae showed no significant difference among the different ages of larvae
(F3.36=1.45, P=0.24) (Table 1).

Odontosema anastrephae showed no significant differences in parasitism rates at the
different ages of larvae (F33,=1.20, P=0.32), and 6-day larvae showed the highest values
(Table 1). The sex ratio did not change significantly with the different host ages (F33s=0.33,
P=0.79). The emergence of adults (flies + parasitoids) from larvae of different ages showed

statistical difference (F33,=3.53, P=0.02) (Table 1). The mortality rate of larvae showed no
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significant differences among the different ages (F33=2.97, P=0.05). Higher mortality rates

were observed in 5-day larvae (Table 1).

Table 1 — Mean rates (+ SE) of mortality, emergence, parasitism, and sex ratio in larvae of

Utetes anastrephae and Odontosema anastrephae at different ages.

Age (days)
Parameters
5 6 7 8

Utetes anastrephae
Larvae mortality (%) 4.58+1.34a 2.96+1.62a 3.03£1.40a 7.18+2.23a
Emergence (%) 50.66+6.79a 49.00+6.49a 39.00+3.44a 34.66+2.81a
Parasitism (%) 81.43+6.24a 81.53+5.20a 87.11+3.95a 72.03+8.42a
Sex ratio 0.78+0.03a 0.70+0.05a 0.65+0.06a 0.68+0.07a
Odontosema anastrephae
Larvae mortality (%) 5.10+1.61a 0.96+0.49a 1.27+0.69a 1.61+0.53a
Emergence (%) 74.66+£5.37b  83.00+3.63ab 89.66+2.78a  90.00+2.98a
Parasitism (%) 29.35+10.81a 30.25+9.54a 11.3145.57a 11.85+9.84a
Sex ratio 0.95+0.02a 0.93+0.02a  0.94+0.02a  0.89+0.05a

Means followed by the same letter in the row do not differ significantly. Tukey test (P < 0.05).

Preference for ages of pupae. C. haywardi showed statistical differences in the parasitism rate

(F3.36=4.31, P=0.01); the oldest pupae (+12 d) had significantly lower parasitism rates (Table

2). The ratio of females increased significantly in parasitoids emerged from pupae older than

5 d (F336=3.33, P=0.03) (Table 2). The emergence rate (flies + parasitoids) showed no
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statistical differences among pupae of different ages (F33s=1.79, P=0.16), although in older
pupae (+12 d) the emergence rate tended to be lower (Table 2).

The emergence rate obtained from pupae exposed to the parasitoid Dirhinus sp.
differed significantly between the different ages (F3.3=3.36, P=0.02); older pupae (+12 d) had
a lower emergence rate (Table 2). The parasitism rate was not statistically affected
(F3.36=0.94, P=0.42) by the ages of the pupae. The sex ratio was also not statistically different

(Fs36=0.21, P=0.88) (Table 2).

Table 2 — Mean rates (£ SE) of emergence, parasitism and sex ratio of Coptera haywardi and
Dirhinus sp. in pupae of Anastrepha obliqua in age ranges: 1-4 days, 5-8 days, 9-11 days, and

older than 12 days.

Age (days)
Parameters
1-4 5-8 9-11 +12

Coptera haywardi

Emergence (%) 84.40+5.91a 83.60+5.76a 81.60+4.30a  68.00+7.27a
Parasitism (%) 67.12+8.58a 63.43£8.20a  63.56+8.60a  31.74+6.25b
Sex ratio 0.52+0.07b 0.53+0.07ab  0.58+0.07ab  0.79+0.05a
Dirhinus sp.

Emergence (%) 87.60+£3.06ab  94.40+1.06a 91.20+2.58ab 80.40+3.44b
Parasitism (%) 20.38+4.69a 31.09+6.41a  22.93+7.03a 31.52+7.78a
Sex ratio 0.57+0.10a 0.53+0.07a 0.59+0.07a 0.62+0.08a

Means followed by the same letter in the row do not differ significantly. Tukey test (P < 0.05).
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Potential analyses: Flight ability of U. anatrephae: The ability to fly of adults
emerged from larvae at different ages was statistically different (Fs320=3.51, P=0.03).
Significantly fewer parasitoids emerged from 8-day-old larvae were able to fly (= 79.03%).

Flight ability of C. haywardi: The ability to fly of adults emerged from pupae at
different ages was not statistically different (F320=2.40, P=0.09). All treatments produced a
high proportion of adults able to fly (>90%).

Survival of U. anatrephae adults: The differences in survival rates of males and

females emerged from larvae parasitized of different ages were significant for males (% =

75.74, P= <0.0001) and for females (y% = 203.31, P= <0.0001) (Figure 1).

Age of larvae

Fig 1 Survival of Utetes anastrephae males (a) and females (b) emerging from Anastrepha

obliqua that had its larva parasitized at 5, 6, 7 and 8 days.

Survival of C. haywardi adults: The differences in survival of males and females
emerged from pupae parasitized at different ages were significant for males (XZ =149.84,P =

<0.0001) and for females (%= 167.69, P < 0.0001) (Figure 2).



97

Age of pupa

Fig 2 Survival of Coptera haywardi males (a) and females (b) emerging from pupae of

Anastrepha obliqua parasitized at 2, 6, 9 and 12 days.

Discussion

Not all species of parasitoids evaluated developed efficiently in immatures of A. obliqua; U.
anastrephae and C. haywardi showed the greatest potential for rearing in larvae and pupae of
A. obliqua, respectively. The relatively low efficiency of O. odontosema and Dirhinus sp.
could be attributed to the more-generalist nature of these species (Copeland et al 2010, Wang
& Messing 2004). The host age was the most important determining factor to obtain a greater
quantity and quality of viable adults of the two species of parasitoids. Ravensberg (1992)
stated that the ultimate objective of all rearing systems of natural enemies, is to produce the
largest number of organisms with optimal quality level.

In the evaluations of host age, U. anastrephae most successfully developed in larvae
5-6 days old, with higher emergence of adults, and therefore higher parasitism rates were
obtained. These results may be associated with the high physiological susceptibility of hosts
at early ages. Generally, defense mechanisms in young hosts are not fully developed, and
parasitoids exploit this weakness by ovipositing in younger hosts (Gerlin & Rejouan 2004).
For example, Lawrence et al (1976) found that younger larvae of A. suspensa were more

effective for the development of the parasitoid D. longicaudata. In further studies, the authors
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found that the hormonal relationship generated by older hosts was antagonistic to the
development of D. longicaudata (Lawrence & Akin 1990). This physiological reaction in A.
obliqua could explain the preference of U. anastrephae for young hosts.

In O. anastrephae, older larvae (7-8 days) showed a parasitism rate significantly lower
than in younger larvae (e.g., 6-day larvae), where the highest emergence and the lowest
parasitism rates were observed, possibly due to the increased degree of antagonism in older
larvae of A. obliqua. Our results conflict with those obtained by Aluja et al (2009), who
concluded that in A. ludens, 9-day-old larvae are a suitable host for laboratory rearing of O.
anastrephae.

In C. haywardi, the age range of the host that enables mass rearing in laboratory was
wider, since the development and emergence of the parasitoid were affected negatively only
in older pupae (12 days or older). This could be explained by physiological inviability of the
host, because the adults are close to emerging. A possible reason for the wide age range of the
pupae susceptible to attack can be attributed to the more-generalist nature of pupal parasitoids
and can therefore attack hosts with more widely varying physiological conditions. Our results
diverge somewhat from those presented by Aluja et al (2009), who reported that the best
development of C. haywardi in pupae of A. ludens occurs in younger pupae (0-2 days);
whereas our data suggest that rearing of C. haywardi in pupae of A. obliqua is probably more
successful, since it does not depend on a limited age range of pupae.

The relationship between the host age and development of immatures was less clear
for Dirhinus sp., where the parasitism rate remained homogeneous at all ages of pupae
evaluated, however with lower parasitism rates for C. haywardi. The ectoparasitic nature of
Dirhinus may account for the lower requirement for a more-specific age range for parasitism
(Sivinski et al 1998). On the other hand, the low parasitism rate can be attributed mostly to

the low specificity of this species (Wang & Messing 2004).
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The ability to fly was also affected by the host age. Fewer of the adults of U.
anastrephae emerged from 8-day-old larvae were able to fly, probably because of the capacity
of self-defense of older larvae, which could affect the quality of the final product. The ability
to fly is closely related to acquisition of nutrients, which in the case of parasitoids are
provided by their host. Silva et al (2002) reported significant changes in the composition of
larvae of A. obliqua according to age, and in particular that the composition of older larvae is
very different and produces different results in terms of parasitism. This factor may be more
closely related to the decrease in the ability to fly. Similar impairment has been observed in
species of the genus Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) which do not
develop properly when older eggs are used as hosts (Vinson 1994, 1997).

Another parameter affected by the host age was the survival of adults. Males and
females of U. anastrephae emerged from 6-day-old larvae lived longer. Similar results have
been reported for D. longicaudata with young larvae of A. suspensa (Lawrence et al 1996),
and for the development of C. haywardi with young pupae of A. ludens (Lépez-Arriaga et al
2014). According to Cancino et al (2006), survival is directly related to the quality of the
host, which must offer adequate nutritional conditions.

In mass rearing of parasitoids, the main factor requiring evaluation is the capacity of
development and emergence of the species reared. Sometimes a high parasitism rate can be
harmful to young hosts that do not tolerate mass rearing, and this is expressed in a low
recovery of adults. The low defense capability of hosts at young ages is an important reason
for preferring this stage in mass rearing of parasitoids (Godfray 1994). However, it is
advisable to analyze the best rearing conditions to determine the most appropriate balance of
age with good susceptibility to parasitism, and which also allows subsequent management to

reduce mortality and ensure high emergence rates of adults.
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Our findings showed that: 1) the parasitoids U. anastrephae and C. haywardi have
greater potential for mass rearing in larvae and pupae of A. obliqua, respectively; 2) based on
rates of emergence, parasitism, ability to fly and survival, 6-day-old larvae of A. obliqua are
the most suitable host for rearing U. anastrephae; 3) based on rates of emergence, parasitism,
ability to fly and survival, 1-4-day-old pupae of A. obliqua are the most appropriate hosts for
rearing C. haywardi. This information is basic, but important for the establishment of mass
rearing of certain species such as those with the better potential, as determined in this study.
This information will strengthen the prospects of using biological control against the fruit fly
genus Anastrepha, especially A. obliqua, a pest of major economic importance in mango

crops.
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ABSTRACT

An understanding of the search, selection and host use behaviours of parasitoids that have the
potential to be used as biological control agents is becoming increasingly important. We
studied under laboratory conditions, the host suitability of Anastrepha obliqua (Macquart) and
Anastrepha ludens (Loew) larvae for the parasitoids Doryctobracon crawfordi (Viereck) and
Opius hirtus (Fischer), which are native to the Americas. By counting the oviposition scars on
the puparium, we found that both types of larvae were equally attacked; however, the pupa
dissections revealed that different numbers of eggs were laid in each type of larvae. The A.
obliqua larvae were significantly less parasitised than those of A. ludens and immature insect

development or adult emergence was not affected in either parasitoid species. Dissections of
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the parasitised A. obliqua pupae also showed that the immature parasitoids of both species
died by encapsulation and melanisation, and there was a high proportion of unemerged adult
flies. By contrast, A. ludens parasitised pupae contained several viable immature parasitoids
that subsequently emerged as adult parasitoids. These results indicated contrasting suitability
conditions of A. ludens and A. obliqua larvae as hosts of O. hirtus and D. crawfordi
parasitoids, which suggest that A. obliqua is not a natural host for either parasitoid species.
These findings will improve the understanding for the use of these parasitoid species in
projects for biological control against economically important fruit flies of the genus

Anastrepha.

Keywords: Biological control, Fruit flies, Braconidae

1. INTRODUCTION

Fruit flies (Diptera: Tephritidae) are considered one of the primary pests affecting fruit
production worldwide (Aluja 1994; Souza-Filho et al. 2003). The fruit fly Anastrepha obliqua
(Macquart) is an important species among those causing the most damage to fruit crops in the
Neotropical region, with a wide distribution from the southern United States (Texas) to
northern Argentina. In Mexico, this pest is found in tropical regions, causing damage
primarily to mango crops (Pefia et al. 2009) and to fruits from the genus Spondias (Aluja &
Birke 1993). In Brazil, this species is the second most important of the genus, after
Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Zucchi 2008).

The parasitoids Doryctobracon crawfordi (Viereck) and Opius hirtus (Fischer)
(Braconidae: Opiinae) can be an important alternative for the implementation of biological
control projects against these types of pests because they coexist in the same habitat as A.
obliqua, and their colonisation and domestication have been reported by authors such as Aluja

et al. (2009) and Cancino et al. (2009) . These parasitoid species have a wide range and



108

distribution of hosts. D. crawfordi is distributed from the central region of Mexico to
Argentina (Ovruski et al. 2005) and is mainly associated with Anastrepha ludens (Loew)
(Lopez et al. 1999), although this parasitoid has also been reported as a parasitoid of A.
fraterculus, Anastrepha striata (Schiner), Anastrepha serpentina (Wiedemann) and A. obliqua
larvae in the states of Chiapas and Veracruz in Mexico (Aluja et al. 1990; Ldpez et al. 1999).
In Central America, D. crawfordi has been recovered from A. striata and Anastrepha distincta
(Greene) larvae (Jiron & Mexzon 1989) and from Anastrepha anomala (Stone) and A.
serpentina (Medianero et al. 2006). For South America, the list of countries and genera from
which this parasitoid has been recovered is long and includes the following: 1) in Ecuador,
from A. obliqua, A. striata (Arias et al. 2003), A. fraterculus and A. distincta (Tigrero 2007);
2) in Colombia, from A. fraterculus and A. striata (Bueno et al. 2004) pupae; 3) in Bolivia,
from A. fraterculus pupae (Ovruski et al. 2005); 4) in northwestern Argentina, from A.
fraterculus pupae (Ovruski et al. 2005); and 5) in northern Brazil, as parasites of Anastrepha
atrigona (Hendel) and A. serpentina larvae (Zucchi et al. 2011; Silva et al. 2011).

Opius hirtus has a more restricted distribution (Mexico, Costa Rica and the Dominican
Republic) (Ovruski et al. 2000) and is apparently a more specialised parasitoid, with most of
the specimens recovered in Mexico taken from Anastrepha cordata Aldrich, Anastrepha
alveata Stone (Hernandez-Ortiz et al. 1994; Lépez et al. 1999) and the larvae of A. obliqua
(Hernandez-Ortiz et al. 1994; Sivinski et al. 2000). Moreover, O. hirtus has been recovered
from Toxotrypana curvicauda Gerstaecker and from Rhagoletis spp. (Hernandez-Ortiz 1993).

Contrary to the range of hosts previously described for both parasitoid species,
preliminary results indicated that parasitoid adults did not emerge when either of these two
species parasitised A. obliqua larvae under laboratory conditions (Personal information).
However, a different situation, with emergence of parasitoid adults, occurred when the

attacked host was A. ludens (see Cancino et al. 2009; Aluja et al. 2009). These findings
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highlight the necessity of performing more detailed studies on the parasitoid-host relationship
that each of these parasitoid species has established with the fruit fly species with which it
coexists under natural conditions.

Similar results have been published by different authors, but with different species
involved. Ramadan et al. (1994) observed that the parasitoid Diachasmimorpha tryoni
(Cameron) could only emerge from Bactrocera dorsalis (Hendel) larvae when
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) attacked under multiparasitic conditions;
Messing and Ramadan (2000) reported that Diachasmimorpha kraussii (Fullaway) did not
develop in B. dorsalis and Bactrocera cucurbitae (Coquillett) larvae, and Ero et al. (2010)
reported that this parasitoid did not develop in Bactrocera cacuminata (Hering) and
Bactrocera cucumis (French) larvae. Behavioural ecology studies have become more relevant
because they can reveal the mechanisms involved in parasitoid search and selection behaviour
and the methods by which parasitoids use their hosts (Hassan 1994; Vinson 1998; Eben et al.
2000; Duan et al. 2000), especially for parasitoid species with the potential to be used as
biological control agents.

Therefore, in this study we aimed to determine the host suitability of A. obliqua and A.
ludens larvae for the development of native parasitoids O. hirtus and D. crawfordi because all
these species occur sympatrically in the Neotropical region. We also aimed to elucidate if

these parasitoid species show any host preference between the two types of larvae.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study site
The experiments were performed in the Biological Control Laboratory of the Moscafrut

Program, SAGARPA-IICA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
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Alimentacién-Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura), located on
Metapa de Dominguez, Chiapas, Mexico, under controlled conditions with a temperature of

23+1°C, a relative humidity of 70 + 10% and a photoperiod of 12 hours.

2.2 Biological material

The A. obliqua and A. ludens larvae were provided by the Moscafrut production facility where
these species are mass produced at a rate of 65 and 130 million pupae every week,
respectively, following the procedures reported by Artiaga-Lopez et al. (2004) and
Dominguez et al. (2010). The native parasitoids D. crawfordi and O. hirtus were provided by
the Biological Control Laboratory, where they are reared on A. ludens larvae for more than
100 generations following the protocols reported by Cancino et al. (2009).

2.3 Determination of host suitability

This experiment was performed separately for each parasitoid species using Hawaii type
cages (27 x 27 x 27 cm, Wong & Ramadan 1992) in which 30 adult, sexually mature (five
days old) parasitoid couples were placed and fed with honey and water. Different numbers
and proportions of Anastrepha larvae (A. obliqua at eight days and A. ludens at nine days of
age) mixed with yeast and corn diet (see Dominguez et al. 2010) were exposed to the caged
parasitoids after the larvae were placed in Petri dish lids (5.5 cm diameter and a depth of 0.9
cm for the D. crawfordi and 0.3 cm for the O. hirtus parasitoids) covered with a thin fabric.
The exposure duration was three hours. The treatments were as follows: 1) the exposure of 90
A. obliqua larvae and 90 A. ludens larvae in separated cages, 2) the exposure of 45 A. obliqua
larvae and 45 A. ludens larvae inside the same cage but in different Petri dishes, which were
rotated to avoid any positional bias, and 3) the exposure of 45 A. obliqua larvae and 45 A.
ludens larvae mixed inside the same cage and in the same Petri dish. For each Anastrepha

species, the control consisted of 90 larvae that were not exposed to parasitoids but were
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maintained under the same experimental conditions as the larvae in the treatments. Ten
replicates were performed for each treatment.

To determine which larvae species experienced greater parasitism activity by the
female parasitoids within the same experimental arena (treatment 2), 10 Anastrepha pupae of
each species per replicate were collected 72 hours after larval exposure. Using a stereoscopic
microscope (Discovery V8, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), we obtained the number of
oviposition scars (a dark and melanised point on the puparium) per pupa following the
methods of Montoya et al. (2000, 2011), and dissect the pupae with fine point tweezers and
entomological need to quantify the number of immature parasitoids (eggs and/or first instar
larvae) inside the pupae.

The following parameters were determined: percentage of emerged and unemerged
parasitoids, sexual proportion of adult parasitoids, percentage of dead Anastrepha larvae (72
hours after exposure), percentage of “dry” pupa (i.e., not containing a fly or parasitoid), and
percentage of flies that were emerged and unemerged.

2.4 Statistical analysis

The effects of the treatments on the percentages of larvae that died, flies that emerged and
pupae that dried up were analysed using analysis of variance (ANOVA), and the means were
compared using Tukey’s test (p < 0.05). The relationship between the number of oviposition
scars per pupa and the number of immature parasitoids per pupa was determined with a
simple linear regression. The analyses were performed using the statistical software

Statgraphics Centurion XV (Statgraphics 2008).
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3. RESULTS

3.1 Host suitability

Opius hirtus. In all the treatments, adult parasitoids emerged from the A. ludens but not from
the A. obliqua insects exposed to the parasites as larvae (Table 1).The sexual proportion
favoured female parasitoids in all the treatments: 0.72 when the larvae were exposed in
different cages (treatment 1), 0.63 when the larvae were exposed in different Petri dishes but
in the same cage (treatment 2) and 0.79 when the larvae of both species were exposed in the
same Petri dish (treatment 3). The percentages of unemerged formed flies in the dissected
pupae were significantly higher for A. obliqua than for A. ludens in all the treatments (Table
1), with the following statistics for treatments 1, 2 and 3, respectively: F;15 = 12.38, P =
0.002; Fy 15 = 24.22, P = 0.0001; and F;15 = 9.74, P = 0.0059. The percentages of emerged
flies were also significantly higher for A. obliqua in all the treatments (Table 1): F; 15 = 11.76,
P =0.003; Fy 15 = 22.92, P = 0.0001; and F; 15 = 15.03, P = 0.081 for treatments 1, 2 and 3,
respectively. The percentages of dried up parasitoid pupae did not show any significant
difference between the Anastrepha species for treatments 1 (Fy 15 = 1.181, P = 0.194) and 2
(F118 = 3.14, P = 0.081) but did differ significantly for treatment 3 (F1 15 = 18.44, P = 0.0004)

(Table 1).



Table 1. Average (+ SD) percentages of emerged parasitoids, emerged flies and dead larvae; unemerged parasitoids,

unemerged flies and dried parasitoid pupae of Anastrepha obliqua and A. ludens exposed as larvae to Opius hirtus

parasitoids.
0) 1 0
Emergence (%) Dead larvae Pupae without emergence (%)
Treatments Parasitoids Flies (%0) FO”T'eP' Formed flies Dried up
parasitoids pupae (%)
Separate exposure
A. obliqua - 63.66 + 2.74a  7.66 + 1.31a - 18.77 +4.18a 9.88 + 1.94a
A. ludens 28.00+3.99 43.00+5.36b 9.00+2.18a 2.44 + 0.67 3.11+151b 14.44+2.76a
Different dishes in
the same cage
A. obliqua - 63.23+6.69a 8.53 + 3.82a - 24.31+4.69a 3.91+2.76a
A. ludens 50.09+5.75 2547 +4.16b 6.11+2.74a 6.94 +0.94 1.09+0.44b 10.22 +2.02a
Mixed inside the
same dish
A. obliqua - 68.66 + 7.03a 12.66 + 3.64a - 18.66 +5.23a  0.00 + 0.00a
A. ludens 43.33+6.30 30.66+6.82b 5.33+2.77a 7.33+3.05 200+ 1.01b 11.33+2.53b
Control
A. obliqua - 91.33+2.92 0.44 +0.18 - 7.11+2.57 1.11+0.52
A. ludens - 95.57 +1.16 0.00 + 0.00 - 442 +1.16 1.35+£0.23

Means within columns and larval exposure treatments followed by different letters are statistically different by ANOVA and Tukey tests (P <

0.05).
SD, standard deviation
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Doryctobracon crawfordi. In all the treatments, the adult parasitoids emerged from the A.
ludens but not the A. obliqua insects that were exposed to the parasites as larvae (Table 2).
The sexual proportion slightly favoured male parasitoids in all the treatments: 0.47 for the
larvae exposed in different cages (treatment 1), 0.41 for the larvae exposed in different Petri
dishes but in the same cage (treatment 2) and 0.49 when the larvae of both species were
exposed in the same Petri dish (treatment 3). The percentages of formed unemerged flies in
the dissected pupae were significantly higher for A. obliqua than for A. ludens in all the
treatments (Table 2), with the following statistics for treatments 1, 2 and 3, respectively: F 15
= 357.84, P < 0.0001; Fy38 = 29.01, P < 0.0001; and Fj;3 = 26.51, P < 0.0001. The
percentages of emerged flies did not differ significantly between the Anastrepha species for
treatment 1 (F1 15 = 0.08, P = 0.7727) but were significantly higher for A. obliqua in the other
two treatments (Fy 15 = 4.44, P = 0.0493 for treatment 2 and F; 15 = 16.86, P = 0.0007 for
treatment 3) (Table 2). The percentages of dried up parasitoid pupae were significantly
different between the Anastrepha species in treatment 1 (F115 = 9.24, P = 0.0070) and were
similar in treatments 2 (F113 = 0.05, P = 0.8134) and 3 (F11s = 0.16, P = 0.6913) (Table 2).

The percentages of dead larvae were similar for both species in all the treatments (Table 2).



Table 2. Average (+ SD) percentages of emerged parasitoids, emerged flies and dead larvae; unemerged parasitoids,
unemerged flies and dried parasitoid pupae of Anastrepha obliqua and A. ludens exposed as larvae to Doryctobracon

crawfordi parasitoids.

Emergence (%) Pupae without emergence (%)

Dead larvae
Treatment Parasitoids Flies (%0) FO”T'Q?' Formed flies Dried up pupae
parasitoids (%)
Separate exposure
A. obliqua - 1488 +2.05a 2.22+1.49a - 55.88 +2.78a  27.00 + 3.05a
A. ludens 57.11+5.23 16.00+3.18a 244+114a 6.00+x144 1.77x0.64b  16.66+1.48b
Different dishes in
the same cage
A. obliqua - 23.32+6.19a 7.88+4.6la - 52.09+9.18a 16.69 + 7.07a
A. ludens 58.89+3.94 9.20+255b 0.85%+0.43a 13.93+3.97 227+1.11b 14.89 + 2.57a
Mixed inside the
same dish
A. obliqua - 35.33+4.77a 8.66 +4.10a - 42.00+7.63a  14.00 +9.29%a
A. ludens 59.33+7.27 8.00%x4.64b 2.00x1.42a 10.66+2.66 2.00+£1.42b 18.00 + 3.44a
Control
A. obliqua - 91.33+2.92 0.44 +0.18 - 7.11+2.57 1.11+0.52
A. ludens - 95.57 +1.16 0.00 + 0.00 - 442 +1.16 1.35+0.23

Means within columns and larval exposure treatments followed by different letters are statistically different by ANOVA and Tukey tests (P <

0.05).
SD, standard deviation
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3.2 Oviposition scars and immature parasitoids per pupa

Opius hirtus. A significant relationship was observed between the number of parasite
oviposition scars on the A. ludens pupae and the number of immature parasitoids in the pupae
(P < 0.001, R? = 30.58). However, the relationship between oviposition scar numbers and the
number of immature parasitoids was not statistically significant for the A. obliqua pupae (P =
0.94, R*=0.004) (Figure 1). Of all the A. ludens pupae examined, 92% showed scars, with a
mean of 4.18 scars per pupa, and 80% carried first-instar larvae (98% viable and 2% not
viable). For the A. obliqua pupae, 81% showed scars, with a mean of 3.11 scars per pupa, but
only 34% carried immature parasitoids (68% encapsulated eggs and 32% melanised first-
instar larvae) (Table 3).

Doryctobracon crawfordi. A significant relationship was observed between the number of
parasite oviposition scars on the A. ludens pupae and the number of immature parasitoids
inside the pupae (P < 0.001, R? = 16.27), but a similar relationship in A. obliqua pupae was
not significant (P = 0.08, R® = 2.95) (Figure 2). For the A. ludens pupae, 94% showed scars
with a mean of 4.77 scars per pupa, and 83% carried first-instar larvae (98% viable and 2%
not viable). In A. obliqua, 95% showed scars, with a mean of 4.85 scars per pupa, but only
35% had immature parasitoids (91% melanised first-instar larvae and 9% encapsulated eggs)

(Table 3).
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Table 3. Average (+ SD) percentage of Anastrepha pupae with scars, immature parasitoids

and number of scars per pupa after exposure of Anastrepha obliqua and A. ludens larvae to

adult parasitoids of Opius hirtus or Doryctobracon crawfordi.

A. obliqua A. ludens

Opius hirtus

Pupae with scars (%) 81.00 + 6.22a 92.00 +2.19a
Pupae with immature stages (%) 34.00 £ 6.35a 80.00 £5.16b
Scars per pupae (<) 3.11 + 0.66a 4,18 +£0.48a
Doryctobracon crawfordi

Pupae with scars (%) 95.0 £ 02.23a 94.00 + 2.21a
Pupae with immature stages (%) 35.00 £ 9.45a 83.00 +4.98b
Scars per pupae (<) 4.85 + 0.61a 4,77 + 0.49a

Means within rows followed by different letters are significantly different by Tukey’s test (P < 0.05).

SD, standard deviation

Immatures

Number of scars

Figure 1. Relationship between the number of scars and the number of immature
O. hirtus parasitoids per pupa of A. ludens (a) and A. obliqua (b) exposed to the parasitoids as
larvae in different Petri dishes within the same cage.
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Immatures

Number of scars

Figure 2. Relationship between the number of scars and the number of immature
D. crawfordi parasitoids per pupa of A. ludens (a) and A. obliqua (b) exposed to the
parasitoids as larvae in different Petri dishes within the same cage.

4. DISCUSSION

The results of this study indicate that the progeny of O. hirtus and D. crawfordi could not
complete their development during the larva—pupa period of A. obliqua. Nevertheless, the
female parasitoids of these species laid their eggs in the A. obliqua larvae at reduced rate
compared with the eggs laid in the larvae of A. ludens. Several studies (e.g., van Alphen &
Janssen 1982; van Alphen & Vet 1986; Mohamed et al. 2003) have indicate that braconid
females only lay their eggs in suitable hosts and reject inappropriate ones, whereas other
studies (e.g., Ramadan et al. 1994; Messing & Ramadan 2000; Ero et al. 2010) have shown
that certain braconids also oviposited in unsuitable hosts .

When dissecting the A. obliqua pupa, we observed a high percentage of encapsulated
and melanised eggs (68% for O. hirtus and 9% for D. crawfordi) and first-instar larvae that
had hatched but died (32% for O. hirtus and 91% for D. crawfordi), which revealed the poor
host suitability of this fruit fly species. Encapsulation is a typical immunological reaction of
host insects in response to parasitoid attacks (Mohamad et al. 2003; Bokonon-Ganta et al.
2005). In this process, eggs are suffocated by the formation of a capsule from plasmocytes
around foreign bodies, causing a hardened capsule (Bernal 2007; Carton et al. 2008).

According to Ramadan et al. (1994), the eggs suffer encapsulation because the host is not a
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natural one, and therefore, an immune response is triggered in the presence of a component
foreign to the host. We considered eggs with dark, thick walls to be encapsulated, as
described by Ero et al. (2010), and dead first-instar larvae were occasionally readily visible
inside these capsules.

The encapsulation and melanisation of the immature parasitoids could also be
responsible for the large number of unemerged A. obliqua adults (or half-emerged) because
these mechanisms require considerable energy to surround the invading organism with
multiple layers of plasmocytes (Strand & Pech 1995). This process affects the normal
development of metamorphosis and manifests as failure of those adults to emerge. Ramadan
et al. (1994) also reported a significant number of unemerged flies because of the parasitism
of B. dorsalis larvae by D. tryoni. In contrast, for A. ludens, in more than 80% of the pupae
parasitised by either parasitoid species, 98% of the first-instar larvae were alive, and just 2%
had died from unknown causes. According to Pemberton and Willard (1918), most eggs of
fruit fly parasites hatch in suitable hosts, as occurred in the present study in the parasitised A.
ludens larvae.

One of the questions we sought to answer was whether O. hirtus and D. crawfordi
females showed a preference for or were capable of differentiating between A. obliqua and A.
ludens larvae during egg laying because these species co-occur in the same habitat (Aluja et
al. 1990; Montoya et al. 2000). In the present study, significant differences were not observed
in the level of attack (i.e., the percentage of pupae with oviposition scars, and the average
number of scars per pupa) experienced by the larvae of the two species. However, in the case
of the parasitised pupae, (i.e., pupae with immature parasitoids inside), the situation was
different, with a much lower percentage of A. obliqua than A. ludens parasitised. This result
also suggests that A. obliqua larvae are not a suitable host for O. hirtus and D. crawfordi

parasitoids, which was indicated by the high percentage of females of these parasitoids
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species who did not lay their eggs in most of the A. obliqua larvae (= 60%) into which they
inserted their ovipositor. These results differ from those reported by Messing and Ramadan
(2000) and Ero et al. (2010), who reported that D. tryoni and D. kraussii females,
respectively, do not have the capacity to discriminate between suitable and unsuitable hosts
for the development of their progeny, finding extremely high percentages of egg
encapsulation in unsuitable hosts.

Our results suggest that parasitoid females also showed good ability to discriminate
among conspecifics when introducing their ovipositor into previously parasitised larvae.
When attacking A. ludens larvae, only 9% of the larvae parasitised by O. hirtus and 3% of the
larvae parasitised by D. crawfordi contained more than one parasitoid larva, even though
these pupae showed more than one or two oviposition scar on their surface. These findings
indicate that females did not choice to lay eggs in most already parasitised larvae by
conspecifics. The above pattern was stronger in the case of A. obliqua. These observations are
consistent with those reported for D. crawfordi by Ayala et al. (2014), who concluded that
superparasitism is not an adaptive strategy in this species. The present observations are also
partially consistent with those reported by Montoya et al. (2003), who observed an
intermediate capacity of the braconid D. longicaudata to discriminate hosts previously
attacked by conspecifics.

Our findings are inconsistent with those of a large number of field surveys (Aluja et al.
1990; Ldpez et al. 1999; Avrias et al. 2003; Hernandez-Ortiz et al. 1994; Sivinski et al. 2000)
that reported the emergence of O. hirtus and D. crawfordi from A. obliqua pupae. Certain
factors may explain this inconsistency. First, a previous or simultaneous attack on A. obliqua
larvae by another parasitoid such as D. longicaudata, which has been reported to carry an
entomopoxvirus that damages the immune system of the host, may promote the development

of O. hirtus and D. crawfordi, as reported by Ramadan et al. (1994) for the emergence of D.
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tryoni from B. dorsalis. A second potential explanatory factor is a possible confusion
regarding the host from which these parasitoids emerged because A. ludens and A. obliqua
can simultaneously attack host fruits such as mango and emerge as adults from them (see
Diaz-Fleischer & Aluja 2003; Montoya et al. 2000). To validate these potential explanatory
factors, it is necessary to generate the appropriate empirical evidence because there are
multiple factors in the field associated with the tritrophic relationship among host, herbivore
and entomophage, creating relations that are not easy to elucidate (e.g., Vet & Dicke 1992).
Based on our results, we can conclude that the larvae of the studied fruit fly species
showed contrasting suitability conditions for the development of O. hirtus and D. crawfordi
immature stages, and that A. obliqua larvae do not represent a natural host for either parasitoid
species. These findings may improve the use of these natural enemies in the development of
biological control programs against economically important fruit flies of the Anastrepha

genus.
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Considerac®es finais

Para se obter sucesso na criacdo de D. brasiliensis em larvas de A.
fraterculus, com vista a criacdo massal, para ser utilizado em programas de controle
bioldgico aplicado de A. fraterculus, deve-se proceder da seguinte forma:

- oferecer larvas de A. fraterculus de 3° instar;

- por um periodo de 12 horas;

- em uma proporcao de 15 larvas por fémea,;

- 0s adultos devam ser alimentados com solucéo de mel a 20%, e;

- devem ser mantidos em temperaturas de 20 a 22°C.

Para se obter maiores taxas de emergéncia, porcentagem de parasitismo,
capacidade de vbo e sobrevivéncia, com vista a criacdo massal dos parasitoides
nativos das Américas (U. anastrephae e C. haywardi) para o controle biolégico de A.
obliqua deve-se proceder da seguinte forma:

- ofertecer larvas de seis dias de A. obliqua para a criagdo de U.
anastrephae e pupas de 1 a 4 dias para a criagao de C. haywardi.

Ficou evidente que larvas de A. obligua ndo sdo hospedeiros naturais e
também ndo sdo adequados para a multiplicagdo dos parasitoides nativos O. hirtus e
D. crawfordi, apesar de que estas espécies ocorrem em simpatria.

E tendo em vista que a criacdo massal de parasitoides de moscas-das-frutas

€ um elemento indispensavel para o estabelecimento de um programa de controle
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bioldgico destas pragas, os resultados deste trabalho auxiliardo futuros programas

de manejo de moscas-das-frutas em diferentes regides.
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