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Desempenhoreprodutivo de NasoniavitripennisWalker (Hymenopter a: Pteromalidae) em
pupascrioconser vadas de Chrysomya megacephala Fabricius(Diptera: Calliphoridae):
avaliacdo preliminar

Reproductive performance of Nasoniavitripennis Walker (Hymenoptera: Pteromalidae) on Chrysomya
megacephala Fabricius(Diptera: Calliphoridae) cryopreserved pupae: preliminary evaluation

ElianeMariaVieraMilward-de-Azevedo' Ivan Serafin® ElianeM attosPiranda®
ClaudiaCrigtinaGulias-Gomes*

RESUMO

Avaliou-se o desempenho reprodutivo de Nasonia X

vitripennis Walker (Hymenoptera: Pteromalidae) em pupas
de Chrysomya megacephala Fabricius (Diptera:
Calliphoridae) previamente armazenadas a - 20°C de
temperatura, durante 77 dias, com e sem passagem prévia
em nitrogénio liquido (NL) por um, trés e 15 minutos. O
grupo controle foi caracterizado por pupas hospedeiras
frescas. Os muscoides foram expostos aos parasitéides durante
72 horas. Utilizou-se a relagdo de uma pupa muscéide por
fémea parasitéide. A amostra de pupas frescas permitiu a
emergéncia de 15 parasitéides/ pupa, em média, enquanto
10 parasitéides / pupa emergiram dos espécimens prévia e
diretamente armazenados em freezer (-20°C). Observou-se
um acentuado decréscimo do desempenho reprodutivo dos
microhimenopteros que exploraram os substratos previamente
submetidos ao NL durante um, trés e 15 minutos (X: 6,1; 5,5
e 5,7, respectivamente). A disseca¢do das pupas hospedeiras
revelou um expressivo nimero de pteromalideos imaturos,
nas amostras que foram expostas ao NL, e de adultos faratos,
em todos os tratamentos.

Palavras-chave: Chrysomya megacephala, controle
biol6gico aplicado, criobiologia,
crioconservagao, Nasonia vitripennis.

ABSTRACT

The reproductive performance of Nasonia
vitripennis Walker (Hymenoptera: Pteromalidae) was
evaluated on pupae of Chrysomya megacephala Fabricius
(Diptera: Calliphoridae) kept at -20°C, during 77 days, with
and no previous passage for liquid nitrogen (NL) by one,

three and 15 minutes. Control groups were characterized for
fresh pupae hosts. There was one pupa for each parasitoid.
The sample of fresh pupae exhibited average of 15 emergent
parasitoids / pupa while pupae stored directly at freezer
(-20°C) presented an average of 10 emergent parasitoids /
pupa. In the samples exposed at one, three and 15 minutes in
NL, accentuated decrease was observed on emergent
hymenopterans reproductive performance (X: 6.1; 5.5 and
5.7 respectively). The dissection of pupae revealed a large
number of immature pteromalid in the groups with liquid
nitrogen passage and farate adults in all the groups.

Key words: Biological control, Chrysomya megacephala,
cold storage, cryoconservation, Nasonia
vitripennis.

INTRODUCAO

A utilizacdo de microhimendpteros
pteromalideos, inimigos naturais de muscéides de
i nteresse médi co-veterinério e sanitério, é considerada
uma alternativa eficiente e ecol6gica no mangjo de
vetores (PICKENS & MILLER, 1978; PETERSEN &
PAWSON, 1988; CARDOSO & MILWARD-DE-
AZEVEDO, 1996). Duranteaimplantacéo de programas
de controle, acriagdo de parasitoides em larga escala
caracteriza-se como uma etapa fundamental e,
enquanto dietas artificiais ndo forem comercialmente
disponibilizadas, seré exigida a obtencdo de um
expressivo nimero de hospedeiros preferenciais ou
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alternativos num reduzido intervalo de tempo. O
armazenamento de hospedeirosem temperaturasbaixas
e/ou ultrabaixas tem viabilizado e racionalizado a
criagcéo e utilizagdo de biocontroladores em tempo
oportuno (PICKENS& MILLER, 1978; PETERSEN &
PAWSON, 1988). A crioconservagdo inclui, também, o
beneficio de inviabilizar o hospedeiro, eliminando o
risco daevasio de vetores biol 6gicos potencialmente
viaveis, durante sua manipulagdo (PICKENS &
MILLER, 1978; PETERSEN, 1986; MILWARD-DE-
AZEVEDO & CARDOSO, 1996 € 1998). Entretanto, as
modificagdes morfofisiol dgicas, fisicas e bioquimicas
determinadas pel o processo de congel amento reduzem
0 desempenho reprodutivo de algumas espécies de
pteromalideos (ROTH et ., 1991; MILWARD-DE-
AZEVEDO & CARDOSO, 1996).

A velocidade de congelamento € um dos
fatores determinantes da taxa de conservagéo
subseqiiente de células e tecidos. O grau de
interferénciavariaconformeotipo celular. Sabe-seque
0 congelamento ultrargpido induz a formagéo de
cristaisde gelo menores, 0 que minimizaaformacao de
injarias. Hipoteticamente, a exposi¢éo de pupas
muscoi des em nitrogénio liquido (NL) seriacapaz de
proporcionar uma velocidade de congelamento
adequada ao substrato que, posteriormente, seria
disponibilizado as vespas matrizes; no entanto, asua
utilizag&o potencial como local de estoque, em
producbes em larga escala, elevaria os custos
operacionais. Ponderando sobre esta limitacgéo,
decidiu-se testar a performance reprodutiva de
Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera:
Pteromalidae) em pupasde Chrysomya megacephala
(Fabricius) (Diptera, Calliphoridae) previamente
submetidas ao congelamento em NL, durante reduzidos
intervalos de tempo, antes do armazenamento em
freezer regulado a—20°C.

MATERIAL E METODOS

Os materiais e métodos empregados
durante o estabelecimento e a manutencéo dos
estogues e 0 manusei o das amostras experimentais de
C. megacephala e de N. vitripennis foram descritos
por SANTOSet al. (1998) e CARDOSO & MILWARD-
DE-AZEVEDO (1996), respectivamente. Visando a
manutencdo ininterrupta do estoque de N.
vitripennis, durante o ano, pupas muscoides
previamente armazenadas em freezer (-20°C) também
foram utilizadas como substrato de criacdo do
parasitéide.

A massa corporal média das pupas
hospedeiras com cerca de 24 horas de idade, e

pertencentes a 6% 82 geracao, foi registradaem lotes (9
pupas/ lote). Os valores obtidos, para esta variavel,
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
ao teste de Tukey-Kramer, ao nivel de 5% de
significancia.

Logo apds o registro damassa corporal, as
amostras foram acondicionadas em recipientes
(criogenic vials®) com capacidade de 5 ml, expostas
ao nitrogénio liquido (NL) - faseliquida- durante 1, 3
e 15 minutos e, sucessivamente, transferidas para
um freezer regulado a—20°C, ondeforam armazenadas
por 77 dias. Paralelamente, lotes de pupas hospedeiras
foram diretamentetransferidos parao freezer semprévia
exposicdo ao NL. O tratamento controlefoi constituido
por pupas muscoéides ndo congeladas (frescas),
oriundas do mesmo estoque.

A exposi¢ao sincronica de pupas frescas e
pupas previamente crioconservadas ao parasitoidismo
foi realizada, sob condig¢desdelaboratério, durante 72
horas, assumindo-se a relagdo de uma pupa: fémea
parasitdide, disponibilizadas em recipientes de vidro
transparente com 600ml de capacidade. Utilizaram-se
9 muscoides por lote e 3 lotes por tratamento. As
fémeasmatrizesde N. vitripennis, com até 24 horasde
idade, pertenciam a362geracdo. O material foi mantido
em condic¢des de laboratério. A emergéncia de
microhimendpteros foi monitorada até 20 diasap6sa
emergéncia do primeiro espécimen. As observagdes
foram diarias. Ap0Gs este periodo, os puparios
muscoides foram dissecados e quantificou-se o
nimero total de parasitoéides imaturos e/ou adultos
remanescentes.

Durante o periodo experimental, a
temperatura e aumidade relativa do ar no laboratorio
oscilaram entre 19 a32°C e 32 a82%, respectivamente.
N&o houve controle da luz. Os valores relativos as
proles parasitéides foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e ao teste de Dunnett de
Comparagao MUltipla, ao nivel de5% designificancia
Testes preliminaresindicaram que osval oresrelativos
a contagem dos insetos ndo exigiam transformagao
para o emprego das analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A emergéncia dos microhimenopteros
ocorreu no intervalo de 12 a 15 dias apds o inicio da
exposicdo das pupas viaveis e inviabilizadas de C.
megacephal a ao parasitoidismo. O niimero expressivo
defémeasde N. vitripennis observado nas progénies
oriundas de pupas muscoi des previamente submetidas
a baixas temperaturas (Tabela 1) foi constatado em
outrosexperimentos (KLUNKER & FABRITIUS, 1992;
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Tabela 1 - Desempenho reprodutivo de fémeas de Nasonia vitripennis expostas, em laboratério, a pupas de Chrysomya megacephala frescas €
previamente armazenadas em baixa e ultrabai xas temperaturas, sob condicdes experimentas

Parasitéides adultos Perasitéidesimaturose PuBrios Massa cormoral das
emergentes’ pupério adultos faratos/ pupério Adultos h paei . h r;'oras ( )E’ff—,pas
= hospedeiro! hospedeiro dissecade? faraos  OFPed < Ospedeiras (mg
Condicao de Ao com Razéo
armazenamento Intevalo hp pafd o parasitéides  sexud®
X +s de X ss Intervalo de CS'(OOZ[) pré-emergentes X +s Intervalo de
= 9% = 9% 120X 0, = 9Sx 1 a0
Vaiago Variaggo (%) Variagdo
Laboratério 153+26a 11,7204 13,6+1,7 325 99,3 92,6 0,37 55,88+ 0,36a 54,70-56,90
(=pupas frescas)
-20°C 100+18a 6,7-130 9,9+1,0 323 92,9 77,8 0,73 56,76+ 1,17a  54,50-60,80
NL 1 minuto® 6,1+31bc 18122 104+13 2-19 80,8 66,7 0,63 56,40+ 0,77a 54,10-58,90
NL 3 minutos® 5,5+ 0,7 bc 4,4-6,9 9,4+ 0,9 4-18 84,0 63,0 0,76 5504+ 1,04a 5210-57,70
NL 15minutos®  57+09bc 4,071 10,324 2-17 72,8 4.4 0,77 54,68+0,8la 52,30-56,60

! Médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si pelo teste Dunnett de Comparac& Mliltipla ao nivel de 5% de significancia. Os pardmetros
(médias eintervalos de variagao/ repeti¢des) foram contabilizados a partir do niimero total de hospedeiros amostrados (9 pupas hospedeiras/ repeticio

x 3/ tratamento).
2 (ANOVA F=1,146; P=0,3898, considerado ndo significante)
3 Razo sexud = fémeas/ fémeas + machos

“Massa corporal registrada em lotes, 24h apds a pupariagio e imediatamente anterior a0 armazenamento em baixa e ultra-baixas temperaturas
® Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre s pelo teste Tukey-Kramer ao nivel de 5% de significancia.
© Espécimens a ocados em nitrogénio liquido e posteri ormente transferi dos para o freezer

MILWARD-DE-AZEVEDO & CARDOSO, 1996).
SegundoKLUNKER & FABRITIUS(1992), actimizacéo
da producéo de parasitéides em larga escala, a partir
de pupas crioconservadas, compensa a desproporcao
sexual, pois, espéciegregaria, asfémeasvirgensdeN.
vitripennis sdo arrenétocas.

Pupas muscéides frescas permitiram, em
média, a emergéncia de 15 parasitoides por pupério
(Tabelal), vaor inferior ao registrado em experimentos
anteriores(CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO,
1995). Entretanto, nesta amostra, 0S puparios
distinguiram um ndimero expressivo de pteromal ideos
faratos, durante a dissecagdo (Tabela 1), sugerindo
gueareducdo dataxade emergénciade N. vitripennis,
durante o periodo de monitoramento, foi influenciada
pelas condi¢des climéticas (aumento da nebul osidade
ambiental). As condicOes climéticas atuantes durante
o0 periodo experimental também podem ter contribuido
paraadiminuic¢éo davelocidade de desenvolvimento
dos espécimens. Por outro lado, a interrupcéo do
desenvolvimento pés-embrionério, numafracéo mais
ou menos acentuada, em proles de N. vitripennis, é
amplamente destacada pela literatura (vide revisdo
MILWARD-DE-AZEVEDO & CARDOSO, 1998).
Admite-se ainda que a exposi¢do ao parasitoidismo
durante o periodo de 72 horas, utilizando-se arelagéo
de 1 fémea parasitéide : 1 pupario hospedeiro, pode
ter provocado aexploragdo intensivados hospedeiros,
acarretando um  superparasitoidismo e,
consequentemente, incrementando a taxa de

mortalidade deimaturos. A hip6tese de que aadaptagdo
de estoques de insetos as condigdes de cativeiro
potencializariaadiminuicao dacapacidade reprodutiva
das imagos poderia ser introduzida nesta discussao
(BARTLETT, 1985). Entretanto, de acordo com
investigacOes prévias, estoques de N. vitripennis
podem manter um desempenho uniforme por cercade
60 geracBes(MOREIRA et al., 1996).

Nos tratamentos submetidos ao NL por 1,
3 e 15 minutos, o nimero de parasitéidesimaturos e
adultos faratos encontrados no interior dos pupérios
foi superior ao nimero de adultos que emergiram
durante o intervalo de observacdo preestabel ecido
(63,0; 63,1 e 64,4% da progénie total,
respectivamente); 19,2, 16,0 e 27,2% de espécimens,
nestas amostras, foram caracterizados como imaturos.
Estes percentuais sugerem que a qualidade
nutricional do substrato como fonte de alimentacdo
éinsatisfatéria.

As pupas muscoéides al ocadas diretamente
em freezer viabilizaram a emergéncia de um maior
nimero de microhimendpteros. O nimero médio de
imaturos no interior destes puparios foi, inclusive,
menos expressivo, sugerindo-o, entre os substratos
crioconservados, como 0 mais favoravel ao
desenvolvimento da espécie (Tabela 1). Porém, a
dispersdo dos valores obtidos em torno da média
apresentou-se elevada (Tabela 1); assim, o contraste
entre este tratamento e os a ocadosem NL n&o revelou
diferencassignificativas (g<2.890; P>0,05).

CiénciaRural, v.34,n.1, jan-fev, 2004.
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A dissecacdo de 7,4; 22,2; 33,3; 37,0e55,5
% de pupas frescas e previamente submetidas abaixa
e ultrabaixas temperaturas (NL: 1, 3 e 15 minutos),
respectivamente, ndo caracterizou a presenca de
parasitoides imaturos e/ou adultos faratos. Nao
ocorreu emergéncia de muscdides no lote de pupas
viaveis expostas ao parasitoidismo.

MAZUR & CHU (1972), aoinvestigarem 0s
efeitos do processo de congelamento em células de
macro-organismos, observaram que atransferéncia
do material de um ambiente a —196°C para—75°C e,
posteriormente, para 5°C, ndo afetou a viabilidade
celular. No entanto, destacaram que, na passagem
intermediaria pela temperatura de — 40°C, as células
sofreram inativag@o mais répida do que aguelas
armazenadas diretamente a —40°C. Os autores
ponderaram sobre o processo de recristalizacdo da
agua no interior da célula, promovendo maiores
injurias, quando o processo de congelamento répido
é seguido de descongelamento lento. E possivel quea
estocagem das pupas na temperatura de —20°C ap0s
sua passagem pelo NL, no presente bioensaio, tenha
funcionado como um processo de descongelamento
lento.

A massa corporal das pupas hospedeiras
com 24 horas de idade ndo diferiu entre os grupos
amostrados (Tabela 1). Conseqiientemente, ndo
influenciou os resultados.

RIVERS& DENLINGER (1995) sugeriram
gue a injecdo do veneno de N. vitripennis no
hospedeiro Sarcophaga bullata Parker (Diptera:
Sarcophagidae) alterao metabolismo lipidico dapupa.
Afirmaram ainda que aausénciado sincronismo entre
as modificacdes metabdlicas que se seguem ao
envenenamento e as fases de desenvolvimento das
larvas parasitoides reduzem o sucesso final do
parasitoidismo. As pupas expostas a baixas e
ultrabaixas temperaturas séo inviabilizadas e,
consequentemente, o seu metabolismo €interrompido.
Assim, como foi comentado anteriormente, areducao
dataxareprodutivade fémeas parasitdides criadasem
pupas congeladas pode estar, fundamental mente,
relacionada a indisponibilidade parcial de alimento
adequado ao desenvolvimento de seus imaturos; a
oferta qualitativa da dieta deve ser diretamente
dependente do grau de conservacdo das pupas.

Certamente ndo existe uma causa isolada
relacionada a adequagdo ainda insatisfatoria do uso
de pupas muscaides crioconservadas como substrato
de criagdo de N. vitripennis, e sim um complexo de
fatores interferentes. A perda do odor natural e a
desidratagdo das pupas hospedeiras, determinadas
pelo congelamento, por exemplo, ndo podem ser

propriedades subestimadas. A inclusdo de
crioprotetores, durante o armazenamento de espécimens
hospedeiros em baixas temperaturas e que demanda
maior complexidade metodol dgicaé, atualmente, matéria
deestudo (GULIAS-GOMES, 2000). Osresultados aqui
registrados, portanto, ndo sdo, em absoluto,
conclusivos. E inquestionavel que aadequagio deuma
metodol ogia eficaz, como expressaram KLUNKER &
FABRITIUS(1992), permitiriacriagbesem largaescala
mai s salubrese homogéness, 0 quegarantiria, inclusive,
a producdo de agentes controladores durante todo o
ano, atendendo as exigéncias populacionais de vetores
residentes nas regifes tropicais.
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