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Resumo

PINTO, Karina Jobim. Estratégias reprodutivas de Doryctobracon areolatus
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) relacionadas a copula e ao
parasitismo. 2018. 73f. Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) - Programa
de P6s-Graduacao em Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2018.

Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) € um
endoparasitoide cenobionte, nativo da regido Neotropical e possui como
hospedeiro preferencial, larvas de segundo instar do género Anastrepha, onde
sua eficiéncia de parasitismo pode chegar a 80% em condi¢Bes naturais. Nos
altimos anos estudos referentes a biologia e multiplicacdo foram realizados, no
entanto, ainda n&o existem pesquisas relacionadas a sua biologia reprodutiva.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi conhecer a biologia e o
comportamento reprodutivo relacionado a copula e oviposicado de D. areolatus,
utilizando-se como hospedeiro larvas de A. fraterculus. As criacbes de
manutencao dos insetos e a realizacdo dos experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Entomologia da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, Rio
Grande do Sul, sob condi¢cbes controladas de temperatura (25+2 °C), umidade
relativa do ar (70+10 %) e fotofase (12 horas). Foram realizados experimentos
para verificar a sequéncia de emergéncia entre machos e fémeas, verificando a
possivel ocorréncia de protandria em D. areolatus. Foram realizados
experimentos para verificar a influéncia da idade dos insetos na reprodugéo,
assim como a importancia da copula para a geracdo de descendentes, tempo
de duracédo da copula, verificacdo de ocorréncia de poligamia e monogamia na
espécie, além da observacao da frequéncia de cépula ocorrida durante 24h. Foi
comprovada a ocorréncia de protandria em D. areolatus, sendo a razdo sexual
de 0, 0,06, 0,62, 0,87, 0,98, 1,0, e 1,0 para o 19, 29, 39 49 59 g9 e 79 dias de
emergéncia, respectivamente, totalizando uma razéo sexual de 0,61. Casais
em que as fémeas sdo mais jovens, originam uma maior quantidade de
fémeas, tendo, portanto, uma maior razdo sexual. Fémeas virgens sO geram
descendentes machos, por partenogénese arrenétoca, diferentemente do que
ocorre com as fémeas acasaladas, onde geram machos e fémeas, sendo a
média de 30,4 para fémeas fecundadas e 14 para fémeas virgens, denotando
média muito maior do que as fémeas que ndo acasalaram, sendo a razao
sexual 0,63 para as fémeas fecundadas. Dentre as observacdes para a



determinacao de ocorréncia de poligamia e monogamia observou-se que 40%
do total dos machos acasalaram mais de uma vez, enquanto as fémeas
acasalaram uma unica vez. No entanto, de acordo com experimento que
verificou a frequéncia de coOpula durante 24h, observou-se que mesmo as
fémeas sendo monogéamicas, ocorrem multiplas copulas. O tempo de duracao
da 12 copula nao diferiu significativamente da segunda, embora exista uma
reducdo de 6,53 seg. D. areolatus possui as atividades reprodutivas durante o
periodo da fotofase, sendo considerada uma espécie diurna. Comparando a
frequéncia de copula e recOpula entre os casais, considerando a influéncia da
alimentacdo para o macho, observa-se que dentre os machos alimentados
somente na hora do pareamento, 60% nado copularam durante o periodo de
24h de observacédo. Dentre os machos alimentados previamente, ocorreram 57
tentativas de copula, enquanto nos machos alimentados durante o experimento
ocorreram 24 tentativas de cépula em um periodo de 24h de observacao.
Desta forma, os resultados deste trabalho contribuem para ampliar o
conhecimento béasico sobre a biologia reprodutiva de D. areolatus, visto que
conhecer as estratégias reprodutivas € importante para o estabelecimento de
um programa de controle biolégico.

Palavras-chave: protandria; controle biolégico; comportamento reprodutivo;

parasitoides de mosca-das-frutas



Abstract

PINTO, Karina Jobim. Reproductive strategies of Doryctobracon areolatus
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) for mating and parasitism.
2018. 73f. Dissertation (Master’s degree in Entomology) — Post-Graduation
program in Entomology, Biology Institute, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2018.

Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) is a
koinobiont endoparasitoid, native to the Neotropics and has the larvae of
second instar of the genus Anastrepha as preferred host, where its parasitism
efficiency can reach 80% under natural conditions. Recent studies have
investigated D. areolatus biology and multiplication; however, no studies have
assessed its reproductive biology. This study investigated the biology and
reproductive behavior of mating and oviposition of D. areolatus, using larvae of
A. fraterculus as hosts. The maintenance rearing and experiments were carried
out at the Laboratory of Entomology of Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
Rio Grande do Sul, Brazil, under controlled conditions of temperature (252 °C),
air relative humidity (7010 %) and a photophase of 12 hours. Experiments
were conducted to assess the sequence of male and female emergence as well
as possible occurrence of protandria in D. areolatus. We also determined the
influence of insect age on its reproduction as well as the importance of mating
on offspring, duration of mating period, occurrence of polygamy and monogamy
in the species, in addition to observation of mating frequency during 24 hours.
Protandria was confirmed on D. areolatus, with the sex ratio of 0, 0.06, 0.62,
0.87, 0.98, 1.0, and 1.0 for the 1st, 2nd 3d gt g5h gh and 7% days of
emergence, respectively, totaling a sex ratio of 0.61. Couples in which the
females are younger produce more female offspring with thus a higher sex ratio.
Virgin females only generate male descendants by arrenétoca parthenogenesis,
contrary to what occurs with the mated females, which produced males and
females. Fertilized females showed an average of 30.4 offspring with a sex ratio
of 0.63, while virgin females had an average of 14 offspring, all males.
Observations of polygamy and monogamy showed that 40% of males mated
more than once, while females mated only once. However, the mating
frequency during 24 hours showed that despite monogamous, females had
multiple copulations. The duration of the first copulation did not differ
significantly from the second with a reduction of 6.53 sec. D. areolatus has
reproductive activities during the photophase, considered a diurnal species.



Comparison of mating and re-mating frequencies between couples, considering
the influence of feed on the male, showed that among males fed only on pairing
time, 60% did not mate during the 24-hour period of observation. Among males
fed previously, there were 57 attempts to mate, whereas in males fed during the
experiment, there were 24 attempts for copulation in the 24-hour period of
observation. The results of this study contribute to improve the basic knowledge
of reproductive biology of D. areolatus, since knowing reproductive strategies is
important for a biological control program.

Key words: protandria; biological control; reproductive behavior; parasitoids of

fruit flies
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1 Introducgéo geral

O processo de reproducédo é responsavel pela geracdo de descendentes
e perpetuacdo das espécies, sendo que nos insetos em sua grande maioria €
do tipo sexuada, ou seja, machos e fémeas devem estar sexualmente maduros
para realizar a copula (GULLAN; CRASTON, 2007; WAJNBERG et al., 2008).
Alguns parasitoides himenépteros também podem se reproduzir de forma
assexuada, porém, nessas situacdes alguns estudos sugerem que fémeas séo
diploides e os machos haploides e, portanto, a geracdo de novas fémeas é
condicionada a ocorréncia de copula (WAJNBERG et al., 2008; FORBES et al.,
2010; MOYNIHAN; SHUKER, 2011).

Espécies com reprodugcdo sexuada utilizam diferentes estratégias
reprodutivas e dentre elas, a protandria. A mesma se caracteriza pelo fato dos
machos concluirem a maturacédo do aparelho reprodutivo antes das fémeas, e
como consequéncia 0s mesmos emergem antes das fémeas (FAIRBAIM;
PREZIOSI, 1994; FORBES et al., 2010). Diversos fatores estéao relacionados a
ocorréncia desse fenbmeno, como por exemplo, selecdo sexual, monogamia e
sinovigenia. A protandria pode ser classificada como sazonal, quando a
emergéncia dos machos ocorre alguns dias em relacdo as fémeas, ou diurna,
guando os machos emergem poucas horas antes das fémeas (FAGESETROM;
WIKLUND, 1982).

Para Moller (2004) tal estratégia pode ser considerada parte da selecéo
sexual, pois machos alimentados anteriormente estariam mais fortes e teriam
mais chances de vencer uma disputa pelo acasalamento e assim perpetuar
seus descendentes. Além disto, Morbey et al. (2012) consideram que a

protandria pode estar relacionada ao comportamento fisiolégico e a selecdo
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natural, visto que os machos ao emergir antes, estardo sujeitos a predacao,
alteracbes ambientais, disputa territorial e posteriormente quando as fémeas
emergirem, somente 0os machos sobreviventes e mais resistentes a essas
alteracdes poderéo realizar a copula.

Para Nasonia vitripennis (Walker, 1836) (Hymenoptera: Pteromalidae),
Moynihan e Shuker (2011) sugerem que o fendbmeno de protandria pode estar
relacionado ao processo de selecao sexual. Neste caso, as fémeas apds a
copula armazenam o0s espermatozoides na espermateca e quando sé&o
liberados ocorre a fecundacéo dos 6vulos, originando fémeas; caso ndo ocorre
fecundacdo apenas machos sédo gerados, por de partenogénese arrenétoca.
Para o parasitoide de mosca-das-frutas Aganaspis pelleranoi (Bréthes, 1924)
(Hymenoptera: Figitidae), ha ocorréncia de protandria com uma variacdo de um
dia de emergéncia, e verificando que fémeas virgens originam somente
machos como descendentes (OVRUSKI; ALUJA, 2002).

Para a espécie Cardiochiles nigriceps Viereck (Vinson, 1972)
(Hymenoptera: Braconidae), ocorre o fendbmeno de protandria sazonal, uma
vez que os machos emergem cerca de dois dias antes em relacdo as fémeas
(HIROSE; VINSON, 1988). O mesmo também ocorre em espécies de
Trichogramma, em que todas apresentaram comportamento de protandria
diurna, porém nessas espécies a variacdo € de apenas de algumas horas
(POMPANON et al.,1995). Wiklund e Fagerstrom (1977) sugerem a existéncia
de uma ligagcédo entre os fenémenos de protandria e monogamia. Esta relacdo
foi demonstrada na espécie C. nigriceps, em que as fémeas apresentam
carater de monogamia, com preferéncia por apenas um Unico parceiro
(HIROSE; VINSON, 1988).

Os termos monogamia e poligamia (esta ultima envolvendo poliginia e
poliandria) sdo baseados em comportamentos juntos aos parceiros sexuais,
considerando itens como numero de copulas de ambos 0s sexos durante um
determinado periodo, frequéncia dessas coOpulas, nimero de parceiros. A
monogamia ocorre com mesmo parceiro, enquanto na poligamia os parceiros
podem copular com varios individuos, sendo considerados comportamentos
contrarios. A poligamia pode ser de duas formas: a) poliginia, caracterizada
pelo fato de machos acasalarem com varias fémeas e estas acasalam com um

anico macho e b) poliandria quando ocorre exatamente ao contrario da poliginia
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(THORNHILL; ALCOCK, 1983).

Em fémeas monogamicas, apenas uma Unica copula pode ser suficiente
para originar descendentes de ambos 0s sexos, a exemplo de C. nigriceps e A.
pelleranoi (HIROSE; VINSON, 1988; RIDLEY, 1993; OVRUSKI; ALUJA, 2002).
Em fémeas poliandricas, copular com diferentes machos pode maximizar sua
reproducao, porém é considerado um comportamento raro (DOWELL e HORN,
1975; GORDH; DEBACH, 1978; THORNHILL; ALCOCK, 1983; RIDLEY, 1993;
WELLER, 1996; OVRUSKI; ALUJA 2002; BENELLI et al., 2012).

Diversos estudos relacionados a himendpteros descrevem que ha
reproducao dos parasitoides, a nutricdo da larva pode influenciar diretamente o
potencial reprodutivo da espécie (PRINCE, 1973; PAPAJ, 2000; GILLOT,
2003). Além da alimentacdo durante a fase larval, os parasitoides adultos
também necessitam de uma nutricdo adequada, principalmente as fémeas, as
quais requerem uma dieta eficiente, para assim ocorrer a producdo e
maturacdo de Ovulos ou maximizar a mesma (JERVIS, 2001; RIVERO et al.,
2001). Desta forma, definem-se como sinovigénicos, aqueles organismos cujas
fémeas necessitam ingerir proteinas e carboidratos logo apdés a emergéncia
para a producdo e maturagao de novos ovos (RIVERO; WEST, 2005). Fémeas
sinovigénicas utilizam diferentes fontes como reserva nutritiva para a
maturacdo dos odcitos, como por exemplo o fluido seminal que os machos
transferem no momento de cépula (GILLOTT, 2003; DOSSI; CONSOLI, 2010).
A dieta também € importante para a sobrevivéncia e longevidade dos adultos,
interferindo de forma direta nos parasitoides. Fémeas e machos de
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae)
sdo capazes de sobreviver por um periodo de até seis dias quando for
oferecido somente agua. Sivinski et al. (2006), também relatam que a
fertiidade e a producdo de 6vulos é reduzida quando o0s insetos ndo sao
alimentados. No caso dos machos que sdo mal alimentados ocorre a
diminuicdo do vigor para acasalamento e, desta forma a fémea se reproduziria
por partenogénese e consequentemente s6 poderia originar machos,
interferindo assim na razdo sexual dos descendentes.

Diferentemente do que ocorre nas espécies provigénicas, como a
espécie Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae), onde as

fémeas ja emergem com uma gquantidade fixa de ovos maduros e continuam
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produzindo-os ao longo de sua vida, destinando assim a nutricdo apenas para
a sua manutenc¢do no estagio adulto. Em raz&o dessa caracteristica, é exigido
das fémeas um controle no tamanho da prole, reduzindo o numero de
oviposicbes quando os suprimentos forem escassos (FLANDERS, 1950;
HEIMPEL; ROSENHEIM, 1998; PARKER; COURTNEY, 1984).

O numero de copulas, a frequéncia e a duragcdo das mesmas podem
interferir de forma direta na geracdo de descendentes. Estudos
comportamentais realizados por Ovruski e Aluja (2002) com a espécie A.
pelleranoi, demonstraram que a duracdo da coépula é crucial para a
determinacao da razdo sexual da populacdo descendente. De acordo com 0s
autores, fémeas que apresentaram curto periodo de coépula, ndo foram
fertilizadas, e como consequéncia geraram apenas machos. Nessas situacoes,
as fémeas sao chamadas de “pseudo” virgens (MATHEWS, 1975). Em
contrapartida, fémeas de Chelonus insularis (Cresson, 1863) (Hymenoptera:
Braconidae) podem realizar multiplas copulas, totalizando sete no periodo de
uma hora de observacdo (REZENDE et al., 1995).

Durante o processo de coOrte, os machos podem apresentar
comportamentos distintos, das quais s0 ird atrair ffmeas de mesma espécie,
evitando assim que ocorram casos de hibridizagdo com espécies proximas. O
comportamento durante a cérte € diverso e caracteristico de cada espécie,
assim como o periodo da mesma e a frequéncia (MAYR, 1973). Tal
comportamento vai desde a atracéo e o reconhecimento dos insetos através da
possivel liberacdo de feromdnios bem como pela vibracdo das asas dos
machos a espera pelo movimento de receptividade da fémea. Sendo que tais
comportamentos, possivelmente ocorrem de forma natural no meio ambiente,
denotando assim importancia de conhecer as estratégias que 0s mesmos se
utilizam para reproducéo (GILLOT, 2003).

Todos esses estudos despertam um interesse pela investigacdo das
estratégias de comportamento reprodutivo exibido pelos himendpteros, sendo
eles um importante aliado do controle biolégico. Dentre os himendpteros, os
parasitoides braconideos, sdo os principais agentes de biocontrole de moscas-
das-frutas, entre elas Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Tephritidae). Dentre o0s parasitoides destaca-se Doryctobracon areolatus

(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae), como um dos mais frequentes e
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abundantes parasitoides, distribuido principalmente nos Estados das regifes
Sudeste e Sul do Brasil, parasitando moscas-das-frutas em 21 espécies de
frutiferas (CANAL; ZUCCHI, 2000). D. areolatus é um endoparasitoide
cenobionte, considerado nativo da regido Neotropical e possui como
hospedeiros preferenciais larvas de segundo instar do género Anastrepha,
onde sua eficiéncia de parasitismo pode chegar a 80% em condi¢cbes naturais
(STUHL; SIVINSKI, 2015; GONCALVES, 2016). Estudos relacionados a
biologia, ecologia e multiplicacdo ja foram realizados (NUNES et al., 2012,
GONCALVES et al, 2018), no entanto, ainda n&o existem pesquisas
relacionadas a biologia reprodutiva de D. areolatus.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi conhecer as estratégias
relacionadas ao comportamento reprodutivo, incluindo cépula e ao parasitismo
da espécie de parasitoide de mosca-das-frutas D. areolatus. Tendo como
objetivos especificos: a) determinacao da ocorréncia de protandria e influéncia
da idade de machos e fémeas na geracdo de descendentes; b) biologia
reprodutiva e estratégias do comportamento reprodutivo e sua influéncia na
geracdo de descendentes. Estes estudos contribuirdo para o conhecimento
cientifico sobre a espécie. Posteriormente, conhecidas suas estratégias de
comportamento reprodutivo, juntamente com o estudo com biologia reprodutiva
desses parasitoides de moscas-das-frutas, torna 0 mesmo um elemento

adicional para o estabelecimento de um programa de controle biolégico.
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2 Artigo 1 - Ocorréncia de Protandria em Doryctobracon areolatus
(Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae) e suas Implicacdes no
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Resumo

A protandria € uma estratégia reprodutiva que consiste na emergéncia dos
machos antes das fémeas, podendo ser sazonal ou diurna. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a ocorréncia de protandria no parasitoide de moscas-
das-frutas Doryctobracon areolatus (Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae)
bem como a influéncia da idade do macho e da fémea no acasalamento e na
razdo sexual. Os experimentos foram realizados em condi¢cdes controladas de
temperatura (25+2°C), umidade relativa do ar (70£10 %) e fotofase (12 horas).
Para avaliar a ocorréncia da protandria, acompanhou-se a emergéncia de
machos e fémeas de D. areolatus. A partir da definicdo do ritmo de emergéncia
foram formados casais com diferenca de até 3 dias idades. Foi comprovada a
ocorréncia de protandria em D. areolatus, sendo a razdo sexual de O; 0,06;
0,62; 0,87; 0,98; 1,0; e 1,0 para o 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7° dia de emergéncia,
respectivamente, totalizando uma razdo sexual de 0,61. Casais em que as
fémeas sdo mais jovens, originam uma maior quantidade de fémeas, tendo,
portanto, uma maior razdo sexual. A constatacdo da protandria, como
estratégia reprodutiva de D. areolatus e sua influéncia na geracdo de
descendentes, contribui para ampliar o conhecimento basico sobre a espécie,
possibilitando a otimizacdo de criacdes em laboratdrio e posteriores liberacdes

em campo.

Palavras-chave: Controle biolégico, Parasitoide, Estratégia reprodutiva,

Biologia



25

Abstract

Protandria is a reproductive strategy consisting of emergence of males before
females and may be seasonal or diurnal. This work aimed to characterize the
occurrence of protandria in parasitoids of fruit flies Doryctobracon areolatus
(Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae) as well as the influence of male and
female ages on mating and sex ratios. Experiments were carried out under
controlled conditions of temperature (25+2°C), air relative humidity (70£10%)
and a photophase of 12 hours. To evaluate the occurrence of protandria, we
monitored the emergence of males and females of D. areolatus. From the
definition of the emergence rate, couples were formed with difference of up to
three days. The occurrence of protandria in D. areolatus was confirmed with a
sex ratio of 0, 0.06, 0.62, 0.87, 0.98, 1.0, and 1.0 for the 1st, 2nd, 3rd, 4th, 5th,
6th and 7th days of emergence, respectively, totaling a sex ratio of 0.61.
Couples in which the females are younger produce more female offspring with
thus a higher sex ratio. The occurrence of protandria as a reproductive strategy
of D. areolatus, as well as its influence of offspring, contributes to improve the
basic knowledge of the species, allowing optimization of laboratory rearing and

later releases in the field.

Key words: Biological control, Parasitoids, Reproductive Strategy, Biology
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Introducao

O fenbmeno de protandria € considerado uma estratégia reprodutiva em
gue os machos emergem antes das fémeas, podendo ser sazonal quando a
diferenca é de dias e diurno quando esta diferenca € de algumas horas
(Fagerstron & Wiklund 1982). Em espécies de Trichogramma ocorre a
protandria diurna e em Cardiochiles nigriceps Viereck (Vinson, 1972)
(Hymenoptera: Braconidae) ocorre a protandria sazonal (Hirose & Vinson 1988,
Pompanon et al 1995).

A protandria é um fator determinante na reproducdo dos insetos, tanto
do ponto de vista adaptativo como evolutivo, uma vez que machos ao emergir
antes das fémeas podem explorar o ambiente e as condicdes do mesmo, para
estarem receptivos quando as fémeas emergirem, no entanto estdo mais
suscetiveis podendo ser considerado um fator de sele¢édo (Fairbaim & Preziosi
1994, Forbes et al 2010). Vérias hip6teses tém sido levantadas para a
ocorréncia desse fendbmeno e dentre elas a reducdo da endogamia, a selecdo
de machos aptos a reproducédo, possibilitando uma vantagem competitiva aos
machos que emergirem primeiro e fémeas emergirem aptas para a copula evita
riscos de mortalidade como fatores ambientais e predacdo (Thornhill & Alcock
1983, Morbey 2013).

De acordo com Morbey (2013), o fato dos machos emergirem antes das
fémeas, favorece a competicdo entre 0s mesmos para a perpetuacdo da
espécie, caso contrario, existe a possibilidade de quando os machos
emergirem, as fémeas ja estarem acasaladas ou inaptas para tal, visto que as
mesmas sdo consideradas responsaveis pela razao sexual. Para a espécie de

parasitoide Nasonia vitripennis (Walker, 1836) (Hymenoptera: Pteromalidae), a
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ocorréncia do fenébmeno de protandria esta relacionada ao processo de selecao
sexual, uma vez que os machos sdo haploides e as fémeas diploides, e assim
as fémeas seriam responsaveis pelo sexo dos descendentes. No entanto, em
insetos com reproducdo sexuada, para ocorrer a geracao de fémeas, acredita-
se ser necessaria a realizacdo de copula. Neste caso, as fémeas armazenam
0S espermatozoides em sua espermateca e quando estes sao liberados, ocorre
a fecundacédo do 6vulo, originando fémeas, caso ndo ocorra fecundacéo, os
descendentes serdo machos (Wajnberg et al 2008, Forbes et al 2010,
Moynihan & Shuker 2011).

No entanto, conforme Holloway et al. (1999), questiona essa possivel
afirmacao, visto que na espécie Bracon hebetor (Say, 1857) (Hymenoptera:
Braconidae), as fémeas virgens geram machos haploides e as acasaladas
originam ambos os sexos diploides, além de machos haploides, existindo assim
uma variacdo no cariétipo do macho. Porém ndo se pode afirmar se este
comportamento de variacao € padrdo ou ocasional da espécie.

Wiklund & Fagerstrom (1977) sugerem que pode existir uma ligacao
entre o fenbmeno de protandria e a monogamia. Esta relacdo foi comprovada
para as espécies C. nigriceps e Aganaspis pelleranoi (Brethes, 1924)
(Hymenoptera: Figitidae), onde a protandria esta relacionada a preferéncia das
fémeas por um unico parceiro (Hirose & Vinson 1988, Ovruski & Aluja 2002).

De uma maneira geral, poucos estudos tém sido realizados com biologia
reprodutiva de parasitoides de moscas-das-frutas. Atualmente, no Brasil,
pesquisas vém sendo conduzidas com parasitoides nativos de moscas-das-
frutas, especialmente com Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911)

(Hymenoptera: Braconidae), que ocorre na regido Neotropical, possuindo uma
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ampla distribuicdo do México até a Argentina (Paranhos et al 2018). D.
areolatus é um endoparasitoide cenobionte de larvas de moscas-das-frutas,
principalmente do género Anastrepha, onde pode apresentar um parasitismo
de 80% (Stuhl & Sivinski 2012). As fémeas realizam postura, preferencialmente
em larvas de segundo instar, e a emergéncia ira ocorrer no estagio de pupa
(Nunes et al 2012, Stuhl & Sivinski 2012, Gongalves et al 2018). Desta forma,
estudos vém sendo realizados com o intuito de conhecer sua biologia visando
sua producdo em laboratério para viabilizar um programa de controle biolégico
aplicado de Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae). Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar a sequéncia de emergéncia de
machos e fémeas D. areolatus, visando a determinacdo da sequéncia de
emergéncia de machos e fémeas ao longo da vida das fémeas, bem como a

sua influéncia no sucesso de acasalamento.

Material e métodos

A criacdo de manutencdo de D. areolatus foi realizada com o hospedeiro A.
fraterculus utilizando-se a metodologia descrita por Goncalves (2016). A
criacdo de manutencao e os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, Rio Grande do Sul, em
condi¢cbes controladas de temperatura (25+2 °C), umidade relativa do ar (70+10

%) e fotofase (12 horas).

Bioensaio para observacéo ocorréncia de protandria
Foram individualizados 20 casais, sendo machos com 48 horas de idade e
fémeas com até 12 horas, colocados em gaiolas plasticas (copos plasticos 500

mL). Os insetos foram alimentados com uma gota de mel puro depositada
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sobre uma tira de Parafiim® (1 cm?) e agua, fornecida em tubo de vidro (5 mL)
através de capilaridade por meio de um rolete de algod&o hidrofilo. A cada trés
dias o alimento e a 4gua foram substituidos.

Diariamente, desde a formacdo dos casais até a morte das fémeas,
foram ofertadas 30 larvas de segundo instar (6 dias de idade a 25+1°C) de A.
fraterculus. As larvas foram depositadas em unidades de parasitismo (UP)
constituidas por placa de acrilico (1,7 cm de didametro x 0,1 cm de altura)
contendo uma dieta composta pela mistura de agar (0,5 g), polpa de goiaba (45
g) e agua destilada (50 mL), que evitava a desidratacdo das larvas e servia de
alimento, envolta em tecido voile. As larvas foram expostas ao parasitismo por
24 horas e apOs transferidas para frascos plasticos contendo dieta artificial,
preparada conforme metodologia de Nunes et al (2013), onde permaneceram
até a formacdo dos puparios. Em seguida, os puparios foram removidos da
dieta artificial por meio de lavagem em agua corrente, sendo imediatamente
transferidos para frascos de acrilico (2,5 cm de diametro x 4,5 cm de altura)
contendo vermiculita de granulometria fina. ApOs seis dias os puparios foram
removidos da vermiculita, contabilizados e individualizados em placas para
cultura de células com 96 unidades, onde permaneceram até a emergéncia dos
parasitoides ou dos hospedeiros. Esta avaliacdo foi realizada diariamente as
8:00h (considerando insetos emergidos durante a noite) e as 17:00h
(considerando insetos emergidos no dia), sendo registrado também o sexo dos
parasitoides.

Os parametros avaliados foram o periodo ovo-adulto de machos e

A ~ . . Fémea
fémeas, e razao sexual (rs), por meio da formula: rs = ——.
Fémea+ Macho
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Efeito daidade de machos e de fémeas na geracédo de descendentes
Diariamente, por sete dias consecutivos foram individualizados 200 puparios.
Ao emergirem, adultos foram separados por sexo e acondicionados em gaiola
(26,2 x 17,7 x 14,7 cm) contendo agua e mel puro, onde permaneceram até a
formacdo dos casais, utilizando-se diferentes idades de fémeas e machos com
até 3 dias de diferenca. Os tratamentos foram estabelecidos de acordo com a
sequéncia de emergéncia natural de machos e fémeas, consistindo em: & de 1
diae Q de 1 dia, § de 1 diae @ de 2 dias, & de 1 dia e Q@ de 3 dias, & de 2 dias
e @ de 1 dia, & de 2 dias e @ de 2 dias, & de 2 dias e @ de 3 dias, & de 3 dias
e Q de 1 dia, & de 3 dias e Q@ de 2 dias, & de 3 dias e Q@ de 3 dias. Para cada
tratamento foram utilizadas 10 repeti¢des, constituidas por um casal.

Durante 21 dias foram oferecidas, diariamente, a cada casal de
parasitoides, uma unidade de parasitismo (UP), conforme metodologia descrita
anteriormente.

ApoOs seis dias, as pupas foram peneiradas para a remocdo da
vermiculita, contabilizadas e colocadas novamente no tubo de acrilico, onde
permaneceram até emergéncia dos insetos.

Foram contabilizados os insetos emergidos, bem como computado o
sexo no caso de parasitoides. As pupas intactas foram abertas com auxilio de
pinca cirargica ponta fina, e os insetos ndo emergidos foram contabilizados
anotando-se 0 sexo quando se tratava de parasitoides.

Os parametros avaliados foram nimero médio de descendentes, razao
sexual, casais que geraram descendentes comparando-0os entre 0s

tratamentos.
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Analise estatistica
Para verificacdo da ocorréncia de protandria em D. areolatus foi aplicado o
teste Qui-quadrado (p = 0,05), comparando proporcionalmente a frequéncia de
machos e fémeas baseado nos intervalos de duracéo do periodo ovo-adulto.
Para observar a influéncia da idade de machos e fémeas na reproducao
e razdo sexual de D. areolatus foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (p = 0,05). Para as variaveis numero de descendentes e numero de
emergidos foi considerado dados de contagem, utilizando-se a distribuicéo
Poisson e entdo aplicado MLG (Modelos Lineares Generalizados). Na
comparacdo da razdo sexual foi utilizado a transformacdo do arco seno,

conforme descrito por Pimentel-Gomes (2009).

Resultados e Discusséo

Machos e fémeas de Doryctobracon areolatus possuem diferentes
duracdes do periodo ovo-adulto (gl = 6; p< 0,0001), de maneira que a
emergéncia dos machos ocorre antes da emergéncia das fémeas (Figura 1). A
maior porcentagem de emergéncia dos machos (89,5%) ocorreu entre 0 19° e
21° dia e para as fémeas (92,8%) do 21° ao 23° dia (Figura 1).

Esta diferenca de dias na emergéncia de D. areolatus caracteriza a
protandria do tipo sazonal conforme mencionado por Hirose & Vinson (1988)
para a espécie C. nigriceps. Esta variacdo no tempo de emergéncia esta
relacionada a varios fatores, podendo ser adaptativo e fisiologico pois ao
emergir primeiro, 0 macho pode alimentar-se e maturar o aparelho reprodutivo
para estar apto ao acasalamento por ocasido da emergéncia das fémeas

(Fagerstrom & Wiklund 1982). Além disto, fatores comportamentais podem
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estar envolvidos na selecéo, uma vez que machos mais fortes podem competir
com outros machos pelo acasalamento e garantir a perpetuacdo da espécie
(Hirose & Vinson 1988, M@ller 2004).

A protandria em D. areolatus pode ser observada mesmo em diferentes
temperaturas, uma vez que existe variacdo no periodo ovo-adulto dos insetos
devido as exigéncias térmicas. Mesmo em condicbes de 18 a 30°C, a
sequéncia de emergéncia entre machos e fémeas permanece constante, sendo
de aproximadamente 48h (Goncalves 2016).

Em Fopius arisanus (Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae),
parasitoide de moscas-das-frutas, também ocorre protandria, mesmo em
diferentes hospedeiros com ciclo de vida diferente e com variacdo do periodo
de oferta ovo-larva para o parasitoide, ocorrendo uma sincroniza¢éo do ciclo do
parasitoide em func¢do do hospedeiro, porém, com machos sempre emergindo
anterior as fémeas (Zenil et al. 2004). O mesmo ocorre em D. areolatus quando
submetido a parasitar diferentes instares de Anastrepha obliqua (Macquart,
1835) (Diptera: Tephritidae), do qual o parasitoide sincroniza seu
desenvolvimento ao ciclo do hospedeiro (Murillo et al. 2015)

Outro fator que pode estar relacionado a protandria € o fato de que as
fémeas necessitam de um periodo maior comparado ao dos machos para o
desenvolvimento e maturacdo do aparelho reprodutor e estarem aptas para a
copula apdés emergirem (Fagesetrom & Wiklund 1982). Esta teoria parece ser
aceita para D. areolatus uma vez que as fémeas ao emergirem sao maiores do
gue os machos. Em média o tamanho da tibia do primeiro par de pernas e o
peso das fémeas € 13 e 20% maior do que 0s machos, respectivamente

(Gongalves 2016).
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A razédo sexual registrada foi crescente e variou de 0 (somente machos)
a 1 (somente fémeas) ao longo do periodo de emergéncia, indicando que
inicialmente emergem os machos e depois as fémeas (Figura 2). A razdo
sexual no final do periodo de emergéncia foi de 0,61, indicando haver na
populacdo estudada 372 machos e 586 fémeas, totalizando, 39 % e 61%,
respectivamente.

Durante o periodo em que foi observado ocorréncia de parasitismo, ou
seja, 36 dias, a progénie de D. areolatus demonstra a constancia na duragcao
média do periodo ovo-adulto de machos e fémeas ao longo deste periodo.
Mantendo um padrdo em que machos sempre emergem anterior as fémeas
(Figura 3A), considerando média de emergéncia de machos e fémeas, 20,1 e
21,9 dias, respectivamente, sendo quase 48 horas de diferenca.

A razdo sexual ao longo do mesmo periodo demostra existir uma
proporcao relativa ao longo dos dias de parasitismo, denotando assim que
embora exista a protandria, a mesma néo tem relacdo e néo interfere na razao
sexual diaria de parasitismo, assim como também néo interfere na razdo sexual
o envelhecimento da fémea ao longo dos dias de parasitismo (Figura 3B).

Avaliando a influéncia da idade do macho e da fémea na reproducéo da
espécie (gl= 8; p = 0,64), foi observado nos tratamentos compostos por fémea
de 1 dia, que estes foram os tratamentos que mais originaram descendentes
bem como maior propor¢cdo de fémeas (Tabela 1). Diferentemente do que
ocorre nos tratamentos compostos por fémeas de 3 dias que embora tenha um
namero médio de descendentes consideraveis, sdo os tratamentos onde as
fémeas possuem o menor indice percentual de geracdo de fémeas como

descendentes. Onde 84% das fémeas geraram somente machos como
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descendentes, supondo que seja necessario 0 acasalamento para a geracao
de fémeas, desta forma a idade da fémea poderia interferir na razao sexual.
Com excecao do tratamento machos de 1 dia e fémeas de 3 dias, da qual
obteve indices de geracdo de machos e fémeas proximos aos de fémeas de 1
dia.

Desta forma, é possivel concluir que o fator idade dos insetos para
acasalar pode interferir na geracdo de descendentes, porém percebe-se que a
idade da fémea influencia mais que a idade do macho, podendo existir a
influéncia de feroménios, dos quais a fémea pode deixar de emitir ao longo dos
dias de vida (McClure et al. 2007).

As combinacfes com melhores indices na geracdo de descendentes e
de forma proporcional, foram machos de 3 dias e fémeas de 1 dia, juntamente
com machos de 2 dias e fémeas de 1 dia, comparando aos demais tratamentos
(Tabela 1). Sendo que a combinacdo machos de 2 dias e fémeas de 1 dia
ocorre de forma natural, visto que machos emergem anterior as fémeas.

De acordo com Ramadam et al. (1991) os machos de 1 dia de
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae)
acasalam-se com 1 fémea, machos de 4 dias acasalam com até 4 fémeas e de
16 dias com até 5 fémeas. Neste caso, a emergéncia do macho antes da
fémea, indica que quanto mais velho, maior sua capacidade de acasalar com
diversas fémeas, maximizando assim a possibilidade de perpetuacdo de
descendentes. Sendo assim, a influéncia em questdo estaria sobre a fémea,
visto que os machos permanecendo juntamente com as fémeas durante o
experimento, obtiveram a possibilidade de envelhecer e aumentar sua

capacidade de reproducao.
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No entanto, na espécie F. arisanus, 0os machos copulam somente apos o
4° dia de emergéncia, visto que precisa de um periodo para o amadurecimento,
sendo que antes desse periodo ndo possui espermatozoides (Quimio & Walter
2000). Desta forma pode-se perceber que a idade interfere no acasalamento,
assim como também seria uma possivel hipotese para a ocorréncia de
protandria.

No entanto, McClure et al. (2007) relatam que em testes com extratos de
ferombnios em Aphidius ervi (Haliday, 1834) (Hymenoptera: Braconidae),
ocorre um declinio na sua producao, possivelmente em funcdo da idade das
fémeas. Evidenciando também que a idade interfere na resposta dos machos
pelos extratos, onde mesmo virgens, diminui a receptividade e percepcédo dos
machos, uma vez que a idade da fémea afeta a producéo de feroménios. Neste
caso ha uma interferéncia posteriormente no acasalamento, ja que dificultaria o
encontro de ambos e consequentemente a geracdo de descendentes em uma
proporcao sexual favoravel para as futuras geracdes da espécie.

Considerando a utilizacdo de parasitoides, uma importante ferramenta
no controle biolégico de moscas das frutas como uma alternativa
extremamente viavel (Walder 2002). Para que o mesmo venha a ser uma
ferramenta eficaz, é necessario primeiramente a realizacdo de estudos para o
conhecimento dos aspectos biologicos, morfolégicos, fisiologicos e
comportamentais desses inimigos naturais, de maneira que possamos
maximizar uma técnica de criagdo massal e posteriormente, utilizar em
programas de manejo de moscas-das-frutas. Além disso, outro fator importante

sdo as informagfes preliminares sobre esses insetos, como eficiéncia em
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campo, hospedeiro preferencial e qualidade desses insetos que serdo
produzidos (Carvalho & Nascimento 2002).

Desta forma, os resultados do trabalho confirmam a ocorréncia de
protandria sazonal em D. areolatus, além de demonstrar a influéncia da idade
na geracao de descendentes. Contribuindo assim para ampliar o conhecimento
basico sobre a espécie, visto que todos esses estudos de biologia basica séo
primordiais para estudos futuros e importante para o estabelecimento de um

programa de controle biolégico.
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Tabela 1 — Influéncia da idade dos machos e das fémeas sobre a producdo, origem e o nimero médio de descendentes e razdo sexual de

Doryctobracon areolatus. Temperatura de 25£2°C, umidade relativa do ar de 70£10% e fotofase de 12 horas.

Tratamento Fémeas que produziram Fémeas que originaram Fémeas que originaram Média de Raz30 sexual
descendentes (%)* ambos 0s sexos (%)** somente machos (%)** descendentes

d de 1diax @ de 1 dia 60 83 17 10,1+4,93d 0,60 +0,13 bc
4 de 1 dia x Q de 2 dias 50 60 40 58+3,18e 0,64 +0,10 abc
4 de 1 dia x @ de 3 dias 20 50 50 58+1,83e 0,64 +0,09abc
4 de 2 dias x Q@ de 1 dia 30 66 34 8,1+5,72 de 0,83+0,11 a
& de 2 dias x @ de 2 dias 40 75 25 1,0+£0,52f 0,40 £ 0,13cd
4 de 2 dias x @ de 3 dias 60 50 50 11,1+4,79cd 0,38+0,11d
4 de 3 dias x Q@ de 1 dia 50 100 - 149+6,72a 0,75 +0,13a
& de 3 dias x @ de 2 dias 30 66 34 7,0+5,91 de 0,73+ 1,14ab
d de 3 dias x @ de 3 dias 60 16 84 13,3+6,69bc 0,20+ 0,07d

* Porcentagem baseada no (n) total do tratamento;

** Porcentagem baseada no (n) de fémeas que produziram descendentes.
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Figura 1 — Ritmo de emergéncia de machos e fémeas de Doryctobracon areolatus. Temperatura de 25+2°C, umidade relativa do ar

de 70+10% e fotofase de 12 horas. Os valores sobre as barras indicam o nimero de machos e fémeas emergidos. A porcentagem

foi calculada a partir dos totais para cada sexo.
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Figura 2 — Sexo da progénie de Doryctobracon areolatus por ocasido da
avaliacdo da protandria, relativo a razdo sexual. Temperatura de 25+2°C,
umidade relatva do ar de 70+x10% e fotofase de 12 hora
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Figura 3 — Progénie de Doryctobracon areolatus durante o periodo de
parasitismo. A) Duracdo média diaria do periodo ovo-adulto de parasitoides
(machos e fémeas). B) Razao sexual diaria. Temperatura de 25+2°C, umidade

relativa do ar de 70+10% e fotofase de 12 horas.
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3 Artigo 2 — Comportamento reprodutivo do parasitoide larva-pupa de
mosca-das-frutas Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911)
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Destaques
e Fémeas virgens de Doryctobracon areolatus sé originam machos como
descendentes;
e Machos de Doryctobracon areolatus exibem comportamento de poliginia
e fémeas de monogamia.
e Doryctobracon areolatus ndo possuem atividade durante periodo de

escotofase.

Resumo

A reproducdo dos insetos é responsavel pela geracdo e perpetuacdo das
espécies, envolvendo inlmeras estratégias comportamentais reprodutivas. O
objetivo deste trabalho foi conhecer algumas das estratégias do
comportamento  reprodutivo do  parasitoide de  moscas-das-frutas
Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae),
visando um melhor entendimento de sua biologia. Para avaliar a influéncia da
copula na geracdo de descendentes foram avaliadas fémeas virgens e nao
virgens. Para a determinacdo da ocorréncia de poligamia e monogamia, foram
avaliados 15 casais que copularam e em seguida, foram pareados com outro
parceiro virgem, observando a duracdo da coOpula. Para verificar a frequéncia
de coOpula durante 24h, observou-se 30 casais, sendo 15 machos alimentados
previamente e 15 machos alimentados por ocasido do experimento. Fémeas
virgens originam apenas machos, se reproduzindo por partenogénese
arrenétoca. Machos de D. areolatus possuem comportamento de poliginia e
fémeas monogamicas. Ocorreu uma reducdo da 12 copula para a 22, sendo 23

e 15,6 segundos, respectivamente. Observando a frequéncia de copula e
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recopula, cerca de 60% dos machos alimentados na hora do experimento ndo
copularam. Dentre os machos alimentados previamente, ocorreram 57
tentativas de cépula, enquanto nos machos alimentados somente na hora do
experimento ocorreram 24 tentativas de coOpula. A espécie D. areolatus nao
possui atividade de acasalamento durante o periodo de escotofase. Os
resultados aqui apresentados contribuem para um melhor entendimento da

biologia reprodutiva da espécie.

Palavras chave: Poligamia, Reproducédo, Copula, Hymenoptera
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Reproductive behavior of the parasitoid parva-pupa of fruit fly

Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae)

Highlights

e Virgen females of Doryctobracon areolatus only originate males as
descendentes;

e Males of Doryctobracon areolatus demosntrate behavior of polygyny and
females of monogamy;

e Doryctobracon areolatus do not have actividad during period of

scotophase.

Abstract

Insect reproduction is responsible for generation and perpetuation of species,
involving numerous behavioral reproductive strategies. This work investigated
strategies of the reproductive behavior of parasitoids of fruit flies Doryctobracon
areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera: Braconidae), aiming to better
understand its biology. Virgin and non-virgin females were used to evaluate the
influence of mating on offspring. To determine the occurrence of polygamy and
monogamy, 15 couples that mated were assessed and then were paired with
another virgin partner, observing the duration of copulation. For the frequency of
mating during 24 hours, 30 couples were observed, being 15 males previously
fed and 15 males fed at the time of the experiment. Virgin females generated
only males by arrenétoca parthenogenesis. Males of D. areolatus feature a
behavior of polygyny, while females display monogamy. The duration of the first

and second copulations was 23 and 15.6 seconds, respectively. Roughly 60%
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of males fed at the time of the experiment did not mate. Among males
previously fed, there were 57 attempts to mate, whereas in males fed only at
the time of the experiment, there were 24 attempts for copulation. The species
D. areolatus has no mating activity during the scotophase. The results

contribute to a better understanding of the reproductive biology of the species.

Key words: Polygamy, Reproduction, Copulation, Hymenoptera
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1. Introducéo

A reproducdo dos insetos € responsavel pela geracao e perpetuacao das
espécies. Para isto se utilizam de indmeras estratégias comportamentais
relacionados a corte, copula e oviposicdo, das quais sdo Unicas para cada
espécie (Mayer 1973, Wajnberg et al. 2008, Gullan e Craston 2007).

Alguns parasitoides da ordem Hymenoptera, também podem se
reproduzir de forma assexuada, considerando a ocorréncia do sistema
haplodipoide, que fémeas séo diploides e machos haploides. Assim, para
originar fémeas € necessario que ocorra a copula (Wajnberg et al. 2008,
Forbes et al. 2010, Moynihan e Shuker 2011).

As estratégias de acasalamento em insetos podem ser baseadas no
namero de copulas de ambos o0s sexos durante um determinado periodo e pelo
comportamento exibido junto ao parceiro (Thornhill e Alcock 1983). Fémeas
monogamicas podem gerar os descendentes utilizando o sémen de apenas
uma coépula, como ocorre com Cardiochiles nigriceps Viereck (Vinson 1972)
(Hymenoptera: Braconidae) e Aganaspis pelleranoi (Brethes) (Hymenoptera:
Figitidae) (Hirose e Vinson 1988, Ridley 1993, Ovruski e Aluja 2002). Em
espécies consideradas poliandricas, as fémeas copulam com varios machos e
podem maximizar sua reproducdo, embora os casos de poliandria em fémeas
sdo considerados raros (Dowell e Horn 1975, Gordh e DeBach 1978, Thornhill
e Alcock 1983, Ridley 1993, Reichardt e Wheller 1996, Ovruski e Aluja 2002,
Benelli et al. 2012).

O numero de acasalamentos, a frequéncia e a duracdo das copulas
também podem interferir de forma direta na geragdo de descendentes, visto

que algumas fémeas podem acasalar, mas a duracdo da coOpula pode ser
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insuficiente para que ocorra a transferéncia do sémen (Ovruski e Aluja 2002).
Desta forma, estas fémeas podem ser consideradas “pseudo” virgens, pois
mesmo realizando cépula, ocorreu de forma incompleta (Mathews 1975).

Esses estudos despertam um interesse pela investigacdo das
estratégias de comportamento reprodutivos exibido pelos parasitoides
himendpteros, uma vez que este grupo é utilizado para o controle biolégico de
insetos-praga. Dentre o0s himendpteros, destacam-se o0s parasitoides
braconideos que utilizam como hospedeiros moscas-das-frutas, que ocorrem
naturalmente em altas taxas de parasitismo e sdo utilizados também para o
controle biolégico aplicado de varias espécies dos géneros Ceratitis e
Anastrepha (Nunes et al. 2012, Stuhl e Sivinski 2012). Dentre os parasitoides
com potencial para controle de mosca-das-frutas do género Anastrepha
destaca-se Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911) (Hymenoptera:
Braconidae) (Paranhos et al. 2018). Este agente de controle biolégico é
considerado um endoparasitoide larva-pupa com preferéncia em parasitar
larvas de segundo instar e ocorre do México ao norte da Argentina (Stuhl e
Sivinski 2012, Paranhos et al. 2018).

Apesar de D. areolatus ser frequentemente relatado em levantamentos e
com altos indices de parasitismo, no entanto poucos estudos foram realizados
sobre biologia reprodutiva e aspectos basicos da espécie. Apenas foram
realizados trabalhos relacionados a biologia, técnicas de criacdo e efeito de
fatores abioticos que interferem no seu desenvolvimento (Gongalves, 2016;
Goncalves et al. 2018). Desta forma, o objetivo do trabalho foi conhecer a
biologia reprodutiva e as estratégias do comportamento reprodutivo de D.

areolatus e sua influéncia na geracgéo da prole.
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2. Material e Métodos

Os experimentos e as criacbes de D. areolatus e A. fraterculus foram
realizados em salas climatizadas com temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 12 horas. A manutencéo das criacdes

dos insetos foi realizada conforme metodologia proposta por Gongalves (2016).

2.1. Bioensaios para observacdo do comportamento reprodutivo
Experimento 1 - O papel da cépula na determinacéo do sexo da prole

Foram individualizados 200 pupéarios de A. fraterculus previamente
parasitados por D. areolatus. No momento da emergéncia dos parasitoides,
machos e fémeas foram separados, transferidos para gaiolas (26,2 x 17,7 X
14,7 cm), sendo alimentados com mel e agua disponibilizados em recipientes
plasticos através de algoddo hidréfilo. Quinze fémeas com idade de um dia
foram individualizadas em gaiolas plasticas (500 mL) e pareadas com machos
de dois dias de idade. Ap6s a observacado da ocorréncia da primeira copula, os
casais foram desfeitos, removendo-se os machos. Um segundo grupo de 15
fémeas foi individualizado, sendo mantidas isoladas dos machos. Os insetos de
ambos o0s grupos, pareados e virgens, foram alimentados com mel puro
disposto em Parafilm® (1 cm?), e agua oferecida por capilaridade em roletes de
algodao hidrofilo colocados em tubos de vidro (5 ml). Tanto o alimento quanto a
agua foram substituidos a cada trés dias.

Durante o pico de parasitismo entre 0 quinto e o 12° dia da idade
reprodutiva das fémeas, diariamente foi oferecido uma Unidade de Parasitismo
(UP), contendo 30 larvas de segundo instar. A UP foi constituida por uma placa

de acrilico (1,7 cm de diametro x 0,1 cm de altura) contendo uma mistura de
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agar (0,5 g), polpa de goiaba (45 g) e agua destilada (50 mL), onde as 30
larvas foram depositadas. Para contencédo das larvas a UP foi envolta com
tecido voile e borracha de silicone. As larvas foram expostas ao parasitismo por
24 horas, quando entdo foram substituidas por outras. As larvas expostas ao
parasitismo foram transferidas para frascos plasticos (4 cm de diametro x 4,5
cm de altura) contendo dieta artificial conforme metodologia de Nunes et al.
(2013).

Apés o término da fase larval, os insetos foram removidos da dieta
artificial, com o auxilio de peneira e agua corrente, e transferidos para tubos de
acrilico (2,5 cm de diametro x 4,5 cm de altura) contendo uma camada de dois
cm de vermiculita fina. Apds uma semana, 0s puparios foram removidos da
vermiculita e colocados novamente no tubo de acrilico, onde permaneceram
até a emergéncia dos insetos. Os puparios intactos, que ndo deram origem a
adultos de A. fraterculus ou parasitoides, foram dissecados com auxilio de
pin¢a cirdrgica de ponta fina, para determinacdo da presenca de parasitoides,
os quais foram sexados quando possivel. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado e as variaveis resposta mensuradas

foram o numero de descendentes e a razdo sexual.

Experimento 2 - Sistema de acasalamento

Para determinar a ocorréncia da monogamia e/ou poligamia em D.
areolatus foram individualizados 500 puparios de A. fraterculus previamente
parasitados. Por ocasido da emergéncia dos parasitoides, machos e fémeas
foram separados e mantidos conforme descrito no experimento 1. Quinze

casais (machos com dois dias de vida e fémeas com até 12h de emergéncia),
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foram formados e mantidos em gaiolas plasticas transparentes (500 mL), e
alimentados conforme descrito no experimento 1.

Apoés a formacédo dos casais os mesmos foram observados durante 40
minutos. Com a ocorréncia da cépula, logo apods, os casais foram separados,
apresentados a novos parceiros virgens e mantidos com 0s mesmos por até 40
minutos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
com 45 repeticdes (casais observados). As variaveis mensuradas foram

namero de cépulas, bem como a duracdo das mesmas.

Experimento 3 - Impactos da alimentacdo dos machos na frequéncia de cépula

Foram individualizados 500 pupérios de A. fraterculus em eppendorf
2mL. Por ocasidao da emergéncia foram selecionados 30 machos de D.
areolatus, os quais foram colocados em gaiolas (26,2 x 17,7 x 14,7 cm), sendo
disponibilizado, mel e agua. Dos 30 machos selecionados, 15 foram
alimentados com mel, 24h antes de terem contato com as fémeas e a outra
metade sé recebeu alimento quando foram pareados com as fémeas. Além dos
30 machos, também foram selecionadas 30 fémeas para formar casais, sendo
individualizados em gaiolas confeccionadas com copos plastico (500 mL), com
a parte superior retirada e substituida por tecido “voile”. Nas gaiolas foi
disponibilizado um filete de mel em Parafim® (1 cm?) com auxilio de uma
agulha e agua disposta em tubos de vidro (5 mL) com roletes de algodao
hidrofilo para que a agua fosse disponibilizada por capilaridade.

Os casais foram observados durante 24 h, e para as avaliacdes durante

a escotofase foi utilizada luz vermelha (Lampada incandescente - E27
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Vermelha / 15W). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com dois tratamentos (T1 - casais com machos previamente
alimentados e T2 — casais com machos alimentados no momento do
pareamento) e 15 repeticdes por tratamento. As variaveis resposta mensuradas
foram a ocorréncia de copula consumada, a tentativa de copula (quando nao
aceito por um dos sexos) e o horario das cépulas. Além disso, determinou-se 0

percentual de casais que copularam.

2.2. Andlise estatistica

Para determinar a influéncia da copula na geracdo de descendentes de
D. areolatus, foram considerados dois tratamentos (fémeas acasaladas e
fémeas virgens), ambos com 15 repeticdes. A razdo sexual foi determinada
utilizando-se a transformacdo do arco seno, conforme descrito por Pimentel—
Gomes (2009). Para a comparacao do numero de descendentes, utilizou-se a
distribuicAo Poisson e em seguida aplicado MLG (Modelos Lineares
Generalizados), por meio do procedimento GENMOD do SAS® (SAS 9.2
Institute 2002).

Na tentativa de determinar a ocorréncia do comportamento de poligamia
na espécie, para a comparacao de médias do tempo de duracdo da primeira
para a segunda copula, utilizou-se teste t (p = 0,05). Para avaliar a diferenca
entre 0s machos e fémeas que acasalaram uma segunda vez, utilizou-se teste
de proporcéo a 95% de confianca. Para a frequéncia de cépula e tentativas,

utilizou-se a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis (p = 0,05).
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3. Resultados
Experimento 1 - O papel da cépula na determinacéo do sexo dos descendentes

Fémeas de D. areolatus que copularam originaram descendentes de
ambos o0s sexos (razdo sexual de 0,63), enquanto as fémeas que né&o
copularam geraram somente machos (razdo sexual de 0), caracterizando a
reproducao partenogenética arrenétoca.

Para a variavel numero de descendentes foram observadas diferencas
significativas entre as fémeas ja copuladas e fémeas virgens (gl = 1, p<
0,0001), com valores médios totais de 30,4 e 14,0 descendentes,
respectivamente (Figura 1A). O numero total de descendentes das fémeas
acasaladas foi superior, sendo 2,57 vezes maior que em fémeas virgens

(Figura 1B).

Experimento 2 - Sistema de acasalamento

Observou-se que 40% dos machos de D. areolatus copularam com uma
segunda fémea (Figura 2 A), enquanto todas fémeas (100%) copularam
somente com o primeiro parceiro (Figura 2 B). Portanto, verificou-se que
machos sdo poligamicos exibindo comportamento de poliginia e fémeas
monogamicas. No que diz respeito a duracdo das coépulas, ndo foram
observadas diferencas significativas tanto para a duracdo da primeira quanto
da segunda cépula (T = 1,33; p = 0,203). No entanto, cabe ressaltar que a
duracdo da primeira copula foi numericamente maior (23 segundos) do que a

segunda (15,6 segundos) (Figura 3).

Experimento 3 - Impactos da alimentacdo dos machos na frequéncia de copula
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Comparando-se a frequéncia média de tentativas de copulas para
machos alimentados previamente e de machos alimentados por ocasido do
experimento, observou-se que dentre os trés intervalos de avaliacdo pré-
determinados, somente no primeiro intervalo ocorreu diferenca significativa
8h30 as 11h30 (x* = 7,822; gl = 1; p = 0,005). Nos demais intervalos, nao foram
observadas diferencas significativas dessa frequéncia 11h31 a 14h30 (x* =
0,724; gl =1;p =0,394) e das 14:h31 a 17h30 (x*=1,251; gl = 1; p = 0,263).

As copulas de D. areolatus ocorreram somente durante a fotofase
correspondendo ao intervalo das 8h30 a 17h30, ndo sendo observada a
ocorréncia de copula e de outras atividades (caminhamento, voo, alimentacao
etc) durante o periodo de escotofase. Nos casais em que os machos foram
alimentados previamente ao acasalamento ocorreram 67,4% das coépulas e
recopulas, totalizando 31 eventos, enquanto para os machos alimentados
somente por ocasido do experimento obteve-se 32,6% de copulas e recépulas,
totalizando apenas 15 eventos (Figura 4). Em relacéo as tentativas de copulas,
guando os machos foram alimentados 24 horas antes do experimento e de
machos alimentados durante o experimento, foi de 57 e 24 tentativas de
copula, respectivamente (Figura 5A).

Dentre os machos alimentados previamente, apenas 6,7% (n=1) nao
tentaram copular, enquanto que para os machos ndo alimentados previamente,
esse indice foi de 33,3% (n=5). Dentre o0s casais que tiveram mais de quatro
tentativas de copula, observou-se uma maior porcentagem para os alimentados
previamente (46,7%; n=7) em relacdo aos machos alimentados somente por

ocasiao do pareamento (6,7%; n=1).
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Em machos alimentados antes do experimento ocorreu no maximo oito
copulas (n=1) enquanto nos machos alimentado somente por ocasidao do
experimento esse numero foi de sete copulas (n=1). Sendo que 53,3% (n=8)
dos casais onde machos foram alimentados previamente copularam por mais
de 1 vez, enquanto em machos alimentados somente por ocasido do
experimento, apenas 26,7% (n=4) copularam mais de uma vez e 60% (n=9)

desses nao copularam (Figura 5B).

4. Discusséao

A partenogenese arrendétoca € um comportamento frequente em
himendpteros e para parasitoides de moscas-das-frutas, ocorrendo na espécie
nativa do parasitoide D. areolatus e também sendo relatado na espécie
Aganaspis pelleranoi (Brethes) (Hymenoptera: Figitidae) (Ovruski e Aluja 2002).
Em ambos os casos, fémeas virgens s6 geraram descendentes machos,
diferentemente do que ocorre com as fémeas que copularam, as quais geram
machos e fémeas. Sendo o acasalamento importante para o numero de
descendentes gerados e razdo sexual da espécie (Wajnberg et al. 2008,
Forbes et al. 2010, Moynihan e Shuker 2011).

Desta forma, pode-se supor que provavelmente, as fémeas sejam
diploides e os machos haploides, de forma que, os ovos nédo fertilizados
originam machos e os fertilizados originam fémeas, conforme comprovado por
avaliacdo citogenética na espécie Chelonus insularis Cresson 1865
(Hymenoptera: Braconidae) (Silva Junior et al. 2000).

Em diversas espécies, a fidelidade ao parceiro se faz presente, assim

como ocorre em fémeas de D. areolatus, que sdo monogamicas acasalando
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com um unico macho, porém com multiplas coépulas. Este ultimo
comportamento difere daquele apresentado por fémeas de A. pelleranoi, as
quais também sdo monogamicas, porém nao aceitam uma segunda coépula
(Ovruski e Aluja 2002). Ainda assim, de acordo com Reichardt e Wheller
(1996) em espécies poliandricas, existe a necessidade de mdultiplas copulas
para maximizar a reproducdao. No entanto, embora fémeas de D. areolatus
realizem multiplas cépulas ndo poderiam ser consideradas como poliandricas
visto que as recopulas ocorrem com mesmo parceiro. Fémeas de Chelonus
insularis (Cresson, 1863) (Hymenoptera: Braconidae) sdo um exemplo de
espécie com multiplas copulas, podendo chegar a sete cépulas num intervalo
de 1h (Rezende et al. 1995). Porém é considerado raro 0s casos em que as
fémeas de parasitoides acasalam mais de uma vez (Gordh e DeBach 1978;
Benelli et al. 2012).

Assim como a frequéncia de coépula, a duracdo das mesmas também é
importante ser considerada, conforme Ovruski e Aluja (2002) a duracdo da
mesma pode interferir na efetivacdo da copula, ou seja, se faz necessario o
macho ter tempo suficiente para conseguir depositar o liquido seminal na
fémea. Tal situacdo € caracterizada por Mathews (1975) como “pseudo
virgens”, fendmeno que pode ser comprovado facilmente através de descentes
originados, onde a razdo sexual deve ser maior que zero.

Além disso, também é importante conhecer o periodo de ocorréncia de
cOpulas ou horario mais propicio para ocorréncia das mesmas, informacéo
complementar para o conhecimento basico das espécies. Os dados deste
trabalho para D. areolatus, concordam Benelli et al. (2012), no qual sugerem

que na espécie de parasitoide de moscas-das-frutas Psyttalia concolor
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(Szépligeti) (Hymenoptera: Braconidae), também apresentando preferéncia por
copulas durante o periodo da manha, embora aqui, ndo tenha sido considerado
o periodo de escotofase. Diferentemente do que foi verificado em D. areolatus,
que apresentou estado de inércia durante a escotofase, podendo ser
considerado um parasitoide de habitos diurnos.

Um fator pimordial para a sobrevivéncia dos parasitoides, esta
relacionado a alimentacdo dos mesmos, em que estudos sugerem que a
nutricdo € importante para a sobrevivéncia e reproducdo dos mesmos. Em
machos de D. longicaudata, o alimento se faz fundamental principalmente para
a sobrevivéncia do inseto, onde machos mal alimentados, reduz sua
capacidade reprodutiva e consequentemente as fémeas se reproduzem por
partenogénese, gerando somente machos como descendentes, causando um
desequilibrio da razdo sexual da geracdo seguinte (Sivinski et al. 2006). No
parasitoide F. arisanus, os machos s6 se tornam férteis apds o 4° dia de idade,
despertando hipbéteses com relacdo a necessidade de alimentacdo para a
maturacdo do aparelho reprodutor e possivel relacdo com ocorréncia de
protandria na espécie (Quimio e Walter 2000).

Tal fato pode explicar o porqué da ocorréncia da protandria de D.
areolatus, visto que machos alimentados anteriormente obtiveram numero de
copulas efetivas e tentativas de cépulas superiores aos demais machos. Moller
(2004) considera tal fato sendo de selecdo sexual, pois machos mais fortes
teriam mais chances de vencer uma disputa para acasalar e assim perpetuar
seus descendentes. Neste caso, a alimentacdo é essencial para a realizacédo
da cépula, ou seja, na natureza provavelmente D. areolatus ira se alimentar e

s6 apos gastara energia para realizar a copula.
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Todas as informacgdes obtidas neste trabalho contribuem para o avanco
do conhecimento da biologia reprodutiva de D. areolatus, visto que o0 mesmo
apresenta grande importancia para ser usado em programas de controle
biolégico. Num primeiro momento o estudo possibilita melhor entendimento da
biologia basica da espécie, podendo também auxiliar no estabelecimento de
outros estudos relacionados a competicio com outros parasitoides, o
comportamento de forrageamento em ambientes naturais e mesmo questdes

relacionadas a liberacdo do parasitoide em campo.
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Figura 1 — Influéncia da copula de Doryctobracon areolatus sobre a producéo
de descendentes. A) Numero médio de machos e fémeas. B) Total de
parasitoides. Temperatura de 25+2° C, umidade relativa do ar de 70+10% e

fotofase de 12 horas.
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Figura 2 — Ocorréncia de segunda cépula em Doryctobracon areolatus, quando
expostos a novos parceiros virgens. A) Percentual de machos que acasalaram
na primeira e na segunda copula; B) Percentual de fémeas que acasalaram na
primeira e segunda copula. Temperatura de 25+2° C, umidade relativa do ar de

70+10% e fotofase de 12 horas.
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4 Conclusao

Existe a ocorréncia de protandria sazonal na espécie de Doryctobracon
areolatus;

A melhor combinacdo de idade para acasalamento, ocorre com machos
de trés dias e fémeas de um dia, e machos de dois dias com fémeas de um dia
(condicdo natural da espécie);

Fémeas virgens originardo somente descendentes machos;

Machos de D. areolatus exibem comportamento de poliginia e fémeas
Sao monogamicas;

O horéario propicio para cépulas € entre as 8h as 12h, periodo
correspondente a fotofase;

N&o existe atividades de copula durante o periodo de escotofase.
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