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RESUMO

CUNHA, Rayane Sley Melo da. Tempo de desenvolvimento e caracterizagdo morfologica de
Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera: Figitidae) sobre larvas de Liriomyza sativae
(Diptera: Agromyzidae). 2021. 37f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2021.

Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera: Figitidae) € um inimigo natural da
mosca minadora Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae). Embora Z. unicarinata
contribua para o controle biolégico de L. sativae, o desenvolvimento e a morfologia dos
estagios imaturos desse endoparasitoide solitario ainda ndo sdo conhecidos.As alteracGes
morfoldgicas experimentadas durante os estadios imaturos dos endoparasitoidesocorrem dentro
do corpo do hospedeiro, razdo pela qual ainda sdo desconhecidas em varias espécies. Assim,
estudos visando a conhecer o tempo de desenvolvimento e a morfologia dos estagios imaturos
podem ajudar no melhor entendimento da bioecologia deste parasitoide. Além disso, essas
informacdes sdo importantes para estudos basicos sobre a bioecologia de Z. unicarinata e até
mesmo para o planejamento de sua criacdo massal. Diante disto, 0 objetivo deste estudo foi
conhecer o tempo de desenvolvimento e caracterizar morfologicamente os estagios imaturos de
Z. unicarinata, criados em larvas de L. sativae. Diariamente, plantas de Cucumis melo L. com
folhas infestadas com larvas de segundo instar de L. sativae foram expostas ao parasitismo.
Em seguida, as plantas foram colocadas em cémara climatizada B.O.D. (Biochemical
Oxigen Demand), nas condicdes de temperatura de 25 *+ 2°C, umidade relativa de 60 + 10% e
fotofase de 12 horas. A cada 24 horas, 30 larvas/pupas parasitadas foram dissecadas durante o
periodo de desenvolvimento do parasitoide, a fim de registrar o tempo de desenvolvimento e as
caracteristicas morfologicas das fases imaturas (ovo, larva, pré-pupa e pupa). As frequéncias
dos diferentes estadios de desenvolvimento de Z. unicarinata foram calculadas para definir o
namero de instares larvais. Um microscopio estereoscopio Leica SBAPO com aumento de 80x
foi usado para observar todos os estagios imaturos de Z. unicarinata. O desenvolvimento
completo das fases imaturas do parasitoide foide 22 dias: ovo (duracdo = 4 dias); instares larvais
- primeiro (= 2 dias), segundo (= 2 dias), terceiro (= 4 dias) e quarto (= 2 dias); pré-pupa (= 2
dias) e pupa (= 6 dias). Caracteristicas morfoldgicas: Os ovos tém formato alongado, com
discreto pedunculo; larvas de 1° e 2° instares sdo eucoiliformes variando de 0,62 mm a 1,14
mm de comprimento médio, larvas de 3° e 4° instares sdo himenopteriformes e medem 1,54
mm e 1,56 mm de comprimento médio, respectivamente. Pupas apresentam cabeca, térax e
abdémen bem definidos com média de 1,46 mm de comprimento. Os resultados obtidos sdo
importantes na medida em que permitem conhecer o desenvolvimento e as caracteristicas
morfoldgicas dos estagios imaturos de Z. unicarinata, o que contribuird para posteriores estudos
sobre esse parasitoide.

Palavras-chave: Mosca minadora; endoparasitoide; morfologia; fases imaturas.



ABSTRACT

CUNHA, Rayane Sley Melo da. Development time and morphological characterization of
Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera: Figitidae) on larvae of Liriomyza sativae
(Diptera: Agromyzidae). 2021. 37f. Dissertation (Master's degree in Phytotechnics) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2021.

Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera: Figitidae) is a natural enemy of leaf
miners Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae). Although Z. unicarinata
contributes to the biological control of L. sativae, development and morphology of the
immature stages of this solitary endoparasitoid are still unknown. The morphological changes
experienced during the immature stages of endoparasitoids occur within the host's body, which
is why they are still unknown in several species. Thus, studies aiming to know the development
time and the morphology of the immature stages can help in a better understanding of the
bioecology of this parasitoid. In addition, these informations are important for basic studies on
the bioecology of Z. unicarinata and even for planning its mass creation. Given this, the
objective of this study was to know development time and tocharacterize morphologically the
immature stages of Z. unicarinata, raised in larvae of L. sativae. Daily, plants of Cucumis melo
L. with leaves infested with larvae of second instar of L. sativae were exposed to parasitism.
Then, the plants were placed in a cold chamber B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand), under
temperature conditions of 25 + 2°C, relative humidityof 60 + 10% and photophase of 12 hours.
Every 24 hours, 30 parasitized larvae / pupae were dissected during the period of development
of the parasitoid, in order to record development time and the morphological characteristics of
the immature phases (egg, larva, pre-pupa and pupa). The frequencies of the different stages of
development of Z. unicarinata were calculated to define the number of larval instars. A Leica
S8APO stereomicroscope with 80x magnification was used to observe all immature stages of
Z. unicarinata. The complete development of the immature phases of the parasitoid lasted 22
days: egg (duration = 4 days);larval instars - first (= 2 days), second (= 2 days), third (= 4
days) and fourth (= 2 days); pre- pupa (= 2 days) and pupa (= 6 days). Morphological
characteristics: The eggs have an elongated shape, with a discreet peduncle; 1st and 2nd instar
larvae are eucoiliform ranging from 0.62 mm to 1.14 mm of average length, 3rd and 4th instar
larvae are hymenopteriform and measure 1.54 mm and 1.56 mm of average length, respectively.
Pupae have a well- defined head, chest and abdomen with an average of 1.46 mm in length. The
results obtained are important insofar as they allow to know the development and the
morphological characteristics of the immature stages of Z. unicarinata, which will contribute
to further studies on this parasitoid.

Key words: Leaf miner; endoparasitoid; morphology; immature stages.
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1 INTRODUCAO

Liriomyza sativae (Diptera: Agromyzidae) € considerada uma das pragas mais
importantes da cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) no semiérido brasileiro (ARAUJO et al.,
2013). As larvas dessa praga consomem o mesofilo foliar, ocasionando a reducédo da capacidade
fotossintética da planta e teor de sélidos sollveis totais dos frutos (°Brix), o que afeta
diretamente a producdo e comercializacdo (ARAUJO et al., 2013; COSTA et al., 2017). Em
altas infestacdes, essa praga pode ocasionar a destruicdo completa do mesofilo foliar,
provocando ressecamento e a queda das folhas, expondo os frutos a radiacdo solar e afetando
a qualidade externa (GUIMARAES et al., 2009).

Diante do ataque da mosca minadora, diversas medidas de controle sdo utilizadas
durante o ciclo do meloeiro, como, por exemplo, 0 uso de manta TNT (Tecido Nao Tecido)
para cobrir as plantas até o inicio da fase de floracdo, plantio contra o vento, rotacdo de cultura,
destruicdo de restos culturais e, aplicagdo de inseticidas sintéticos (LIMA et al., 2012).

As espécies de Liriomyza se tornaram pragas em virtude da reducdo do seu conjunto
de parasitoides nos sistemas de cultivo, principalmente devido ao uso inapropriado ou
prolongado de inseticidas, 0 que, consequentemente, ocasiona impactos negativos no meio
ambiente e compromete seu controle sustentavel (JOHNSON; OATMAN; WYMAN, 1980;
PARRELLA, 1987; MATSUDA; SAITO, 2014; GUANTAI et al., 2015; GULLAN E
CRASTON, 2017; RIDLAND et al., 2020).

Devido a isso, h4 um interesse crescente em se utilizar préticas agricolas mais
sustentaveis que minimizem os desequilibrios ambientais. Dessa forma, o controle bioldgico é
considerado uma ferramenta essencial, por se tratar de um método de controle ambientalmente
seguro e que néo apresenta riscos de contaminacao a trabalhadores e consumidores (LIU et al.,
2009; BARRATT et al., 2010).

Em todo o0 mundo, ja foram registradas mais de 150 espécies de parasitoides associados
ao género Liriomyza (LIU et al., 2011). Os levantamentos indicam que as principais familias
de parasitoides associadas as espécies de Liriomyza sdo Braconidae, Eulophidae e Figitidae
(LIU et al., 2009; CIKMAN; LASALLE, 2011). O controle biologico de agromizideos pragas
com o uso de parasitoides, atrelado ao MIP (Manejo Integrado de Pragas) consiste em uma
alternativa promissora na regulagdo de populagdes de agromizideos em cultivos agricolas
(LORINI; FOERSTER, 1985; BARRATT et al., 2010).
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Em virtude da importancia econdémica da cultura do meloeiro para a regido semiarida
do Nordeste, pesquisas sobre a diversidade dos parasitoides associados a L. sativae tém sido
realizadas visando ao uso destes inimigos naturais em programas de controle bioldgico
(ARAUJO et al., 2015; COSTA-LIMA; CHAGAS; PARRA, 2019). Dentre os principais
parasitoides presentes em areas de meloeiro em Mossord, RN, Brasil, encontram-se
representantes das familias Braconidae, Mymaridae, Eulophidae, Pteromalidae, Elasmidae,
Diapriidae, Figitidae, Scelionidae e Encyrtidae (FERNANDES, 2006).

Segundo Buffington et al. (2017), o género Zaeucoila (Figitidae) encontra-se distribuido
no Sul do Canada e Estados Unidos, além dos paises da América Central eAmérica do Sul.
Dentre as 12 espécies descritas, encontra-se Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera:
Figitidae) com registro no Brasil, Argentina, Costa Rica e Venezuela. No Brasil, ja foi relatada
ocorréncia de Z. unicarinata como parasitoide de agromizideos em Itumbiara - Goias, Arapora
- Minas Gerais e Morretes - Parana (LORINI; FOERSTER, 1985; MARCHIORI et al., 2001;
MARCHIORI et al., 2004).

Z. unicarinata é um endoparasitoide coinobionte solitario de dipteros Agromizideos,
que parasitam larvas entre o primeiro e segundo instares, e os adultos emergem dos puparios
(BUFFINGTON et al., 2017). Esta espécie tem mostrado potencial para ser utilizado no
controle bioldgico de L. sativae, em virtude, principalmente, de mostrar-se bem adaptada as
condicBes climéaticas na sua area de ocorréncia natural e por ndo exercer impactos negativos
sobre hospedeiros nao alvos (dados ndo publicados/informacéo pessoal, Araujo, E. L.).

A partir da constatacdo da espécie Z. unicarinata associada a praga L. sativae na regido
semiarida do Nordeste do Brasil (dados nédo publicados/informacéo pessoal, Araujo, E. L.), tem
sido despertado interesse em estudar a bioecologia desse parasitoide. No entanto, estudos
relacionados a sua caracterizagcdo morfolédgica e desenvolvimento dos estagios imaturos ainda
ndo foram realizados. O conhecimento dos estagios imaturos e da historia de vida de uma
espécie é importante para o0 uso taxonémico e aplicado, bem como para permitir o
reconhecimento das fases imaturas da espécie, o que ira diferenciar uma espécie de outra ainda
nessa fase (SKUHROVEC; BOGUSCH, 2016; FERNANDES et al., 2019).

Diante disto, este estudo tem por objetivo conhecer o tempo de desenvolvimento e
caracterizar morfologicamente as fases imaturas de Z. unicarinata, em larvas hospedeiras de

L. sativae.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae)

A familia Agromyzidae (Diptera) possui uma grande variedade de espécies, e mais de

75% dessas espécies possuem larvas que se alimentam de folhas de plantas (SOUSA et al.,
2021). Nessa familia, o género Liriomyza contém mais de 300 espécies amplamente
distribuidas, porém a maioria ocorre naturalmente em regides temperadas (PARRELLA,1987).

Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae) € uma praga encontrada desde o
sul dos Estados Unidos, Flérida, Califérnia e Havai, e na maior parte da América Central e do
Sul. Atualmente, também ¢é encontrada em muitas areas da Asia e do Oriente Médio
(CAPINEIRA, 2020). E um inseto polifago, de importancia econdmica para varias culturas em
todo o mundo. Durante seu desenvolvimento imaturo, as larvas se alimentam do mesofilo foliar,
formando minas ou galerias, 0 que entdo determinou 0 nome comum mosca minadora
(PARRELLA, 1987; ARAUJO et al., 2007; BRAGARD et al., 2020).

Em altas temperaturas, L. sativae pode se reproduzir continuamente, com muitas
geracOes sobrepostas por ano. Em temperaturas de 30°C, seu ciclo de desenvolvimento leva
cerca de 15 dias para ser concluido (BRAGARD et al., 2020; CAPINERA, 2020). Apés a
deposicédo dos ovos pelas fémeas no interior das folhas, que tem duracdo em torno de dois dias
em temperaturas Otimas, a partir da eclosdo das larvas, essas comegcam a se alimentar
imediatamente e continuam se alimentando até atingirem o terceiro instar (ARAUJO et al.,
2007). No quarto instar, essa larva ndo se alimenta, entra em fase de transicdo para pré-pupa,
para posterior pupacao (PARRELLA, 1987).

Apds um dia de emergéncia, os adultos ja se tornam sexualmente ativos, podendo
acasalar varias vezes antes de morrerem. Apresentam fecundidade média tipica entre 200-300
ovos por fémea, com taxa diaria média de oviposicédo entre 30-40 ovos, que consequentemente
diminui de acordo com a longevidade. As fémeas apresentam uma particularidade importante:
costumam fazer puncturas de alimentacdo, promovendo a producao de exsudatos foliares, dos
quais fémeas e machos se alimentam, sendo que apenas 15% dos orificios deixados contém
ovos (PARRELLA; ROBB; BETHKE,1981; PARRELLA; KEIL; MORSE, 1984; PARRELA,
1987; BRAGARD et al., 2020; CAPINERA, 2020).

Essa praga destaca-se como um grande problema fitossanitario para a cultura do
meloeiro, na regido Nordeste do Brasil. As larvas de L. sativae se alimentam do mesofilo foliar,
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ocasionando a reducdo da capacidade fotossintética da planta e consequente reducdodos
solidos soluveis (°Brix) dos frutos, o que provoca efeitos diretos na producdo e comercializacéo.
Além disso, em altas infestacdes, pode ocorrer necrose das folhas, deixando os frutos expostos
a luz solar direta, o que pode causar manchas de queimaduras (GUIMARAES, 2009; ARAUJO
etal., 2013; COSTA et al., 2017; COSTA-LIMA; CHAGAS; PARRA, 2019).

2.2 Controle bioldgico

O manejo integrado de pragas (MIP) combina vérias taticas de manutencdo de pragas,
visando a manter essa populacdo abaixo do nivel de dano econdmico de uma maneira
sustentvel (GENTZ; MURDOCH; KING, 2010; ROUBOS; RODRIGUEZ-SAONA,;
AMOABENG et al., 2020). Dentre as taticas, o controle bioldgico consiste no uso de uma
populacdo de um organismo para reduzir a populacdo de outro organismo (VAN LENTEREN
et al., 2020).

Agromyzideos do género Liriomyza sdo conhecidos pela diversidade de inimigos
naturais que possuem (MUJICA; KROSCHEL, 2011). Em todo o mundo, ja foram registradas
mais de 150 espécies de parasitoides associados ao género Liriomyza (LIU et al., 2011). Os
levantamentos indicam que as principais familias de parasitoides associadas as espécies de
Liriomyza sdo Eulophidae, Braconidae e Figitidae (LIU et al., 2009; CIKMAN; LASALLE,
2011).

A ordem Hymenoptera possui 0 maior numero de agentes de biocontrole, porque seus
parasitoides possuem especificidade de hospedeiro. Ao contrario de muitos predadores, 0s
parasitoides geralmente atacam apenas algumas espécies e, portanto, sdo considerados mais
seguros, porque devido a sua especificidade ndo parasitam espécies ndo-alvo (VAN
LENTEREN et al., 2020). Parasitoides da ordem Hymenoptera possuem grande
biodiversidade, o que explica seu amplo uso dentro do controle biologico, principalmente
pelo fato de possuirem gama de hospedeiros muito mais restrita, considerada importante na
prevencédo de efeitos indesejaveis (BIGLER et al., 2006; ANDERSON et al., 2011).

Nos cultivos de meloeiro, precisamente na regido de Mossord, dentre 0s principais
parasitoides associados a L. sativae encontram-se representantes das familias Braconidae,
Mymaridae, Eulophidae, Pteromalidae, Elasmidae, Diapriidae, Figitidae, Scelionidae e
Encyrtidae (FERNANDES, 2006).

17


https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-030-22304-5_14#CR11

2.3 Zaeucoila unicarinata Ashmead (Hymenoptera: Figitidae)

A espécie Z. unicarinata € um parasitoide de dipteros Agromyzideos. Segundo
Buffington et al. (2017), a tribo Zaeucoilini inclui 40 espécies, e sua maior diversidade €
encontrada na regido Neotropical. Ainda segundo o mesmo autor, o género Zaeucoila encontra-
se distribuido no Sul do Canada, Estados Unidos, paises da América Central e América do Sul.
Este género possui 12 espécies descritas, dentre estas encontra-se Z. unicarinata, com registro
no Brasil, Argentina, Costa Rica e Venezuela. No Brasil, de acordo com a literatura, ja foi
registrado a ocorréncia de Z. unicarinata como parasitoide de agromizideos em Itumbiara -
Goiés, Arapord - Minas Gerais e Morretes - Parand (LORINI; FOERSTER, 1985;
MARCHIORI et al., 2001; MARCHIORI et al., 2004).

Z. unicarinata € um endoparasitoide coinobionte, o qual permite que, mesmo
parasitados, 0s hospedeiros continuem seu desenvolvimento até a pupacédo, quando a larva do
parasitoide comeca a se desenvolver. Parasitoides coinobiontes em sua maioria sdo pro-
ovigénicos, ou seja, ndo requerem alimentacdo do hospedeiro para maximizar a fecundidade.
Trata-se de um parasitoide solitario de dipteros Agromizideos, que parasitam larvas entre o
primeiro e segundo instares, com o adulto emergindo do pupario (QUICKE, 2015;
BUFFINGTON et al., 2017; RIDLAND et al., 2020).

Esta espécie tem mostrado potencial para ser utilizada no controle bioldgico de L.
sativae, pois demonstra estar bem adaptada as condi¢des climaticas na sua area de ocorréncia
natural, ndo exerce impactos negativos sobre hospedeiros ndo alvos e ndo apresenta risco de
exclusdo competitiva entre espécies nativas versus espécies introduzidas (dados nao
publicados/informacdo pessoal, Araujo, E. L.). Porém, embora insetos entoméfagos sejam
essenciais para a manutencao do equilibrio populacional de insetos fitofagos, esses geralmente
ocorrem em quantidade insuficiente para promover o controle efetivo das populagdes de insetos
praga. Devido a isso, € necessario realizar liberagbes periodicas para proporcionar a
manutencdo das populagdes dos inimigos naturais para o controle das pragas (PARRA et al.,
2002; MARQUES et al., 2015).

2.4 Desenvolvimento e Caracterizacdo morfologica das fases imaturas

O desenvolvimento e a caracterizacdo morfoldgica dos estagios imaturos sdo de
fundamental importancia dentro dos estudos base dos insetos. Ao compreender como ocorre 0

desenvolvimento e caracterizar as diferentes fases, é possivel desencadear outros trabalhos,
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em especial aqueles relacionados a bioecologia. Estudos como esse sdo importantes na medida
em que podem servir de base para o planejamento da criagdo, determinar a idade idealpara a
liberacdo desses insetos durante programas de controle biolégico, bem como para permitir o
reconhecimento das fases imaturas da espécie, o que ira diferenciar uma espécie de outra ainda
nessa fase (FERNANDES et al., 2019). Além disso, o conhecimento dos estagios imaturos e da
historia de vida de uma espécie é importante para o uso taxondmico e aplicado (SKUHROVEC,;
BOGUSCH, 2016).

Xu et al. (2007) realizaram a caracterizacao morfoldgica e o desenvolvimento das fases
imaturas do Opius caricivorae Fischer (Hymenoptera: Braconidae), tendo como hospedeiro
larvas de L. sativae. Esse estudo forneceu informagdes importantes sobre a relagdohospedeiro-
parasitoide em grande parte desconhecida, particularmente no que diz respeito a morfologia do
embrido e a capsula cefélica do primeiro e do Gltimo instares larvais. Estudos de morfologia e
caracterizacdo do imaturo dos endoparasitoides Aganaspis daci (Weld) e Aganaspis pelleranoi
(Bréthes) (Hymenoptera: Figitidae) realizados por Tormos et al. (2013) trouxeram importantes
contribuiges para a criagdo massal desses inimigos naturais. Estudos como esses séo
importantes para o melhor entendimento da bioecologia da espécie, como também ajudar na
identificacdo e diferenciacdo do inseto ao nivel de espécie antes da emergéncia do adulto.

No entanto, poucas sdo as informacgdes a respeito das espécies de endoparasitoides
coinobiontes, como é o caso da espécie Z. unicarinata. O desenvolvimento dos estagios
imaturos de Z. unicarinata consiste em uma base sélida para estudos adicionais, como, por
exemplo, as interacOes fisioldgicas e competicdo intra e interespecificas, exigéncias térmicas,

tabela de vida de fertilidade da espécie, dentre outros.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

A criacdo dos insetos, L. sativae e Z. unicarinata e o desenvolvimento do trabalho foram
realizados no Laboratério de Entomologia Aplicada da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), em Mossor6 (RN), em sala climatizada sob as condices de temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 12 horas.

3.2 Infestacao das plantas de meloeiro por L. sativae

Para realizar a infestacdo das plantas, foram utilizados adultos da mosca minadora que
sdo mantidos em laboratério seguindo a metodologia descrita por Araujo et al. (2007). Para
obtencdo das plantas, sementes de melao amarelo ‘Goldmine’ (Seminis®) foram semeadas
em bandejas de polietileno (162 células), contendo o substrato fibra de coco (Amifibra) Golden
Mix®. Apds 10 dias do semeio, as plantulas foram transplantadas para vasos de polietileno,
com capacidade para 0,5 kg, sendo utilizadas como substrato fibra de coco e matéria organica
(Pole Fértil) na proporcdo de 3:1. As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo (ambiente
que proporcione a exposi¢cdo constante a luminosidade) e regadas trés vezes ao dia, até que
atingissem um desenvolvimento vegetativo com no minimo duas folhas definitivas formadas
(cerca de 20 dias ap0s o plantio).

Ao atingirem o desenvolvimento vegetativo adequado para este estudo, as plantas foram
transportadas ao laboratdrio e submetidas a infestacdo da mosca minadora (adultos comidade
entre 24 e 96 horas), em trés gaiolas de criacdo (100 x 100 x 100 cm) revestidas comtela anti-
afideo, contendo cada uma delas uma média de 200 casais da mosca minadora, por um

periodo de infestagdo de 30 minutos.

3.3 Metodologia de criacédo de Z. unicarinata

Para o estabelecimento da criagdo de Z. unicarinata, inicialmente foram coletadas folhas
de meloeiro infestados com L. sativae, na zona rural de Mossord (RN). As folhas coletadas
foram colocadas em sacos de papel e encaminhadas ao laboratorio; em seguida, os peciolos das
folhas foram acondicionados em potes com &gua, até a obtencdo dos puparios. Cinco dias
depois, as pupas foram coletadas e acondicionadas em placas de Petri até aemergéncia dos
adultos, que foram usados para o estabelecimento da criacdo em laboratério.A identificacao

da espécie foi realizada pela Dra. Fabiana E. Gallardo, division entomologia,
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Museo de La Plata, facultad de ciencias naturales y museo, Universidad Nacional de La Plata,
Argentina.

Os adultos de Z. unicarinata foram criados em uma gaiola de metalacrilico (50 cm de
altura x 50 cm de largura x 50 cm de comprimento). Os parasitoides eram alimentados com mel
a 50% diluido em 4gua em uma esponja, e colocados em uma placa de Petri de 9,5 x 9,5 x1,6
cm. A agua foi oferecida por meio de uma garrafa plastica de 50 ml com fita absorvente
(Spontex®), onde a agua ficava disponivel por capilaridade. Diariamente, foram utilizadas
plantas de Canavalia ensiformis infestadas com larvas de segundo instar de L. sativae, haja
vista que experimentos anteriores apontaram ser o instar preferencial desse parasitoide (dados
ndo publicados/informacao pessoal, Araujo, E. L.). Apds 24 horas de exposicao ao parasitismo,
as folhas foram cortadas, os peciolos das folhas foram colocados dentro de recipientes com
agua e depois acondicionados em bandejas plasticas, para a obtencao dos puparios. Os puparios
obtidos foram acondicionados em placas de Petri, em seguida essas placas foram cobertas com
filme PVC transparente, onde permaneciam até a emergéncia dos parasitoides adultos,

posteriormente liberados nas gaiolas de criacao.

3.4 Caracterizagédo do desenvolvimento de Z. unicarinata

Para conhecer o tempo de desenvolvimento e caracterizar morfologicamente as fases
imaturas (ovo, larva, pré-pupa e pupa) de Z. unicarinata, cerca de 2.000 larvas de 2° instar de
L. sativae foram expostas ao parasitismo de Z. unicarinata por um periodo de 6 h, naproporcao
de uma fémea acasalada para cada cinco larvas hospedeiras, seguindo a metodologia descrita
anteriormente. Ap0s o parasitismo, as folhas das plantas foram cortadas, e o peciolo das folhas
colocadas dentro de recipientes com agua e, em seguida, acondicionadas em bandejas plasticas
e mantidas em camara tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) na condi¢do de 25°C +
2°C, 75 = 10% de umidade relativa e fotofase del2h.

O periodo de desenvolvimento das formas imaturas de Z. unicarinata foi observado da
seguinte forma: 50 larvas/pupas parasitadas foram dissecadas a cada 24 horas, usando uma
solucéo salina tamponada com fosfato (18.6 mM NaH2PO4H20, 84.1 mM NaH2P0O42H20,
e 1.75 M NaCl, pH 7.4) sobre laminas escavadas e com o auxilio de pincas e alfinetes
entomoldgicos, sob microscopio estereoscopio. Os estagios de desenvolvimento foram
registrados para cada idade. As frequéncias dos diferentes estagios de desenvolvimento foram

usadas como referéncia para separar as fases pré-imaginais (ovo, os instares larvais, pré-pupa
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e pupa).

Para caracterizar as fases imaturas do parasitoides, foram observados os aspectos da
forma, coloracdo e tamanho das diferentes fases de desenvolvimento do inseto. As medicGes
para todos os estagios foram realizadas usando um microscopio estereoscopio Leica SSAPO
com lente em aumento de 40x. A partir das medidas e fotografias, foi realizada a caracterizagao
morfoldgica dos diferentes estagios de desenvolvimentos dos imaturos para a espécie.

De cada pupario dissecado foi analisado um imaturo visando a realizacdo das medidas
e caracterizacdo morfoldgica, totalizando 30 repeticdes para cada dia, durante seu
desenvolvimento pré-imaginal.

O meétodo K-means foi utilizado para agrupar os estagios (ovo, larva, pré-pupa, pupa)
e instares larvais (1°, 2°, 3° e 4° instares), utilizando as medidas da capsula cefalica, associado
a medidas da largura e comprimento do corpo para definir a quantidade de instares larvais. A
andlise foi realizada no programa R versdo 4.0.0 (R Core Team, 2020) usando o pacote

“factoextra”.
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4 RESULTADOS

4.1 Tempo de desenvolvimento dos estagios imaturos

O desenvolvimento de Z. unicarinata é tipicamente holometabolo, apresenta as fases
de ovo, larva, pré-pupa, pupa e adulto. Durante o desenvolvimento larval, foram constatados
quatro instares, pelo Teste de K-means (R? = 95,6%) (Figura 1). O tempo médio de
desenvolvimento do imaturo (ovo a adulto) de Z. unicarinata foi de 22 dias nas condic¢des deste
estudo (temperatura 25 + 2°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de 12 horas). A duracao
de cada estagio de desenvolvimento imaturo foi a seguinte: ovo = 4 dias, primeiro instar larval
= 2 dias, segundo instar larval = 2 dias, terceiro instar larval = 4 dias, quarto instar larval = 2

dias, pré-pupa = 2 dias e pupa = 6dias.
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Figura 1: Ndmero de instares larvais de Z. unicarinata formados a partir da medicdo da

capsula cefalica e tamanho do corpo.
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O desenvolvimento de Z. unicarinata teve inicio com a deposicéo de um unico ovo em
larvas de segundo instar de L. sativae. Com 24 horas ap0s oviposicao, ja foi possivel visualizar
0 embrido, a membrana vitelina e o corion. De 48 horas até as 72 horas, foi possivelvisualizar
sinais de segmentacao corporal do embrido através do corion transparente.

Apds o desenvolvimento embrionario (= 96 horas), de cada ovo viavel eclodiu uma
larva de Z. unicarinata que se desenvolveu de forma solitaria no contéudo corporal da larva da
mosca minadora. Ap6s o desenvolvimento larval, a fase de pré-pupa e posteriormente as fases

de pupa e adulto.
4.2 Caracterizacdo morfoldgica dos estagios imaturos

42.1 Ovo

O ovo tem formato alongado, cilindrico, com discreto pedunculo, com cérion fino e
transllcido. A partir de seis horas apds o parasitismo, 0 ovo vai crescendo gracas a divisao
celular (Tabela 1); com cerca de 24 horas, o pedinculo desaparece. Na parte central é possivel
ver uma area de cor opaca, mostrando o parasitoide em desenvolvimento dentro do ovo, com
embrido de cor branco leitoso. E possivel visualizar o inicio do desenvolvimento larval entre
72 e 96 horas, com alguns segmentos corporais completamente distinguiveis através do corion

transparente (Figura 2).

Tabela 1: Medidas (mm) dos estagios e estadios imaturos de Zaeucoila unicarinata em
larvas/pupas de Liriomyza sativae. Temperatura 25 + 2°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase
de 12 h.

Estagios/ Comprimento do corpo Largura do corpo Largura qla_cépsula
Estadios Intervalo cefalica

larvais Média  Intervalo Média Intervalo  Média Intervalo
Ovo 6 h 0,17 0,10-0,20 0,07 0,06-0,08 - -
Ovo24h 0,28 0,10-0,36 0,20 0,10-0,20 - -
Ovo48h 0,33 0,10-0,52 0,24 0,10-0,24 - -
Ovo72h 0,39 0,16 - 0,46 0,22 0,16-0,22 - -
Ovo9%h 0,45 0,12 -0,56 0,30 0,12-0,30 - -

L1 0,62 0,28-1,10 0,20 0,10-0,40 0,16 0,10-0,30
L2 1,14 0,58 -1,60 0,45 0,16-0,80 0,29 0,12-0,50
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L3 1,54 1,04 -1,98 0,76 0,50-0,94 0,42 0,30 -0,52

L4 1,56 1,30-1,90 0,68 0,48-0,88 0,49 0,30-0,70
Pré-pupa 1,61 1,28 -1,88 0,65 0,44-0,84 - -
Pupa 1,46 1,20-1,80 0,57 0,42-0,76 -

L1: 1° instar larval; L2: 2° instar larval; L3 e L4, 3° e 4° instares larvais.

Figura 2: Ovos de Z. unicarinata. (A) Ovo recém-posto, ainda com a presenca de um discreto
pedunculo (6 horas); (B) Ovo com idade de 24 horas, inicio da formacdo do corpo do
embrido; (C) Ovo apds 48 horas; a membrana serosa envolve o embrido. (D) Ovo 72 horas apds
a oviposicdo, ja é distinguivel uma larva de primeiro instar visivel pelo cérion transparente. (E)

Ovo com 96 horas, prestes a ocorrer eclosao da larva.
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4.2.2 Estadios larvais
Larva de 1° instar

O primeiro instar se inicia a partir de 96 horas ap0s a oviposicao (Tabela 1). Larvas de
1° instar apresentam corpo translucido, eucoiliformes, com presenca de apéndice caudal no final
do abdémen e trés pares de processos toracicos ventrais longos. O corpo € constituidopor 13
segmentos corporais, a capsula cefalica tem o formato alongado, apresentando na sua
extremidade uma estrutura quitinizada caracterizando a presenca de um par de mandibulas (ndo
distinguivel) (Figura 3). O canal digestivo é preenchido gradualmente com glébulos de gordura.
No 6° dia de dissecagdes, 144 horas ap0s o0 parasitismo, foi observado que a larva utiliza seu
apéndice caudal para percorrer o conteldo corporal do hospedeiro com movimentos de

contracdo e expansao do corpo.

Figura 3: Larva de primeiro instar de Z. unicarinata. Apéndice caudal, medindo

aproximadamente metade do comprimento do corpo (0,35 mm) e ornamento do processo caudal

(setas brancas), processo ventral (S1) e apéndice caudal (S2).
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Larva de 2° instar

As larvas de segundo instar sdo eucoiliformes e apresentam corpo liso e alongado, sem
apéndices toréacicos e com um curto apéndice caudal, que desaparece ao final desse instar. A
capsula cefalica tem pouca diferenciacdo dos outros segmentos do corpo (larga e achatada), as
mandibulas sdo pequenas e dificeis de visualizar. Apresenta coloracdo translucida,
esbranquicada ou amarelada, com intestino discernivel. O corpo é constitutido por 13
segmentos, mais distinguiveis do que no instar anterior (Figura 4). As larvas de segundo instar
consomem a hemolinfa e partes do contetido corporal do hospedeiro. A maioria das larvas ja se

encontrava fora do contetdo corporal de L. sativae, se alimentando externamente.

Figura 4: Larva de segundo instar de Z. unicarinata (A). A direita, larva se desenvolvendo

fora do contetdo corporal do hospedeiro (B).

Larva de 3° instar

O terceiro instar larval é himenopteriforme, de corpo inteiramente glabroso com formato
alongado, apresentando a cor variando de branco a amarelo. A presenca de globulos de gordura

é bastante visivel através do tegumento larval. O corpo é constitutido por 13
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segmentos bem distinguiveis. A cépsula ceféalica tem tamanho mais significativo, e as
mandibulas mais aparentes (Figura 5), as medidas séo apresentadas na Tabela 1.

Figura 5: Larva de terceiro instar de Z. unicarinata. Seta indica as mandibulas aparentes.

Larva de 4° instar

O quarto instar larval tem grande semelhanga com o terceiro: € himenopteriforme, corpo
glabroso e com formato alongado, apresenta a colora¢do branco/amarelado, com grandevolume
de globulos de gordura. Nesse instar, as larvas ocupam todo o pupario, ndo restando nenhum
tecido (resto de gordura) do corpo do hospedeiro (Figura 6). O corpo € constituido por 13
segmentos bem distinguiveis, assim como no terceiro instar. A capsula cefalica € bem
desenvolvida com formato subcircular e mandibulas aparentes. O comprimento médio do corpo
mede 1,56 mm (Tabela 1).
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Figura 6: Larva de quarto instar de Z. unicarinata em transicao para a fase de pré-pupa.

4.2.3 Pré-pupa

Nessa fase o crescimento do inseto é cessado, iniciando-se a defini¢do de algumas partes
do corpo. O mecdnio larval é visivel no tegumento do abdémen. Apresenta pouca pigmentacao
(opaco), ainda de cor branca/amarelada (Figura 7). A primeira parte do corpo que ganha forma

€ 0 abddémen.
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Figura 7: Pré-pupade Z. unicarinata. Inicio da divisdo do corpo (formagéo de abddémen, cabeca
e pernas). Divisdo do corpo em 13 segmentos.

4.2.4 Pupa

No inicio da fase de pupa, o corpo do imaturo € branco/amarelado, e gradativamente
vai adquirindo a pigmentacao escura, até que sua coloragdo padréo seja alcancada. Apresentam
pupas exaradas, onde seus apéndices (pernas, asas, pecas bucais e antenas) nao estao fortemente
aderidos ao corpo. As pupas tém cabeca, mesossoma e metassoma bem definidos. As antenas,
ocelos e aparelho bucal s&o totalmente visiveis. No inicio da fase de pupa, apresentam olhos
castanho-avermelhados (Figura 8). O dimorfismo sexual ndo é aparente, mas é comum que
fémeas sejam menores que machos. Ainda na fase de pupa € possivel realizar a sexagem pelo
numero de antendbmeros (fémeas - 13 antendmeros e machos

- 15 antenémeros) (Figura 9). Seis dias apés a pupacao, o adulto faz uma abertura na
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extremidade cefalica do tegumento do hospedeiro, usando suas antenas, por onde emergem
(Figura 10).

Figura 8: Pupa de Z. unicarinata em diferentes estadios de melanizacéo.

Figura 9: Fémea e macho de Z. unicarinata definidos pelo nimero de antenémeros.
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Figura 10: Pupério de L. sativae com abertura na extremidade causada pela emergéncia de Z.

unicarinata.
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5 DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento dos imaturos

O desenvolvimento de Z. unicarinata é semelhante a outros parasitoides da familia
Figitidae, como, por exemplo, A. daci e A. pelleranoi, que apresentam as fases de ovo, larva
(quatro instares), pré-pupa e pupa (OVRUSKI, 1994; TORMOS et al., 2013).

A duracdo das fases imaturas de Z. unicarinata (22 dias) foi superior ao tempo de
desenvolvimento (oito dias) do endoparasitoide solitario Opius caricivorae (Hymenoptera:
Braconidae), tendo como hospedeiro L. sativae em condic¢des de temperatura de 25°C (XU et
al., 2007). No entanto, a duracdo dos estagios imaturos de Z. unicarinata (ovo, larva, pré- pupa
e pupa) foi menor quando comparado ao ciclo de vida dos imaturos de outras espéciesde
figitideos parasitoides: A. daci, com ciclo de 32 e 33 dias (TORMOS et al., 2013) e A. pelleranoi
(27 a 28 dias) para machos e (26 a 30 dias) para fémeas (OVRUSKI, 1994).

Nossos resultados apontam que Z. unicarinata possui quatro instares larvais, com base
no tamanho do corpo (largura e comprimento) e principalmente na largura da capsula cefalica.
A largura da capsula cefalica é um bom indicador de mudancas dos estadios larvais, pois ndo
muda dentro de um mesmo instar (YADAV; YACK, 2018). Por outro lado, 0 aumento do peso
e do tamanho do corpo pode ser variavel em razdo da variabilidade na obtencdo de aguae
alimento nos imaturos em desenvolvimento (GULLAN; CRANSTON, 2017). Apesar da
mandibula ser uma das poucas partes esclerotizadas em imaturos em desenvolvimento,
constituindo, portanto, parametro confiavel para verificar amudanca de instar em alguns insetos
(PARRA; HADDAD, 1989; TORMOS et al., 2013), em Z. unicarinata as mandibulas néo
foram visiveis em todos os instares.

O primeiro instar larval de Z. unicarinata ocorre dentro do hospedeiro (L. sativae), mas
a partir do segundo instar, a larva do parasitoide rompe o corpo do hospedeiro e se comporta
como um ectoparasitoide, desenvolvendo-se externamente até que seja atingido o dltimo instar
larval. Esse comportamento pode ter sido uma evolugdo na atividade alimentarde alguns
endoparasitoides, onde os imaturos consomem principalmente hemolinfa e gordura corporal,
tendo passado a se alimentar externamente (HARVEY et al., 2011; HARVEY; POELMAN;
TANAKA, 2013). Possivelmente, esta estratégia € usada para diminuir os riscos relacionados
com competicdo intrinseca e também como uma forma de escapar das defesas internas do
hospedeiro. Esse comportamento também foi relatado para outras espécies de eucolineos
(OVRUSKI, 1994; TORMOS et al., 2013). No segundo instar, as caracteristicas
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morfoldgicas ja eram distintas de larvas de primeiro instar e mais proximas daquelas de terceiro
e quarto instares. Além disso, em muitos endoparasitoides a larva sofre hipermetamorfose, ou
seja, 0 instar inicial é especializado, e 0s instares posteriores sdo mais ou menos uniformes
(himenopteriformes) (YU et al., 2008).

5.2 Caracterizacdo morfologica

O ovo de Z. unicarinata é do tipo hidropico. Ovos hidrépicos podem chegar a dobrar de
tamanho durante a ovogénese, devido a quantidade de proteinas da hemolinfa do hospedeiro
(YU et al., 2008). Em contraste, os ovos do tipo anidropicos (alto teor de vitelo) ndo mudam de
tamanho apds a oviposicdo: normalmente contém todos 0s recursos necessarios a ovogénese
(CONSOLI; VINSON, 2004).

Os ovos recém-depositados de Z. unicarinata sdo semelhantes na forma aos ovos de
outros figitideos, que apresentam um pequeno peddnculo na extremidade anterior, uma
caracteristica presente em Eucoilinae (OVRUSKI et al., 1994; TORMOS et al., 2013;
BUFFINGTON et al., 2017). No entanto, nossas observacfes devem ser confirmadas por novos
estudos com microscopia eletrdnica de varredura. Verificamos que o tamanho médio dos ovos
de Z. unicarinata (0,32 mm) é menor que o tamanho médio dos ovos do figitideo A. daci (0,51
mm) e do braconideo O. caricivorae (0,45 mm).

As larvas de primeiro instar de Z. unicarinata apresentam caracteristicas morfoldgicas
semelhantes a A. daci (TORMOS et al., 2013) e A. pelleranoi (OVRUSKI, 1994), pois as larvas
desses figitideos sdo longas e cilindricas, com presenca do apéndice caudal no Ultimo segmento
abdominal. Esse apéndice permite que as larvas dos endoparasitoides solitarios se movimentem
atraves da hemolinfa do hospedeiro para encontrar e destruir larvas concorrentes(HARVEY;
POELMAN; TANAKA, 2013).

No segundo instar, a larva é modificada; morfologicamente semelhante a espécies da
mesma familia, como A. daci e A. pelleranoi, ocorre auséncia de apéndices toracicos epresenca

de um curto segmento caudal. Além disso, o corpo é esbranquicado, cilindrico e compresenca
de gldébulos de gordura e intestino discernivel, com segmentacéo ja aparente, porém também
ndo é possivel identificar as mandibulas nesse instar (OVRUSKI, 1994; TORMOS et al., 2013).

Larvas de terceiro e quarto instares de Z. unicarinata ndo apresentaram mudancgas em
suas carateristicas morfoldgicas, no que remete a forma, coloragdo e segmentacdo corporal.

Basicamente as Unicas diferengas entre o 3° e 4° instares larvais foram as mudangas no
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tamanho da cépsula cefélica e aumento de tamanho do corpo. No terceiro instar, as larvas
ocupavam a maior parte do hospedeiro e, no quarto instar, ocupava totalmente o pupaério.
A pré-pupa de Z. unicarinata é caracterizada pelo fim no crescimento e segmentacdo do
corpo, semelhantemente a outras espécies de endoparasitoides (XU et al., 2007; FERNANDES
et al., 2019). A segmentacdo mais aparente inicia com a divisdo do mesossomae metassoma,
corpo encurtado, contraido em cerca de seu meio comprimento. O meconio larval foi visivel
no tegumento do abdémen. Muitos insetos holometabolos expelem umliquido fecal
chamado de meconio, que representa os restos metabdlicos acumulados duranteo estagio de
pupa (GULLAN; CRANSTON, 2017).
Neste estudo, ndo verificamos mudancas significativas no tamanho de Z. unicarinata
entre o quarto instar larval e a pré-pupa devido a expulsdo do meconio. A fase de pupa de Z.
unicarinata apresentou muitas caracteristicas proximas aquelas presentes nos adultos (antenas,
pernas e coloracdo), semelhantes as caracteristicas morfolégicas de A. daci e O. caricivorae
(XU et al., 2007; TORMOS et al., 2013). Ndo foi observado dimorfismo sexual para Z.
unicarinata tendo como base ovipositor. No entanto, no estagio de pupa é possivel fazer a
sexagem pela antena, com os machos possuindo antenas com 15 antendmeros e as fémeas, 13
antendmeros (BUFFINGTON et al., 2017).
Nosso estudo é o primeiro a documentar particularidades especificas de Z.unicarinata,
tais como seu tempo de desenvolvimento e a caracterizacdo morfologica dos seusestagios

imaturos, além de determinar o nimero de instares larvais dessa espécie.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel determinar que o tempo médio de desenvolvimento de Z. unicarinata é de
22 dias (ovo, instares larvais, pré-pupa e pupa), passando por quatro instares larvais. Essas
informagdes séo importantes para determinar e otimizar o tempo em que o parasitoide deve ser
mantido na criacao antes de sua liberacdo em campo para controle de pragas, auxiliando em um
melhor planejamento em cria¢cdes massais. A descri¢do do desenvolvimento das fases imaturas
de Z. unicarinata, bem como as particularidades encontradas durante as observac6es diarias,
permitiram conhecer o tempo de desenvolvimento e as caracteristicas morfoldgicas dos estagios

imaturos do parasitoide, o que contribuira para novos estudos sobre essa espécie.
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