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CHRYSOMYA MEGACEPHALA
(FABRICIUS, 1794) PUPAE (DIPTERA,
CALLIPHORIDAE) CRYOPRESERVED

IN GLYCEROL AND DIMETHYL

SULFOXIDE AS REARING SUBSTRACT
OF NASONIA VITRIPENNIS
(WALKER, 1836) (HYMENOPTERA,
PTEROMALIDAE)

ABSTRACT: Substances glycerol and dimethyl sulfoxide (DMSO)
were evaluated as cryoprotective in the storage of
the Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794)
(Diptera: Calliphoridae) pupae at low temperatures.
It were investigated five concentrations (0.1, 1, 2, 3
and 4 mol.) at -20 °C (freezer) and —196 °C (fase
liquid of the liquid nitrogen- LN). Control groups
were constituted by non-frozen pupae (fresh) and
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pupae freezing only with phosfate buffer saline
(PBS). Information was obtained about the
reproductive performance of Nasonia vitripennis
(Walker, 1836) matrices reared on these pupae.
These analyses revealed rates of parasitoidism
efficiency lower than 3 % at glycerol NL (3 and 4
mol) and DMSO Freezer (0.1, 2, 3and 4 mol). There
were not emergence in the frozen pupae belong to
DMSO NL and glycerol NL-PBS; 0.1, 1 and 2 mol.
The freezing with glycerol at — 20°C showed better
rates of parasitoidism efficiency than others groups.
Methods used in this work with cryoprotectives
glycerol and DMSO were ineffective in the
cryopreservation of C. megacephala pupae when
compared with others works. The influency of biotics
and non-biotics facts were discussed.

Key Words Cryopreservation; Chrysomya megacephala; Nasonia
vitripennis; vector control, rearing methods.

INTRODUCAO

A aplicacéo pratica da teoria da criopreservagéo pode hoje
ser acompanhada em diversas areas da ciéncia como, por exem-
plo, naestocagem de células, tecidos e embribes humanos (HARDY,
1979, AHMA & CHAUDHRY, 1980, KASHIWAZAKI et al., 1991,
ARMIGER, 1993; POITRAS et al,. 1994; SAHA et al., 1994). A
constituicdo de bancos de larvas de endoparasitos permite atu-
almente a reducdo do namero de animais hospedeiros utiliza-
dos na manutencdo de isolados, objetivando estudos bioquimi-
cos, epidemioldgicos, imunolégicos e genéticos (MANGOLD
etal. 1990; VAN WYK et al. 1990; ARAUJO et al. 1993; GILL &
REDWIN 1995). Da mesma forma, a criopreservacgao de células
tem facilitado o processo de passagens para a manutengado de
colbénias (BENCHIMOL et al. 1996). No entanto, nem sempre €
necessario manter a vitalidade do material apés degelo. E possivel
objetivar apenas a conservacao das caracteristicas morfolégicas
do material e das propriedades fisicas e bioquimicas. O proces-
so empregado é conhecido como crioconservagao. A conserva-
¢do de hospedeiros para a producao de vespas parasitéides vi-
sando sua inclusdo em programas de controle bioldgico aplica-



do (CORREA-FERREIRA & OLIVEIRA, 1998), assunto alvo do
presente estudo, é um exemplo pratico.

A eficiéncia do emprego de pteromalideos no controle de
muscoides vetores é periodicamente confirmada (MORGAN et
al., 1976; MORGAN, 1980; GEDEN et al,. 1992; GIBSON et
al,. 2000). Entretanto, a criacdo em larga escala de
microhimendpteros parasitdides exige o aperfeicoamento de
técnicas que viabilizem a sua producéo continua. A estocagem
de alguns insetos hospedeiros em baixas temperaturas, como
forma de provisdo dietética, tem sido testada com éxito.
KLUNKER (1982) relatou que a eficiéncia do parasitoidismo de
Muscidifurax raptor Girault and Sanders, 1910 (Hymenoptera:
Pteromalidae), em pupas de Musca domestica Linnaeus, 1758,
foi mantida apds o congelamento das pupas a —21 °C, durante
53 semanas. Utilizando temperaturas entre —20 °C e -25 °C,
KLUNKER & FABRITIUS (1992) conseguiram resultados satisfa-
térios na manutencao de estoques de M. raptor, Muscidifurax
zaraptor Kogan & Legner 1970 e Urolepis maritima Walker 1834
(Hymenoptera: Pteromalidae). No entanto, em alguns casos
observa-se o comprometimento da taxa reprodutiva do
microhimendptero (KLUNKER, 1982; MILWARD-DE-AZEVEDO
& CARDOSO, 1996). As alteragdes morfobioguimicas e fisicas
ocorridas no interior de puparios submetidos a baixas tempera-
turas estdo relacionadas a alteracdes qualitativas e quantitativas
do substrato utilizado como fonte de alimentacédo e,
consequentemente, ao desempenho dos espécimens.

A exposicdo de células a temperaturas inferiores a 0 °C acar-
reta o congelamento da agua incluida em sua composicdo. A
formacao de cristais de gelo podera causar injurias mecanicas
aos componentes celulares. Como resultado da indisponibilidade
de moléculas de agua ocorre concentracao eletrolitica, seguida
ou ndo de uma desidratacdo celular (LOVELOCK, 1954; MAZUR
etal., 1972; HARDY, 1979). Procurando identificar estratégias
para minimizar os efeitos nocivos advindos do processo de con-
gelamento, descobriu-se 0os chamados crioprotetores. Estes
aditivos, além da propriedade de abaixar o ponto de congela-
mento da agua, podem aumentar o0 ponto de superesfriamento
da mesma e/ou remover nucleos de cristalizacdo (HARDY, 1979;
MUTETWA & JAMES, 1985; FRIEDLER et al., 1988). Pode-se
citar como principais crioprotetores: glicerol, dimetil sulféxido
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(DMSQ), dextrana, etileno-glicol, etanol, polivinilpirrolidona e
sacarose. O glicerol (C,H,O,; PM= 92,09) apresenta-se na for-
ma viscosa incolor, com pouco ou nenhum odor, miscivel em
agua e com acéo desidratante. E encontrado naturalmente em
algumas espécies de insetos habitantes de regides de frio inten-
so, 0 que confirma sua propriedade protetora (SALT, 1958;
LEATHER et al,. 1995; RIVERS et al., 2000). Dimetil sulféxido
(C,H,OS; PM= 78,13) € um produto natural do metabolismo
lipidico de mamiferos (HARDY, 1979), soltvel em agua, inco-
lor, mas com odor ativo. POLGE et al. (1949) foram os primeiros
pesquisadores a testarem a acao crioprotetora do glicerol. Ja o
dimetil sulfoxido foi testado dez anos mais tarde, por LOVELOCK
& BISHOP (1989) ao congelarem eritrécitos e espermatozdides
de bovinos. Desde entéo, estes sdo 0s crioprotetores mais utili-
zados em técnicas de congelamento.

De acordo com CALLOW & FARRANT (1973) e FRIDLER
et al. (1988), além da velocidade de congelamento, constituem-
se pontos criticos no processo de congelamento a concentragédo
e tempo de equilibrio utilizados para o crioprotetor (quando
utilizados), estabilidade da temperatura de armazenagem, velo-
cidade de descongelamento e diluicdo ou remocéo do aditivo
protetor. Desta forma, os protocolos de congelamento tém sido
determinados por meio de testes sucessivos e a descoberta do
parametro ideal de cada fase resultara no sucesso do objetivo
final. Trabalhos mais recentes tém investigado a cinética da for-
macao de cristais de gelo em soluc¢des aquosas na presenca destes
crioprotetores (HEY & Mac FARLANE, 1998; MURTHEY, 1998).

O sucesso da criopreservacao de protozodrios, larvas de
helmintos, embrides e outras formas celulares, utilizando-se o
glicerol e dimetil sulféxido (DMSO) como crioprotetores, esti-
mulou a inclusdo destas substancias no estudo que monitora
processos de congelamento de pupas muscéides. Utilizou-se,
como modelo experimental, a espécie necrobiontéfaga
Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera:
Calliphoridae), objetivando a otimizacao futura de criagdes em
média e larga escala de Nasonia vitripennis Walker, 1836
(Hymenoptera: Pteromalidae), em pupas muscéides
inviabilizadas. Pteromalideo gregario e de facil criacdo em cati-
veiro, apresenta-se como agente de controle alternativo e com-
plementar de muscéides vetores.



MATERIAL E METODOS

Os estoques de C. megacephala e de N. vitripennis foram
estabelecidos e mantidos de acordo com metodologia proposta
por CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO (1996). A carne
equina que caracterizava a dieta das larvas muscéides era, en-
tretanto, descongelada no dia da preparacgdo das etapas experi-
mentais. Realizou-se o registro da massa corporal das pupas de
C. megacephala, de segunda e terceira geracdo e com idade
aproximada de 24 horas, antes de submeté-las ao congelamen-
to. Procedeu-se da mesma forma com as pupas frescas, com a
mesma idade, momentos antes de sua exposicdo as fémeas de
N. vitripennis (geracdo: 272- 302). O registro foi feito em lotes
constituidos por cinco pupas.

Os crioprotetores glicerol (Vetec®, céd. 123) e dimetil
sulféxido (Vetec®, cbd. 347), disponibilizados em diferentes
concentracOes, foram empregados nas temperaturas de
armazenamento de — 20 °C (freezer) e — 196 °C (fase liquida do
nitrogénio liquido). Os aditivos foram diluidos em tampé&o sali-
no fosfatado (PBS), pH 7,4 nas concentracfes finaisde 0,1; 1; 2;
3 e 4 molar.

Os ensaios foram realizados em etapas sucessivas: (1) con-
gelamento de pupas em NL, com soluc¢des de glicerol (grupo
glicerol — NL); (2) congelamento em NL, com solucfes de DMSO
(grupo DMSO-NL); (3) congelamento em freezer, com solucdes
de glicerol (grupo glicerol-freezer) e (4) congelamento em freezer,
com solugcdes de DMSO (grupo DMSO-freezer). Pupas conge-
ladas em solucéo diluente (sem crioprotetor) e pupas nédo sub-
metidas ao congelamento (pupas frescas) formaram os grupos
controle de cada etapa. Cada tratamento constou de trés repeti-
¢Oes; utilizaram-se 30 pupas de C. megacephala por repeticao.

As pupas muscéides foram acondicionadas em frascos plas-
ticos, com capacidade de 5 ml (Criogenic vials®), em grupos de
30. Os recipientes foram preenchidos até a borda com a solu-
¢do correspondente ao tratamento e vedados com tampa de rosca
e parafilme. As amostras permaneceram a temperatura ambien-
te cerca de 15 minutos antes da alocac¢do na respectiva tempe-
ratura de estocagem. Sete dias apds 0 armazenamento, 0 mate-
rial foi recolhido e mantido em temperatura ambiente até obter-
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se o degelo total (em média, 30 minutos). Os puparios foram
submetidos a quatro banhos em agua destilada e deionizada,
secos em papel toalha e mantidos a temperatura de 30 °C du-
rante 30 minutos, antes da exposicao as matrizes parasitoides.

Fémeas de N. vitripennis, com aproximadamente 24 horas
de idade, previamente alimentadas com mel e agua destilada,
ad libidum, foram transferidas para frascos de vidro transparen-
tes (9 cm de diametro x 16 cm de altura). A exposicdo ao
parasitoidismo foi realizada durante o intervalo de 72 horas,
sob condic@es de laboratério. As fémeas matrizes foram subse-
guentemente descartadas. Estabeleceu-se a relacdo de duas
pupas muscdides:fémea parasitéide.

A temperatura e a umidade relativa foram monitoradas no
laboratorio através de um termohigrégrafo. Nao houve controle
de fotoperiodo. Os indices de nebulosidade local foram obtidos
no Posto da Estacdo Experimental de Seropédica — PESAGRO —
RI.

Apobs a exposicao, as pupas hospedeiras foram individuali-
zadas em tubos de ensaio e mantidas em cdmara climatizada
regulada a 27 °C de temperatura, 65 = 10 % de UR e 14 horas
de fotofase. Aguardou-se a morte de todos os microhimenopteros
gue emergeram para proceder-se o inventario. Os puparios
muscoéides foram monitorados até 21 dias apés inicio de emer-
géncia dos parasitdides; em seguida, foram dissecados visando
o registro de pteromalideos tardios.

Procedeu-se a andlise descritiva gréafica e interpretativa dos
resultados obtidos. A Analise de Variancia seguida do teste de
significaAncia Tukey-Krammer foi utilizada visando a compara-
¢do entre as médias das massas corporais das pupas jovens de
C. megacephala incluidas nas parcelas de cada grupo experi-
mental. Procedeu-se a correlacdo de Pearson com o objetivo de
especular sobre a possivel influéncia do tamanho dos puparios
de C. megacephala sobre a atividade reprodutiva de N.
vitripennis.

Entendeu-se como sucesso do parasitoidismo e taxa de
pupérios eficientes o niUmero ou percentual de pupas muscoides
frescas ou crioconservadas que permitiram a emergéncia de
adultos parasitéides.



RESULTADOS

A Figura 1 apresenta a variacdo de temperatura, umidade
relativa e luminosidade registrados durante o periodo de expo-
sicdo ao parasitoidismo. A emergéncia de adultos de N.
vitripennis, criados em pupas frescas de C. megacephala, nos
diferentes grupos experimentais, ocorreu entre 0 12%e 14 dia
apos o inicio da exposicdo. O término da emergéncia limitou-
se entre 0 162e 192dia. Os picos de emergéncia concentraram-
se no 14¢ e 152 dia. Os parasitdides criados em puparios previ-
amente submetidos ao congelamento iniciaram a emergéncia
entre o 14° e 17°dia ap6s o inicio da exposicao, finalizando-a
entre 0 16°e 212dia. Os picos de emergéncia variaram entre 0s
diferentes grupos experimentais (Amplitude: 142 - 162 dia).
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Ficura 1. Indices médios de temperatura (°C), UR (%), registrados em laborato-
rio, e nebulosidade (1-10), durante o periodo de exposi¢ao das pupas de
Chrysomya megacephala, frescas e previamente submetidas a crioconservacao,
ao parasitoide Nasonia vitripennis. EPPWONeitz - UFRRJ, Seropédica, RJ.
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Pupas muscdides previamente expostas ao DMSO e ao
controle PBS e submetidos ao nitrogénio liquido ndo serviram
como substrato de criacdo do microhimendptero. A taxa de efi-
ciéncia dos pupérios, nos lotes 3 e 4 molar do grupo glicerol
NL, foi inferior a 4%. Em média, 80% das pupas frescas que
contrastaram as respostas obtidas nas amostras expostas ao ni-
trogénio liquido permitiram o desenvolvimento de parasitéides
(Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho de pupas de Chrysomya megacephala® previamente
tratadas com glicerol e dimetil sulféxido, submetidas a -196°C (Glicerol NL e
DMSO NL) e a -20°C (Glicerol Freezer e DMSO Freezer), como substrato de
criacdo de Nasonia vitripennis, apds exposi¢ao ao parasitoidismo, por 72 ho-
ras, em meio ambiente e manutenc¢ao subsequente sob condig¢des controla-
das (Temperatura: 27°C; UR: 65 + 10% e 14 h de fotofase). Pupas frescas (24
horas de idade) e pupas tratadas com PBS caracterizaram os lotes testemu-
nhas.

Lotes Numero médio de parasitoides/ Eficiéncia  Razdo
n° de puparios eficientes (%) sexual
Média :DP Amplitude superior
Glicerol NL?
Pupa fresca 28,41+ 0,47 52 80,00 0,51
DMSO NL
Pupa fresca 24,60 £ 1,27 48 80,00 0,39
Glicerol Freezer
0,1 molar 15,88 + 7,04 33 16,67 0,47
1 13,32 + 4,36 36 26,67 0,56
2 14,21 + 6,60 35 18,90 0,55
3 10,33 + 1,45 28 21,10 0,54
4 15,08 + 5,00 27 19,00 0,77
controle 15,08 + 2,20 33 31,10 0,62
PBS
Pupa fresca 28,66 + 1,81 53 72,23 0,47
DMSO Freezer?
1molar 16,10 + 0,123 29 14,43 0,65
Pupa fresca 25,55 + 3,01 49 58,90 0,48




Ataxa de eficiéncia, ao empregar-se puparios previamente
tratados com glicerol e submetidos a -20 °C de temperatura
(glicerol freezer), oscilou entre 16 (0,1 molar) e 27% (1 molar).
O controle PBS apresentou cerca de 30% de eficiéncia. O su-
cesso do parasitoidismo em pupas frescas foi proximo a 70%. A
relacdo nimero médio de parasitéides: nimero de puparios efi-
cientes, nas amostras congeladas, foi acentuadamente inferior
(>10; <16) a obtida em pupas frescas (28,7) (Tabela 1).

Emergiram, em média, 16,1 adultos de N. vitripennis por
pupéario muscéide previamente exposto a DMSO 1 molar, em
apenas duas entre as trés repeticdes anteriormente processadas
em freezer. A taxa de eficiéncia, neste tratamento, foi de 14,5%
(Tabela 1), cerca de trés vezes superior ao desempenho apre-
sentado pelos espécimens incluidos no controle PBS (5,57%).
Neste lote, ocorreu a emergéncia em apenas duas repeticdes,
caracterizando uma variacao amostral excessivamente alta. O
desempenho apresentado pelos outros lotes foi irrelevante (<
3%). O sucesso do parasitoidismo apresentou-se expressivamente
reduzido no lote de pupas frescas (59%).

A presenca de imaturos e adultos faratos de N. vitripennis,
provenientes de puparios dissecados 20 dias apés o inicio da
emergéncia do parasitdide, esta ilustrada na Figura 2. O proce-
dimento de disseca¢do dos puparios muscéides revelou amos-
tras inexpressivas de parasitdéides. Como foi mencionado anteri-
ormente, 0s puparios submetidos ao congelamento no grupo
experimental DMSO-NL e glicerol-NL — tratamento PBS néo
foram utilizados pelas fémeas de microhimendépteros. No en-
tanto, encontrou-se, durante a dissecacao, alguns adultos faratos
e/ou imaturos nos lotes 0,1; 1 e 2 molar do grupo glicerol-NL,
onde néo havia, anteriormente, ocorrido emergéncia. Nos de-
mais grupos experimentais, os individuos eram, em sua maio-
ria, adultos faratos. Pupas muscoéides frescas pertencentes ao
grupo DMSO-NL continham 9,67; 4,67; 1,67 e 3,33 machos,
fémeas, larvas e pupas, em média, respectivamente. Quase to-
das as larvas encontradas no interior dos puparios dissecados
estavam vivas. Alguns espécimens foram alocados, em recipi-
entes de criacédo, sob as condi¢des experimentais estabelecidas
durante o processo de desenvolvimento das progénies. Dez dias
apos, as larvas encontravam-se vivas, sem alteracdes morfoldgicas
aparentes.
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Figura 2. Imaturos e adultos faratos de Nasonia vitripennis (em média) eviden-
ciados através de dissecagdes das pupas de Chrysomya megacephala frescas
e congeladas em solugéo diluente, com e sem crioprotetor (glicerol e dimetil
sulféxido ou DMSO), nas temperaturas de armazenamento de —20°C(freezer)
e — 196 °C (nitrogénio liquido- NL), ap6s 22 dias do inicio da emergéncia dos
parasitéides.



N&o houve correlagéo entre a massa corporal média (Tabe-
la 2) dos espécimens que constituiram os lotes de pupas frescas
e 0 nimero médio de parasitdides emergidos dos puparios efici-
entes (r = - 0,16; P = 0,8375). A massa corporal média dos
pupérios congelados, incluidos no grupo glicerol-freezer, ndo
apresentou correlacdo com o numero médio de parasitdides
emergidos dos puparios eficientes (r = -0,56; P = 0,2447) ou
com a taxa de eficiéncia (r =-0,77; P = 0,0717). Os resultados,
portanto, sugeriram que a massa corporal das pupas que consti-
tuiram as diferentes amostras ndo influenciou o desempenho fi-
nal dos parasitoides. Nos lotes constituidos por pupas frescas,
ndo ocorreu emergéncia de espécimens de C. megacephala.

Tabela 2. Massa corporal (mg)" de pupas frescas de Chrysomya megacephala,
com 24 horas de idade, oriundas de larvas criadas em carne equina, mantidas
em condicdes experimentais (Temperatura: 27 °C; UR: 65 + 10%; 14 horas de
fotofase)”

Lotes/ Glicerol NL DMSO NL  Glicerol Freezer DMSO Freezer
tratamento X * sx X * sx X + sx X + sx
0,1molar 56,01 +1,12a 63,11+0,32a 62,50+ 0,34ab 62,08 +0,49 a
1molar 56,55+0,96a 63,19+037a 62,27 +0,33ab 62,08+ 0,39 a
2molar 5821 +032b 6304+028a 6251+033ab 62,64+0,35a
3molar 56,67 +0,70a 6331+034a 62,75+0,35a 62,96 £ 0,55 a
4molar 58,09 +0,47 ab 63,28+ 0,35a 62,36 +0,40ab 62,74 + 0,46 a
Controle PBS 58,22 + 0,45 ab 63,16 £ 041 a 61,95+0,35ab 62,62 +0,38 a
Pupas frescas 59,96 + 0,30 b 60,03+ 0,18 b 61,23+0,19b 62,75+0,41 a

"Massa corporal obtida através de registro em lotes (5 larvas x 6 lotes)
" Meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
Tukey-Kramer ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada tratamento

Claudia
Cristina
Gulias-Gomes
Cleber Oliveira
Soares

Eliane Maria
Vieira
Milward-
de-Azevedo

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora
V.5N°1
Jul/2003
p 101-120



Pupas de
Chrysomya
megacephala
(Fabricius, 1794)
(Diptera,
Calliphoridae)
crioconservadas
em solucdes

de glicerol

e dimetil
sulfoxido

como

substrato

de criacdo

de Nasonia
vitripennis
(Walker,

1836)
(Hymenoptera,
Pteromalidae)

Rev. bras.
Zoociéncias
Juiz de Fora

V.5N°1

Jul/2003

p 101-120

DISCUSSAO

Parasitoides criados em pupas previamente congeladas fo-
ram mais tardios. O tempo investido pelos pteromalideos na
procura de um substrato de melhor qualidade nutricional e/ou
reprodutivo pode retardar o momento da oviposicao, de acordo
com RIVERS (1996). O acréscimo do grau de dificuldade em
perfurar o pupario e/ou o “estranhamento” provocado por
envoltério cuticular artificialmente processado, também pode
ter condicionado as tendéncias temporais observadas durante a
emergéncia, nos lotes tratados.

GULIAS-GOMES e colaboradores (dados ndo publicados)
ao exporem pupas de C. megacephala ao congelamento direto
em NL, sem qualquer aditivo protetor, assinalaram relacdes de
parasitoidismo de, aproximadamente, 15 parasitéides: pupario
eficiente. Reinterpretando MILWARD-DE-AZEVEDO & CARDO-
SO (1996), que congelaram pupas de C. megacephalaa—12°C,
durante 1 més, pode-se assumir a média de 13,5 parasitoides/
total de puparios eficientes. O sucesso do parasitoidismo entdo
assinalado foi de 70%. Estas técnicas contrastadas as testadas
no bioensaio atual, portanto, favoreceram o desempenho
reprodutivo e, principalmente, representam maior simplicidade
metodoldgica, caracterizando uma relacéo custo: beneficio o-
peracional mais reduzida.

Contrastando-se o sucesso do parasitoidismo dos lotes cons-
tituidos por pupas frescas com trabalhos prévios, observam-se
valores inferiores, principalmente na parcela pertencente ao gru-
po DMSO-freezer. A participagdo de fatores ndo monitorados
ou quantificados que contribuiram para a queda da taxa de
parasitoidismo, ndo deve ser descartada. Temperaturas médias
inferiores a 25°C e os niveis de nebulosidade (de intermediarios
a altos) podem ter influenciado, também de forma deletéria, a
taxa de sucesso do parasitoidismo. No bioensaio onde, apés 48
horas de exposicdo e assumindo a mesma relagdo pupa:
parasitdide, obteve-se 93 % de puparios parasitoidados com su-
cesso (CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO, 1995), a tem-
peratura média diaria variou entre 26 a 30°C, durante o periodo
experimental. WYLIE (1958) comentou sobre a maior atividade
locomotora de fémeas de N. vitripennis quando expostas a tem-



peraturas e luminosidade mais elevadas, corroborando a afir-
mativa de MERWE (1943) que relacionou estes mesmos fatores
a maior atividade reprodutiva da espécie. A manutencao roti-
neira de estoques do pteromalideo, em laboratério, tem confir-
mado estas observacdes. Possivelmente, condi¢cdes ambientais
mais favoraveis potencializariam resultados mais expressivos,
inclusive nas amostras constituidas por pupas congeladas.

N&o ocorreu emergéncia de C. megacephala nos lotes de
pupas frescas. Alguns argumentos podem ser responsabilizados: o
“veneno” injetado por fémeas de N. vitripennis, antes da oviposicao,
provocando a morte de hospedeiros jovens (RIVERS & DELINGER,
1994); a acdo exploratéria dos puparios e/ou a incidéncia de
mortalidade natural (que implicaria fatores independentes da
acdo do parasitéide), potencializada durante o manuseio mecéa-
nico dos espécimens (CARDOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO,
1996 e MILWARD-DE-AZEVEDO & CARDOSO, 1996).

A similaridade observada entre os resultados apresentados
pelos lotes constituidos por pupas congeladas somente com o
diluente (PBS) e pelos lotes que receberam os crioprotetores,
deve ser evidenciada. A taxa de eficiéncia dos puparios
amostrados no lote controle PBS, incluido no grupo experimen-
tal glicerol-freezer (Tabela 1), apresentou-se mais expressiva;
entretanto, os espécimens inviabilizados nédo distinguiram, em
média, uma maior producdo de parasitoides. Estes resultados
poderiam ser interpretados como a auséncia do efeito crioprotetor
dos aditivos testados? Nao existem relatos, na literatura, sobre a
capacidade de penetracdo dessas substancias em puparios de
dipteros. E possivel que o tempo de equilibrio, utilizado neste
trabalho, tenha sido insuficiente para promover a ag¢éo interna
dessas substancias ou que o pupario intercepte sua penetracao.
Entretanto, isolada, esta suposicdo nao justifica as taxas
inexpressivas de eficiéncia encontradas. Assim, o fator ou fato-
res comuns aos lotes expostos ao congelamento, que determi-
nou a subutilizacdo dos puparios hospedeiros, nédo ficou escla-
recido. No entanto, algumas hip6teses podem ser delineadas.
Recorrendo a autores, como EDWARDS (1954), que citaram a
rejeicdo de fémeas parasitdides a puparios submetidos a extre-
mos de umidade, sugere-se a alocacdo dos puparios em meio
liguido como uma das causas de maior relevancia. MERWE
(1943) interpretou a morte de adultos faratos no interior de
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pupérios um efeito determinado pela alta umidade existente so-
bre o hospedeiro, o que dificultaria a confeccao do orificio de
emergéncia. A umidade disponibilizada pela solu¢édo tampéao
utilizada como diluente para os crioprotetores pode ter provo-
cado a rejeicdo das fémeas parasitéides e/ou ter dificultado a
introducéo de seus ovojetores. No final de cada periodo de ex-
posicdo ao parasitoidismo, observou-se, ao redor e na superfi-
cie de alguns hospedeiros, a presenca de um fluido viscoso e
amarelo, provavelmente saido do interior dos puparios. Algu-
mas pupas apresentavam-se aderidas por meio desta substan-
cia. E possivel que os puparios tenham absorvido o liquido
diluente durante o congelamento ou degelo, e apds a lavagem e
secagem com papel toalha, o excesso aparente de liquido te-
nha sido eliminado. A temperatura ambiente, mais elevada, re-
gistrada no primeiro dia, durante o0 monitoramento dos grupos
glicerol e DMSO-freezer, poderia ter auxiliado a reducdo da
umidade na superficie dos puparios, favorecendo o desempe-
nho dos pteromalideos. Por outro lado, a manutencao do indice
de temperatura, durante os trés dias de exposicao dos parasitdides
aos puparios de C. megacephala pertencentes ao grupo DMSO-
freezer, ndo garantiu resultados mais expressivos, inclusive para
o lote de pupas frescas.

O odor exalado pelo hospedeiro e proveniente dos residu-
os da fonte alimentar, possui um importante papel no
guimiotropismo. Neste experimento, além das pupas muscoéides
terem sido acondicionadas e lavadas em meio liquido antes de
sua exposicdo a matrizes parasitéides, desativando o seu odor
natural, os pteromalideos encontravam-se potencialmente sus-
ceptiveis aos odores exalados pelos produtos quimicos empre-
gados como crioprotetores. De fato, o produto DMSO liberou
forte odor, percebido facilmente na sala de criacéo (relativize-
se, aqui, a percepcdao olfativa humana), o que poderia ter repe-
lido e/ou arrestado as fémeas parasitdides (“estranhamento”),
prejudicando, inclusive, o parasitoidismo nos lotes de pupas
frescas. Admite-se a possibilidade da atuacéo deletéria desse
fator, reduzindo ou inibindo a interacdo parasitoide: pupa
muscoide, associado ou ndo as especulacdes anteriores. A re-
ducéo expressiva da taxa de eficiéncia no lote de pupas frescas
pode corroborar esta hipotese. E interessante enfatizar, por ou-
tro lado, que, em média, a relacado parasitoide: pupario eficien-



te mostrou-se muito expressiva, nos lotes de pupas frescas (CAR-
DOSO & MILWARD-DE-AZEVEDO, 1996). Nestas amostras,
possivelmente, os fatores extrinsicos que possivelmente interfe-
riram sobre o quimiotropismo e 0 comportamento reprodutivo
das fémeas de N. vitripennis, ndo influenciaram o desempenho
dos parasitoides imaturos.

ALTSON (1920, In WHITING 1967) registrou, em condi-
¢Oes controladas de laboratério (25 °C de temperatura) e em
ambiente natural, uma irregular, mas persistente proporcéo de
larvas em diapausa. De acordo com o autor, uma simples fémea
pode produzir ambos os tipos de larvas (ativas e diapausicas),
no mesmo pupario. Devido ao tempo decorrido desde a exposi-
¢do ao parasitoidismo até o momento de dissecacdo dos
puparios, neste experimento, ndo foi possivel afirmar se as lar-
vas monitoradas eram diapausicas ou mesmo quiescentes. To-
davia, a ocorréncia destas formas que apresentaram velocidade
de desenvolvimento reduzida, pode assegurar, na natureza, es-
trategicamente, a sobrevivéncia da progénie, arquitetada pelas
fémeas matrizes. MERWE (1943) acompanhou processos analo-
gos a verdadeira diapausa ao submeter larvas a altas temperatu-
ras, durante um curto intervalo de tempo. Comentou sobre a
possivel ocorréncia da destruicdo de promotores da pupacao.
Entretanto, no presente bioensaio, ndo foram assinalados
extresses térmicos. A qualidade nutricional disponibilizada pe-
las pupas hospedeiras previamente submetidas a baixas tempe-
raturas e empregadas como substrato de cria¢do, também néo
justifica o fenbmeno observado, pois manifestou-se, também,
nos lotes de pupas frescas.

A razdo sexual dos parasitéides criados nos lotes de pupas
frescas foi proxima a 0,5, na maioria dos ensaios. No grupo DMSO-
NL, entretanto, esta variavel caracterizou-se por um maior nimero
de machos. Embora a literatura cite 0 aumento do nimero de fé-
meas em progénies de parasitéides desenvolvidos em pupas sub-
metidas anteriormente a baixas temperaturas (para detalhes, vide a
revisdo apresentada por MILWARD-DE-AZEVEDO & CARDOSO,
1996 e 1998), o numero reduzido de espécimens produzidos nos
grupos experimentais ndo foi suficiente para compor uma amostra
populacional significativa e, portanto, inferéncias sobre esta varia-
vel poderiam ser tendenciosas.
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A complexidade de fatores passiveis de participacdo nos
resultados descritos neste trabalho impossibilitou o fornecimento
de dados comprobatdrios sobre os efeitos crioprotetores do
glicerol e do DMSO, induzidos experimental e exogenamente,
em pupas muscdéides. Contudo, embora admitindo-se que a me-
todologia empregada neste trabalho nédo tenha corroborado com
o incremento do desempenho reprodutivo de N. vitripennis, o
potencial representado pela utilizacdo de crioprotetores,
objetivando a otimizacéo de criaces em larga escala desta e de
outras vespas parasitdides, ndo deve ser, absolutamente, despre-
zado (RIVERS et al., 2000). Este bioensaio, exploratério, € inédito,
no pais. A atuacao de equipes interdisciplinares podera minimizar
as distorcGes metodoldgicas, implementando protocolos mais efi-
cientes e passiveis de serem admitidos por interesses comerciais
ajustados a programas de sustentabilidade ambiental.
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