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INFLUENCIA DO HOSPEDEIRO DE ORIGEM E DO APRENDIZADO SOBRE
O COMPORTAMENTO QUIMIOTAXICO E O PARASITISMO DE Telenomus
podisi Ashmead (HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE)*

Autor: Roberta Tognon
Orientador: Josué Sant’Ana
Coorientadora: Simone Mundstock Jahnke

Resumo

O parasitoide de ovos, Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:
Platygastridae) € um importante agente de controle natural de percevejos e seu
sucesso de parasitismo esta relacionado ao comportamento de busca de
posturas. Este estudo teve como objetivos avaliar a influéncia do hospedeiro de
origem no comportamento de busca e parasitismo de T. podisi, bem como a
aprendizagem e memoéria do parasitoide. Foram avaliadas as respostas
guimiotaxicas (olfatdmetro tipo “Y”) de fémeas acasaladas de T. podisi, com 48
horas de idade, oriundas de ovos de Tibraca limbativentris Stal (percevejo-do-
colmo) coletados em lavouras de arroz, ou emergidas a partir de ovos de
Euschistus heros (Fabricius) (percevejo-marrom) (Hemiptera: Pentatomidae)
provenientes de uma criacdo de laboratorio, tanto ao feroménio sexual de T.
limbativentris, como a volateis de ovos. Além disso, foi averiguado o sucesso
de parasitismo em ambos pentatomideos e a capacidade de aprendizagem e
tempo de retencdo da memoéria deste parasitoide ao extrato de capim-limao.
Fémeas oriundas de ovos dos dois heterOpteros responderam mais ao
ferombnio sexual do que ao hexano (controle). No entanto, ndo houve
diferenga quimiotaxica significativa ao feroménio, para parasitoides oriundos de
ambos hospedeiros. FEmeas procedentes do percevejo-marrom foram mais
responsivas aos volateis de ovos nao lavados do hospedeiro de origem do que
aos do percevejo-do-colmo, nas mesmas condi¢cdes. As provenientes de T.
limbativentris, ndo distinguiram entre os volateis das posturas das duas
espécies de pentatomideos. Telenomus podisi, oriundos de E. heros, nao
parasitaram ovos de T. limbativentris, entretanto, parasitoides provenientes
deste percevejo parasitaram ovos de E. heros. Além disso, a presenca do
capim-liméo, durante toda a fase imatura, alterou a orientacdo quimiotaxica de
T. podisi, desencadeando aprendizagem nestes organismos, a qual se
manteve por até 72 horas. O conhecimento da interferéncia dos fatores que
intermediam a comunicacdo hospedeiro-parasitoide podera auxiliar em
programas de controle biologico, possibiltando maior adequacdo e
confiabilidade na utilizacdo desta ferramenta com o uso de T. podisi.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (58p.) Marco, 2013.
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Abstract

Parasitism success in the egg parasitoid Telenomus podisi Ashmead
(Hymenoptera: Platygastridae), an important natural control agent for stink bug
eggs, depends on its host-searching behavior. This study aimed to assess the
influence of parasitoid host origin, learning, and memory on T. podisi search
behavior and parasitism. Chemotaxic responses to the T. limbativentris sex
pheromone and to egg volatiles were tested in a Y-tube olfactometer for mated,
48-hour old T. podisi females, reared from eggs of Tibraca limbativentris Stal
(Rice-stalk-stink-bug) (RSSB) collected in rice plantations, or from eggs of
Euschistus heros (Fabricius) (Neotropical-brown-stink-bug) (NBSB) (Hemiptera:
Pentatomidae). Parasitism success was quantified in both pentatomids, and
learning capacity and memory retention time of the parasitoid were tested with
lemongrass extract. Females reared from eggs of the two stink bug species
responded more strongly to the sex pheromone than to hexane (control), but
there was no significant chemotaxic difference in pheromone response between
parasitoids reared in different hosts. Females reared from the NBSB were more
responsive to unwashed egg volatiles of their host of origin than to those of the
RSSB under the same conditions. Females reared from T. limbativentris did not
distinguish between egg volatiles of the two pentatomid species. Telenomus
podisi reared from E. heros did not parasitize T. limbativentris eggs, but those
reared from T. limbativentris did parasitize E. heros eggs. The presence of
lemongrass throughout the immature phase altered the chemotaxic orientation
of T. podisi and prompted learning in these organisms that lasted for up to 72
hours. Understanding how the factors that mediate host-parasitoid
communication are interrelated can help biological control programs establish
more effective and reliable tools with T. podisi.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (58p.) March, 2013.
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1 INTRODUCAO

O sucesso no uso de parasitoides de ovos para controle biolégico esta
diretamente relacionado a uma série de estudos que avaliem os aspectos que
interferem na interacdo hospedeiro-parasitoide. Dentre estes, fazem parte os
fatores que intermediam a comunicacdo quimica entre inimigos naturais e
herbivoros, assim como, a influéncia do hospedeiro de origem e da
aprendizagem no comportamento de busca de espécie(s) alvo e,
possivelmente, no sucesso de parasitismo. O conhecimento das interacdes
troficas é fundamental para viabilizar de forma adequada o uso de insetos
benéficos no controle de pragas, evitando que esta ferramenta caia em
descrédito no meio rural.

Sendo assim, este trabalho teve 0s seguintes objetivos: avaliar as
respostas quimiotaxicas de Telenomus podisi Ashmead [Hymenoptera:
Platygastridae (= Scelionidae)] oriundos de Tibraca limbativentris Stal
(Hemiptera: Pentatomidae) e Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae) a volateis de ovos de ambos hospedeiros e ao feromdnio sexual
de T. limbativentris; determinar o impacto do hospedeiro de origem no sucesso
de parasitismo de T. podisi nas duas espécies de pentatomideos e avaliar a

capacidade de aprendizagem e tempo de retencdo da memoria ao extrato de



capim-limao, Cymbopogom citratus (DC.) Stapf. (Poales: Poaceae), em T.

podisi.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Percevejo-do-colmo (Tibraca Ilimbativentris) — Aspectos
bioecoldgicos e danos

Os pentatomideos sdo considerados o principal problema na cultura do

arroz [Oryza sativa L. (Poales: Poaceae)] com destaque para T. limbativentris

(Figura 1), o qual ataca em todos os estadios da cultura, podendo ja estar

presente na lavoura a partir do perfilhamento (Domiciano, 2001; Martins et al.,

2004; Reunido Técnica da Cultura do Arroz Irrigado, 2012).

2,65mm

FIGURA 1. Adulto de Tibraca limbativentris

Os ovos de T. limbativentris apresentam uma coloragédo esverdeada,

escurecendo com a proximidade da eclosdo. A oviposigcdo ocorre



preferencialmente na face inferior das folhas do arroz, sendo dispostos
alternadamente em duas a seis fileiras (Ferreira et al., 1997).

A fase de ovo, em casa de vegetacédo, tem duracdo média de sete dias e
viabilidade de 99%. (Botton et al., 1996). Em condi¢bes controladas (24 + 0,5
°C; 70 = 10% UR,; fotofase de 14 horas), Silva et al. (2004) observaram que
este periodo foi de 6,9 + 1,2 dias; sendo que os tempos de desenvolvimento
do primeiro ao quinto instares foram de 5,5 + 1,66 ; 7,2 = 2,65; 10,4 = 3,66;
15,4 £ 3,61 e 19,8 + 1,6 dias, respectivamente.

A longevidade de T. limbativentris na fase adulta € de cerca de 60 dias
tanto para fémeas como para machos. Fémeas de T. limbativentris atingem a
maturidade sexual entorno de 14 dias e machos, em 11. A fecundidade, em
condi¢cBes controladas (26 + 1°C; 60 £ 10% UR; fotofase de 14 horas) € de,
aproximadamente, 90 ovos/fémea (Silva et al., 2004).

O percevejo-do-colmo encontra-se amplamente distribuido na Regido
Neotropical (Fernandes & Grazia, 1998). No Brasil, € encontrado em todos o0s
agrossistemas de arroz: terras altas, irrigado por inundacédo e varzea umida. De
acordo com Ferreira et al. (1997) e Farias (2012), durante o periodo normal de
permanéncia do arroz no campo, € provavel que T. limbativentris complete
duas geracbBes e inicie uma terceira. Nesta Ultima os insetos entram em
diapausa reprodutiva nos restos da cultura ou em plantas hospedeiras
alternativas localizadas nas proximidades da lavoura, como Andropogon
bicornis L. (Klein, 2012) e Paspalum urvillei (Steudel) (Oliveira et al., 2005)
completando o ciclo ao retornarem para a lavoura no inicio do perfilhamento da

cultura.



Os danos séo causados pela alimentacdo dos percevejos adultos e das
ninfas, a partir do segundo instar, cuja picada na base das plantas provoca o
aparecimento do sintoma conhecido como “coragcéo-morto” na fase vegetativa e
“‘panicula-branca” na reprodutiva, provocando perdas consideraveis na
producdo, principalmente se o ataque ocorrer nas fases de pré-floracdo e
formacdo dos grdos. Os percevejos alimentam-se ativamente quando as
plantas atingem aproximadamente 30 cm, pois 0 inseto necessita de um
suporte da planta para poder apoiar as pernas anteriores e forcar a introducao
das pecas bucais nos tecidos do colmo, assumindo a posicdo caracteristica de
cabeca para baixo (Ferreira et al., 1997; Silva et al., 2004). Estudos realizados
no Rio Grande do Sul indicaram que o nivel de dano econémico desta praga
esta associado & fase fenoldgica da planta, sendo que um percevejo/m? reduz
a producdo em 58,7 e 65,16 kg/ha, nas fases vegetativa e reprodutiva,

respectivamente (Costa & Link, 1992).

2.2 Percevejo-marrom (Euschistus heros) — Aspectos bioecolégicos e
danos
Inimeras espécies de pentatomideos estdo associadas a cultura da soja
[Glycine max L. (Fabales: Fabaceae)] sendo, E. heros (Figura 2), a mais
abundante (Panizzi & Niva, 1994; Panizzi & Slansky Jr, 1985).
As posturas deste pentatomideo séo constituidas de cinco a oito ovos de
cor amarela, depositados, principalmente, nas folhas ou nas vagens da soja

(Hoffmann-Campo et al., 2000).



2,75mm
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FIGURA 2. Adulto de Euschistus heros

Costa et al. (1998) observaram que a fase de ovo de E. heros tem
duracdo aproximada de sete dias, sendo que os tempos de desenvolvimento
do primeiro ao quinto instares foram de 46 £+0,9;7,1+0,6;5,7+1,5;7,0£ 2,2
e 7,1 £ 1,3 dias, respectivamente. Fémeas e machos possuem uma
longevidade média de 50 dias atingindo a maturidade sexual por volta de 11,
com fecundidade aproximada de 130 ovos/fémea (24 + 0,5°C; 70 + 10% UR;
fotofase de 14 horas).

O percevejo-marrom é nativo da Regido Neotropical e no Brasil esta
presente em abundéancia nas regiées mais quentes como no Norte do Parana e
na Regido Centro-Oeste, 0 que favorece um maior nimero de geracdes dessa
espécie (Panizzi & Slansky Jr, 1985).

Na época de entressafra, entre os meses de abril a outubro, alimentam-
se de plantas alternativas como Amaranthus retroflexus L. e Vassobia breviflora
(Sendtn.) (Medeiros & Megier, 2009) ou deslocam-se para abrigos de
sobrevivéncia, alojando-se sob folhas secas de plantas como Mangifera indica
L. (Godoy et al., 2010; Panizzi & Niva, 1994), Cajanus cajan L.; Helianthus

annus L.; Acanthospermun hispidium L. e Pterogyne nitens Tul. (Panizzi &



Niva, 1994; Mourdo & Panizzi, 2000) permanecendo em estado de diapausa
até a proxima safra de verao.

O complexo de percevejos, incluindo E. heros, ocorre na cultura da soja
desde a fase vegetativa e € prejudicial a partir do inicio da formacdo das
vagens até a maturacdo dos graos (Corréa-Ferreira, 2005). Estes
pentatomideos atingem as sementes através da introducdo do aparelho bucal
nos legumes, tornando-as murchas e enrugadas, causando perdas
significativas no rendimento, na qualidade, no potencial germinativo e alterando
teores de proteinas e acidos graxos (Corréa-Ferreira & Panizzi, 1999; Corréa-
Ferreira & Azevedo, 2002).

A principal forma de controle para E. heros e T. limbativentris ainda é o
quimico. Os principais produtos registrados no Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios (AGROFIT, 2012) para 0 manejo destas pragas na cultura da
soja e arroz, sao defensivos dos seguintes grupos quimicos: neonicotinoides,
piretroides e organofosforados. No entanto, os efeitos indesejaveis desse
método podem ser evitados ou minimizados com a adocdo de técnicas que
fazem parte do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Oliveira & De Bortoli, 2006).

7

O controle biolégico € uma das técnicas que vem assumindo grande

importdncia em programas de manejo, devido a preocupacédo relacionada a

qualidade do ambiente e da saude publica (Parra et al., 2002).

2.3 Inimigos naturais: parasitoides
Os inimigos naturais, agentes utilizados no controle biolégico de pragas,
sdo provenientes de diversas classes de organismos e incluem parasitoides,

patdgenos e predadores (Costa et al., 2006).



Os parasitoides sdo insetos que se desenvolvem em um hospedeiro,
alimentando-se do mesmo e obrigatoriamente causando sua morte (Vinson,
1976).

O parasitismo pode ocorrer em diferentes fases de desenvolvimento do
hospedeiro, deste modo, os insetos séo classificados em parasitoides de ovo,
larva, pupa ou do estagio adulto (Costa et al., 2006).

Micro-himendpteros da familia Platygastridae sdo agentes de controle
natural de insetos na cultura do arroz (Martins et al., 2004) e da soja (Medeiros
et al.,, 1997; Pacheco & Corréa-Ferreira, 2000) As principais espécies de
parasitoides de ovos registradas em T. limbativentris e E. heros, pertencem aos
géneros Telenomus e Trissolcus (Maciel et al., 2007; Riffel et al., 2010; Idalgo,
2011; Medeiros et al.,, 1997; Pacheco & Corréa-Ferreira 2000; Godoy et al.,
2005).

O parasitismo em ovos do percevejo-do-colmo foi constatado por Maciel
et al. (2007) no estado do Maranh&o, no qual os autores observaram a
ocorréncia de trés espécies de parasitoides, T. podisi, Trissolcus urichi
Crawford (Hymenoptera: Platygastridae) e Oencyrtus submetallicus Howard
(Hymenoptera: Encyrtidae), com indice de parasitismo natural de 23,4%.
Estudo semelhante foi realizado por Riffel et al. (2010) em arrozais localizados
no estado de Santa Catarina com a dominancia de T. podisi e T. urichi.
Segundo os autores, 80% dos ovos de T. limbativentris estavam parasitados
por estas espécies. No entanto para E. heros na cultura da soja, Pacheco &
Corréa-Ferreira (2000) observaram, no estado do Parana, indice superior a
80% no parasitismo de T. podisi durante o periodo de enchimento de graos até

a maturacéao, alcancando 100% de ovos parasitados no final do ciclo da cultura.



2.4 Aspectos biolbgicos e ecolégicos de Platygastridae

Os platigastrideos sao pequenos micro-himenopteros (na maioria,
inferiores a 2,5 mm de comprimento) encontrados em todos os habitats, com
excecdo das regides polares, sendo estes diversos e abundantes em florestas
Uumidas, tropicais e subtropicais (Austin et al., 2005). Esta familia possui 4.500
espécies descritas (Masner & Hanson, 2006ab; Murphy et al., 2007) as quais,
na maioria, sdo endoparasitoides de ovos de aranhas e de insetos dos grupos
Hemiptera, Odonata, Orthoptera, Mantodea, Neuroptera, Coleoptera, Diptera e
Lepidoptera (Austin et al., 2005; Masner & Hanson, 2006ab). Muitas espécies
apresentam um alto grau de especificidade hospedeira, restringindo-se,
normalmente, a apenas uma familia de artropode (Masner & Hanson, 2006ab).

No contexto agricola, a principal subfamilia de Platygastridae é
Telenominae, devido ao fato de representantes deste grupo terem sido
relatados como agentes de controle biolégico de pragas, tais como Heteroptera
e Lepidoptera. A maioria dos insetos deste grupo evita o superparasitismo, pois
as fémeas detectam ovos j4 parasitados através de marcadores externos
(feromonio de oviposicdo) (Masner & Hanson, 2006ab).

Dentre os telenomineos, Trissolcus basalis (Wollaston) e Telenomus
remus Nixon, ja foram introduzidos em alguns paises para combater,
respectivamente, Nezara viridula (L.) (Hemiptera: Pentatomidae) (Hoffmann et
al.,, 1991) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Ferrer, 1998). No Brasil, T. basalis ja foi utilizado em programas de controle
bioldgico de percevejos na cultura da soja (Corréa-Ferreira & Moscardi, 1996).
No entanto, outras espécies, como T. podisi (Figura 3), também podem atuar

como reguladores populacionais de pentatomideos, tais como Piezodorus
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guildinii (Westwood), N. viridula (Pacheco & Corréa-Ferreira, 2000) e E. heros
(Medeiros et al., 1997; Pacheco & Corréa-Ferreira, 2000) na cultura da soja,
Euschistus servus (Say) e Oebalus pugnax pugnax (Fabricius) (Tillman, 2010)
na do milho, e T. limbativentris, (Maciel et al., 2007; Riffel et al., 2010; Idalgo,

2011) em lavouras de arroz.

0,5mm

FIGURA 3. Telenomus podisi em ovos de Euschistus heros

O potencial reprodutivo e a longevidade de T. podisi foi registrada por
Pacheco & Corréa-Ferreira (1998) em ovos de E. heros, P. guildinii e N. viridula
(25 + 2°C, 65 + 10% UR e fotofase 14 horas). Segundo os autores, a maior
producdo de descendentes por fémea ocorreu nos primeiros 10 dias de vida,
em ovos de E. heros e P. guildinii. FEmeas com até dois dias de vida geraram
maior numero de fémeas do que de machos, ocorrendo proporgao inversa com
o0 avanco da idade. De acordo com os mesmos, a longevidade dos adultos
varia de acordo com a espécie hospedeira, sendo que a de fémeas é de 19,9;
30,9 e 40,6 dias e a de machos, de 32,0; 34,5 e 43,5 dias, em ovos de P.
guildinii, E. heros e N. viridula, respectivamente. No entanto, a longevidade de
adultos de T. podisi, em condi¢cdes naturais, oriundos de ovos de E. heros, nos

meses de entressafra da soja, foi superior a sete meses, indicando que os
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mesmos hibernam no estagio adulto em condi¢cdes adversas de temperatura

(Doetzer & Foerster , 2007).

2.5 Comunicacao quimica e aprendizagem

As substancias quimicas envolvidas na comunicacdo entre 0s
organismos sdo denominadas semioquimicos, definidos como qualquer
substancia que, quando liberada por um determinado organismo no ambiente,
provogue uma mudanca fisiologica e/ou comportamental em outro (Vilella &
Della Lucia, 2001). Nos insetos, estes sdo 0S principais responsaveis pelo
comportamento reprodutivo, localizacéo e selecdo do hospedeiro, do habitat e,
no caso de insetos sociais, da organizacdo da colbnia. Estas substancias
podem ter acéo intraespecifica (feromdnio) ou interespecifica (aleloquimico)
(Corréa & Sant’Ana, 2007).

Em pentatomideos, os feroménios sdo produzidos por trés tipos de
glandulas exocrinas, denominadas de: glandulas metatoracicas, unicelulares e
dorsais abdominais. Estas estdo presentes somente na fase adulta e suas
secrecdes geralmente desencadeiam comportamentos de alarme e/ou defesa e
podem estar relacionadas com o comportamento sexual (Borges & Aldrich,
2001).

O feroménio sexual de T. limbativentris, assim como em outros
pentatomideos (Borges et al.,, 1999a; Silva et al., 2006), é produzido pelo
macho e no percevejo-do-colmo é designado pelo nome de Zingiberenol. E um
sesquiterpenoide, composto por dois estereoisomeros de quatro isomeros, 1S
zingiberenol, chamado (1RS,4RS,1'R)-4-(1",5'-dimethylhex-4'-enyl)-1-

methylcyclohex-2-en-1-ol, e 1’S zingiberenol, chamado (1RS,4RS,1'S)-4-(1',5"-
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dimethylhex-4'-enyl)-1-methylcyclohex-2-en-1-ol, conhecidos como Zingiberenol
I e Il (Borges et al., 2006).

Os aleloquimicos, sinais mediadores de interacdes entre dois individuos
de espécies diferentes, diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo que
estd sendo beneficiado na comunicacdo. Alomonios sdo sinais quimicos que
somente favorecem o emissor, tais como as substancias de defesa dos
artropodes. Os sinomoénios favorecem tanto o agente emissor como o receptor
do sinal e € comum nas interacdes planta-herbivoro-inimigo natural. Ja os
cairomoénios, sdo sinais que, quando liberados, beneficiam somente o agente
receptor, sendo este utilizado por parasitoides na localizacdo de hospedeiros
(Vilella & Della Lucia, 2001; Corréa & Sant’Ana, 2007).

A interacdo cairomonal envolvendo pentatomideos foi proposta por Silva
et al. (2006), os quais observaram que T. podisi desencadeia resposta motora
positiva frente ao ferombnio sexual proveniente de machos de E. heros.
Laumann et al. (2009) também constataram comportamento semelhante para
as substancias sintéticas de defesa de N. viridula e E. heros, (2E)-4-oxo-2-
hexenal e tridecano, identificadas a partir de glandulas metatoracicas, em T.
basalis e T. podisi.

Substéncias presentes nas posturas e no cérion de ovos também podem
atuar como cairoménios (Vet et al., 1995). De acordo com Borges et al. (1999b)
fémeas de T. podisi localizam ovos de E. heros e sdo capazes de dintinguir o
odor de posturas férteis e inférteis deste pentatomideo.

A busca do parasitoide por hospedeiros inicia com um comportamento

inato. No entanto, este pode ser modificado através do contato sucessivo com
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determinado hospedeiro (experiéncia), podendo resultar em uma aprendizagem
(Vinson, 1998; Vet et al., 1995).

Segundo Matthews & Matthews (2010), a aprendizagem é definida como
uma mudanca permanente ou com durabilidade longa do comportamento. A
ocorréncia de aprendizagem ja foi observada em parasitoides braconideos, tais
como Aphidius ervi Haliday (Du et al.,, 1997), Biosteres arisanus (Sonan)
(Dukas & Duan, 2000) e Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead) (Segura et
al., 2007).

A aprendizagem e o forrageamento de T. basalis utilizando substéancias
cairomonais de N. viridula, foi estudada por Dauphin et al. (2009). De acordo
com os autores, fémeas experientes deste parasitoide, ou seja, que ja tiveram
contato com o ferombénio do hospedeiro, foram mais atraidas a este odor do
que as inexperientes, evidenciando que aquelas sdo capazes de ajustar o
comportamento de busca a sitios de hospedeiros, de acordo com experiéncias
do passado.

Rains et al. (2006) constataram que o estimulo olfativo ao odor de 3-
octanona, recebido na fase larval pode influenciar o comportamento
quimiotaxico de adultos de Microplitis croceipes (Cresson) (Hymenoptera:
Braconidae), evidenciando que a memoria olfativa pode persistir apés a
metamorfose. Fato semelhante ja tinha sido relatado por Sujii et al. (2002) os
quais observaram que o parasitismo de T. podisi provenientes de ovos de E.
heros foi maior nesta espécie do que em N. viridula e Acrosternun aseadum
Rolston (Hemiptera: Pentatomidae). Segundo os autores, o parasitismo é

influenciado pelo hospedeiro de origem, podendo este fornecer pistas quimicas
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que teriam influéncia direta na escolha e desempenho reprodutivo do

parasitoide.



3 MATERIAL E METODOS

A criacdo, manutencdo e bioensaios laboratoriais foram realizados em
camara climatizada (26 £+ 1 °C, 65 + 10% UR, fotofase 12 horas), no

Laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Bioldgico de Insetos da UFRGS.

3.1 Obtencao e criacdo dos insetos

3.1.1 Tibraca limbativentris

Insetos adultos foram coletados em lavouras de arroz irrigado no
municipio de Eldorado do Sul, RS (30° 01' 22,73" S, 51° 20' 49,25" O), nos
meses de novembro de 2011 a fevereiro de 2012. Estes foram mantidos em
uma gaiola retangular de madeira (27 X 16 X 19 cm) com aberturas frontais e
laterais forradas com tecido do tipo voile, com tampa de acrilico na parte
superior e mantidos em casa de vegetacdo com condicdes ambientais néo
controladas. Utilizou-se touceiras de arroz (IRGA 417) como substrato de
oviposigéo e alimentagdo, sendo estas substituidas a cada cinco dias. A gaiola
era vistoriada diariamente para manutencéo e retirada de posturas para uso em

bioensaios.
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3.1.2 Euschistus heros

Foi estabelecida uma criacdo do percevejo-marrom a partir de ovos
fornecidos pelo Dr. Miguel Borges do Laboratorio de Ecologia e Semioquimicos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Nucleo Tematico Controle
Biologico em Brasilia (DF). Ninfas foram criadas em caixas Gerbox (11 x 11 x 3
cm) e colocadas em camara climatizada. Os insetos foram alimentados com
sementes de amendoim cru, Arachis hypogaea (L.), grdos secos de soja,
Glycine max (L.), sementes de girassol, Helianthus annuus (L.), vagens verdes
de feijdo, Phaseolus vulgaris (L.) e frutos de ligustro, Ligustrum lucidum Ait. Os
graos foram fixados em cartelas de papel (10 X 8 cm), com cola branca, ndo
toxica. A cada trés dias foi realizada a limpeza das caixas, assim como a troca
dos alimentos. Ao atingirem o estagio adulto, os percevejos eram transferidos
para gaiolas de madeira (30 X 22 X 19 cm) e mantidos em condicdes
controladas, recebendo o mesmo alimento das ninfas, além de agua destilada
em potes de plastico de 350 ml, disponibilizada através de um pavio de
algodao hidréfilo inserido em tampa perfurada. Diariamente era realizada a
manutencdo das gaiolas e retirada dos ovos, 0s quais eram transferidos para
caixas Gerbox, com metade de uma vagem, até a eclosdo das ninfas. Ao
passarem para o segundo instar, era adicionado o alimento descrito acima.
Parte desses ovos eram destinados para manutencdo da colénia de T. podisi

ou separados para uso em bioensaios.

3.1.3 Telenomus podisi
Para obtencdo de T. podisi em ovos de T. limbativentris, posturas

parasitadas do percevejo-do-colmo foram coletadas em lavoura de arroz
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irrigado no mesmo municipio e periodo relatado no item 3.1.1. Estas eram
acondicionadas em tubos de vidro (7,5 x 1,3 cm) e mantidas em camara
climatizada até a emergéncia, em seguida, machos e fémeas eram
alimentados, com uma gota de mel e permaneciam juntos nos tubos, fechados
com parafilme, por aproximadamente 48 horas, sendo apdés esse periodo,
testados em bioensaios.

Ovos de E. heros parasitados por T. podisi foram fornecidos pelo Dr.
Miguel Borges. Posteriormente foi estabelecida uma criacdo em laboratorio em
posturas do percevejo-marrom.

Para manutencao da criacdo, ap0s a emergéncia, machos e fémeas dos
parasitoides permaneciam juntos nos tubos de vidro (7,5 x 1,3 cm), conforme
descrito acima. Diariamente eram oferecidas posturas de E. heros
(aproximadamente 80 ovos), coladas em cartelas de papel (2 x 1,5 cm) com fita
dupla face e inseridas nos tubos contendo machos e fémeas de parasitoides
(aproximadamente 30 insetos). As posturas permaneciam expostas ao
parasitismo, por aproximadamente 24 horas, em seguida eram individualizadas
em novos tubos de vidro até a emergéncia e incluidos na criacdo ou utilizados

em bioensaios.

3.2 Bioensaios

3.21 Agéo cairomonal do ferombnio sexual de Tibraca
limbativentris em fémeas de Telenomus podisi

3.2.1.1 Olfatometria

O comportamento de fémeas de T. podisi acasaladas e com

aproximadamente 48 horas de idade, provenientes de ovos de T. limbativentris
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ou E. heros, foi observado em olfatémetro tipo “Y” de vidro de dupla escolha
(Figura 4), com diametro de 1,4 cm, arena inicial de 16 cm, bifurcada em dois

“bragos” de 19 cm cada, sob luz fluorescente (60W, luminancia igual a 290 lux).

FIGURA 4. Esquema do sistema de olfatometria: a) bomba a vacuo; b) fluximetro; c)
umidificador; d) arena; e) detalhe da extremidade do olfatdmetro tipo “Y”
com papel filtro.

Um fluxo de ar, previamente filtrado com carvdo ativo, era conduzido
para dentro do sistema com o auxilio de uma bomba a vacuo conectada a um
fluximetro e um umidificador, a uma taxa de 0,8 L/min. Antes do inicio dos
experimentos, as fémeas foram individualizadas em frascos de acrilico (5 mL),
alimentadas com uma gota de mel e aclimatados por 30 minutos na sala de
testes, sendo, apds este periodo, inseridos individualmente na arena com o
auxilio de um pincel n° 0.

Os insetos foram submetidos a escolha entre o feromonio sexual

sintético de T. limbativentris, 1S zingiberenol (1RS,4RS, 1'R)-4-(1",5’-dimetilhex-

2-en-ol) e 1'S zingiberenol (1RS,4RS, 1'S)-4-(1’,5’-dimetilhex-2-en-ol 1:1) e o
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solvente hexano (controle). Na extremidade de um dos bracos do olfatbmetro
foi adicionado um papel filtro de 4 x 15 cm, dobrado em forma de gaita,
contendo 5 pL da solucdo. Foram avaliadas, em teste piloto, as concentracdes
de 0,1; 0,01; 0,001 pg/uL, para parasitoides emergidos de E. heros e com base
nestes resultados, apenas 0,001 pg/uL para os oriundos de T. limbativentris.
Na outra extremidade, foi adicionado um papel com o mesmo volume de
hexano (controle).

As respostas foram consideradas positivas quando os parasitoides
alcancavam a fonte de odor ou percorriam, pelo menos, 4 cm dentro dos
bracos e permaneciam nesta area por, no minimo, 1 minuto. Considerou-se
NAo responsivos 0s insetos que ndo se movimentaram nos primeiros 5 minutos
ou que nao alcancaram nenhum dos dois bracos do olfatdmetro em 10 minutos.

O olfatbmetro era invertido no sentido horizontal (rotacdo de 180°), a
cada trés repeticbes e a cada seis, este era lavado com sabdo neutro e
hexano, sendo posteriormente seco em estufa de esterilizacdo a 150 °C. Apo6s
este procedimento, eram renovadas as substancias teste. Para cada

concentracéao realizou-se no minimo 40 repeti¢cdes.

3.2.1.2 Semicampo

O experimento foi realizado em uma gaiola (0,9 x 0,9 x 2,0 m) (Figura
5A) estabelecida em ambiente aberto (27 £ 2 °C, 72 £ 20% UR) na Faculdade
de Agronomia da UFRGS, Porto Alegre, RS (30°01’S; 51°13’0). Dentro da
gaiola foram dispostas quatro plantas de arroz, com aproximadamente 30 cm
de altura, semeadas em substrato comercial Plantmax®, adubado com NPK 5-

20-20, em potes plasticos de 500 mL, com irrigacao diaria.
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Os ovos de E. heros (n = 20) foram colados em uma cartela de papel e
esta fixada em um suporte de madeira de 30 cm dentro do vaso, préximo a
planta (Figura 5B). Ao lado da postura foi colado um papel filtro de 4 x 15 cm,
dobrado em forma de gaita e a dois destes era adicionado ou 10 pL de
feromo6nio sexual sintético de T. limbativentris (descrito no item 3.2.1.1.) na

concentracdo 0,001 pg/uL ou o mesmo volume do solvente hexano (controle).

i

FIGURA 5. A) gaiola com plantas de arroz; B) planta de arroz: 1) suporte com ovos de
Euschistus heros e papel filtro.

Na gaiola foram liberadas 30 fémeas de T. podisi criadas em E. heros
com aproximadamente 48 horas de idade, ficando os ovos expostos por 24
horas. Ao final deste periodo, as posturas foram recolhidas e individualizadas
em tubos de vidro fechados com parafilme, sendo estas vistoriadas

diariamente. Realizou-se um total de 15 repeti¢cdes.
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3.2.2 Respostas quimiotaxicas de Telenomus podisi a volateis
de ovos de pentatomideos

Os testes foram conduzidos em olfatdmetro tipo “Y”, seguindo a mesma
metodologia descrita no item 3.2.1.1. Foram avaliadas fémeas acasaladas de
T. podisi oriundas de ovos de T. limbativentris ou E. heros, com
aproximadamente 48 horas de idade submetidas a escolha entre ovos de
ambas as espécies de percevejo (Figura 6). Posturas de até 24 horas de idade
foram retiradas das gaiolas de criacdo, sendo que parte destas passaram por
um procedimento de limpeza de volateis, no qual eram submersas em hexano
por cinco minutos e secas em temperatura ambiente. Tanto posturas lavadas
como nao lavadas, contendo 20 ovos, foram colocadas na extremidade de
cada um dos bracos do olfatbmetro. Os parasitoides foram submetidos a
combinagao dos seguintes tratamentos: a) ovos de T. limbativentris x ovos de
E. heros (ndo lavados); b) ovos de T. limbativentris lavados x ovos de T.
limbativentris ndo lavados; c) ovos de E. heros lavados x ovos de E. heros néo

lavados. Foram realizadas, no minimo, 42 repeticdes/tratamento.
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FIGURA 6. Olfatdmetro tipo “Y”: detalhe da extremidade do olfatdmetro com ovos de:
a) Tibraca limbativentris; b) Euschistus heros.

3.2.3 Parasitismo de Telenomus podisi em ovos de Tibraca
limbativentris e Euschistus heros

Utilizou-se fémeas acasaladas de T. podisi, com aproximadamente 48
horas de idade, oriundas de ovos de T. limbativentris ou E. heros para avaliar o
sucesso de parasitismo em ambos hospedeiros. Os parasitoides foram
submetidos a testes com escolha em ovos de, no maximo, 24 horas de idade.

Para a realizagcdo dos experimentos, inicialmente machos e fémeas
oriundos de cada hospedeiro permaneceram juntos por 48 horas. ApGs este
periodo, fémeas provenientes de ovos de cada uma das espécies de percevejo
foram individualizadas, por trés horas, em tubos de vidro (7,5 x 1,3 cm), com
uma gota de mel, fechado com parafilme, sendo a estas, oferecidos 10 ovos de
E. heros e 10 de T. limbativentris, colados sobre uma cartela de papel (1 x 1,5
cm) com fita dupla face (Figura 7). Também foi realizado um teste de escolha

com fémeas provenientes de ovos de T. limbativentris que foram criadas por



23

uma geracdo em ovos de E. heros. Para cada tratamento, realizou-se, no

minimo, 30 repeticdes.

FIGURA 7. a) tubos de vidro com posturas e parasitoides; b) ovos de Tibraca
limbativentris; ¢) ovos de Euschistus heros; d) Telenomus podisi.

3.2.4 Aprendizagem e memoria de Telenomus podisi

Ovos de E. heros (n = 20) com, no maximo, 24 horas de idade foram
colados sobre uma cartela de papel (1 x 1,5 cm) com fita dupla face e expostos
a fémeas de T. podisi, com aproximadamente 20 horas de idade, por um dia.
Os lotes contendo os ovos supostamente parasitados foram individualizados
em tubos de vidro e fechados com parafilme. A este recipiente foi adicionado,
em diferentes periodos do desenvolvimento imaturo do parasitoide, um papel
filtro contendo 5 pL de extrato de capim-limdo da marca Tecpon, na
concentracdo de 2,5 pL/mL. Apbés a emergéncia, as fémeas foram
individualizadas e testadas com, no maximo 24 horas de idade, em olfatdmetro

tipo “Y” seguindo a metodologia descrita no item 3.2.1.1. Na extremidade de
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um dos bracos do olfatdbmetro foi adicionado um papel filtro de 4 x 15 cm,
dobrado em forma de gaita, contendo 5 pL do extrato de capim-limdo na
mesma concentragcdo em que foram anteriormente expostos aos ovos, e na
outra, adicionado um papel com o mesmo volume de acetona.

Os periodos de exposicdo dos ovos ao capim-liméo foram os seguintes:
a) todo o periodo de desenvolvimento até a emergéncia (aproximadamente 12
dias); b) apenas no inicio (trés a quatro dias); c) somente na fase intermediaria
(seis a sete dias) ou; d) apenas no final (nove a 11 dias) do desenvolvimento
imaturo do parasitoide. Com excecdo do primeiro tratamento, o extrato
permanecia com 0S ovos por 24 horas, sendo entdo removido do tubo. O
mesmo procedimento descrito com capim-liméo foi realizado com o solvente
acetona (controle). Foram também conduzidos bioensaios com fémeas
inexperientes, ou seja, aquelas provenientes de ovos que ndo foram expostos
ao capim-limdo ou a acetona. Além de serem submetidas entre a escolha ao
capim-limdo e acetona, também foram avaliadas frente a cada um destes
odores separadamente e, neste caso, contrastado com papel filtro seco,
desprovido destes volateis.

Para avaliar a memoéria desses insetos, fémeas de T. podisi, com no
maximo 24 horas de idade, oriundas de ovos que permaneceram em contato
com o extrato de capim-limao por todo o periodo de desenvolvimento, foram
avaliadas, em olfatbmetro tipo “Y”, apds 24, 48, 72 e 96 horas de idade. Estes
insetos foram submetidos ao odor de capim-limdo e acetona na mesma
concentragéo e/ou volume descritos anteriormente. Nos intervalos de 24 horas
entre os testes, as fémeas permaneceram em tubos de vidro (7,5 x 1,3 cm),

com uma gota de mel, fechado com parafilme, sem a presenca dos odores.
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Fémeas inexperientes, as quais nunca tiveram contato com o0s volateis
testados, foram também submetidas ao mesmo procedimento experimental.

Dessa forma, realizou-se no minimo 40 repeticdes/tratamento.

3.3 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
estatistico BioEstat 5.0® (Ayres et al., 2007). Em todos os experimentos as
diferencas nos percentuais de resposta foram comparadas pelo teste de Qui-

guadrado de heterogeneidade (P< 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acado cairomonal do feroménio sexual de Tibraca limbativentris
em fémeas de Telenomus podisi

A percentagem de fémeas de T. podisi, oriundas de E. heros, que se
locomoveram no olfatdbmetro em direcdo ao fer6monio sexual de T.
limbativentris na concentracdo 0,1 pg/uL, foi de 46,66%, ndo apresentando
diferenca significativa em relacdo ao controle (hexano) 51,11% (x*=0,182; gl =
1; P = 0, 8312). O mesmo ocorreu quando o composto foi diluido 10 vezes
(0,01 pg/pL), ou seja, 52,27% foram responsivas ao feromonio e 43,18% ao
controle (x* = 0,762; gl = 1; P = 0,5127). No entanto, na concentracdo 0,001
pg/uL, tanto fémeas oriundas de E. heros responderam mais ao feromoénio
(69,04%) em relacdo ao controle (26,19%) (y® = 16,2; gl = 1; P = 0, 0001),
qguanto as provenientes de ovos de T. limbativentris, com 75% e 20,45% de
respostas positivas aos respectivos tratamentos (%= 27,429; gl = 1; P = 0,0001)
(Figura 8). Nesta mesma concentracdo, ndo houve diferenca quimiotaxica
significativa ao feroménio, de parasitoides oriundos de ambos hospedeiros (X2 =

0,516; gl = 1; P = 0,5900).
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FIGURA 8. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Telenomus podisi
(oriundas de Tibraca limbativentris e Euschistus heros) testadas em
olfatdmetro de dupla escolha ao feroménio sexual (Zingiberenol) de T.
limbativentris na concentracdo 0,001 pg/uL e ao hexano (controle).
Numeros entre parénteses representam a quantidade de insetos
responsivos, ou hao, aos tratamentos. Valores seguidos de asterisco
diferem significativamente (32, P < 0,05) do controle em cada hospedeiro.

A presenca do feromdnio sexual sintético de T. limbativentris junto a
posturas de E. heros, em bioensaios de semicampo, propiciou um maior
sucesso de parasitismo (68,16%) de T. podisi oriundos de ovos do percevejo-
marrom em relacdo ao hexano (44,5%) (x*=59,657; gl = 1; P = 0,0001).

A acdo cairomonal a feromoénios sexuais de herbivoros na orientacdo de
parasitoides ja foi observada em diversos grupos de insetos, como Lepidoptera
(Arakaki et al., 1996; Rutledge, 1996; Boo & Yang, 2000; Fatouros et al., 2007;
Bruce et al., 2009; Milonas et al., 2009ab; Arakaki et al., 2011), Hemiptera
(Franco et al., 2011), Hymenoptera (Hilker et al., 2000). A ac¢&o do feromoénio
sexual de E. heros sobre T. podisi ja foi comprovada em bioensaios de
laboratério (Borges et al., 1999b; Silva et al., 2006 ) e campo (Borges et al.,

1998). Outros estudos também constataram a acao de odores emitidos pelos
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pentatomideos N. viridula (Colazza et al., 1999; Salerno et al., 2006; Mattiaci et
al., 1993) e Murgantia histribnica (Hahn) (Conti et al., 2003; 2004; Salerno et
al., 2009) em relacéo a Trissolcus spp., bem como a atividade do feroménio de
N. viridula em Ooencyrtus telenomicida (Vassiliev) (Hymenoptera: Encyrtidae)
(Peri et al., 2011).

A interacédo bitrofica mediada por cairoménios, observada neste estudo e
por diversos autores aqui referenciados, esta provavelmente relacionada as
estratégias evolutivas de parasitoides. A interceptacdo das mensagens
quimicas intraespecificas (ferombnios), associadas com a presenca do
hospedeiro, propiciaram maior sucesso reprodutivo de suas populacdes, o qual
estd relacionado a uma localizacdo mais rapida e eficaz de posturas dos
herbivoros (Vinson, 1984).

Um dos fatores que pode influenciar a quimiotaxia de parasitoides a
substancias cairomonais, € a concentracdo de feroménio exposto a estes
insetos. De acordo com 0s nossos resultados, concentracdes muito elevadas,
ou seja, acima de 0,01 pg/uL, inibem a resposta motora de fémeas de T. podisi.
Idalgo (2011) observou que tanto T. podisi como T. basalis ndo responderam
ao feromonio de T. limbativentris na concentracdo de 1 pg/uL, fortalecendo a
hip6tese de que concentracbes elevadas podem mascarar a resposta de
parasitoides a estas substancias. Sendo assim, supdem-se que altas
concentracbes destes compostos provoquem a saturacdo de proteinas
receptoras, denominadas de Odor Binding Proteins (OBPs), presentes na
hemolinfa de T. podisi, como ja constatado em fémeas de outros parasitoides,
como Trichogramma cacoeciae Marchal (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

(Milonas et al., 2009a).
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Outro fator que pode mediar a comunicacdo quimica herbivoro-
parasitoide é o grau de especializacdo desta interacdo, a qual pode ter relacao
com os mecanismos de percepcéo a diferentes odores, ou seja, parasitoides
generalistas normalmente utilizam pistas quimicas de diversos hospedeiros,
enquanto que nos especialistas e/ou foréticos estas pistas séo restritas a
espécie alvo (Vet & Dicke, 1992; Meiners et al., 2000; Steidle & Van Loon,
2002; Fatouros et al., 2008). Segundo Bruni et al. (2000) o ferombnio sintético
de agregacdo do predador Podisus maculiventris (Say) (Hemiptera:
Pentatomidae) atraiu o parasitoide forético especialista Telenomus calvus
Johnson (Hymenoptera: Platygastridae) e ndo desencadeou comportamento
quimiotaxico na espécie nédo forética e generalista, T. podisi.

Conforme observado neste estudo, fémeas de T. podisi, oriundas de E.
heros, apresentaram resposta positiva ao feroménio de T. limbativentris,
evidenciando que esta espécie pode utilizar feroménio de diferentes
hospedeiros fitossuccivoros, como ja previamente relatado para E. heros
(Borges et al.,1998). Segundo estes autores, um dos componentes do
feromobnio sexual deste percevejo, metil-2,6,10-trimetiltridecanoato, atua como
cairombénio para T. podisi e outras duas espécies do género Trissolcus,
enfatizando, desta forma, que diferentes espécies também podem perceber
odores de um mesmo hospedeiro.

Neste trabalho n&o houve influéncia do hospedeiro de origem nas
respostas quimiotaxicas de T. podisi ao feroménio sexual de T. limbativentris.
Resultado semelhante foi obtido por Hilker et al. (2000) para o parasitoide
Chrysonotomyia ruforum Krausse (Hymenoptera: Eulophidae) criado em ovos

de Diprion pini L. (Hymenoptera: Diprionidae) ao feroménio sexual de
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Neodiprion sertifer Geoffroy (Hymenoptera: Diprionidae). Conforme Vinson
(1998) e Steidle & Van Loon (2002), os insetos podem responder a estimulos
guimicos 0s quais nunca tiveram contato anteriormente, desde que esta
informacéo esteja geneticamente programada em seu sistema quimiosensorial.
Sendo assim, supde-se que a resposta de fémeas de T. podisi, oriundas de E.
heros, ao feromonio sexual de T. limbativentris ocorra de forma inata.

De forma contraria ao constatado na interacédo T. limbativentris/T. podisi,
Arakaki et al. (1997) observaram influéncia do hospedeiro de origem em duas
populacdes de Telenomus euproctidis Wilcox (Hymenoptera: Platygastridae) as
quais desenvolveram-se em duas espécies de lepidopteros, sendo que as
mesmas apresentaram preferéncia pelo feroménio sexual da espécie de
origem. Estas variacdes nas respostas quimitaxicas indicam que os fatores
envolvidos no sistema quimioreceptivo de parasitoides pode diferir entre
espécies.

Além do uso de feroménio sexual na localizacdo de hospedeiros por
parasitoides de ovos como constatado no presente trabalho, essa orientacao
pode ser mediada por outros tipos de feromonios ou aleloquimicos (Borges &
Aldrich, 1992; Bruni et al., 2000).

De acordo com Mattiacci et al. (1993), as respostas comportamentais de
T. basalis frente aos compostos presentes na glandula de atracdo sexual de N.
viridula sdo baixas quando comparadas ao aloménio (E)-2-decenal, principal
volatil de defesa desta espécie. Mais recentemente, T. basalis e T. podisi foram
observados por Laumann et al. (2009) sendo, respectivamente, atraidos por
compostos de defesa de seus hospedeiros preferenciais, N. viridula e E. heros.

Cairomonios, tais como volateis oriundos de posturas, também podem exercer
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um importante papel na interacdo hospedeiro-parasitoide, sendo este o

préximo assunto a ser tratado neste trabalho.

4.2 Respostas guimiotaxicas de Telenomus podisi a volateis de

ovos de pentatomideos
Fémeas emergidas de T. limbativentris foram mais atraidas por posturas
nado lavadas, em comparacdo as submersas em hexano, de ambos
hospedeiros (P < 0,05) (Figura 9). Em parasitoides provenientes de E. heros foi
evidenciada uma maior resposta quimiotaxica somente a ovos nao lavados do

proprio hospedeiro de origem, E. heros (P = 0,0001) (Figura 10).
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FIGURA 9. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Telenomus podisi
(oriundas de Tibraca limbativentris) testadas em olfatdbmetro de dupla
escolha aos volateis de ovos lavados e ndo lavados de Euschistus heros
e T. limbativentris. NUmeros entre parénteses representam a quantidade
de insetos responsivos, ou ndo, aos tratamentos. Valores seguidos de
asterisco diferem significativamente (x?, P < 0,05) do controle em cada
hospedeiro.
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FIGURA 10. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Telenomus podisi
(oriundas de Euschistus heros) testadas em olfatdmetro de dupla escolha
aos volateis de ovos lavados e ndo lavados de E. heros e Tibraca
limbativentris. NUmeros entre parénteses representam a quantidade de
insetos responsivos, ou ndo, aos tratamentos. Valor seguido de asterisco
difere significativamente (x, P < 0,05) do controle em fémeas oriundas de
ovos de E. heros.

Fémeas oriundas de T. limbativentris, ndo distinguiram entre os volateis
das posturas das duas espécies de pentatomideos (3°> = 0,762; gl = 1; P =
0,5127). Ja as provenientes do percevejo-marrom foram mais responsivas aos
volateis de ovos ndo lavados do hospedeiro de origem (64,28%), do que aos do
percevejo-do-colmo (28,57%), nas mesmas condicdes (x* = 11,538; gl = 1; P =

0,0015) (Figura 11).
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FIGURA 11. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Telenomus podisi
(oriundas de Tibraca limbativentris e Euschistus heros) testadas em
olfatbmetro de dupla escolha aos volateis dos ovos néo lavados de E.
heros e T. limbativentris. NUmeros entre parénteses representam a
guantidade de insetos responsivos, ou nhdo, aos tratamentos. Valor
seguido de asterisco difere significativamente (x*, P < 0,05) do controle
em fémeas oriundas de ovos de E. heros.

Assim como no presente estudo, a interacdo entre volateis de ovos e
quimiotaxia de inimigos naturais foram observadas nos seguintes hospedeiros
e parasitoides, respectivamente: N. viridula/T. basalis (Bin et al., 1993; Mattiaci
et al., 1993); S. frugiperda/T. remus (Gazit et al.,1996); M. histrionica/Trissolcus
brochymenae (Ashmead) (Hymenoptera: Platygastridae) (Conti et al., 2003);
Sesamia nonagrioides Lefebvre (Lepidoptera: Noctuidae)/Telenomus busseolae
Gahan (Hymenoptera: Platygastridae) (Santis et al., 2008).

Esta atividade cairomonal de ovos a parasitoides estd associada ao
material adesivo presente nestes, o qual fixa uns aos outros e 0S mesmos ao
substrato (Bin et al., 1993; Borges et al., 1999b). Este material € uma secrecao
de proteinas e lipideos produzido por glandulas coletéricas presentes no

sistema reprodutor de fémeas (Gillot, 2002). Segundo Bin et al. (1993), o
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cairomonio liberado pela substancia encontrado nas posturas de N. viridula tem
um importante papel no reconhecimento de ovos por T. basalis a curtas
distancias e o mesmo pode ser facilmente removido por solventes quimicos.
Costa et al. (1997) enfatizaram que odores de ovos de E. heros possuem
substancias quimicas atraentes para o parasitoide T. podisi, mas que estimulos
visuais e/ou fisicos também parecem influenciar na aceitacdo de posturas por
estes organismos.

Outro fator relevante que atua nesta interacdo, estd associado ao
hospedeiro de origem. Neste estudo foi constatado que fémeas de T. podisi
oriundas de E. heros sdo menos atraidas a volateis de ovos de T.
limbativentris, em relacéo aos de E. heros.

Este comportamento pode estar relacionado ao fato desses parasitoides
serem mantidos neste hospedeiro por varias geracfes em criacao artificial,
fazendo com que os mesmos adquiram uma memoria quimica a estes odores.
Vet & Dicke (1992) e Vinson (1998) relataram que a orientacdo de parasitoides
pode ter uma estreita relacdo com pistas associadas aos volateis do
hospedeiro de origem, adquiridos através da aprendizagem durante o
desenvolvimento do estagio imaturo, permanecendo assim com uma memaoria
olfativa apdés a emergéncia. Este fato também foi observado por Salmanova et
al. (1993) em espécies de Trichogramma spp. De acordo com 0s mesmos, a
resposta deste parasitoide generalista aos volateis de ovos de diversos
hospedeiros pode diminuir apés um longo periodo de criagcbes em laboratorio
sobre uma Unica espécie.

De forma contraria, insetos oriundos do campo, por estarem expostos ao

parasitismo em mais de uma espécie, possuem uma percepcdo mais
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generalista aos volateis de ovos de diferentes hospedeiros, como o observado
no presente estudo e também constatado por Hilker et al. (2000) para
espécimes de C. ruforum em relacdo & quimiotaxia ao feromoénio sexual de

duas espécies de vespas Diprionidae.

4.3 Parasitismo de Telenomus podisi em ovos de Tibraca

limbativentris e Euschistus heros

O sucesso de parasitismo, em testes de escolha, de fémeas de T. podisi
emergidas de T. limbativentris foi de 15% em ovos de E. heros e 55,29% em
ovos de T. limbativentris (3° = 46,188; gl = 1; P = 0,0001). Em fémeas de T.
podisi oriundas de E. heros obtidas em criacdo laboratorial, foi constatado
parasitismo de 82,75 %, apenas nesta espécie (Figura 12).

No entanto, quando fémeas de T. podisi oriundas de T. limbativentris se
desenvolveram, por uma Unica geracdo, em ovos de E. heros, o sucesso em
ovos do percevejo-do-colmo foi de apenas 10,62%, em comparagcdo ao
percevejo-marrom, 40,62% (y*= 35,129; gl = 1; P = 0,0001).

As estratégias de busca e o sucesso do parasitismo dependem de uma
série de estimulos que podem ser de natureza quimica, fisica e/ou morfolégica
(Vinson, 1984; Vet et al., 1995; Afsheen et al., 2008; Conti & Colazza, 2012).
Um dos fatores relevantes refere-se a sele¢cdo do hospedeiro de origem, ou
seja, parasitoides teriam preferéncia em ovipositar em ovos da espécie da qual
emergiram, sendo que este comportamento estaria relacionado a memoria
quimica de adultos relativo a estimulos recebidos durante a fase embrionaria

(Vet & Dicke, 1992), como ja comentado anteriormente.
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FIGURA 12. Percentuais do sucesso de parasitismo de fémeas de Telenomus podisi
(provenientes de Tibraca limbativentris e Euschistus heros) em teste de
escolha a ovos de ambos os hospedeiros. Nimeros entre parénteses
representam a quantidade de insetos emergidos. Barras seguidas de
letras distintas, dentro de cada tratamento, indicam diferenca significativa
(x% P < 0,05).

Neste estudo foi constatado que fémeas oriundas de T. limbativentris
tém maior preferéncia em parasitar ovos desta espécie que os de E. heros.
Resultado semelhante foi obtido por Goulart et al., (2011) os quais avaliaram a
selecdo hospedeira de fémeas de Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) a ovos de diferentes espécies e
observaram que estas preferiram ovos de Anagasta kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae), hospedeiro da qual provieram. Neste mesmo estudo,
T. pretiosum, criados por varias geracbes em ovos de A. kuehniella, apés
passarem uma geracdo em S. frugiperda, preferiram parasitar ovos desta
segunda espécie, 0 mesmo foi observado quando esses insetos passaram por
uma geracdo em ovos de Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera:

Noctuidae).
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A inexisténcia de parasitismo em ovos de T. limbativentris por fémeas de
T. podisi oriundas de E. heros, indica, conforme Matthews & Matthews (2010),
um condicionamento pré-imaginal, ou seja, uma aprendizagem adquirida
durante o desenvolvimento larval e manifestada no estagio adulto. Este
condicionamento pode influenciar a preferéncia por determinadas pistas
(Turlings et al., 1993) o que, segundo Cobert (1985) e Pratissoli et al. (2005),
pode ocorrer, como neste estudo, quando um parasitoide € criado por varias
geracdes em um unico hospedeiro. Siqueira et al. (2012) também constataram
auséncia de parasitismo de T. pretiosum, parasitoide considerado generalista,
em ovos dos noctuideos Spodoptera albula (Walker), Spodoptera eridania
(Cramer) e Spodoptera cosmioides (Walker), apos serem mantidos por varias
geracoes em ovos de A. kuehniella. Suijii et al., (2002), de forma semelhante,
também ndo registraram parasitismo em ovos de N. viridula quando o
hospedeiro de origem de T. podisi e T. urichi foi E. heros, no entanto foi
constatado sucesso destas mesmas espécies em ovos de E. heros e P.
guildinii.

Outros fatores que influenciam o parasitismo podem estar relacionados
ao volume, forma, espessura, cor, dureza do cérion e conteddo nutricional,
como ja registrado em diferentes interacdes herbivoro-parasitoide (Hoffmann et
al., 2001; Roriz et al., 2006; Rukmowati-Brotodjojo & Walter, 2006). No entanto,
estas variaveis provavelmente néo influenciaram nos resultados deste
experimento, pois houve um aumento de parasitismo de T. podisi, oriundos de
T. limbativentris, em ovos de E. heros, ap6s uma Unica geracdo neste ultimo

hospedeiro.



38

4.4 Aprendizagem e memaria de Telenomus podisi

Quando fémeas inexperientes de T. podisi foram expostas, em
olfatbmetro, ao extrato de capim-limao e a acetona (controle), 64,28% destas,
direcionaram-se ao controle, diferindo significativamente das que escolheram o
capim-limdo (16,66%) (x> = 23,529; gl = 1; P = 0,0001). Da mesma forma,
apenas 19,04% responderam ao extrato, em comparacao ao papel filtro sem
odor (73,8%) (x° = 27,128; gl = 1; P = 0,0001). N&o foi observada diferenca
significativa nas respostas de T. podisi ao papel filtro sem odor contrastado
com o solvente acetona (y?= 1,351; gl = 1; P = 0,3524).

A auséncia de atratividade aos volateis de capim-limdo era uma resposta
esperada, tendo em vista que estes, em sua composi¢cao, possuem o citral,
substancia repelente a diversos insetos, como Aedes aegypti (L.) (Diptera:
Culicidae) (Tawatsin et al., 2001) e Delia antigua Meigen (Diptera:
Anthomyiidae) (Cowles, 1990).

A exposicdo de ovos parasitados de E. heros ao extrato de capim-limao,
durante diferentes periodos da fase jovem de T. podisi, influenciou de forma
diferenciada o comportamento quimiotaxico de fémeas desta espécie. Os
tempos de exposicdo com 0s respectivos resultados foram 0s seguintes: a)
quando os volateis estiveram presentes durante todo o periodo do
desenvolvimento imaturo (aproximadamente 12 dias), observou-se que 21,42%
das fémeas responderam ao controle e 66,66% ao extrato de capim-limao (y°=
19,514; gl = 1; P = 0,0001); b) apenas no inicio (trés a quatro dias), 52,38%
direcionaram-se ao controle e 28,57% ao extrato (X2 =5882;, g =1, P =
0,0290); c) somente no meio do periodo (seis a sete dias), 40,47% foram

responsivas ao controle e 50% ao extrato (3° = 0,842; gl = 1; P = 0,4913) e d)
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apenas no final (nove a 11 dias) do desenvolvimento imaturo do parasitoide,
42,85% dos insetos responderam ao controle e 47,61% ao extrato (y° = 0,211;
gl=1; P=0,8185).

Avaliando os diferentes periodos de permanéncia dos parasitoides ao
solvente acetona, foram observados os seguintes resultados: a) quando o
solvente esteve presente durante todo o periodo da fase imatura, foi verificado
que 61,9% das fémeas responderam ao solvente e 26,19% ao extrato de
capim-limao (XZ = 12,162; gl = 1; P = 0,0011); b) apenas no inicio, 64,28%
direcionaram-se ao solvente e 21,42% ao extrato (y>= 18; gl = 1; P = 0,0001);
c) somente no meio do periodo, 64,28% foram responsivas a acetona e 26,19%
ao extrato (y*>= 13,474; gl = 1; P = 0,0006) e d) apenas no final da fase imatura
do parasitoide, 61,9% dos insetos responderam ao solvente e 28,57% ao
extrato (%= 10,316; gl = 1; P = 0,0029).

Estes resultados apontam que independentemente do periodo de
exposicao a acetona, fémeas de T. podisi mantém o comportamento inato,
observado nas inexperientes. No entanto, a presenca do capim-liméo durante
todo ou a partir da metade do periodo de desenvolvimento larval do
parasitoide, altera sua orientacdo quimiotaxica, desencadeando um processo
de aprendizagem nestes organismos. Desta forma, o parasitoide
provavelmente passa a relacionar o odor, mesmo sendo originalmente adverso
ao inseto, a presenca da planta e/ou do hospedeiro relacionado a esta.

A relacdo entre o odor com o qual o parasitoide esteve em contato
durante o estagio imaturo e seu hospedeiro foi relatada por Bjorksten &
Hoffmann (1998) os quais comprovaram a aprendizagem em uma linhagem de

Trichogramma nr. brassicae Bezdenko (Hymenoptera: Trichogrammatidae).
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Neste experimento, fémeas que se desenvolveram e emergiram de ovos de
Sitotroga cerealella Oliver (Lepidoptera: Gelechiidae) depositados sobre folhas
de tomateiro, buscaram pelo odor desta planta apés a emergéncia, de forma
contraria, as que receberam o estimulo da planta somente ap0s a emergéncia
nao apresentaram comportamento de busca a este odor. Resultado
semelhante foi obtido por Dukas & Duan (2000) os quais observaram que o
parasitoide de ovos, B. arisanus associa os volateis de goiaba com a presenca
do hospedeiro.

Nas interacGes tritr6ficas (planta-herbivoro-inimigo natural), uma
substéancia liberada pela planta pode atuar como sinomonio, atraindo inimigos
naturais do herbivoro que a esta atacando (Vinson, 1984). Sendo assim, 0s
sinomonios sdo de grande importancia ndo s6 para a planta que os utiliza como
um mecanismo de defesa contra o ataque do herbivoro, mas também para os
inimigos naturais, que fazem uso destas pistas quimicas para o encontro de
hospedeiros (Conti & Colazza, 2012). Dessa forma, € possivel que T. podisi
tenha aprendido a relacionar o odor de capim-limdo a um sinomdnio, em
estratégias de localizacéo de ovos.

A aprendizagem a pistas relacionadas ao hospedeiro € um importante
processo no ciclo de vida de parasitoides, pois auxiliam a localizacdo do
hospedeiro através de experiéncias do passado, maximizando as chances de
desenvolvimento da prole (Lewis & Martin, 1990; Papaj & Vet, 1990; Vet &
Groenewold, 1990; Vet & Dicke, 1992; Steidle, 1998). Este processo pode
ocorrer durante a fase imatura, dentro do hospedeiro, bem como na fase
adulta, através de experiéncias bem sucedidas de oviposi¢cao (Cortesero et al.,

1995; Vet et al., 1995).
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A mudanca de comportamento de fémeas aos volateis do capim-liméo
somente ocorreu a partir da metade ou quando toda a fase imatura esteve na
presenca do odor e ndo no inicio do estagio de desenvolvimento. Resultado
semelhante foi observado para Hyssopus pallidus (Askew) (Hymenoptera:
Eulophidae), um parasitoide de larvas de Cydia pomonella L. (Lepidoptera:
Tortricidae) (Matthews & Matthews, 2010). De acordo com os autores, adultos
que nao haviam sido expostos ao extrato de macd na fase imatura, ndo
apresentaram resposta significativa a este odor, mas quando permaneceram
em contato com o0 extrato durante todo o estdgio imaturo, responderam
positivamente ao tratamento.

Na avaliagdo da memoria, 63,63% das fémeas de T. podisi com 24
horas de idade, nas quais todo o periodo do desenvolvimento imaturo foi
exposto ao tratamento capim-limdo, responderam mais ao extrato em
comparacdo as 29,54% responsivas ao controle (y? = 10,976; gl = 1; P =
0,0020). Este comportamento quimiotaxico em direcdo ao extrato se manteve
apos 48 horas (y?= 10,976; gl = 1; P = 0,0020). No entanto, passadas 72 horas
de emergéncia, a resposta aos tratamentos nao diferenciou estatisticamente
(x? = 0,545; gl = 1; P = 0,6225), havendo uma reversdo desta aos tratamentos
apos 96 horas, ou seja, 58,53% responderam mais para acetona e 34,14% ao
capim-limdo (x* = 5,263; gl = 1; P = 0,0389) (Figura 13). Os Ultimos dados
caracterizam o reestabelecimento do comportamento quimiotaxico inato desta
espécie, ou seja, a preferéncia ao odor de acetona em detrimento ao capim-

limdo.
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FIGURA 13. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas de Telenomus podisi
tratadas com extrato de capim-limdo por todo o periodo do
desenvolvimento imaturo, testadas em olfatbmetro de dupla escolha e
submetidas aos volateis de capim-liméo e acetona (controle). Nameros
entre parénteses representam a quantidade de insetos responsivos, ou
nao, aos tratamentos. Valores seguidos de asterisco diferem
significativamente (32, P < 0,05) do controle ou do extrato em cada hora.

Fémeas de T. podisi inexperientes, as quais na fase jovem n&o foram
expostas aos tratamentos descritos anteriormente, foram mais responsivas a
acetona (controle), independentemente da idade em que foram testadas (P <
0,05) (Figura 14).

Foi constatado que a presenca do capim-limdo durante todo o
desenvolvimento imaturo de fémeas de T. podisi resultou em um aprendizado,

o qual se manteve por até 72 horas, caracterizando a memoria a este odor.
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FIGURA 14. Percentuais de respostas quimiotaxicas de fémeas inatas de Telenomus
podisi testadas em olfatdbmetro de dupla escolha e submetidas aos
volateis de capim-limao e acetona (controle). NUmeros entre parénteses
representam a quantidade de insetos responsivos, ou nao, aos
tratamentos. Valores seguidos de asterisco diferem significativamente
(xz, P < 0,05) do controle em cada hora.

A persisténcia da aprendizagem, ou seja, a retencdo da memoria em
insetos parasitoides € descrita para varias espécies. Peri et al. (2006)
constataram que a memoaria de T. basalis foi mantida por até 23 horas apés o
primeiro contato deste inseto com pistas quimicas deixadas no substrato pelo
andar de N. viridula. Fémeas de Eupelmus vuilleti Crw (Hymenoptera:
Eupelmidae), mantiveram a memaria por seis e sete dias, quando expostas aos
volateis de Bruchidius atrolineatus (Pic) (Coleoptera: Bruchidae) e aos odores
de sementes hospedeiras do inseto herbivoro, respectivamente (Cortesero et
al., 1995). Resultado semelhante foi constatado para fémeas de Cotesia
congregata (Say) (Hymenoptera: Braconidae), pois as mesmas mantiveram a
memoria por até sete dias ao odor de cerejeira silvestre, a qual estava

associada ao seu hospedeiro Manduca sexta (L.) (Lepidoptera: Sphingidae)

(Kester & Barbosa, 1991). Para M. croceipes a aprendizagem a trés odores
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especificos (extrato de baunilha, cariofileno e extrato de laranja), oferecidos
juntamente com a alimentacdo, mas isolados entre si, durou aproximadamente
cinco dias (Takasu & Lewis, 1996).

A aquisicdo da aprendizagem pode variar de acordo com o estagio de
desenvolvimento imaturo, o qual estd relacionado a formacédo de l|6bulos
cerebrais. Segundo Barron & Corbet (1999) durante o0 processo de
desenvolvimento, os insetos holometabolos passam por uma série de
transformacdes, as quais também resultam em alteracdes no sistema nervoso.
Lee et al. (1999) rastrearam, através da metamorfose, os neurdnios do corpo
cogumelar (CC) do sistema nervoso de Drosophila sp. (Diptera: Drosophilidae).
Segundo os autores o desenvolvimento dos trés Iébulos do CC ocorre de
maneira sequencial: o I6bulo y é formado na fase larval, o I6bulo a’/p’ se
desenvolve apenas antes da pupacdo, na metade do terceiro instar, e a
neurogénese do a/ff comega no inicio da formagao da pupa. Durante esta fase
0os neurbnios do Iébulo y sofrem histélise, desaparecendo, enquanto 0s
neurdnios o'/’ e a/f mantém suas projecdes intactas apés a metamorfose.

Se em T. podisi o processo de desenvolvimento for analogo ao de
Drosophila sp., tanto 0s ovos expostos aos odores durante todo o periodo
imaturo, quanto o0s expostos ao odor ap0s a metade deste, sofreram o
processo de condicionamento apds a formacido do Iébulo a’/f’, o qual se

mantém intacto através do processo de metamorfose.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, nas condi¢cdes em

gue os experimentos foram realizados, conclui-se que:

Telenomus podisi oriundos de Euschistus heros e Tibraca limbativentris,
fazem uso do feromdnio sexual de T. limbativentris como cairoménio, na
busca pelo hospedeiro;

parasitoides criados em ovos de Euschistus heros ndo séo atraidos por
volateis de ovos de Tibraca limbativentris, no entanto, Telenomus podisi
oriundos de T. limbativentris sdo atraidos pelo odor de ovos de ambos
pentatomideos;

fémeas de Telenomus podisi, provenientes de Euschistus heros, néo
parasitam ovos de Tibraca limbativentris, entretanto, de forma contraria,
parasitoides provenientes de T. limbativentris sdo capazes de parasitar
ovos de E. heros;

fémeas de Telenomus podisi aprendem a reconhecer e apresentam uma
retencdo de memdria por, até, 72 horas ap0s a emergéncia, quando
tratadas com extrato de capim-limado durante toda a fase imatura. A
memoria nesta espécie de parasitoide é adquirida ao longo de todo o

estagio do seu desenvolvimento imaturo.



6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho fornece informagbes sobre a quimiotaxia e a
influéncia do hospedeiro de origem no comportamento de busca e parasitismo
de T. podisi, bem como sobre a aprendizagem e memodria deste parasitoide.
Dentre os fatores a serem discutidos a partir destes resultados, os mais
relevantes referem-se a duas questdes. Qual o impacto do hospedeiro de
origem em uma situacao de liberacdo massal de T. podisi para o controle de
ovos de T. limbativentris? E possivel fazer com que o parasitoide aprenda a
reconhecer determinado odor durante o estagio imaturo e isto acarrete em uma
mudanca de comportamento quimiotaxico e, possivelmente, no sucesso de
parasitismo?

Consideramos importante enfatizar que a criacdo em laboratério de T.
podisi em um mesmo hospedeiro, por varias geracdes, pode fazer com que
este parasitoide, que na natureza, de forma inata, tem um comportamento
generalista, torne-se especialista, podendo inviabilizar sua utilizagdo em
programas de controle biolégico para pragas no qual 0 mesmo nao passou por
um processo de aprendizagem.

Contudo os resultados nos fornecem indicios de que é possivel fazer

com que T. podisi aprenda a reconhecer odores durante o desenvolvimento
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larval. Neste caso, posturas poderiam ser expostas a odores de ovos ou
mesmo ao feromoénio de hospedeiros aos quais se destinaria ao controle,
maximizando seu potencial como agentes de controle bioldgico.

O conhecimento da interferéncia dos fatores que intermediam a
comunicacao hospedeiro-parasitoide podera auxiliar em programas de controle
bioldgico, possibilitando maior adequacéo e confiabilidade na utilizacdo desta

ferramenta com o uso de T. podisi.
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