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RESUMO. Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) é um dos parasitoides mais utilizados em programas de controle
biolégico de tefritideos no mundo. Contudo pouco se sabe sobre a capacidade de aprendizagem e memoria deste braconideo na busca pelo hospedeiro
Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae). Neste estudo, avaliou-se o tempo de residéncia (TR) e o parasitismo de fémeas de D.
longicaudata oriundas de larvas de A. fraterculus criadas em dieta artificial, goiaba ou em manga e posteriormente, expostas aos odores destes frutos.
Foi observada a aprendizagem de fémeas de D. longicaudata condicionadas na fase adulta aos volateis de dleo essencial de baunilha (OEB) e de laranja
(OEL) e avaliadas, com os mesmos, em testes de quimiotaxia. Também registrou-se a memoria deste parasitoide exposto ao OEB. Os insetos utilizados nos
experimentos foram mantidos em cadmaras climatizadas (25 + 2 °C, 70 + 10% UR) na fotofase de 14 h (adultos) e na escotofase (imaturos). As respostas
quimiotaxicas foram registradas com olfatdmetro tipo “Y” e o parasitismo (condicionamento na fase imatura), em larvas mantidas em unidades com
polpa de goiaba, manga ou sem polpa (controle). Fémeas do parasitoide criadas em larvas mantidas em dieta artificial foram expostas a OEL ou OEB
por 4 h e a aprendizagem e memoria (OEB) avaliadas em olfatémetro, a cada 24 h e por até 72 h. Fémeas inexperientes de D. longicaudata foram mais
atraidas para os volateis de manga e goiaba em rela¢@o ao controle. No entanto, as experientes apresentaram TR maior para os odores dos frutos nos quais
se desenvolveram. Contudo, quando os odores destes frutos foram oferecidos simultaneamente, o TR foi maior para os volateis de manga. O percentual
de parasitismo de vespas inexperientes foi maior na presenca das polpas e, das experientes, nas larvas que continham os odores aos quais haviam sido
condicionadas. O TR de fémeas inexperientes foi significativamente maior para a acetona do que para os odores dos 6leos. Fémeas experientes em OEB
responderam mais a este odor em relag@o ao controle, entretanto, ndo houve diferenga para os experientes em OEL. A memoria ao odor de OEB foi mantida
por até 48 h. Concluimos que fémeas experientes reconhecem odores aos quais se desenvolvem e aos 6leos aos quais receberam experiéncia, resultando
em preferéncia a estes quanto ao tempo de residéncia. Entretanto, reconhecer fatores que interferem na comunicagdo entre hospedeiro-parasitoide pode
possibilitar maior adequacao e confiabilidade na utiliza¢do de D. longicaudata em programas de controle biologico.

PALAVRAS-CHAVE. Quimiotaxia, parasitismo, mosca-das-frutas, memoria.

ABSTRACT. Learning plasticity of Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae) associated with fruit and essential oil volatiles.
Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) is one of the most used parasitoids in biological control programs of
tephritids worldwide. Nevertheless, the knowledge about search strategies related to its learning and memory ability for finding its host Anastrepha
fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) is still limited. We observed residence time (RT) and parasitism of D. longicaudata females from
A. fraterculus larvae reared on artificial diet, guava or mango and later exposed to these fruits odors. We registered the learning behavior of female
parasitoids conditioned with vanilla essential oil (VEO) and orange essential oil (OEO) and evaluated with the same volatiles in chemotaxis’ bioassays.
We also recorded the memory of this parasitoid exposed to VEO. Insects were kept under controlled chambers (25 + 2 °C, 70 = 10% RH) with 14 h
photophase (adults) or in the scotophase (immature). The chemotactic responses were recorded with a “Y” olfactometer and the parasitism (immature stage
conditioning), in larvae kept in fractions with guava pulp, mango or without pulp (control). Parasitoids females reared on larvae maintained on artificial
diet were exposed to VEO or OEO for 4 h and learning and memory (VEO) evaluated in olfactometer, every 24 until 72 h. Inexperienced females of D.
longicaudata were more attracted to volatiles of mango and guava when contrasted with control. Nevertheless, the experienced ones presented higher
RT to the odors from fruits that they developed. However, when the odors of these fruits were offered simultaneously, the RT was higher for mango
volatiles. The percentage of parasitism of inexperienced wasps was higher on the presence of pulps and, to experienced, in the larvae with odors which
it had been conditioned. RT of inexperienced females was significantly higher for acetone than for odors of oils. Female with previous contact with VEO
responded more to this odor than to control, however, no differences were found in chemotactic responses of females pre-exposed to OEO. VEO odor
memory was maintained at least 48 hours. We conclude that experienced females recognized odors to which they developed and the oils to which they
have been given experience, resulting in preference as to residence time, resulting in preference to them as to the residence time. However, recognizing
interference factors in host-parasitoid communication may allow greater adequacy and reliability to use D. longicaudata in biological control programs.

KEYWORDS. Chemotaxy, parasitism, fruit fly, memory.
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Em sistemas tritroficos, volateis provenientes
de plantas atraem parasitoides (TURLINGS & Ton, 2006;
WyckHuys & HEMPEL, 2007; BELDA & RIUDAVETS, 2010),
os quais utilizam estas pistas na localizagdo de hospedeiros
(MATTIACCI et al., 1995; BLASSIOLI MORAES et al., 2005;
FATOUROS et al., 2005; TENTELIER et al., 2005). A forma
como estes insetos interpretam a informacdo pode ser
um comportamento inato (VET ef al., 1995; VINSON,
1998) ou modificado (experiéncia), podendo resultar em
uma aprendizagem (MATTHEWS & MATTHEWS, 2010). A
aprendizagem olfativa pode ser oriunda de pistas aprendidas
no estagio imaturo (condicionamento pré-imaginal) e
manifestadas no adulto (CORBET, 1985; TURLINGS ef al.,
1993) ou mesmo obtidas durante a fase adulta (TAKASU &
Lewis, 2003). RaINS ef al. (2006) observaram que o estimulo
olfativo ao odor de 3-octanona, recebido na fase larval
pode influenciar o comportamento quimiotaxico de adultos
de Microplitis croceipes (Cresson, 1982) (Hymenoptera:
Braconidae), aumentando a atratividade deste inseto ao
referido composto. TAKasU & LEwis (2003) também haviam
previamente registrado resultados similares em adultos desta
mesma espécie. Segundo os autores, fémeas alimentadas
com agua e sacarose, na presenga de um odor (baunilha,
cariofileno ou laranja), foram mais responsivas aos volateis
aos quais haviam sido condicionadas. Esta aprendizagem
pode aumentar a eficiéncia e proporcionar uma vantagem
adaptativa, reduzindo o tempo de busca pelo hospedeiro
(STEPHENS, 1993; Dukas, 2008; CANALE ef al., 2014).

Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead)
(Hymenoptera: Braconidae), tem sido o agente mais utilizado
em programas de controle de moscas-das-frutas (GONZALEZ et
al.,2007; LOPEZ et al., 2009; MEIRELLES et al., 2016; VARGAS
et al., 2016). Este inseto ¢ um endoparasitoide coinobionte
que oviposita no ultimo instar larval de tefritideos e completa
o desenvolvimento no estagio pupal do hospedeiro (CARVALHO
& NASCIMENTO, 2002). Fémeas de D. longicaudata detectam
os volateis de frutos infestados por tefritideos (DUAN &
MESSING, 2000; CARRASCO et al., 2005; SiLva et al., 2007,
STUHL et al., 2011). Além disso, foi constatado que mesmo
na auséncia de larvas de moscas-das-frutas, substratos em
decomposicdo (SILVA et al., 2007; SEGURA et al., 2012) ¢ a
presenca de fungos (GREANY et al., 1977) sdo atrativos ao
parasitoide. SALEH & CHITTKA (2006) e BENELLI et al. (2014)
realizaram estudos com braconideos e constataram mudangas
de comportamento através de aprendizagem olfativa. Dentre
os braconideos, Biosteres arisanus (Sonan, 1932), Psyttalia
concolor (Szépligeti, 1910) e D. longicaudata sdo algumas
das espécies que apresentaram evidéncias de aprendizagem
(Dukas & DuaN, 2000; CANALE et al., 2014; SEGURA et al.,
2007,2016). Portanto, o conhecimento dos mecanismos que
intermediam a comunicag¢@o quimica ¢ a interagao tritrofica
entre D. longicaudata, inseto herbivoro e fruto, como a
influéncia do hospedeiro de origem e da aprendizagem no
comportamento de busca, podem resultar em praticas e
produtos que favorecam tanto o controle bioldgico natural
quanto o aplicado. A criag@o em laboratoério de braconideos
em larvas de moscas criadas em dieta artificial, por varias

geragodes, pode interferir, como ja observado em outros
inimigos naturais, no comportamento destes organismos
na fase adulta (BUENO ef al., 2014; SIQUEIRA ef al., 2012),
dificultando o encontro do parasitoide com o hospedeiro
e, consequentemente, resultando em um menor indice de
parasitismo. Desta forma, a aprendizagem de D. longicaudata,
condicionada a substancias relacionadas ao fruto alvo,
pode ser uma alternativa inovadora para manipulagdo
comportamental destes insetos, aumentando sua performance
de forrageamento a campo. Neste estudo, avaliou-se o
tempo de residéncia (TR) e o parasitismo de fémeas de
D. longicaudata oriundas de larvas de 4. fraterculus criadas
em dieta artificial, goiaba ou manga e posteriormente expostas
aos odores destes frutos. Foi observada a aprendizagem,
em testes de quimiotaxia, de fémeas de D. longicaudata
condicionadas na fase adulta aos volateis de 6leo essencial de
baunilha (OEB) e de laranja (OEL). Também foi registrado
a memoria deste parasitoide exposto ao OEB. A esséncia
de baunilha foi utilizada por este odor ndo fazer parte do
contexto ecologico do parasitoide e serviu como “odor
modelo” também utilizado por outros autores (TAKASU &
Lewis, 1996; ToGNON et al., 2013; GREGORIO et al., 2015).
O 6leo de laranja foi escolhido por apresentar agdo repelente
para outros insetos inclusive D. longicaudata (bioensaios
piloto), objetivando observar uma possivel reversdo de
comportamento para este parasitoide

MATERIAL E METODOS

Individuos de 4. fraterculus e D. longicaudata foram
criados segundo metodologias propostas por TERAN (1976)
e CARVALHO et al. (1998), respectivamente, no Laboratério
de Biologia, Ecologia e Controle Biologico de Insetos,
Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, em camaras climatizadas (25 + 2 °C,
70 = 10% UR) em duas condicdes: fotofase de 14 horas
(adultos) e escotofase (imaturos).

Criaciao de A. fraterculus. Adultos foram
acondicionados em gaiolas de madeira (45 x 30 x 30 cm),
com abertura frontal tipo manga e laterais confeccionadas
de tecido voile, onde recebiam agua destilada e alimento,
constituido de acucar cristal, levedo de cerveja, gérmen
de trigo, extrato de soja (3:1:1:1) e complexo vitaminico
(Centrum Select®), na propor¢ao de um comprimido
macerado para cada 250 g de dieta. Os ingredientes foram
misturados e a dieta disponibilizada em placas de Petri,
trocadas uma vez por semana. Apds oito dias de idade, adultos
de A. fraterculus recebiam substratos de oviposi¢do que
ficavam sobre as gaiolas conforme descrito por MEIRELLES
et al. (2016). Diariamente os ovos eram retirados e colocados
sobre voile azul (3 cm?), em placas de Petri (9 X 2 cm),
contendo papel filtro umedecido no fundo, acondicionadas
durante 48 h em camara climatizada. Apds este periodo,
colocou-se o papel filtro e o tecido com ovos, voltados para
cima, sobre a dieta artificial de larvas, composta de cenoura
crua descascada (125 g), cenoura cozida descascada (125 g),
acucar cristal (125 g), levedo de cerveja (25 g), dgua (175 mL),
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nipagin (1,1 g), acido citrico (3,6 g), benzoato de sdédio
(1,1 g) e sulfato de estreptomicina (0,5 g). A dieta foi
acondicionada em bandejas de poliestireno expandido
(18 x 24 cm), tampadas, enroladas com jornal e mantidas
por sete dias. No sétimo dia, os pacotes foram abertos e as
bandejas colocadas em recipientes plésticos (45 x 30 cm),
sobre uma camada de 1 cm de areia esterilizada, cobertas
com voile, onde permaneciam por sete dias. Decorrido este
periodo, descartou-se a areia e a dieta. Os puparios obtidos
foram colocados em potes plasticos (100 mL) com abertura
na tampa (2 X 2 cm) protegida com voile, contendo areia
esterilizada no fundo, permanecendo por cerca de 10 dias.

Criacao de D. longicaudata. Adultos de D.
longicaudata permaneceram em gaiolas de madeira
(45 x 60 x 20 cm), coberta com voile nas laterais, recebendo
agua disponibilizadas em potes plasticos (100 mL) com
tampa perfurada, contendo tiras de tecido Spontex Resist®
e dieta, de consisténcia gelatinosa, disposta em placas de
Petri composta por: agua (120 mL), mel (120 mL), agar
(0,8 g), acido ascorbico (0,05 g) e nipagin (0,005 g), trocada
semanalmente. Larvas de terceiro instar de 4. fraterculus
(aproximadamente dez dias de idade) foram expostas por
90 minutos, em unidade de parasitismo, confeccionada com
tampa de caixa Gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), com recorte
central circular de aproximadamente 10 cm de didmetro,
coberto com tecido voile. As larvas foram colocadas sobre
este tecido, pela parte de dentro da tampa e o fundo da caixa
Gerbox colocado sobre as larvas, servindo como base. A
tampa e a caixa foram fixadas uma a outra com o auxilio
de atilhos de borracha. Apos esse periodo, as larvas foram
colocadas em Gerbox com areia, contendo na tampa uma
abertura (9 x 9 cm), protegida com voile, onde permaneceram
até a emergéncia dos parasitoides em condigdes controladas.

Condicionamento pré-imaginal de D. longicaudata.
Foram utilizados frutos de goiaba vermelha [ Psidium guajava
L. (Myrtales: Mirtaceae)], var. Paluma e manga [ Mangifera
indica L. (Sapindales: Anacardiaceae)], var. Tommy para
o desenvolvimento das larvas do hospedeiro. Estes frutos
foram higienizados com hipoclorito de sédio (2%) por
aproximadamente 30 minutos. Posteriormente foi feita uma
abertura na casca dos frutos retirando-se cerca de 1 g de
polpa. Por este orificio foi feita uma infestagao artificial de
larvas de A. fraterculus (aproximadamente 50) em cada fruto.
Foram utilizadas larvas de segundo instar oriundas da criagéo,
mantidas em dieta artificial. Os frutos foram acondicionados
em potes plasticos (500 mL), cobertos com tecido voile,
contendo areia esterilizada no fundo, onde permaneceram
por aproximadamente por 4 dias (até as larvas atingirem o
3° instar larval (Altafini ez al., 2013). Apo6s este periodo, as
larvas foram retiradas dos frutos, expostas a D. longicaudata
em unidades de parasitismo (90 min.) e ap6s acondicionadas
em Gerbox com areia, conforme descrito na criagdao de
D. longicaudata, onde permaneceram até a emergéncia dos
parasitoides em condigdes controladas. Apds a emergéncia,
fémeas com idade entre 4-6 dias foram submetidas aos testes
de quimiotaxia e parasitismo.

Condicionamento adulto de D. longicaudata.
Fémeas criadas em larvas mantidas em dieta artificial foram
acondicionadas em potes plasticos (100 mL) contendo um
papel filtro (4 x 4 cm) (Whatman, 80 g/m2) impregnado
com 40 pL de 6leo essencial de laranja (OEL) Bioesséncia®
ou dleo essencial de baunilha (OEB) Dr. Octker®, nas
concentragdes de 1 mL/L (1%) e 30 mL/L (30%) em solvente
(acetona), respectivamente, durante 4 horas. Estes individuos
foram considerados experientes em OEL ou OEB ¢ utilizados
nos bioensaios logo apds o condicionamento. Nos testes
de memoria utilizaram-se somente os insetos expostos ao
OEB os quais foram submetidos a este odor ap6s 0, 24, 48
e 72 h da exposi¢do. Adultos considerados inexperientes
foram acondicionados na presenga de um papel previamente
impregnado com 40 pL de acetona pelo mesmo periodo
de tempo.

Olfatometria. Os testes foram realizados em
olfatémetro tubular tipo “Y” de vidro, com 6,5 cm de
diametro, 21 cm de arena inicial e 10 cm em cada braco.
Os bioensaios foram conduzidos em sala climatizada durante
a fotofase, sob luz fluorescente (60W, 980 lux). Um fluxo
de ar, previamente filtrado com carvao ativo, foi conduzido
para dentro do olfatdmetro com o auxilio de uma bomba
de ar conectada a um fluximetro e um umidificador, a uma
taxa de 0,9 L/min. Este foi invertido no sentido horizontal
(rotagdo de 180°) a cada cinco repetigdes e, a cada dez, foi
lavado com sabdo neutro, alcool etilico e dgua destilada,
sendo posteriormente seco em estufa de esterilizacao a
150 °C. Apos este procedimento os tratamentos foram
renovados. Antes do inicio dos experimentos as fémeas foram
individualizadas, aclimatadas por 30 min na sala de testes e
inseridas individualmente na arena. Foi registrado o tempo
de residéncia (TR), em segundos, dos parasitoides em cada
brago, por até 5 min. Foram considerados ndo responsivos
os insetos que ndao se movimentaram ou que nao alcangaram
nenhum dos dois bragos do olfatdmetro durante os 5 min.
Realizaram-se 30 repeti¢des por contraste. Os tempos de
residéncia, em todos os bioensaios de olfatometria, foram
testados quanto a normalidade e submetidos a Kruskal-Wallis,
com 95% de confiabilidade, utilizando o software Bioestat
5.3%(Ayres et al., 2007).

Bioensaios com insetos condicionados na fase
imatura. Em cada brago do olfatdmetro, foi acoplada uma
camara de vidro (29,5 cm altura e 12,5 cm didmetro), na
qual foi colocado um pedago de fruto sadio (35 g) de goiaba
ou manga. Foi avaliado o tempo de residéncia de fémeas de
D. longicaudata com cinco dias de idade, oriundas de larvas
provenientes de dieta artificial, goiaba ou manga. Foram
contrastados os odores dos frutos com ar e entre eles.

Bioensaios com insetos condicionados na fase
adulta. Fémeas criadas em larvas mantidas em dieta
artificial foram acondicionadas em potes plasticos (100 mL)
contendo um papel filtro (4 X 4 cm) (Whatman, 80 g/m?)
impregnado com 40 pL de dleo essencial de laranja (OEL)
Bioesséncia® ou 0leo essencial de baunilha (OEB) Dr.
Octker®, nas concentragdes de 1 mL/L (1%) e 30 mL/L
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(30%) em solvente (acetona), respectivamente, durante quatro
horas. Estes individuos foram considerados experientes
em OEL ou OEB e utilizados nos bioensaios logo apds o
condicionamento. Nos testes de memoria utilizaram-se
somente os insetos expostos a0 OEB os quais foram avaliados
submetendo-os a este odor ap6s 0, 24, 48 ¢ 72 h da exposicdo.
Adultos considerados inexperientes foram acondicionados
na presenca de um papel previamente impregnado com 40
pL de acetona pelo mesmo periodo de tempo. As respostas
quimiotaxicas ao condicionamento com os 6leos foram
avaliadas inserindo na extremidade de um dos bragos do
olfatometro um papel filtro (4 x 15 cm) (Whatman, 80 g/
m?), dobrado em forma de gaita, contendo 10 uL de cada
extrato (OEL ou OEB) e, na outra, 0 mesmo volume do
solvente acetona. Todos os papeis filtro foram mantidos
em camara de fluxo por 5 min, para evaporagdo da acetona,
antes do uso. Foram contrastados os odores dos 6leos com
o solvente e entre eles.

Parasitismo. Quatro fémeas ¢ dois machos de D.
longicaudata (5 a 10 dias de idade), oriundos de larvas
mantidas em dieta artificial, goiaba ou manga foram expostos,
em gaiolas de madeira (45 x 30 x 30 cm), a escolha entre
duas unidades de parasitismo, cada uma com 20 larvas de
A. fraterculus de 3° instar, oriundas de dieta artificial. Foram
retiradas polpas de frutos de cada uma das espécies, as quais
foram maceradas, separadamente, com auxilio de um pistilo e
cadinho. Para realizagdo dos experimentos foram contrastadas
unidades pinceladas (pincel n° 10) com polpa in natura de
manga ou goiaba (2 g) sobre o tecido voile presente na unidade
de parasitismo. Unidades controle foram pinceladas apenas
com agua destilada. O periodo de exposicao foi de 90 min,
apos as larvas foram isoladas em caixas Gerbox® com areia

¢ mantidas em camara climatizada até a emergéncia dos
parasitoides ou das moscas. Os puparios nos quais nao foi
observada a emergéncia, foram dissecados e contabilizados.
Realizaram-se 10 repeticdes/tratamento. O percentual de
larvas parasitadas e de parasitoides emergidos foi analisado
por Qui-quadrado, com 95% de confiabilidade, utilizando o
software Bioestat 5.3 (Ayres et al., 2007).

RESULTADOS

Bioensaios com insetos condicionados na
fase imatura. O tempo de residéncia (TR) de fémeas
inexperientes (criadas em dieta artificial) de D. longicaudata
foi significativamente maior tanto para os odores de goiaba
(H=6,33; gl =1; P=0,0119) quanto para os de manga
(H=17,6; gl =1, P=0,0058) em relacdo ao controle (ar).
Quando os insetos foram submetidos ao contraste entre os
volateis de ambos os frutos, o TR das fémeas foi maior para
os volateis de manga (H=10,54; gl = 1; P=0,0012) (Fig. 1).
Fémeas oriundas de larvas que se desenvolveram em goiaba
e manga apresentaram tempos de residéncia maiores para
insetos provenientes de cada um destes frutos, quando
comparados ao controle (H = 15,68; gl = 1; P < 0,0001 ¢
H=28,81; gl=1;P<0,0001, respectivamente). No entanto,
independentemente da origem dos parasitoides, ndo foram
observadas diferencas significativas quando os mesmos
foram submetidos ao contraste entre os odores dos dois
frutos (Fig. 2).

Bioensaios com insetos condicionados na fase
adulta. O TR de fémeas inexperientes de D. longicaudata foi
significativamente maior para a acetona do que para os odores
dos oleos de laranja (OEL) (H = 9,98; gl = 1; P = 0,0016)

Goiaba * Ar (14)
Manga * Ar (14)
Manga * Goiaba (10

4000 3000 2000 1000

0 1000 2000 3000 4000

Tempo de residéncia (s)

Fig.1. Tempo de residéncia (s) de fémeas de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) oriundas de larvas de Anastrepha fraterculus (Wiedemann,
1830) criadas em dieta artificial (inexperientes) submetidas ao ar (controle) e aos odores de goiaba ou manga. Tempo de observagdo: 5 min. Nimero de
insetos ndo responsivos entre parénteses. * Diferenga significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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e baunilha (OEB) (H = 6,65; gl = 1; P =0,0099) (Fig. 3A).
Fémeas experientes em OEB responderam mais ao odor
deste em relagdo ao controle (H=7,16; gl = 1; P=0,0074)
(Fig. 3B), no entanto ndo houve diferenga para os experientes
em OEL (P > 0,05) (Fig. 3C). Fémeas de D. longicaudata
expostas a0 OEB mantiveram memoria a este odor por até

24 horas. O comportamento inato foi novamente evidenciado
em 48 horas (H = 10,69; gl = 1; P <0,05) (Fig. 4).
Parasitismo. Fémeas de D. longicaudata provenientes
de larvas de A. fraterculus criadas em dieta artificial
(inexperientes) parasitaram um percentual maior de larvas na
presenga da polpa de goiaba (34%) (x*=4,94; gl=1;P=0,0364)

A) Goiaba Manga (11)
Goiaba * Ar (5)
Manga * Ar (3)
5000 2000 2000 2000 1000 0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo de residéncia (s)

Fig. 2. Tempo de residéncia (s) de fémeas de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) oriundas de larvas de Anastrepha fraterculus (Wiedemann,
1830) criadas em goiaba (experientes em goiaba) (A) ou em manga (experientes em manga) (B), aos contrastes de: ar (controle), odores de pedagos de
frutos in natura de goiaba ou manga. Tempo de observag@o: 5 min. Numero de insetos ndo responsivos entre parénteses. * Diferenca significativa pelo
teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).

(A) Baunilha Acetona *  (17)
Laranja Acetona * (16)
(B)  Baunilha * _: Acetona (20)
© Laranja Acetona (15)
5000 4000 3000 2000 1000 0 1000 2000 3000 4000 5000

Tempo de residéncia (s)

Fig. 3. Tempo de residéncia (s) de fémeas de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) oriundas de larvas de Anastrepha fraterculus (Wiedemann,
1830) criadas em dieta artificial exposta a acetona (inexperientes) (A); experientes ao 0leo essencial de baunilha (OEB) (B) e experientes ao dleo essencial
de laranja (OEL) (C), submetidas ao contraste entre ar e os 6leos. Tempo de observac@o: 5 min. Numero de insetos ndo responsivos entre parénteses.
*Diferencga significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Fig. 4. Tempo de residéncia (s) de fémeas de Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead, 1905) que estiveram em contato com 6leo essencial de baunilha
(OEB) (experientes em baunilha), submetidas aos contrastes de acetona (controle) e odor de baunilha. Tempo decorrido apds experiéncia com OEB: 0,
24, 48 e 72 horas. Tempo de observag@o: 5 min. Namero de insetos ndo responsivos entre parénteses. *Diferenca significativa pelo teste de Kruskal-

Wallis (P < 0,05).

e manga (25%) (x> =38,1; gl=1; P=0,0072), quando ambos
os tratamentos foram contrastados com o controle (larvas sem
polpa). Larvas com a presencga da polpa de goiaba foram mais
parasitadas (21%) em relag@o as que continham manga (13%)
x’=17,52;gl=1;P=0,0101), em exposi¢do simultdnea. O
sucesso de parasitismo diferiu apenas na presenga de polpa de
goiaba (23%) em contraste com controle (8,5%) (x> =26,69;
gl =1; P <0,0001). Parasitoides provenientes de larvas
criadas em goiaba (experientes em goiaba) parasitaram mais
larvas na presenga deste odor (49%) (x> = 36,38; gl = 1;
P <0,0001), além disso, o sucesso de parasitismo também
foi maior neste tratamento (28%), em comparagdo com o
controle (14,5%) (x*=17,15; gl = 1; P<0,0001). De forma
semelhante, fémeas oriundas de larvas criadas em manga
(experientes em manga) parasitaram mais insetos na presenga
da polpa deste fruto (32%), diferindo do controle (15%)
(¥’ =12,29; gl =1, P<0,001), entretanto nao houve diferenca
no sucesso de parasitismo (y’ = 3,12; gl = 1; P=0,1116).
Quando foram contrastadas as respostas frente aos odores
de manga e goiaba, o parasitismo (38,5%) e o sucesso (33%)
foram superiores em manga (y>= 31,5; gl = 1; P < 0,0001;
¥’=46,55; gl = 1; P < 0,0001 respectivamente).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos testes de olfatometria
e parasitismo mostraram que as fémeas inexperientes de
D. longicaudata sdo atraidas por volateis oriundos de manga
e goiaba, corroborando o observado por EBEN et al. (2000), os

quais constataram que compostos liberados por frutos sadios
e infestados de plantas hospedeiras atuam nos mecanismos
de localizagdo e busca deste parasitoide. Ainda em relagdo
a atratividade, CARRASCO ef al. (2005) verificaram que
D. longicaudata foi mais responsiva a odores de manga
infestada por Anastrepha spp. ou com danos mecanicos do
que aos de frutos sadios.

As respostas positivas de fémeas inexperientes aos
odores de manga e goiaba quando contrastadas com o ar, estio
provavelmente associadas a plasticidade deste parasitoide em
relagdo a percepcao de volateis de diferentes frutos, sendo
esta uma estratégia evolutiva para atrai-los a habitats onde
encontram-se os sitios de oviposi¢do. O reconhecimento do
odor de diferentes frutos pelo parasitoide esta provavelmente
relacionado a D. longicaudata parasitar moscas em diferentes
hospedeiros (MoNTOYA et al., 2000).

Além de perceber volateis oriundos de diferentes
frutos, D. longicaudata foi capaz de discrimina-los em
exposi¢des simultaneas, tanto em testes de parasitismo como
nos de quimiotaxia. Este resultado evidencia que existe uma
preferéncia inata da espécie por odores provenientes de
manga. No entanto, apds a experiéncia em frutos de goiaba
este comportamento muda e o inseto ndo mais diferencia os
odores destes dois frutos, possivelmente, porque passou a
reconhecer também volateis de goiaba, ndo os distinguindo
quando expostos de forma conjunta. LEYVA ef al. (1991) ja
haviam observado que fémeas de D. longicaudata foram
significativamente mais atraidas a volateis de citros em
comparacdo com os de péssego e manga. Um padrio
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hierarquico de preferéncia aos volateis dos frutos figo,
péssego, laranja e magd, respectivamente, foi constatado
por SEGURA et al. (2016) em fémeas desta espécie. No nosso
estudo observou-se também um padréo no comportamento
quimiotaxico com fémeas inexperientes preferindo odores
de manga. No entanto, o padrao pode variar em fungdo
dos tipos de receptores envolvidos, olfativos (antenas) e
gustativos (aparelho bucal e ovipositor) (ATKINS, 1980),
uma vez que no parasitismo a maior preferéncia observada
no nosso estudo foi para goiaba.

Apesar dos adultos apresentarem um comportamento
inato em relacdo aos odores de frutos, verificou-se que ¢
possivel manipular o mesmo, ou seja, parasitoides que
se desenvolveram em larvas oriundas de manga e/ou
goiaba modificaram seu direcionamento quimiotaxico e os
percentuais de parasitismo em comparagao as inexperientes,
evidenciando um processo de aprendizagem. A experiéncia
desempenha um papel importante na biologia dos insetos,
uma vez que a aquisi¢do de aprendizagem na fase larval
pode permitir que, na idade adulta, os individuos consigam
localizar seus hospedeiros com maior facilidade. Os
resultados obtidos estdo relacionados ao condicionamento
pré-imaginal explicado pela Hipotese do Legado Quimico, a
qual prediz que compostos quimicos presentes no ambiente de
desenvolvimento larval, na hemolinfa ou na camada externa
do hospedeiro, tem influéncia sobre a escolha hospedeira
do parasitoide adulto (CorBET, 1985). Esta hipotese foi
posteriormente confirmada por estudos realizados com
parasitoides (STORECK ef al., 2000). Os resultados do nosso
trabalho evidenciaram que houve modificag@o na percepgéo
quimica de D. longicaudata, provavelmente, relacionada a
este legado. De forma semelhante, SMITH & CORNELL (1979)
observaram que houve mudanga no comportamento de busca
e, consequentemente, aprendizado aos odores do hospedeiro,
potencializando o encontro das fémeas de Nasonia vitripennis
(Walker, 1836) (Hymenoptera: Pteromalidae), assim como
o observado em D. longicaudata. VILLAGRA et al. (2007)
ja haviam relatado que experiéncias adquiridas em fases
larvais afetam as respostas em adultos de Aphidius ervi
Haliday, 1834 (Hymenoptera: Braconidae) para o encontro
de seu hospedeiro. As modificagdes na percepcao apos a
experiéncia podem estar associadas a sintese de proteinas de
ligacdo (odor binding proteins, OBPs) especificas presentes
nas antenas dos insetos capazes de reconhecer determinadas
moléculas, desempenhando um papel importante na
percepcdo e discriminagdo de diferentes odores (ZHOU,
2010; ZHANG et al., 2011). Quando o inseto se desenvolve
em dieta ndo ha contato com odores de frutos, no entanto,
quando criado nestes, pode haver formagao de OBPs capazes
de detectar diferentes volateis. Respostas quimiotaxicas
semelhantes de fémeas experientes em goiaba ou em manga,
estdo possivelmente relacionadas ao fato de que estes frutos
compartilham varios compostos (PINO et al., 2005; CHEN
et al., 2006), sendo assim o inseto passou a identifica-los e
ndo mais distingui-los, quando expostos de forma conjunta.

A aprendizagem em D. longicaudata também pode
ocorrer na fase adulta. Este fato esta relacionado ao principio
de Hopkins, o qual enfatiza a importancia da experiéncia
na fase adulta na escolha do hospedeiro (BARRON, 2001).
Em nossos resultados foi possivel observar que a exposi¢@o
de fémeas de D. longicaudata a odores nao relacionados a
historia de vida deste inseto, como os 6leos essenciais de
baunilha e laranja, induziu uma resposta positiva de busca ao
OEB e indiferente (ndo significativa) ao OEL, mesmo sendo
este ultimo repelente para muitos insetos (REGNAULT-ROGER
et al., 2012). Desta forma, o parasitoide provavelmente
passou a associar o odor de baunilha a presenca de um
possivel hospedeiro. TAKASU & LEWIS (1996) observaram
que fémeas de M. croceipes que permaneceram por
30 segundos na presenga de um odor (baunilha ou laranja)
com alimento, responderam mais a estes odores, do que as
sem condicionamento. De forma semelhante VARGAS ef al.
(2017) verificaram que fémeas de Trichogramma pretiosum
Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) experientes
ao extrato de ovos de Spodoptera frugiperda (Smith, 1979)
(Lepidoptera: Noctuidae) foram mais atraidas a este odor
do que ao hexano, enquanto as inexperientes responderam
de forma igual aos dois tratamentos. Outras formas de
aprendizado, como a visual, foram observadas por SEGURA
et al. (2007), onde fémeas de D. longicaudata treinadas
em unidades de oviposi¢do de cores diferentes (amarelo,
vermelho e verde), contendo larvas do hospedeiro, visitaram
e permaneceram por mais tempo nas unidades de cores em
que haviam sido condicionadas. Com esta mesma espécie,
em ensaios de olfatometria, foi observado que a resposta de
fémeas foi maior aos volateis dos frutos aos quais tiveram
experiéncia (SEGURA et al., 2016).

Nos constatamos que fémeas de D. longicaudata
foram capazes de reter o aprendizado ao odor de OEB por
até 24 horas. A persisténcia da aprendizagem, ou seja, a
memoria em insetos parasitoides ja foi descrita em outras
espécies. WARDLE & BORDEN (1985) também observaram
a memoria em adultos de Exeristes roborator (Fabricius,
1793) (Hymenoptera: Ichneumonidae) condicionados na
presenca do hospedeiro [Galleria mellonella (L., 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae)]. Os autores constataram que logo
apds a emergéncia, os parasitoides apresentaram maior
capacidade de oviposi¢do em comparacdo com adultos
condicionados ap6s o segundo até 10 dias da emergéncia.

A experiéncia pode ser uma importante ferramenta
para aprimorar a performance de parasitoides a serem
liberados em programas de controle biologico. GIUNTI et
al. (2015) ressaltaram que incluir treinamento associativo
com estimulos visuais e olfativos em protocolos de criagdo
em massa pode aumentar a eficiéncia de parasitoides. Os
resultados obtidos indicam que ¢ possivel fazer com que
D. longicaudata aprenda a reconhecer e memorizar volateis
durante as fases imatura e adulta. Identificar fatores que
interferem na comunicag@o entre hospedeiro-parasitoide pode
possibilitar maior adequacgao e confiabilidade na utilizacao
de D. longicaudata em programas de controle biologico.
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