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RESUMO

Os parasitoides de ovos da familia Scelionidae sdo importantes agentes de controle
biolégico. Uma série de estimulos produzidos direta ou indiretamente por seus
hospedeiros condicionam o comportamento de forrageamento desses insetos. Esse
conhecimento é relevante para uma correta interpretacdo do comportamento de busca e
selecdo de hospedeiros pelos parasitoides e sua aplicacdo em estratégias de controle
bioldgico. Esta tese teve como objetivo avaliar como os estimulos quimicos e fisicos
afetam o comportamento de busca e selecdo de hospedeiros do parasitoide de ovos
Telenomus podisi, visando sua manipulacdo em campo. Para isso, a tese foi dividida em
trés capitulos. No primeiro capitulo foram realizados estudos em laboratorio para avaliar
a relacdo multimodal entre estimulos quimicos, vibracionais e visuais na atratividade do
parasitoide. Os resultados indicam que os estimulos supracitados ndo atuam de forma
multimodal no comportamento do parasitoide. Apesar disso, o estimulo visual se
sobressai aos demais estimulos. Portanto, o parasitoide responde a varios estimulos do,
mas prefere aqueles estimulos mais confiaveis e mais proximos ao hospedeiro. No
Capitulo 2, foi avaliada a hierarquia entre os mesmos estimulos avaliados no Capitulo 1
e a capacidade de resposta inata ou aprendida do parasitoide aos mesmos. De modo geral,
T. podisi ndo tem preferéncia inata pela maioria dos estimulos quando contrastados entre
si. O aprendizado ndo associativo causou habituacdo nos parasitoides apenas para 0s
estimulos mais confiaveis. Com isso, foi proposto um novo modelo das etapas de
forrageamento de T. podisi combinando comportamentos inatos e aprendidos. No
Capitulo 3, foi testado como os diferentes estimulos estudados em laborat6rio poderiam
atrair o parasitoide e favorecer o parasitismo de ovos em campo. O experimento foi
realizado em trés experimentos consecutivos ao longo de dois anos. A abundancia dos

parasitoides ndo foi afetada, e geral, pelos tratamentos. No entanto, as taxas de



parasitismo foram maiores nas parcelas com os volateis de plantas e feroménio
separadamente. Conclui-se que os estimulos quimicos favorecem o parasitismo em
campo, e que a cor do substrato apenas em curta distancia favorece o forrageamento e a

eficiéncia de T. podisi.

Palavras-chave: Inimigo natural, controle biol6gico conservativo, semioquimicos,
estimulos multimodais, desvio infoquimico, aprendizagem néo associativa.



ABSTRACT

Egg parasitoids of the family Scelionidae are important biological control agents. A series
of stimuli produced directly or indirectly by their hosts condition the foraging behavior
of these insects. This knowledge is relevant for a correct interpretation of the foraging
behavior of parasitoids and their application in biological control strategies. This thesis
aimed to evaluate how chemical and physical stimuli and their manipulation affect the
foraging behavior and host selection of the egg parasitoid Telenomus podisi, aiming its
manipulation in the field. To this end, the thesis was divided into three chapters. In the
first chapter, laboratory studies were conducted to evaluate the multimodal relationship
between chemical, vibrational, and visual stimuli, related directly and indirectly to its
host, on the attractiveness of the parasitoid. The results indicate that the stimuli mentioned
above do not act in a multimodal way on the parasitoid behavior. Despite this, the visual
stimulus outweighs the other stimuli. Therefore, the parasitoid responds to various stimuli
from the environment and host but prefers those more reliable and closer stimuli to the
host. In Chapter 2, the hierarchy between the same stimuli evaluated in Chapter 1 and the
innate or learned responsiveness of the parasitoid to them was evaluated. In general, T.
podisi has no innate preference for most stimuli when contrasted against each other. Non-
associative learning caused habituation in the parasitoids only for the most reliable
stimuli. With this, a new model of the foraging stages of T. podisi combining innate and
learned behaviors was proposed. In Chapter 3, it was tested how the different stimuli
studied in the laboratory could attract the parasitoid and favor egg parasitism in the field.
The experiment was conducted in three consecutive fields over two years. The abundance
of parasitoids was not affected, in general, by the treatments. However, the parasitism

rates were higher in the plots with plant volatiles and pheromone separately. It is



concluded that chemical stimuli favor parasitism in the field and that color only at short

distances favors foraging and efficiency of T. podisi.

Key-words: Natural enemy, conservative biological control, semiochemicals,
multimodal stimuli, infochemical avoidance, non-associative learning



INTRODUCAO GERAL

Parasitoide de ovos e seus hospedeiros

Os parasitoides sdo insetos que utilizam como hospedeiro outro artropode (Austin
et al. 2005; Fatouros et al. 2020), geralmente insetos, para o desenvolvimento dos seus
estagios imaturos, e neste processo levam o hospedeiro a morte (Godfray 1994). No caso
dos parasitoides de ovos, 0 estagio imaturo se desenvolve dentro dos ovos do hospedeiro,
sendo os himendpteros os principais representantes de parasitoides com esse habito de
vida. Dentro da ordem Hymenoptera, as familias, Mymaridae, Trichogrammatidae e
Scelionidae, o parasitismo dos ovos € a forma de vida predominante na maioria das
espécies conhecidas (Austin et al. 2005). A familia Scelionidae é composta por
parasitoides idiobiontes que parasitam uma diversidade de ordens de insetos, por
exemplo, Lepidoptera, Hemiptera e Coleoptera (Austin et al. 2005). Nessa familia,
existem trés subfamilias descritas, Telenominae, Teleasinae, Scelioninae, sendo

constituidas exclusivamente por parasitoides de ovos (Austin et al. 2005).

Telenominae contém espécies consideradas importantes agentes de controle
biolégico de pragas, por exemplo, os parasitoides de ovos Telenomus podisi Ashmead
(Hymenoptera: Scelionidae: Telenominae) (Hoffmann-Campo et al. 2000). Assim como
outros parasitoides de ovos, as espécies da subfamilia Telenominae ocasionam a morte
do hospedeiro seja por efeitos toxicos de substancias injetadas pela fémea durante a
oviposi¢do ou pelo proprio crescimento do embrido do parasitoide que consome 0s
nutrientes do hospedeiro (Borges et al. 1999; Corréa-Ferreira e Panizzi 1999; Parra et al.
2002). Telenomus podisi esta associado a percevejos predadores e fitéfagos da
familia Pentatomidae, sendo os fitdfagos considerados importantes pragas agricolas

(Torres et al. 1997; Panizzi 2013).



Os percevejos Pentatomidae tém distribuicdo mundial, com aproximadamente
5000 espeécies, tanto fitéfagas quanto predadoras (McPherson e McPherson, 2000). No
Brasil, algumas das espécies fitofagas mais abundantes sdo: Euchistus heros (Fabricius),
Piezodorus guildini (Westwood) e Dichelops spp. (Hoffmann-Campo et al. 2000). Tais
especies, especialmente E. heros, sdo consideradas pragas chave na cultura da soja
(Aquino et al. 2019, Bueno et al. 2020), geralmente colonizam a planta entre o final do
estadgio vegetativo da cultura e inicio do reprodutivo, intensificando a reproducéo
juntamente com a formacéo das vagens (R3) (Corréa-Ferreira 2005). Ao se alimentarem
da seiva e das vagens e sementes, atraves da perfuracdo dos tecidos vegetais, adultos e
ninfas dos percevejos, reduzem a quantidade ou inviabilizam a qualidade comercial dos

grdos (Boethel et al. 2000; Corréa-Ferreira et al. 2005).

O principal método utilizado para o controle destes insetos praga no Brasil é a
aplicacdo de inseticidas quimicos (Panizzi 2013; Bueno et al. 2015). Contudo, ha uma
série de problemas ambientais e para a saude humana decorrentes desse uso (Pimentel
1995; Fearnside 2001; Ortega et al. 2005; Benedetti et al. 2013; Costa et al. 2014; RundI6f
et al. 2015). Adicionalmente, o uso indiscriminado destes produtos pode favorecer a
selecdo de populacBes resistentes de percevejos (Sosa-Gomez et al. 2001) e afetar
negativamente os inimigos naturais (Salerno et al. 2002) que sdo responsaveis pela

mortalidade desses insetos (Hoffmann-Campo et al. 2000).

Uma ferramenta importante para reduzir o uso de inseticidas & o controle
bioldgico. Nesse contexto, o controle bioldgico se baseia na utilizagdo dos inimigos
naturais (predadores, parasitoides e entomopatdgenos) para reducdo da populacdo de
pragas a niveis economicamente aceitaveis (Eilenberg et al. 2001). O controle biologico
é classificado em quatro tipos diferentes: natural, conservativo, classico e aumentativo

(Eilenberg et al. 2001; Cock et al. 2010). O controle biolégico natural € um servico
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ecossistémico onde os organismos sdo controlados naturalmente sem nenhuma
intervencdo humana. O controle biolégico conservativo consiste no favorecimento de
inimigos naturais que ocorrem naturalmente a partir de praticas humanas. O controle
bioldgico classico consiste na liberacdo de um inimigo natural coletado geralmente na
area de origem da praga. No controle biol6gico aumentativo o inimigo natural é produzido
massalmente e liberado para o controle da praga (DeBach 1964; Waage e Greathead 1988;
Eilenberg et al. 2001; Cock et al. 2010; van Lenteren 2012; van Lenteren et al. 2018).
Contudo, é necessario conhecer as interacGes entre presa-predador e parasitoide-
hospedeiros para que o controle seja eficiente, independente da estratégia aplicada. Nesta
abordagem, a utilizacdo de semioquimicos e estimulos de natureza fisica, que modulam
0 comportamento dos parasitoides, provenientes direta ou indiretamente do hospedeiro
pode ser uma estratégia de controle bioldgico conservativo para incrementar o
recrutamento e a eficiéncia das taxas de parasitismo (Meyhofer e Casas 1999; Conti et al.

2010; Laumann et al. 2011).

Comportamento de busca e selecéo de hospedeiros de parasitoides

Os parasitoides de ovos desenvolveram, ao longo de sua evolugdo, diversas
estratégias comportamentais que os favoreceram durante o processo de busca e selecdo
por hospedeiros (Vinson 1984). Em geral, estes processos incluem uma sequéncia de
comportamentos definidos como: localizagdo do habitat, localizagdo do hospedeiro,
aceitacdo do hospedeiro, adequabilidade e regulacdo do hospedeiro (Vinson e Iwantsch
1980; Vinson 1984, 1998; van Alphen e Vet 1986; Steidle e van Loon 2002). A
localizag@o dos hospedeiros estd diretamente relacionada a estimulos fisicos e quimicos
encontrados no ambiente (Vinson 1975, 1984). Estes estimulos devem fornecer ao

parasitoide confiabilidade, indicando a localizacdo e as caracteristicas do hospedeiro
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(incluindo a identidade taxondmica), e detectabilidade, maximizando a deteccdo do

mesmo (Vet e Dicke 1992).

Os parasitoides de ovos sdo animais diminutos, e seus hospedeiros sdo recursos
finitos, inconspicuos e distribuidos em ambientes bastante heterogéneos e de dificil
acesso (Fatouros et al. 2008). Dessa forma, esses insetos se especializaram para obter
informacdo do ambiente direta ou indiretamente relacionada aos seus hospedeiros. Essa
informacdo é obtida, principalmente, na forma de estimulos quimicos. As substancias
quimicas envolvidas na interacdo entre 0s organismos Vivos se denominam
semioquimicos (Law e Regnier 1971), sendo o termo subdividido em dois grandes
grupos, os aleloquimicos e os feroménios. O primeiro é relacionado a interacdo quimica
interespecifica e o segundo relacionado a comunicacgéo quimica intraespecifica (Nordlund

e Lewis 1976).

De acordo com Nordlund e Lewis (1976), os aleloquimicos séo divididos em trés
subcategorias: aloménios, cairomoénios e sinomonios. Cada subcategoria define qual dos
individuos envolvidos na interacdo quimica é beneficiado ou prejudicado na interacao
intermediada pelos semioquimicos. Dessa forma, os alomoénios sdo 0s semioquimicos
envolvidos na interacdo favoravel ao emissor e prejudicial ao receptor, os cairoménios
sdo favoraveis aos receptores e prejudiciais aos emissores e 0s sinomonios sdo favoraveis
tanto ao emissor quanto ao receptor (Dicke e Sabelis 1988). Por exemplo, muitas plantas
liberam compostos volateis quando estdo em contato ou sofrem injdria alimentar por
insetos fitofagos. Esses compostos quimicos podem ser utilizados por predadores ou
parasitoides desses insetos, dessa forma esses sinomdnios sdo favoraveis aos emissores e

receptores do sinal quimico (Colazza et al. 2004).

A utilizagdo de diferentes fontes de estimulos para manipular as aces dos
parasitoides de ovos em laborat6rio e campo pode ser fundamental para a eficiéncia do
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controle biologico de pragas (Hassell 2000; Mills e Wajnberg 2008). Em campo, 0s
estimulos quimicos e fisicos podem favorecer o aumento das taxas de parasitismo,
atraindo e/ou retendo os inimigos naturais em uma area de interesse (Kaplan 2012; Ayelo
et al. 2021). Em laboratorio, esses mecanismos de atracdo e retencdo, podem ser
estudados em menor escala e sem interferéncias, favorecendo a compreensao de modelos

tedricos e aspectos basicos do comportamento dos insetos.

Estimulos relacionados ao comportamento de busca de hospedeiros por parasitoides

de ovos de percevejos

Em relacdo aos parasitoides de percevejos tem-se determinado que volateis
induzidos pela herbivoria de ninfas e adultos de percevejos induzem a produgédo e
liberacdo em diversas plantas, como a soja, feijao, feijdo guandu, milho, arroz e girassol
um complexo de volateis que atraem o parasitoide T. podisi (Moraes et al. 2008; Melo
Machado et al. 2014; Dias et al. 2016). Estes compostos, conhecidos como volateis
induzidos por herbivoria (VPIHs) atuam como sinomonios, sendo parte importante das
defesas contra herbivoros nas plantas e relevantes como pistas para orientar o parasitoide
enquanto procura por hospedeiros. Outra fonte de semiogquimicos com potencial para
modificar os padrdes de comportamento dos parasitoides de ovos Telenominae séo 0s
cairoménios volateis produzidos pelos prdprios hospedeiros. Neste sentido, volateis dos
percevejos como feromonios sexuais (Borges et al. 1998; Colazza et al. 1999; Conti et al.
2003) e compostos com funcdo defensiva produzidos nas glandulas metatoraxicas nos
adultos e nas glandulas abdominais dorsais nas ninfas (Mattiacci et al. 1993; Laumann et

al. 2009) sdo muito atrativos a esses parasitoides.

Os VPIHSs e os cairomonios auxiliam o parasitoide na localizagdo do habitat do

hospedeiro. Uma vez no habitat do hospedeiro, os parasitoides Telenominae utilizam



estimulos quimicos (volateis ou ndo) e fisicos para localizar o hospedeiro. As informacdes
em relacdo ao uso de estimulos nesta etapa de forrageamento dos Telenominae ainda séo
escassas e fragmentadas. Mas sabe-se que sao importantes nesse processo 0s cairomonios
dos rastros do hospedeiro (“footprints™), constituidos de hidrocarbonetos cuticulares
depositados nos substratos quando os insetos se locomovem (Colazza 1999; 2009; Borges
et al. 2003; Lagba et al. 2020), assim como, semioquimicos volateis dos ovos do
hospedeiro (Tognon et al. 2020). Estimulos fisicos como sinais vibratorios emitidos
durante a comunicacdo sexual dos percevejos, e cores do substrato e dos ovos, também
tem efeito comprovado no comportamento de busca de hospedeiros por parasitoides
(Laumann et al. 2011; Aquino et al. 2012). Entre esses estimulos a cor amarela é um
superestimulo para T. podisi, possivelmente, por estar relacionada a cor do recurso

alimentar e dos ovos dos hospedeiros (Aquino et al. 2011).

Atividade multimodal e hierarquia entre os estimulos

A ecologia comportamental dos parasitoides da subfamilia Telenominae,
especialmente os mecanismos de busca e selecdo de hospedeiros, ainda € pouco
conhecida, havendo informacdes de aspectos isolados dentro das diferentes etapas de
forrageamento e, em muitos casos, sem uma determinacdo precisa dos estimulos
envolvidos nos comportamentos. Por exemplo, pouco se sabe da possivel relacdo
multimodal entre diferentes estimulos (quimicos e fisicos) e sua influéncia no
comportamento dos parasitoides de ovos. Considerando-se que 0s ambientes naturais ou
agricolas onde os parasitoides de ovos e seus hospedeiros interagem sdo altamente
heterogéneos, e que os estimulos possivelmente estdo presentes simultaneamente, é
necessario avaliar se ha interagdo multimodal e como ela ocorre e interfere o
forrageamento desses inimigos naturais.
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Assim, a utilizacdo de estimulos multimodais, que sdo compostos por mais de um
sinal em mais de uma modalidade sensorial, pode contribuir para reduzir a incerteza
ambiental (Partan e Marler 1999, 2005; Dall e Johnstone 2002; Hebets e Papaj 2005;
Munoz e Blumstein 2012). Existem duas modalidades de estimulos multimodais, 0s
redundantes e os ndo redundantes. Na primeira modalidade, o tipo de resposta do
receptor para cada componente da combinacdo € a mesma, mas a resposta para 0s
componentes combinados pode variar. A resposta é denominada equivalente quando a
resposta a combinacgdo dos estimulos € semelhante a observada para cada componente
isoladamente. Também, a resposta pode ser aprimorada, quando a resposta a
combinacdo de estimulos é maior e mais evidente (Partan e Marler 1999). Por fim, a
resposta pode ser divergente, quando a resposta € distinta ao observado para cada
componente (Munoz e Blumstein 2012) (Figura 1). Em relacdo aos estimulos
multimodais ndo redundantes, sabe-se que cada componente do sinal multimodal incita
uma resposta diferente no receptor (Partan e Marler 1999) (Figura 1). Nesse caso, quando
os estimulos sd@o combinados podem atuar de forma independente um do outro, também
podem causar a dominancia de um dos estimulos em relacéo ao outro, podem modular
um estimulo em detrimento de outro, e por fim, pode haver uma resposta emergente,
completamente distinta da esperada e observada para cada componente (Partan e Marler

1999) (Figura 1).
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COMPONENTES SEPARADOS SINAL COMPOSTO MULTIMODAL
Sinal Resposta Sinal Resposta
A+B — Equivalente
Redundante - D D
B —» D A+B — I:I Aprimoramento
A+B — % Divergente
A+B — |:| e O Independente
A — [
Nio redundante ;
B — O A+B — |:| Dominante
A+B — I:I (ou |:| )  Modulante
A+B — A Emergente

Figura 1. Diagrama das diferentes modalidades dos estimulos multimodais. Adaptado de
Munoz e Blumstein (2012) e Partan e Marler (1999).

Sabe-se que os estimulos sdo percebidos pelos parasitoides de forma inata, e que
também sdo capazes de aprender a reconhecer e a relacionar estimulos a presenca do
hospedeiro através de experiéncia prévia (Vinson 1998). Esses estimulos podem atuar na
taxia, ou seja, orientando os parasitoides a fonte do estimulo, ou de forma quinética,
intensificando o seu padrdo de movimento de busca pelo hospedeiro (Vilella e Della Lucia
2001). Portanto, para auxiliar o parasitoide na busca e localiza¢do, os estimulos devem
indicar com precisdo a localizacéo e as caracteristicas do hospedeiro (Vet e Dicke 1992).
De acordo com 0 modelo tedrico de Laumann et al. (2011), para T. podisi, 0s parasitoides
seguem uma sequéncia hierarquica dos estimulos para localizar o hospedeiro em campo.
Teoricamente, os primeiros estimulos usados s&o volateis induzidos por herbivoria
(VPIH), que se dispersam por uma area maior, seguido pelos feromdnios do hospedeiro,
0S quais atuam como cairomonios. Esses compostos atuariam a longas distancias atraindo
0 inimigo natural para a area. Em sequéncia, quando no habitat do hospedeiro, 0s

parasitoides se guiariam pelos estimulos vibratorios provenientes da comunicagao sexual
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dos percevejos, pelos rastros quimicos e por fim pela cor e outras caracteristicas dos ovos.
Esses estimulos encontrados no habitat do hospedeiro atuariam retendo o inimigo natural

na area e aumentariam a taxa de parasitismo.

Aplicabilidade do controle bioldgico de percevejos com parasitoides de ovos

O manejo integrado de pragas (MIP) é um método que tem como finalidade
racionar o uso de inseticidas ou acaricidas, prevenir ou retardar o ressurgimento de
populacdes de pragas resistentes e preservar os insetos benéficos (Alastair 2003). Dentre
as ferramentas de manejo utilizadas no MIP, o controle biolégico tem mostrado boa
aplicabilidade e eficiéncia no manejo de pragas em diferentes culturas em diversos paises
(van Lenteren et al. 2018). No Brasil Corréa-Ferreira e Moscardi (1996) mostraram que
liberacBes inoculativas sazonais de Tissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera:
Scelionidae) foram eficientes no controle do percevejo verde N. viridula. De forma
similar, liberac6es de T. podisi propiciaram indices de parasitismo em ovos do percevejo

marrom, E. heros, entre 50 a 70 % (Bueno et al 2020).

Contudo, a dificuldade na producdo dos parasitoides de ovos de percevejos
pentatomideos, para os quais ainda ndo € disponivel uma dieta artificial, tem dificultado
a extensdo destes programas no Brasil. No entanto, 0 manejo comportamental destes
inimigos naturais com semioquimicos e estimulos fisicos, bem como a manipulacdo da
paisagem agricola como uma ferramenta para incrementar o controle bioldgico
conservativo, pode ser uma acdo relevante para estimular o avanco deste e outros
programas de controle bioldgico de percevejos (Borges et al. 2011). Estudos anteriores
verificaram que o cairomdnio (E)-2-hexenal, componente do feromdnio de alarme dos
percevejos, atraiu parasitoides de ovos para a area estudada (Laumann et al. 2009; Vieira

et al. 2014). O mesmo resultado foi observado para o fitorménio indutor de defesa cis-
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jasmona, porém, ndo foi observado o aumento das taxas de parasitismo de ovos de
percevejo nem influéncia sobre a populacdo de hospedeiros em campo em ambos 0s

tratamentos (Vieira et al. 2013).

A partir desses estudos junto com a proposicao de estratégias alternativas para uso
dos semioquimicos e demais estimulos atrativos aos parasitoides, o desenvolvimento de
novas pesquisas orientadas a estabelecer quais sdo 0s compostos com maior potencial, as
formas mais eficientes de aplicacdo e técnicas de uso, sdo fundamentais para futura
aplicacdo no MIP e aumentar a eficiéncia do controle biologico de pragas (Hassell 2000;
Mills e Wajnberg 2008). Em laboratorio, esses mecanismos de atracdo e retencdo, podem
ser estudados em menor escala e sem interferéncias, favorecendo a compreensdo de
modelos tedricos e aspectos basicos do comportamento dos insetos. Em campo, 0s
estimulos quimicos e fisicos podem favorecer o aumento das taxas de parasitismo,
atraindo e/ou retendo os inimigos naturais em uma area de interesse (Blassioli-Moraes et

al. 2016; Vieira et al. 2013, 2014).

Portanto, esta tese de doutorado visa avancar nos conhecimentos a respeito da
ecologia comportamental dos parasitoides de ovos T. podisi. O trabalho se orientou ao
estudo da interacdo multimodal entre diferentes estimulos visando estabelecer os
mecanismos e estratégias de uso pelos parasitoides. Uma vez identificados os principais
estimulos e mecanismos de resposta utilizados pelos parasitoides, a etapa seguinte foi
compreender como estes estimulos/comportamentos se integram num contexto mais
amplo que inclui variagOes de resposta individuais e populacionais. Finalmente os
conhecimentos adquiridos permitiram identificar os estimulos com maior potencial de
uso em campo. Dessa forma, esta tese se estruturou em trés capitulos, onde no primeiro
foi avaliada a interagdo multimodal dos estimulos fisicos e quimicos e a resposta

comportamental de T. podisi em condi¢cBes de laboratério. No segundo capitulo foi
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testado o modelo tedrico de Laumann et al. (2011) e a resposta inata e aprendida dos
parasitoides em relacdo a hierarquia dos estimulos. Por fim, no terceiro capitulo foi
avaliada a utilizacdo de estimulos multimodais na atratividade e retencdo dos inimigos
naturais em condicdes de campo, bem como as taxas de parasitismo de ovos de percevejos

e 0 impacto na populacéo desta praga.

A estrutura dos capitulos se apresenta em formato de artigo cientifico seguindo as
normas de instrucdo aos autores da revista Neotropical Entomology disponiveis em

https://www.springer.com/journal/13744/submission-guidelines.
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CAPITULO 1

Respostas comportamentais de Telenomus podisi (Hymenoptera:
Scelionidae) a estimulos multimodais

INTRODUCAO

Vaérias estratégias comportamentais evoluiram nos parasitoides tornando o
processo de busca e selecdo de hospedeiros mais eficiente (Vinson 1976). Em geral, esses
processos incluem uma sequéncia de comportamentos definidos como: localizagdo do
habitat, localizacdo do hospedeiro, aceitacdo do hospedeiro, adequacéo e regulagéo do
hospedeiro (Vinson e Iwantsch 1980; van Alphen e Vet 1986; Vinson 1998; Steidle e van
Loon 2002). Além disso, cada uma das etapas de busca e selecdo de hospedeiros é
condicionada por diferentes estimulos que fornecem informacgdes em relacdo ao habitat
ou hospedeiros (Price et al. 1980). Dessa forma, os parasitoides sdo guiados por estimulos
fisicos e quimicos originados direta e indiretamente dos hospedeiros, mas também por
estimulos do ambiente (Vinson 1975, 1984; van Alphen e Vet 1986). Os sinais utilizados
pelo parasitoide devem ser confidveis, indicando a localizacdo e caracteristicas do
hospedeiro, e de alta detectabilidade, maximizando e facilitando sua deteccdo (Vet e
Dicke 1992). No entanto, quanto mais detectavel € um estimulo, menos confiavel é, da
mesma forma, quanto mais confidvel é um estimulo menos detectavel & no ambiente (Vet
et al. 1990, 1995; Vet e Dick 1992). Portanto, as fémeas de parasitoides utilizam
informagdes provenientes de estimulos detectaveis e confiaveis para encontrar o
hospedeiro de forma mais eficiente (van Alphen e Vet 1986; Vet et al. 1990, 1995; Vet e
Dick 1992).
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O comportamento de busca e sele¢do de hospedeiros dos parasitoides de ovos da
subfamilia Telenominae (Scelionidae), os quais parasitam ovos de percevejos, €
relativamente bem conhecido com alguns estimulos identificados e associados a
comportamentos especificos. A longa distancia, os volateis de plantas induzidos pela
herbivoria de ninfas e adultos de percevejos atraem diferentes espécies de parasitoides
Scelionidae (Colazza et al. 2004; Moraes et al. 2008; Michereff et al. 2011; Melo
Machado et al. 2014; Dias et al. 2016). Além desses, 0s parasitoides de ovos utilizam os
volateis (cairoménios) produzidos pelos préprios hospedeiros, como os feromonios
sexuais (Borges et al. 1998b; Colazza et al. 1999; Conti et al. 2003) e compostos

defensivos (Mattiacci et al. 1993; Laumann et al. 2009).

Uma vez no habitat do hospedeiro, os Telenominae usam semioquimicos volateis
e ndo volateis (de contato), e estimulos fisicos para localizar o hospedeiro. O maior
volume de trabalhos realizados € sobre os semioquimicos de contato, como 0s rastros do
hospedeiro (Colazza et al. 1999; Borges et al. 2003; Lag6a et al. 2020). Entretanto,
estudos mostraram que estimulos fisicos, como sinais vibratorios emitidos durante o
comportamento reprodutivo de percevejos (Laumann et al. 2007, 2011), ou cores do
substrato e ovos (Aquino et al. 2012) e volateis dos ovos (Tognon et al. 2020) tem um
efeito atrativo e arrestante comprovado no comportamento de busca desses parasitoides.
Embora esse conhecimento descreva varios estimulos com efeitos tdxicos ou quinéticos
para os parasitoides (Laumann et al. 2011), os mecanismos de busca e selecédo de
hospedeiros, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Por exemplo, pouco se sabe sobre
uma possivel relacdo entre diferentes estimulos quimicos e fisicos, como essa informagéo
se integra no cérebro do inseto, e de que forma condiciona o comportamento dos

parasitoides.
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Considerando que os ambientes naturais ou agricolas, onde os parasitoides de ovos
interagem com seus hospedeiros, sdo altamente heterogéneos e que os estimulos
possivelmente estdo presentes simultaneamente, e ndo de forma isolada, como
usualmente se apresentam nos modelos experimentais (Partan e Marler 1999; Lim e Ben-
Yakir 2020), é necessario avaliar essa possivel interacdo de estimulos multimodais e a

forma como as mesmas influenciam o comportamento dos parasitoides.

O forrageamento em ambientes naturais e agricolas expde os parasitoides a
complexidade de estimulos, onde aqueles que fornecem informacdo se misturam com
outros que podem ser considerados ruido ambiental. Assim, a utilizacdo de estimulos
multimodais, os quais sdo constituidos por sinais em mais de uma modalidade sensorial,
pode contribuir para reduzir o grau de incerteza e dos ruidos ambientais (Partan e Marler
1999, 2005; Dall e Johnstone 2002; Hebets e Papaj 2005; Munoz e Blumstein 2012).
Especialmente para parasitoides, parece ser uma estratégia fundamental na busca e

selecdo de hospedeiros a curtas distancias (Aartsma et al. 2019).

Nos insetos parasitoides, que exploram recursos finitos e esporadicos, a alocacéo
do tempo de forrageamento, seja para procura de hospedeiros ou de fontes de nutrientes,
exige um balanco que pode condicionar o fitness imediato (deixar descendéncia) dos
individuos (Vet et al. 1990; Lobdell et al. 2005). Nesse sentido, a plasticidade de resposta
a estimulos, incluindo os multimodais, pode ser um fator determinante e tem sido
considerada para propor um modelo de resposta onde cada estimulo percebido por um
parasitoide possui um potencial de resposta caracteristico e que esta resposta inata pode

ser alterada pela experiéncia do inseto (Vet et al. 1995).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em condic¢Oes controladas de
laboratério, o comportamento de fémeas do parasitoide de ovos Telenomus podisi
Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) em resposta a diferentes combinages de estimulos
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quimicos, visuais e vibratdrios. Portanto, para avaliar a eficiéncia e o incremento no
comportamento de busca através do uso de sinais multimodais, foi proposta a hipotese de
que havendo atracdo multimodal, a resposta é aumentada com a combinacéo de estimulos

quimicos, fisicos e visuais.

MATERIAIS E METODOS
Criacdo e manutencdo dos insetos

Os insetos foram obtidos de colbnias previamente estabelecidas no Laboratorio de
Semioquimicos da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brasil,
mantidos em sala climatizada, sob as condic¢Ges de 26 + 1°C, 65 + 10% UR e 14 horas de
fotofase (Figuras 1, 2). Os parasitoides adultos foram alimentados com mel de abelhas
puro e mantidos em gaiolas plasticas (frascos de cultura para tecidos de 25 cm?;
Biomedicals® ICN; MP Biomedicals, Irvine, Califérnia) (Figura 1). Ovos de Euschistus
heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) (< 24 h) foram usados como hospedeiros e
oferecidos as fémeas acasaladas do parasitoide por um periodo de 24 horas para
oviposicdo (Figura 1). Ovos parasitados foram mantidos nas mesmas condicdes
ambientais, e as fémeas recém-emergidas foram divididas em dois grupos: um grupo foi
utilizado para a manutencéo da col6nia e o outro grupo foi utilizado nos bioensaios. Todas
as fémeas de T. podisi usadas nos bioensaios tinham idade entre 24 e 48 horas, estavam

alimentadas e acasaladas, porém sem experiéncia de oviposig&o.
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Figura 1. (A) criacdo de parasitoides em sala climatizada. (B) vista geral das gaiolas de
Telenomus podisi. (C) gaiola contendo (a) parasitoides recém-emergidos, (b) ovos de
Euschistus heros parasitados, (c) dieta a base de mel. (D) Telenomus podisi parasitando

uma postura de E. heros. (E) fémea de T. podisi.

O percevejo-marrom, E. heros, foi criado em recipientes plasticos de 8,0 |
(gaiolas) com dieta natural a base de sementes de girassol (Heliantus annus L.
[Asteraceae]), amendoim cru (Arachis hypogaea L. [Fabaceae]), soja (Glycine max L.
[Fabaceae]), vagens verdes de feijdo (Phaseolus vulgaris L. [Fabaceae]) e buqués de
boldo (Plectranthus barbatus Andrews [Lamiaceae]) colocados em potes com
vermiculita hidratada. As gaiolas foram limpas e o alimento trocado trés vezes por
semana. No interior das gaiolas foram colocadas tiras de telas de voile (4 x 12 cm) como
superficie de oviposi¢do. Diariamente 0s ovos dos percevejos foram coletados do interior
das gaiolas e separados, uma parte para a manutencdo da criagdo de percevejos e outra

parte para a manutencdo da criacdo de parasitoides. Apos a Ultima muda, os adultos de E.
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heros foram separados por sexo e mantidos em recipientes isolados. Fémeas virgens de
percevejos foram usadas nos experimentos com rastros quimicos quando atingiram a

maturidade sexual (10-12 dias na idade adulta) (Costa et al. 1998). Os parasitoides e

percevejos foram mantidos em salas separadas.

Figura 2. Criagdo de Euschistus heros em sala climatizada. Vista geral das gaiolas de

adultos e ninfas. Adulto de E. heros.

Bioensaios
Arenas experimentais e tratamentos

Para avaliar o efeito de diferentes estimulos de forma individual ou combinada
foram utilizadas arenas de dupla escolha formadas por um bloco quadrado de acrilico (19
X 19 cm) com uma cavidade em forma de Y (1 cm altura x 1.5 cm largura) (Figura 3).
Essa cavidade foi fechada utilizando-se duas placas de vidro de 0,4 mm colocadas por
cima e abaixo do bloco de acrilico (Figura 3). O tronco do Y mede 8,0 cm e cada brago
mede 7 cm de comprimento. Esta arena foi adaptada para receber os diferentes

tratamentos utilizados nos bioensaios.
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19 cm

19 ¢cm

Figura 3. Arena de dupla escolha e suas respectivas medidas. (a) placa de vidro, (b) placa
de acrilico e (c) placa de vidro.

Os tratamentos consistiram em estimulos quimicos volateis (a-farneseno e 2,6,10-
trimetil tridecanoato de metila) e ndo volateis (rastros quimicos), estimulos mecanicos
(vibracdo do substrato) e visuais (cor do substrato). A selecdo destes estimulos considerou
a comprovagcao previa de seus efeitos taxicos ou quinéticos para o parasitoides T. podisi.
O (E,E)-a-farneseno (doravante chamado AF) é um composto majoritario dos volateis de
soja com herbivoria de E. heros (Michereff et al. 2011), o 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila (doravante chamado FS) é um composto majoritario do feromonio sexual de E.
heros (Borges et al. 1998a). Estes dois compostos tem sido relatados como atrativos para
T. podisi a longa distancia (Borges et al. 1999 para o componente do feromonio;
Michereff et al. 2011, 2013 para o VPIH) e seriam 0s principais estimulos utilizados pelo
parasitoide nas etapas de localizacéo do habitat. Os sinais vibratorios (doravante chamado
SV) sédo produzidos por E. heros durante 0 comportamento reprodutivo (Moraes et al
2005). E conhecido que T. podisi reconhece e responde preferencialmente a SV de fémeas
de E. heros sendo este estimulo um forte atrativo para as fémeas desse parasitoide

(Laumann et al. 2007; 2011). Rastros quimicos (doravante chamado RQ), constituidos
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por hidrocarbonetos cuticulares e depositados no substrato durante a locomocdo dos
insetos, sdo atrativos e arrestantes para fémeas de T. podisi, que respondem
preferencialmente para RQ de fémeas de E. heros (Borges et al. 2003; Lagda et al. 2020).
Estimulos visuais, representados pela cor amarela, sdo fortemente atrativos para insetos
parasitoides (Wackers 1994; Lucchetta et al. 2008). Particularmente para T. podisi foi
demonstrado que a cor amarela do substrato (doravante chamado CA) é um estimulo
fortemente atrativo e que atua de forma inata (Aquino et al. 2012). Todos esses estimulos
configuram os principais sinais utilizados por T. podisi como fonte de informacao quando

forrageia a longas e curtas distancias, respectivamente (Laumann et al. 2011).

Experimentos com semioquimicos volateis

Em experimentos contendo tratamentos com semioquimicos volateis, foram
utilizadas seringas de vidro de 5,0 ml (1,5 cm de didmetro externo e 7 cm de
comprimento; Arti-Glass, Due Carrare, Italia) que foram conectadas a arena experimental
com mangueiras de silicone (Figura 4). No interior da arena foi estabelecida uma corrente
de ar utilizando-se bombas de aquéario. Uma das bombas foi conectada a um filtro com
carvao ativado e a um umidificador (Figura 4). A corrente de ar estabelecida passou
posteriormente pelas seringas com os tratamentos e, finalmente foi conduzida para a
arena. No extremo oposto da entrada dos tratamentos (tronco da arena) foi adaptada uma
bomba para succionar o ar. Desta maneira se estabeleceu um sistema de tipo “push-pull”
com fluxo de ar de entrada de 0,4 Ipm e fluxo de saida de 0,3 Ipm. O fluxo foi regulado
mediante fluxdmetros e a diferenca entre o fluxo de entrada e saida assegurou uma
pressdo positiva no interior do sistema que evitou a entrada de ar ndo filtrado e

contaminac&o dos fluxos (Figura 4).
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Figura 4. (A) Arena de experimentacdo adaptada para bioensaios com fluxos de ar. (a)
fluxdmetro, (b) seringa com tratamentos (c), arena, (d) filtro de carvdo ativado, (e)
bombas (f) mangueira para o escoamento de ar. (B) seringa com (a) papel filtro onde

foram aplicadas as solugdes dos tratamentos ou 0 n-hexano (controle).

Os semioquimicos volateis (padrdo Sigma Aldrich®) foram contrastados com n-
hexano, ambos colocados em pedacos de papel filtro com aproximadamente 1 cm? (80 g
m2, 205 um de espessura, 14 um de poro médio; Qualy J Prolab, Paran4, Brasil) com a
utilizacdo de capilares de vidro (Figura 4). Antes de serem colocados dentro das seringas
de vidro, os papeis-filtro foram deixados a temperatura ambiente por 2 minutos até a

evaporacao do solvente. Dessa forma, 10 pL de AF na concentracdo de 0,002 mg/ml (dose
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final 20 ng/papel de filtro) foi contrastado com 10 pL de n-hexano. Esta concentragéo do
AF foi selecionada baseada na resposta prévia do parasitoide em bioensaios de
olfatbmetria (Michereff et al. 2013). Foi também contrastado 20 pL de FS na
concentracdo de 0,0001 mg/ml a 20 pL de n-hexano. A concentracdo de FS também foi
selecionada baseada na resposta prévia do parasitoide, sendo conhecidamente atrativa ao

parasitoide T. podisi (Borges et al. 1999).

Experimentos com vibracdo do substrato

Nestes experimentos utilizou-se a gravacdo do canto de acasalamento (FS1) (ver
apéndice) de uma fémea virgem de E. heros com 10 dias de idade (Laumann et al. 2007).
Esses sinais previamente gravados por Laumann et al. (2007), foram transmitidos por um
computador com placa de som externa (Creative, Sound Blaster X-fi 5.1 Pro) utilizando
o software Sound Forge 4.5 (Sonic Foundry Inc., Madison, Wisconsin, U.S.A.) para
reproducdo do arquivo. A vibracdo do substrato foi gerada seguindo a metodologia
descrita em Laumann et al (2007). Um alto-falante conectado a placa de som do
computador reproduziu as vibragdes que foram transmitidas ao substrato por uma
ponteira de pipeta plastica ajustada a membrana do alto-falante com massa de modelar
(Figura 5). A ponta da pipeta foi colocada em contato com uma folha de cartolina branca
com aproximadamente 1 mm de espessura que se encontrava dentro de um dos bracos da
arena, para isso, foi feito um furo na superficie inferior do vidro da arena (Figura 5). Dessa
forma, a ponta da pipeta tocava o papel transmitindo a vibragdo da membrana do alto-
falante para o substrato. Foram realizadas medigdes prévias para avaliar a propagacdo da
vibracdo pelo papel no brago da arena contendo o tratamento (vibragéo) e no brago do

controle.
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Figura 5. Representacdo e imagens dos equipamentos utilizados para a propagacdo dos
sinais vibratorios (SV) de fémeas de Euschistus heros. (A) representacdo da arena de
dupla escolha em contato com o alto-falante e, por sua vez, com o computador.
Oscilograma representativo com suas caracteristicas temporais e frequéncia dominante
(médiat SE) dos sinais originais de fémeas de E. heros usados nos bioensaios. (B) alto-
falante ligado a uma (b) ponta plastica de pipeta em contato com a (a) parte interna da
arena por um furo no vidro inferior. (C) alto-falante ligado a (a) massa de modelar junto
a ponta plastica de pipeta. (D) Arena de dupla escolha com (a) um brago para o tratamento,
onde o papel, em contato com a pipeta, ndo faz contato com o papel do (b) outro braco da
arena. PD = duragdo do pulso (ms), RT= tempo de repeticdo do pulso (ms) DF =

frequéncia dominante do sinal vibratorio (Hz)

Experimentos com rastros quimicos

Nestes experimentos foram utilizadas arenas impregnadas com o rastro de E.
heros. Para isto, foram utilizados os procedimentos descritos por Lago6a et al. (2020).

Dessa forma, duas fémeas de E. heros foram colocadas em um braco da arena
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experimental e mantidas isoladas por uma tira de papeléo e cobertas com placas de vidro
(Figura 6). Os percevejos foram mantidos na arena por uma hora, para que pudessem
caminhar e depositar os rastros na superficie do acrilico e do vidro. O outro braco da arena
foi mantido limpo (Figura 6). Arenas com fezes ou qualquer outra contaminacdo nao

foram utilizadas nos bioensaios.

Figura 6. Procedimentos para gerar rastros de E. heros em um dos bracos da arena de
dupla escolha. (a) tira de papeldo delimitando o braco da arena para confinamento de duas

fémeas de Euschistus heros, (b) fita crepe, (c) fémea de E. heros.

Experimentos come estimulos visuais

No experimento em que foi avaliada a resposta do parasitoide a cor do substrato
(CA), utilizou-se cartolina amarela (Reipel Color Set - amarelo n° 418) cortada
aproximadamente um centimetro maior que o do braco da arena (laterais e parte posterior
do brago), para que ficasse presa debaixo da placa de acrilico, e na parte anterior (inicio
do braco da arena) a cartolina foi cortada rente a entrada (Figura 7). O outro braco e a
parte central da arena ndo foram cobertos com nenhum substrato (Figura 7). As medidas

espectrais da cartolina foram obtidas previamente por Aquino (2011) (ver apéndice).
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Figura 7. Arena de dupla escolha com cartolina amarela em um dos bragos da arena.

Desenho experimental

Cada bioensaio consistiu na observagdo do comportamento de uma fémea de T.
podisi. Todas as fémeas usadas nos bioensaios tinham idade entre 24 e 48 horas, estavam
alimentadas e acasaladas, porém sem experiéncia de oviposi¢do. Todos 0s experimentos
foram realizados em condigdes de laboratério em sala climatizada a 25 °C, no laboratério
de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brasil.
Previamente aos bioensaios as fémeas de parasitoide foram separadas e mantidas em um
pequeno tubo de vidro (1 cm de diametro externo e 4 cm de comprimento), por um

periodo de no maximo 10 minutos, na sala de bioensaios para aclimatacéo.

Cada fémea foi liberada delicadamente na base do tronco da arena (area de
liberacdo) (Figura 8) e o seu comportamento observado por um periodo de 600 s. Foram
registrados a escolha inicial e o tempo de residéncia. A escolha inicial foi considerada
apos 20 s da entrada do parasitoide em um dos bracos da arena e o tempo de residéncia

foi determinado pela soma do tempo em que cada parasitoide permaneceu parado ou
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forrageando em um dos bragos da arena. Cada fémea foi utilizada apenas uma vez e as
posicOes dos bracos da arena foram alternadas a cada cinco bioensaios, para evitar
qualquer viés posicional na resposta do parasitoide. No momento da mudanca de posi¢édo
dos tratamentos as arenas acrilicas e os vidros foram substituidos por novos e os ja
utilizados foram lavados com detergente neutro e secos ao ar. Para cada combinacéo de

tratamentos foram realizadas 40 repeti¢des.

Os experimentos foram desenvolvidos em trés etapas diferentes. Na primeira foi
avaliado o comportamento das fémeas de T. podisi quando oferecidos os tratamentos
separadamente em um braco da arena versus o controle no outro bragco (Figura 8). Na
segunda etapa os tratamentos foram combinados em pares em um braco da arena e
contrastados com o controle no outro brago (Figura 8, Tabela 1). Na terceira etapa foram
combinados os tratamentos em pares em um braco da arena e no outro braco foi oferecido
separadamente cada componente da combinacdo (Figura 8, Tabela 2). Em todas as etapas
foram realizados bioensaios sem estimulos para comprovar a inexisténcia de qualquer

viés derivado da montagem da arena ou iluminacédo da sala de bioensaios.
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Figura 8. Esquema de todos os tratamentos nas trés diferentes etapas avaliadas. (A) todos
os tratamentos individualizados contrastados com o controle (primeira etapa). (B)
combinag@es contrastadas com o controle (segunda etapa). (C) combinagdes contrastadas

com cada componente da combinacdo (terceira etapa). (AL) area de liberag&o.
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Tabela 1. Combinacdes entre os estimulos quimicos e fisicos e seus respectivos controles
utilizados nos bioensaios onde os estimulos foram combinados dois a dois. (AF) a-
farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratérios, (RQ)
rastros quimicos, e (CA) cor amarela. Estdo representados as respectivas quantidades e

concentracgdes utilizadas por tratamento.

Combinac0es Controle

10 uL AF (0,002 mg/ml) + 20 pL FS (0,0001 mg/ml) 20 pL de n-hexano

10 uL AF (0,002 mg/ml) + SV 10 pL de n-hexano
10 uL AF (0,002 mg/ml) + RQ 10 pL de n-hexano
10 uL AF (0,002 mg/ml) + C 10 pL de n-hexano
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + SV 20 pL de n-hexano
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + RQ 20 pL de n-hexano
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + C 20 pL de n-hexano

SV + RQ Sem tratamento

SV+C Sem tratamento

RQ+C Sem tratamento

Tabela 2. Combinages entre os estimulos quimicos e fisicos (dois a dois) contrastados
com cada componente da combinacdo. (AF) a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratérios, (RQ) rastros quimicos, e (CA) cor
amarela. Estdo representados as respectivas quantidades e concentracdes utilizadas por

tratamento.

Combinacoes Componentes da combinacgéo

10 pL AF (0,002 mg/ml) + 20 pL FS (0,0001

mg/ml) 10 pL AF (0,002 mg/ml)
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20 pL FS (0,0001 mg/ml)

10 puL AF (0,002 mg/ml)
10 uL AF (0,002 mg/ml) + SV

SV

10 pL AF (0,002 mg/ml)
RQ

10 puL AF (0,002 mg/ml) + RQ

10 pL AF (0,002 mg/ml)
10 pL AF (0,002 mg/ml) + CA

CA

20 pL FS (0,0001 mg/ml)
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + SV
SV

20 puL FS (0,0001 mg/ml)
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + RQ
RQ

20 puL FS (0,0001 mg/ml)
20 pL FS (0,0001 mg/ml) + CA

CA

SV
SV +RQ

RQ

SV
SV + CA

CA

RQ
CA

RQ + CA

Andlises estatisticas

Para avaliar o efeito dos tratamentos na escolha das fémeas dos parasitoides foram
utilizados modelos de regressao logistica (GLM com distribui¢do binomial de erros). A

hipotese de ndo preferéncia (distribuicdo da escolha igual a 50% em cada bracgo da arena)
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foi avaliada com o teste de y?> de Wald. O teste foi aplicado separadamente para cada

combinacéo de tratamentos.

Para avaliar como o tempo de residéncia (variavel resposta) é afetado pelos
estimulos em relacdo ao controle ou aos tratamentos (variaveis preditoras) foi ajustado
um Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicdo de Poisson ou binomial
negativo. O modelo foi ajustado separadamente para cada combinacdo de teste. A
significancia do modelo foi acessada pela Anélise de Deviance (ANODEV). Todas as

analises foram realizadas utilizando o software R (R Development Core Team, 2017).

RESULTADOS
Primeira etapa — Tratamentos versus controle

A escolha inicial dos parasitoides foi afetada apenas pela presenca do FS e da CA
em relacdo ao controle (Figura 9, Tabela 3). O tempo de residéncia dos parasitoides foi
maior em todos os tratamentos quando comparados aos respectivos controles (Figura 9,
Tabela 3). Ndo houve diferenca entre os tempos de residéncia dos parasitoides em relacédo
ao bracgo esquerdo e direito da arena, quando avaliados sem tratamentos em ambos (Figura

9, Tabela 3).
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Figura 9. (A) Escolha inicial (propor¢édo de insetos avaliados) de fémeas de Telenomus
podisi em diferentes tratamentos e seus respectivos controles (n-hexano ou sem
tratamento). (B) média + SE do tempo de residéncia (s) de fémeas de T. podisi em
diferentes tratamentos e seus respectivos controles (n-hexano ou sem tratamento). (AF)
a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ)
rastros quimicos, e (CA) cor amarela. Lado direito e lado esquerdo mostram a escolha
inicial (A) e o tempo de residéncia (B) em bioensaios sem estimulos. * Diferencas
significativas entre os tratamentos (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) por anélise de

modelos lineares generalizados (GLM) com (A) distribuicdo binomial e (B) Poisson ou
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binomial negativo. NUmeros entre parénteses representam 0s insetos que nao

responderam a nenhum dos tratamentos ap6s 3 minutos.

Tabela 3. Efeito dos tratamentos na escolha inicial e tempo de residéncia (s) (média +
SE) de Telenomus podisi quando exposto a diferentes estimulos e os controles em uma
arena de dupla escolha (“Y”). (AF) a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ) rastros quimicos, e (CA) cor amarela. Esquerdo X

direito, escolha inicial e o tempo de residéncia em bioensaios sem estimulos.

Tratamento Escolha inicial Tempo de residéncia
AF 7=1,394, g.1.=1; P=0,163  F=10,678, g.1.=80, P=0,001
FS Z=3,009, g.1.=1; P=0,002  F=24,633, g.1.=78, P<0,0001
SV Z=1,564, g.1.=1; P=0,118 F=6,7604, g.1.=78, P=0,009
RQ Z=-0,316, g.1.=1; P=0,752 F=5,1976, g.1.=78, P=0,022
CA Z=2,165, g.1.=1; P=0,030 F=14,82, g.1.=78, P=0,0001
Esquerdo x direito  Z=0, g.1.=1; P=1 F=0,93865, ¢.1.=78, P=0,332

Resultados significativos foram destacados em negrito

Segunda Etapa — Tratamentos combinados versus controle

A escolha inicial dos parasitoides foi influenciada apenas pelas combinag6es de
AF + CA e FS + CA em relagdo ao controle (Figura 10, Tabela 4). O tempo de residéncia
do parasitoide foi maior em todas as combinagdes de tratamentos em relagdo ao controle,
com excecgéo para os tratamentos combinados AF + FS, AF + SV e AF + RQ (Figura 10,

Tabela 4).
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Figura 10. (A) Escolha inicial (proporcéo de insetos avaliados) de Telenomus podisi em
diferentes combinacBes de estimulos comparadas ao controle (n-hexano ou sem
tratamento). (B) mediatSE do tempo de residéncia de T. podisi em diferentes
combinag@es de estimulos em relacdo ao controle (n-hexano ou sem tratamento). (AF) o-
farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ)
rastros quimicos, e (CA) cor amarela. * Diferencas significativas entre os tratamentos (*P
< 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) por analise de modelos lineares generalizados (GLM)
com (A) distribuicdo binomial e (B) Poisson ou binomial negativo. NUmeros entre
parénteses representam 0s insetos que ndo responderam a nenhum dos tratamentos apds

3 minutos.
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos na escolha inicial e tempo de residéncia (s) (média +
SE) de Telenomus podisi quando exposto a diferentes combinac¢Ges de estimulos e 0s
controles em uma arena de dupla escolha (“Y”). (AF) a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil

tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratérios, (RQ) rastros quimicos, e (CA) cor

amarela.

Tratamento Escolha inicial Tempo de residéncia
AF + FS Z=0,631, g.1.=1; P=0,528 F=0,523, g.1.=78, P=0,470
AF + SV Z=1,256, g.1.=1; P=0,209 F=0,550, g.1.=78, P=0,458
AF + RQ 7=0, g.1.=1; P=1 F=0,026, g.1.=78, P=0,871
AF + CA Z=2,738, g.1.=1; P=0,006 F=16,654, g.1.=78, P<0,0001
FS + SV Z=1,256, g.1.=1; P=0,209 F=3,496, ¢.1.=78, P>0,061
FS + RQ Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=10,671, g.1.=78, P=0,001
FS + CA Z=2,456, g.1.=1; P=0,014 F=10,046, g.1.=78, P=0,001
SV +RQ 7=1564, g.1.=1; P=0,118  F=8,465, g.l.=78, P=0,003
SV + CA Z=1,564, g.1.=1; P=0,118 F=7,092, g.1.=78, P=0,007
RQ + CA Z=0,631, g.1.=1; P>0,528 F=4,716, g.1.=78, P=0,030

Resultados significativos foram destacados em negrito

Terceira etapa — Tratamentos combinados versus cada componente da combinacao

Considerando a escolha inicial, os parasitoides preferiram apenas as combinacdes
AF + SV gquando comparada ao SV; SV + RQ quando comparada ao SV; SV + CA quando
comparada ao SV; e RQ + CA quando comparada ao RQ (Figura 11, Tabela 5). O tempo

de residéncia dos parasitoides foi maior nas combinagdes AF + SV em comparagéo a SV;
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AF + RQ em comparacgdo aos AF, AF + CA em relacdo aos AF; SV + CA em relacdo a
SV, RQ + CA em relacdo ao RQ, e preferiram ao RQ em relacdo a combinacédo do SV +

RQ (Figura 11, Tabela 5).

(A) COMBINACOES COMPONENTES
wors | 8
AF +SV . [ I Ei; &V
o =5 — 3
AF +CA L L Eﬁ; &
Fs sV [ | & 8
w5 S 8 4
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Figura 11. (A) Escolha inicial (proporcéo de insetos) de fémeas de Telenomus podisi em
diferentes combinagdes de estimulos comparadas a cada componente da combinac&o. (B)
média £ SE do tempo de residéncia do parasitoide T. podisi em diferentes combinagdes
de estimulos comparadas a cada componente da combinagao. (AF) a-farneseno, (FS)
2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ) rastros quimicos, e
(CA) cor amarela. * Diferencas significativas entre os tratamentos (*P < 0,05; **P < 0,01;
***P < (0,001) por anélise de modelos lineares generalizados (GLM) com (A) distribuicao
binomial e (B) Poisson ou binomial negativo. NUmeros entre parénteses representam 0s

insetos que ndo responderam a nenhum dos tratamentos apds 3 minutos.

Tabela 5. Efeito dos tratamentos na escolha inicial e tempo de residéncia (s) (média £
SE) de Telenomus podisi quando exposto a diferentes combinacGes de estimulos
contrastados aos componentes da combina¢ao em uma arena de dupla escolha (“Y”). (AF)
a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ)

rastros quimicos, e (CA) cor amarela.

Tratar_nento Componentes Escolha inicial Tempo de residéncia
combinado
AF +FS AF Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=1,735, g.1.=78, P=0,188
FS Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=0,179, ¢.1.=78, P=0,672
AF + SV AF Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=0,489, g.1.=78, P=0,484
FS Z=2,738, g.1.=1; P=0,006 F=15,528, ¢.1.=78, P<0,0001
AF + RQ AF Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=11,122, g.1.=78, P=0,0008
RQ Z=-1,867,9.1.=1; P=0,062 F=1,0031, g.1.=78, P=0,316
AF + CA AF Z=1,256, g.1.=1; P=0,209 F=8,146, g.1.=78, P=0,004
CA Z=0,631, g.1.=1; P=0,528 F=0,344, g.1.=78, P=0,558
FS + SV FS Z=-0,631, g.1.=1; P=0,528 F=2,143, ¢.1.=78, P=0,143
SV Z=-0,631, g.1.=1; P=0,528  F=0,063, g.1.=78, P=0,802
FS+RQ FS Z=0,945, g.1.=1; P=0,345 F=0,788, g.1.=78, P=0,375
RQ Z=-0,631, g.1.=1; P=0,528  F=0,106, ¢.1.=78, P=0,745
FS + CA FS Z=0, g.1.=1; P=1 F=0,012, g.1.=78, P=0,910
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CA

SV +RQ SV
RQ
SV +CA sV
CA
RQ + CA RQ
CA

7=-0,631, g.l.=1; P=0,528

Z=2,456, g.1.=1; P=0,014
Z=-1,564, g.1.=1; P=0,118

Z=2,456, g.1.=1; P=0,014
Z=-0,945, g.1.=1; P=0,345

Z=2,738, g.1.=1; P=0,006
Z=0, g.1.=1; P=1

F=0,139, g.1.=78, P=0,709

F=1,644, g.1.=78, P=0,200
F=7,704, g.1.=78, P=0,005

F=5,265, g.1.=78, P=0,022
F=0,939, g.1.=78, P=0,332

F=19,745, g.|.=78, P<0,0001
F=3,500, g.1.=68, P=0,061

Resultados significativos foram destacados em negrito

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que avaliou o efeito de combinacdes de estimulos de
diferentes naturezas no comportamento de forrageamento de fémeas de um parasitoide de
ovos da familia Scelionidae. Esses estimulos configuram os principais sinais utilizados
por T. podisi como fonte de informacdo quando forrageia a longas e curtas distancias

(Laumann et al. 2011).

Assim como o observado para outras espécies de parasitoides (Rondoni et al.
2017; Boyle et al. 2020; Ohsaki et al. 2020; Rodriguez-Saona et al. 2020; Sevarika et al.
2021), a busca e selecdo de hospedeiros por T. podisi é baseada em estimulos quimicos e
fisicos direta ou indiretamente relacionados aos hospedeiros (Borges et al. 1999;
Laumann et al. 2007; Aquino et al. 2012; Michereff et al. 2013; Tognon et al. 2020; Lagba
et al. 2020). Os resultados obtidos nos bioensaios em arenas experimentais de dupla
escolha mostram que: (1) quando considerado o tempo de residéncia, todos os estimulos
avaliados de forma individual, foram atrativos para T. podisi, 0 que corrobora trabalhos
prévios (Borges et al. 1999; Laumann et al. 2007; Aquino et al. 2012; Michereff et al.

2013; Lagoba et al. 2020); (2) quando esses estimulos foram combinados e testados contra
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o controle, foi observada a influéncia da cor e dos rastros quimicos na atratividade dos
parasitoides. Uma vez que, para todos os estimulos combinados a cor, e para a maioria
combinada ao rastro, o tempo de residéncia no braco da arena foi maior; e (3) quando
esses estimulos foram combinados e testados contra cada componente da combinacéo, foi
observada principalmente a influéncia da cor amarela, mostrando-se um estimulo

determinante na atratividade do parasitoide a curtas distancias, na maioria dos testes.

Na primeira etapa, portanto, foi observado que isoladamente o AF, (Michereff et
al. 2013, 2011), o FS (Borges et al. 1998b), SV (Laumann et al. 2007), RQ (Borges et al.
2003; Lagba et al. 2020) e a CA (Aquino et al. 2012), todos estimulos relacionados a E.
heros, hospedeiro preferencial de T. podisi (Sujii et al. 2002), incitaram uma forte relacao
de atracdo e retencdo dos parasitoides. Esse comportamento inato pode ser uma evidéncia
da intricada relacdo evolutiva entre T. podisi e seu hospedeiro preferencial, assim como
observado para outras espécies de parasitoides da familia Scelionidae e hospedeiros

pentatomideos (Salerno et al. 2006).

Na segunda etapa foi observado que a escolha inicial foi maior apenas para as
combinagbes do AF com CA e do FS com CA. Ha nessas combinac@es dois estimulos
detectaveis, os volateis (Vet e Dicke 1992), e a cor amarela (Aquino et al. 2012). Isto
sugere que estas combinagfes podem ser efetivas na atracdo e retencdo dos parasitoides,
uma vez que, também houve maior permanéncia no brago da arena contendo essas duas
combinacges. Foi verificada, portanto, a importancia dos estimulos visuais, pois, todos 0s
demais estimulos combinados a cor do substrato retiveram os parasitoides nas areas
tratadas. Em himenopteros e outros insetos ha uma preferéncia inata pela cor amarela
(Wackers 1994; Lucchetta et al. 2008; Pérez et al. 2012; Damien et al. 2019; Cavaletto et
al. 2020; Lim and Ben-Yakir 2020). O espectro das tonalidades amarelas inclui ainda a

faixa do verde e por isso, nos insetos, essa cor pode ser associada a cor das flores e da
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folhagem das plantas hospedeiras (Wéckers 1994; Lucchetta et al. 2008). Telenomus
podisi, assim como outros parasitoides, dependem dos carboidratos para produzir e
maturar seus ovos, e para sua sobrevivéncia (Wéckers, 1994; Mcintosh et al. 2020).
Portanto, o reconhecimento das cores, especialmente a amarela, pode atuar na orientacao
as fontes alimentares (Hatt et al. 2018). A cor também pode orientar os parasitoides ao
hospedeiro. Neste caso, é possivel que a predilecdo de T. podisi pela cor amarela (Aquino
et al. 2012) também ocorra por serem amarelos 0s ovos de seu hospedeiro preferencial
(Sujii et al. 2002). A resposta para cores relacionadas aos seus hospedeiros € um fato
comprovado em parasitoides, como por exemplo, no caso de Trichogramma ostriniae
Pang & Chen (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Lobdell et al. 2005). Portanto, a cor
pode além de um sinal detectavel ser também confidvel. Dessa forma, a atratividade para
a cor pode estar associada nao somente ao recurso alimentar (fitness de longo prazo), mas
especialmente ao fitness imediato, que é a producdo de descendéncia (Lobdell et al.
2005). Isto é reforcado pelo fato de que as fémeas avaliadas neste trabalho estarem
alimentadas.  Adicionalmente, a cor é também importante na aprendizagem dos
parasitoides como previamente reportado para Psyttalia concolor (Szépligeti)
(Hymenoptera: Braconidae), em que a cor € a principal informacdo usada na

aprendizagem associativa (Benelli e Canale 2012).

N&o ha informacdes robustas, até 0 momento, sobre como se estrutura a visdo de
um inseto parasitoide (Aartsma et al. 2019), tampouco sobre como 0s aspectos
fisiolégicos e neuroldgicos da visdo das cores interagem com as escolhas
comportamentais e como ocorre 0 processamento de cores no cérebro (Lebhardt e
Desplan, 2017; Kooi et al. 2021). Todos os insetos da ordem Hymenoptera sdo
tricromatas com fotorreceptores sensiveis a UV, azul e verde (Kooi et al. 2021), e a

percepcdo da cor amarela, especificamente, se da pelo entrada positiva de receptores
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verdes juntamente com uma entrada negativa de receptores azuis no olho do inseto,
denominado "mecanismo oponente de cor verde-azul” (Déring et al. 2009, 2012). Qutras
discussbes importantes tratam da miniaturizacdo dos olhos e do corpo dos parasitoides
(Fischer et al. 2019; Mohr et al. 2020), e consequentemente a menor complexidade da
visdo (Makarova et al. 2015; Gardner e Hoffmann 2020), e a maior importancia dos sinais
olfatorios (Lim e Ben-Yakir 2020). No entanto, o tamanho corporal possivelmente ndo se
correlaciona com a acuidade visual (Feller et al. 2021). Quando estimulos visuais e odores
provenientes dos hospedeiros de T. ostriniae foram contrastados, o parasitoide preferiu
os estimulos visuais, sugerindo que possivelmente a orientacdo visual era 0 mecanismo
de localizacdo a curtas distancias (Gardner and Hoffmann 2020). Ademais, diferente do
proposto por Lim e Ben-Yakir (2020), em que os olhos de parasitoides de modo geral,
por serem pequenos, tem papel secundario no forrageamento, os resultados deste trabalho,
assim como previamente observado Gardner e Hoffmann (2020), sugerem que, pelo
menos em curtas distancias, a visdo da cor amarela do substrato, em comparacao a demais
estimulos, tem um papel primordial na orientacdo dos parasitoides quando forrageiam por

hospedeiros.

As demais combinacbes que retiveram 0s parasitoides na segunda etapa
experimental foram as contendo o FS com RQ (estimulo detectavel + confiavel) e SV
com RQ (confiavel + confiavel). Sendo, portanto, o rastro também importante na
atratividade e retencdo dos parasitoides, uma vez que, junto a ele todos os estimulos,
exceto o AF, foram atrativos a T. podisi. Este resultado pode ser um indicio de que o
parasitoide, de forma inata, interpreta esses sinais, a cor e 0s rastros, como sendo mais
confiaveis por estarem mais proximo aos ovos de E. heros, dada uma possivel sequencia

hierarquica dos estimulos (Laumann et al. 2011).
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Outro resultado interessante, ainda na segunda etapa, foi que nenhuma
combinacdo contendo AF, exceto quando combinados a cor, causaram a atracdo ou
retencdo dos parasitoides nas areas tratadas. Talvez, a combinagdo de AF e 0s outros
estimulos ndo causem efeito atrativo no parasitoide por estarem muito distantes temporal
e espacialmente numa possivel escala hierarquica dos estimulos, onde AF estaria
relacionado a etapa anterior ao encontro do habitat do hospedeiro, sendo considerado um
estimulo de longas distancias, e os demais estimulos relacionados ao habitat do
hospedeiro, atuando a curtas distancias (Laumann et al. 2011). Portanto, possivelmente,
essas combinacgdes de estimulos com AF ndo seriam observadas na natureza. Ademais,
esperava-se que houvesse, principalmente, uma relacdo entre os volateis avaliados, com
um incremento no forrageamento dos parasitoides. No entanto, observou-se que estes
juntos nédo sdo atrativos porque, provavelmente, causam alguma interferéncia sensorial
nos insetos, possivelmente pela complexidade dos semioquimicos e principalmente por
suas diferentes propriedades, e também porque requerem muito mais tipos de receptores
do que em comparacdo aos sistemas visuais e de receptores mecanicos (Haverkamp et al.
2018). Além disso, em ambientes complexos, com muitas informaces quimicas
disponiveis, € possivel que apenas um composto seja suficiente para transmitir
informacdes confidveis (Haverkamp et al. 2018). Porém, para responder a esta questao,

outros testes devem ser realizados.

E possivel que, assim como demais organismos de niveis tréficos superiores, em
T. podisi as primeiras etapas de forrageamento sejam baseadas em estimulos unimodais,
como os volateis de plantas induzidos por herbivoria (VPIH) (Aartsma et al. 2019).
Posteriormente podem utilizar a integragdo multimodal para diminuir as incertezas e 0s
ruidos ambientais (Aartsma et al. 2019; Partan e Marler, 1999). No entanto, se carece de

informagdes a respeito das interacGes de estimulos provenientes de diferentes fontes
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(plantas e ovos, por exemplo) no forrageamento de outras espécies de parasitoides. Outro
fato importante, é que a relacdo multimodal entre estimulos visuais e olfativos parece
mais comum, ou pelo menos mais estudada, quando esses estimulos estdo relacionados
ao mesmo recurso, por exemplo, caracteristicas de odor e cor de uma mesma planta
(Campbell e Borden 2009), do hospedeiro (Liu 2019) ou dos ovos (Aquino et al. 2012;
Borges et al. 1998). Ainda assim, as caracteristicas dos sinais podem ndo ser totalmente
confiaveis, uma vez que, muitos estimulos olfativos e visuais sdo bastante generalizados
e difundidos no ambiente (Campbell e Borden 2009). Observando apenas os resultados
até a segunda etapa de experimentos, se poderia concluir que estas combinac¢6es atrativas
seriam estimulos multimodais redundantes. Uma vez que, suas médias do tempo de
permanéncia foram similares as medias observadas para os estimulos avaliados
separadamente. No entanto, se obteve uma outra perspectiva a partir dos resultados da

terceira etapa.

Na terceira etapa experimental, onde as combinacGes de tratamentos foram
contrastadas com os estimulos oferecidos de forma individual, os resultados sugerem que
ha a predominancia da cor amarela na maioria dos casos, e do rastro em alguns casos. No
entanto, diferente do esperado e do observado no segundo experimento, ndo ha nos
resultados um caso de estimulos multimodais redundantes (Partan e Marler 1999; Munoz
e Blumstein 2012). Os resultados sugerem que, possivelmente, os estimulos visuais e 0s
rastros se sobrep6em em relagdo aos demais estimulos combinados. Adicionalmente, ndo
se trata também de um estimulo multimodal ndo redundante, pois os estimulos
separadamente incitam a mesma resposta comportamental no parasitoide. Dessa forma, €
possivel que, os parasitoides identifiquem os rastros quimicos e a cor amarela, dentre 0s
tratamentos estudados, como estimulos mais confidveis, que indicam a provavel presenca

de hospedeiros nas proximidades como propde o0 modelo de Laumann et al. (2011). A
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hipdtese de hierarquia é novamente corroborada quando foram contrastados o rastro e a
cor. Neste caso, a cor se sobrepds ao rastro. Observa-se, portanto, a importancia do
desenho experimental num trabalho que avalia possiveis relacbes multimodais dos
estimulos. Uma vez que, se fosse considerada apenas a combinagdo dos estimulos em
relacdo ao controle, como é comum em estudos sobre estimulos multimodais, se poderia
sugerir a atuacdo multimodal redundante e equivalente segundo o definido por Munoz e

Blumstein (2012) e Partan e Marler (1999).

Numa condicdo de campo, os estimulos poderiam atuar de forma multimodal
diminuido as incertezas em um ambiente ruidoso (Partan e Marler 1999; Dall e Johnstone
2002; Munoz e Blumstein 2012). Mas nos testes de laboratorio ndo se observou essa
relacdo de incremento multimodal na atracdo e retencdo dos parasitoides. Outra sugestao
seria que o forrageamento dependeria do aprendizado tanto quanto de uma capacidade
inata dos parasitoides em perceber os estimulos de forma multimodal. Possivelmente por
isso, sdo bastante desenvolvidos no cérebro dos parasitoides os corpos de cogumelo
responsaveis pelo aprendizado, porém também pela interpretacdo multimodal dos
estimulos (van den Berg 2009; Groothuis e Smid 2017). Ademais, ndo se pode
desconsiderar o comportamento baseado em estimulos multimodais, uma vez que o
parasitoide poderia utilizar a combinacdo de demais estimulos como forma de evitar
locais inadequados, sendo, portanto, adaptativa uma estratégia que evite estimulos
multimodais de forma inata ou aprendida (comportamento decremental) (Campbell e

Borden 2009).

Comparados aos insetos com outros habitos de vida, por exemplo herbivoros, os
parasitoides tém sequéncias comportamentais sequencialmente mais longas para alcangar
o recurso (Aartsma et al. 2019). Possivelmente por isso que eles sdo capazes de interpretar

e reconhecer estimulos diversos provenientes de diferentes fontes e naturezas, para
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incrementar o forrageamento e minimizar o tempo de busca. Destaca-se que 0s sistemas
sensoriais de insetos evoluiram para perceber as informagfes mais confiaveis para
encontrar o recurso (Aartsma et al. 2019), e os estimulos mais confiaveis aos parasitoides
de ovos sdo os relacionados as caracteristicas dos ovos, portanto, pouco detectaveis. No
entanto, a cor amarela que neste trabalho foi considerada um estimulo associado
diretamente a cor do ovo (confiavel) do hospedeiro preferencial, € também um estimulo
bastante detectavel e que causa atracdo inata em himendpteros de modo geral (Wéckers

1994; Lucchetta et al. 2008).

Portanto, embora todos os estimulos avaliados sejam importantes durante o
forrageamento de T. podisi, o estimulo visual foi um sinal determinante e influenciou a
resposta do parasitoide a estimulos de outra natureza. Adicionalmente, T. podisi parece
ndo processar as combinacOes avaliadas neste estudo de forma multimodal, sendo a cor
amarela um superestimulo que se sobressai em relacdo a outros estimulos. O mesmo
parece gue acontece com os rastros. Isso talvez tenha sido influenciado pelo tipo de arena
utilizada, que colocou o inseto numa situacdo de procura em curtas distancias, mais do
que em longas distancias, o0 que possivelmente favoreceria a resposta aos volateis. E
possivel que haja a percepcdo hierdrquica dos estimulos para cada etapa de
forrageamento, sendo cada etapa “dominada” por um ou poucos sinais especificos
(Webster e Cardé, 2017). Neste caso, a curtas distancias, ha predominancia dos estimulos
visuais e dos rastros em detrimento de outros. Adicionalmente, de forma contraria ao
proposto por Aartsma et al. (2019), aparentemente T. podisi utiliza informagoes
unimodais a curtas distancias durante o forrageamento por hospedeiros. No entanto,
também é necessario averiguar o padrdo de resposta desses parasitoides nas etapas de

forrageamento a longas distancias, e avaliar se em um contexto de campo a utilizagdo da
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cor junto a estimulos volateis poderia ser uma tatica de incremento na atratividade e

retencdo dos parasitoides.
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CAPITULO 2

Resposta de Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae) a sequéncias
hierarquicas de estimulos

INTRODUCAO

Os ovos dos insetos sdo estruturas inconspicuas, devido seu pequeno tamanho e
por serem depositados, em geral, protegidos na vegetacdo (Fatouros et al. 2008). Esta
caracteristica e a heterogeneidade dos ambientes naturais sdo desafios durante a busca e
selecdo de hospedeiros para os parasitoides de ovos. Assim, diversas estratégias
comportamentais foram selecionadas de modo a maximizar a busca e selecdo por
hospedeiros que asseguram 0 seu sucesso reprodutivo (Vinson 1984). Em geral, estes
processos incluem uma sequéncia de comportamentos definidos como: localizacdo do
habitat, localizacdo do hospedeiro, aceitacdo do hospedeiro, adequabilidade e regulacao
do hospedeiro (Vinson e Iwantsch 1980; Vinson 1984, 1998; van Alphen e Vet 1986;
Steidle e van Loon 2002). As respostas comportamentais de insetos sdo baseadas na
percepcao de estimulos fisicos e quimicos encontrados no ambiente (Vinson 1975, 1984)
e percebidos a longas ou curtas distancias pelos parasitoides (Laumann et al. 2011). Esses
estimulos podem ser discriminados de forma inata pelos parasitoides (Vet et al. 1995).
Além disso, € possivel que os parasitoides reconhegam de forma inata a hierarquia desses
estimulos. Ou seja, 0s parasitoides sdo capazes de identificar os estimulos mais distantes
e 0S mais préximos ao recurso numa sequéncia de etapas (Vinson 1976; Laumann et al.

2011).
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Laumann et al. (2011) e Blassioli-Moraes et al. (2016), hipotetizaram que para o
parasitoide de ovos Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) a hierarquia
dos estimulos de longas e curtas distancias se organiza inicialmente entre os estimulos de
longas distancias que séo volateis de longo alcance, como os volateis de plantas induzidos
por herbivoria (VPIH) e os feromdnios sexuais (Borges et al. 1998b; Moraes et al. 2008;
Michereff et al. 2011; Dias et al. 2016) e de alarme (Laumann et al. 2009) dos seus
hospedeiros. Neste caso, os VPIH seriam mais conspicuos e, portanto, 0s primeiros sinais
acessados durante a busca pelo habitat dos hospedeiros. Os sinais volateis de longo
alcance estimulam o movimento taxico orientado do parasitoide. Quando no habitat do
hospedeiro, os parasitoides se guiam por estimulos menos conspicuos de natureza
quimica e fisica, ou seja, sinais de curto ou menor alcance como 0s visuais e 0S Sonoros.
Nesse contexto, os sinais vibratorios seriam 0s proximos desta etapa (Laumann et al.
2007, 2011), seguido pelos rastros quimicos (Borges et al. 2003; Lagba et al. 2020) e por
fim, pelas caracteristicas dos ovos, como cor (Aquino et al. 2012), formato (Borges et al.
1998b) e semioquimicos (Tognon et al. 2020) (Figura 1). Nessas etapas a curtas
distancias, o parasitoide desenvolve movimentos direcionais (taxicos) para a vibragéo, ou
ao acaso no habitat. Quando em contato com o0s demais estimulos desta etapa, 0s
parasitoides podem aumentar a quinese (mudancas nos padrées de movimentacéo) ou o

repouso (arrestamento).
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Figura 1. Sequéncia hierdrquica dos estimulos quimicos e fisicos utilizados pelo
parasitoide de ovos Telenomus podisi quando forrageia por hospedeiros. Adaptado de
Laumann et al. (2011).

O comportamento inato é uma estratégia adaptativa fundamental na busca e
selecdo de hospedeiros (Steidle e van Loon 2002; Fatouros et al. 2008; Haverkamp e Smid
2020), no entanto, os parasitoides sao capazes de aprender com o ambiente e assim podem
mudar o padrdo de resposta decorrente de novas experiéncias. Essa capacidade é expressa
geneticamente (Fischbach e Heisenberg 1984; Vet et al. 1990; van Nouhuys e Via 1999;
Sevarika et al. 2021), e é crucial para a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo de
parasitoides (Vet et al. 1995). Portanto, os parasitoides podem aprender com varias
experiéncias durante as etapas de forrageamento, essas experiéncias podem moldar a
selecdo de hospedeiros e estratégias de localizagao subsequentes. O aprendizado pode ser
associativo, quando ap0s a experiéncia o inseto tem um reforco positivo, por exemplo, 0
encontro dos hospedeiros e consequente oviposicdo (aprendizagem apetitiva), ou
negativo, por uma punicao, como a presenca de odores nocivos (aprendizagem aversiva)
(Little et al. 2019; Haverkamp e Smid 2020). No entanto, ha outra forma de aprendizado

bastante negligenciada em estudos comportamentais de parasitoides, o aprendizado nédo
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associativo. Neste caso, 0 contato prévio, sem reforco positivo ou negativo, pode levar a
sensibilizacdo ou a habituacéo do parasitoide (Haverkamp e Smid 2020). De modo geral,
a sensibilizacdo esta relacionada ao aumento da resposta do individuo a um determinado
estimulo (Groves e Thompson 1970; Haverkamp e Smid 2020), j& na habituacdo ha uma
diminuicdo da resposta do comportamental a um estimulo apresentado repetidamente ou
por um tempo prolongado sem recompensa ou puni¢do (Thompson e Spencer 1966;
Rankin et al. 2009). Apesar da pouca informacéo acerca da habituacdo em parasitoides,
especialmente nos insetos da familia Scelionidae, esta é uma estratégia onipresente entre
os animais (Abram et al. 2017), e tem um papel essencial na diminui¢do do tempo de

forrageamento em locais que nao sdo ou deixaram de ser lucrativos (Waage 1978).

Como ja mencionado, o aprendizado dos parasitoides é geralmente avaliado em
testes de aprendizagem associativa, mas avaliar o aprendizado nédo associativo pode ser
importante para compreender como as escolhas comportamentais do parasitoide ocorrem
de uma forma mais “simples” (Rankin et al. 2009; Little et al. 2019) e especialmente sem
um reforco positivo, o que inclusive, pode condicionar a resposta dos insetos a estimulos
ndo favoraveis (Kawamata et al. 2018). Para tanto, neste trabalho avaliou-se a resposta
inata e o aprendizado ndo associativo de T. podisi aos principais estimulos associados
direta ou indiretamente ao seu hospedeiro preferencial Euschistus heros Fabricius
(Hemiptera: Pentatomidae). Espera-se que quando os estimulos forem oferecidos aos
parasitoides sem experiéncia, haja preferéncia inata pelos estimulos subsequentes na
sequencia hierarquica, ou seja, terdo preferéncia pelos estimulos que estiverem
relacionados mais diretamente ao micro-habitat do hospedeiro. Porém, quando os
parasitoides tiverem a experiéncia prévia a um estimulo, é esperado que este tenha uma
resposta menor ao estimulo previamente condicionado, havendo a habituacdo, como

observado para o parasitoide de ovos Trissolcus basalis (Wollaston) (Hym.: Scelionidae)
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habituado aos rastros quimicos de Nezara viridula (L.) (Hemiptera: Pentatomidae)
(Abram et al. 2017). Isto sugere que os parasitoides reconhecem os estimulos presentes
no ambiente e preferem, de forma inata, estimulos cada vez mais relacionados ao
hospedeiro final. Ou quando experientes, porém sem o reforgo positivo, podem alterar o
padrdo comportamental e inclusive podem forragear em etapas anteriores da sequéncia
hierarquica. Além disso, sugere-se que esses insetos apresentam grande plasticidade
comportamental, e portanto, sdo capazes de se adaptar a informacgdes e experiéncias
novas, avaliando a relevancia das informacGes disponiveis e priorizando-as de acordo

com sua confiabilidade (Dukas 2008).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer a hierarquia de uso dos
diferentes estimulos durante o comportamento de busca de T. podisi. Também se avaliou
como a experiéncia e o aprendizado condicionam o comportamento dos parasitoides
frente aos estimulos oferecidos em sequéncia hierarquica. Portanto, a partir do modelo
tedrico proposto por Laumann et al. (2011), as hipdteses do trabalho preveem que (1) a
resposta a sinais segue uma hierarquia relacionada com a sequéncia proposta no modelo
tedrico e (2) as experiéncias previas com estimulos relacionados a diferentes etapas do
comportamento de busca de hospedeiros, condiciona a resposta a sinais na sequéncia de

estimulos.

MATERIAIS E METODOS
Criacédo e manutencéo dos insetos

Os insetos foram obtidos de col6nias previamente estabelecidas no Laboratorio de
Semioquimicos da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brasil,

mantidos em sala climatizada, sob as condig¢des de 26 + 1°C, 65 + 10% UR e 14 horas de
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fotofase. Os parasitoides adultos foram alimentados com mel de abelhas puro e mantidos
em gaiolas plasticas (frascos de cultura para tecidos de 25 cm?; Biomedicals® ICN; MP
Biomedicals, Irvine, Califérnia). Ovos de Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae) (< 24 h) foram usados como hospedeiros e oferecidos as fémeas acasaladas
do parasitoide por um periodo de 24 horas para oviposi¢cao. Ovos parasitados foram
mantidos nas mesmas condi¢bes ambientais, e as fémeas recém-emergidas foram
divididas em dois grupos: um grupo foi utilizado para a manutencao da coldnia e o outro
grupo foi utilizado nos bioensaios. Todas as fémeas de T. podisi usadas nos bioensaios
tinham idade entre 24 e 48 horas, estavam alimentadas e acasaladas, porém sem

experiéncia de oviposicéao.

O percevejo-marrom, E. heros, foi criado em recipientes plasticos de 8,0 |
(gaiolas) com dieta natural a base de sementes de girassol (Heliantus annus L.
[Asteraceae]), amendoim cru (Arachis hypogaea L. [Fabaceae]), soja (Glycine max L.
[Fabaceae]), vagens verdes de feijdo (Phaseolus vulgaris L. [Fabaceae]) e buqués de
boldo (Plectranthus barbatus Andrews [Lamiaceae]) colocados em potes com
vermiculita hidratada. As gaiolas foram limpas e o alimento trocado trés vezes por
semana. No interior das gaiolas foram colocadas tiras de telas de voile (4 x 12 cm) como
superficie de oviposicao. Diariamente os ovos dos percevejos foram coletados do interior
das gaiolas e separados, uma parte para a manutencao da criacdo de percevejos e outra
parte para a manutencéo da criacdo de parasitoides. Apoés a Ultima muda, os adultos de E.
heros foram separados por sexo e mantidos em recipientes isolados. Fémeas virgens de
percevejos foram usadas nos experimentos com rastros quimicos guando atingiram a
maturidade sexual (10-12 dias na idade adulta) (Costa et al. 1998). Os parasitoides e

percevejos foram mantidos em salas separadas.
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Bioensaios
Arenas experimentais e tratamentos

Para avaliar o efeito de diferentes estimulos de forma individual ou combinada
foram utilizadas arenas de dupla escolha formadas por um bloco quadrado de acrilico (19
x 19 cm) com uma cavidade em forma de Y (1 cm altura x 1.5 cm largura). Essa cavidade
foi fechada utilizando-se duas placas de vidro de 0,4 mm colocadas por cima e abaixo do
bloco de acrilico. O tronco do Y mede 8,0 cm e cada braco mede 7 cm de comprimento.

Esta arena foi adaptada para receber os diferentes tratamentos utilizados nos bioensaios.

Os tratamentos consistiram em estimulos quimicos volateis (a-farneseno e 2,6,10-
trimetil tridecanoato de metila) e ndo volateis (rastros quimicos), estimulos mecanicos
(vibracdo do substrato) e visuais (cor do substrato). A selecdo destes estimulos considerou
a comprovacdo previa de seus efeitos taxicos ou quinéticos para o parasitoides T. podisi.
O (E,E)-a-farneseno (doravante chamado AF) é um composto majoritario dos volateis de
soja com herbivoria de E. heros (Michereff et al. 2011), o 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila (doravante chamado FS) é um composto majoritario do feromonio sexual de E.
heros (Borges et al. 1998a). Estes dois compostos tem sido relatados como atrativos para
T. podisi a longa distancia (Borges et al. 1999 para o componente do feromdnio;
Michereff et al. 2011, 2013 para o VPIH) e seriam 0s principais estimulos utilizados pelo
parasitoide nas etapas de localizacdo do habitat. Os sinais vibratorios (doravante chamado
SV) séo produzidos por E. heros durante o comportamento reprodutivo (Blassioli Moraes
et al. 2005). E conhecido que T. podisi reconhece e responde preferencialmente a SV de
fémeas de E. heros sendo este estimulo um forte atrativo para as fémeas desse parasitoide
(Laumann et al. 2007; 2011). Rastros quimicos (doravante chamado RQ), constituidos
por hidrocarbonetos cuticulares e depositados no substrato durante a locomocdo dos
insetos, sdo atrativos e arrestantes para fémeas de T. podisi, que respondem
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preferencialmente para RQ de fémeas de E. heros (Borges et al. 2003; Lagda et al. 2020).
Estimulos visuais, representados pela cor amarela, sdo fortemente atrativos para insetos
parasitoides (Wackers 1994; Lucchetta et al. 2008). Particularmente para T. podisi foi
demonstrado que a cor amarela do substrato (doravante chamado CA) é um estimulo
fortemente atrativo e que atua de forma inata (Aquino et al. 2012). Todos esses estimulos
configuram os principais sinais utilizados por T. podisi como fonte de informacao quando

forrageia a longas e curtas distancias, respectivamente (Laumann et al. 2011).

Experimentos com semioquimicos volateis

Em experimentos contendo tratamentos com semioquimicos volateis, foram
utilizadas seringas de vidro de 5,0 ml (1,5 cm de didmetro externo e 7 cm de
comprimento; Arti-Glass, Due Carrare, Italia) que foram conectadas a arena experimental
com mangueiras de silicone. No interior da arena foi estabelecida uma corrente de ar
utilizando-se bombas de aquario. Uma das bombas foi conectada a um filtro com carvéo
ativado e a um umidificador. A corrente de ar estabelecida passou posteriormente pelas
seringas com os tratamentos e, finalmente foi conduzida para a arena. No extremo oposto
da entrada dos tratamentos (tronco da arena) foi adaptada uma bomba para succionar o
ar. Desta maneira se estabeleceu um sistema de tipo “push-pull” com fluxo de ar de
entrada de 0,4 Ipm e fluxo de saida de 0,3 Ipm. O fluxo foi regulado mediante fluxdmetros
e a diferenca entre o fluxo de entrada e saida assegurou uma pressao positiva no interior

do sistema que evitou a entrada de ar ndo filtrado e contaminagéo dos fluxos.

Os semioquimicos volateis (padrdo Sigma Aldrich®) foram contrastados com n-
hexano, ambos colocados em pedacos de papel filtro com aproximadamente 1 cm? (80 g
m2, 205 um de espessura, 14 um de poro médio; Qualy J Prolab, Parana, Brasil) com a
utilizacdo de capilares de vidro. Antes de serem colocados dentro das seringas de vidro,
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os papeis-filtro foram deixados a temperatura ambiente por 2 minutos até a evaporagédo
do solvente. Dessa forma, 10 pL de AF na concentracdo de 0,002 mg/ml (dose final 20
ng/papel de filtro) foi contrastado com 10 pL de n-hexano. Esta concentracéo do AF foi
selecionada baseada na resposta prévia do parasitoide em bioensaios de olfatdbmetria
(Michereff et al. 2013). Foi também contrastado 20 pL de FS na concentracdo de 0,0001
mg/ml a 20 puL de n-hexano. A concentracdo de FS também foi selecionada baseada na
resposta prévia do parasitoide, sendo conhecidamente atrativa ao parasitoide T. podisi

(Borges et al. 1999).

Experimentos com vibracdo do substrato

Nestes experimentos utilizou-se a gravacdo do canto de acasalamento (FS1) (ver
apéndice) de uma fémea virgem de E. heros com 10 dias de idade (Laumann et al. 2007).
Esses sinais previamente gravados por Laumann et al. (2007), foram transmitidos por um
computador com placa de som externa (Creative, Sound Blaster X-fi 5.1 Pro) utilizando
o software Sound Forge 4.5 (Sonic Foundry Inc., Madison, Wisconsin, U.S.A.) para
reproducdo do arquivo. A vibracdo do substrato foi gerada seguindo a metodologia
descrita em Laumann et al (2007). Um alto-falante conectado a placa de som do
computador reproduziu as vibragdes que foram transmitidas ao substrato por uma
ponteira de pipeta plastica ajustada a membrana do alto-falante com massa de modelar.
A ponta da pipeta foi colocada em contato com uma folha de cartolina branca com
aproximadamente 1 mm de espessura que se encontrava dentro de um dos bragos da arena,
para isso, foi feito um furo na superficie inferior do vidro da arena. Dessa forma, a ponta
da pipeta tocava o papel transmitindo a vibracdo da membrana do alto-falante para o
substrato. Foram realizadas medi¢des prévias para avaliar a propagacgéo da vibracéao pelo
papel no brago da arena contendo o tratamento (vibragéo) e no brago do controle.
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Experimentos com rastros quimicos

Nestes experimentos foram utilizadas arenas impregnadas com o rastro de E.
heros. Para isto, foram utilizados os procedimentos descritos por Lago6a et al. (2020).
Dessa forma, duas fémeas de E. heros foram colocadas em um braco da arena
experimental e mantidas isoladas por uma tira de papel&o e cobertas com placas de vidro.
Os percevejos foram mantidos na arena por uma hora, para que pudessem caminhar e
depositar os rastros na superficie do acrilico e do vidro. O outro braco da arena foi
mantido limpo. Arenas com fezes ou qualquer outra contaminacdo ndo foram utilizadas

nos hioensaios.

Experimentos come estimulos visuais

No experimento em que foi avaliada a resposta do parasitoide a cor do substrato
(CA), utilizou-se cartolina amarela (Reipel Color Set - amarelo n° 418) cortada
aproximadamente um centimetro maior que o do braco da arena (laterais e parte posterior
do brago), para que ficasse presa debaixo da placa de acrilico, e na parte anterior (inicio
do braco da arena) a cartolina foi cortada rente a entrada. O outro braco e a parte central
da arena ndo foram cobertos com nenhum substrato. As medidas espectrais da cartolina

foram obtidas previamente por Aquino (2011) (ver apéndice).

Desenho experimental

Cada bioensaio consistiu na observacdo do comportamento de uma fémea de T.
podisi. Todas as fémeas usadas nos bioensaios tinham idade entre 24 e 48 horas, estavam

alimentadas e acasaladas, porém sem experiéncia de oviposi¢cdo. Todos 0s experimentos
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foram realizados em condig¢des de laboratorio em sala climatizada a 25 °C, no laboratério

de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brasil.

Cada fémea foi liberada delicadamente na base do tronco da arena (area de
liberacdo) e 0 seu comportamento observado por um periodo de 600 s. Foram registrados
a escolha inicial e o tempo de residéncia. A escolha inicial foi considerada apos 20 s da
entrada do parasitoide em um dos bracos da arena e o tempo de residéncia foi determinado
pela soma do tempo em que cada parasitoide permaneceu parado ou forrageando em um
dos bracgos da arena. Cada fémea foi utilizada apenas uma vez e as posicdes dos bracos
da arena foram alternadas a cada cinco bioensaios, para evitar qualquer viés posicional
na resposta do parasitoide. No momento da mudanca de posicdo dos tratamentos as arenas
acrilicas e os vidros foram substituidos por novos e os ja utilizados foram lavados com
agua e detergente neutro e secos ao ar. Para cada combinacdo de tratamentos foram

realizadas 40 repeticdes.

Condicionamento comportamental de T. podisi aos estimulos quimicos e fisicos

Os experimentos foram separados em trés testes diferentes. No primeiro foi
avaliada a preferéncia do parasitoide, sem experiéncia prévia com quaisquer estimulos,
por um dos estimulos oferecidos em arena de dupla escolha (Figura 2, Tabela 1). O
segundo teste foi conduzido tal qual o primeiro, no entanto, os parasitoides testados
tiveram o contato prévio com o primeiro estimulo da sequéncia avaliada (Figura 2, Tabela
1). O terceiro teste foi conduzido como o segundo teste. No entanto, o condicionamento
prévio foi feito para o segundo estimulo da sequéncia avaliada (Figura 2, Tabela 1).
Foram quatro blocos de estimulos contrastados (Tabela 1), que correspondem a sequéncia
hierarquica dos estimulos atrativos a T. podisi (semioquimicos volateis (doravante

chamados AF e FS) > sinais vibratorios (doravante chamado SV) > rastros quimicos
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(doravante chamado RQ) > cor amarela do substrato (doravante chamada CA)) (Laumann

etal. 2011).
%@ Q\PW Q"é
s K 7

AL ﬁ AL

Q’ﬁﬁ“ ﬁ
Lo
AL ‘pﬁﬁ %ﬁ

Sem experiéncia

Com experiéncia
no estimulo 1

Com experiéncia
no estimulo 2

Figura 2. Esquema dos desenhos experimentais nas trés diferentes etapas avaliadas. (AL)

area de liberag&o.

Tabela 1. Tratamento oferecidos em cada braco da arena de dupla escolha (“Y”)

separadamente, em testes sem experiéncia prévia de Telenomus podisi, e testes com

experiéncia prévia para cada um dos estimulos avaliados. (AF) a-farneseno, (FS) 2,6,10-

trimetil tridecanoato de metila, (SV) sinais vibratorios, (RQ) rastros quimicos, e (CA) cor

amarela.

Tratamento 1

Tratamento 2

AF
FS
SV
RQ

VS.

VS.

VS.

VS.

FS
SV

RQ
CA

O condicionamento foi realizado por 30 a 40 min, onde fémeas de T. podisi foram

mantidas em gaiolas plasticas (frascos de cultura para tecidos de 25 cm®; Biomedicals®
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ICN; MP Biomedicals, Irvine, Califérnia) adaptadas para cada tipo de tratamento. Para o
condicionamento com os semioquimicos volateis, a gaiola foi adaptada sendo retirado o
fundo da gaiola e colocado uma tela de arame para a ventilacdo da gaiola e diminuicdo
da saturacdo interna pelos volateis (Figura 3). As quantidades e concentracfes dos
tratamentos foram as mesmas utilizadas nos bioensaios, sendo utilizado, portanto, 10 pL
a-farneseno na concentracdo de 0,002 mg/ml e 20 pL 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila na concentracdo de 0,0001 mg/ml. Os semioquimicos foram colocados em papéis
filtro e apds 2 min em temperatura ambiente para a evaporacdo do solvente, foram

deixados dentro da gaiola junto as fémeas de T. podisi (Figura 3).

Figura 3. Condicionamento de Telenomus podisi aos semioquimicos volateis a-farneseno
e 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, separadamente. (A) vista geral da gaiola adaptada
com (a) as fémeas de T. podisi e (b) o papel filtro contendo o semioguimicos. (B) outro

angulo de visdo da gaiola adaptada. (C) fundo da gaiola adaptada com (a) a tela de arame.

Para o condicionamento dos parasitoides nos sinais vibratorios uma nova gaiola
foi utilizada. No interior da gaiola foi colocada uma tira de cartolina branca que estava

conectada a ponta de uma pipeta plastica, que por sua vez, estava conectada a membrana
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de um alto falante através de massa plastica de modelar (Figura 4). A entrada da gaiola
foi fechada delicadamente com um pequeno chumaco de algodéo (Figura 4). Utilizou-se
a gravacdo do canto de acasalamento de uma fémea virgem de E. heros com 10 dias de
idade (Laumann et al. 2007). Esses sinais foram transmitidos por um computador com
placa de som externa (Creative, Sound Blaster X-fi 5.1 Pro) utilizando o software Sound
Forge 4.5 (Sonic Foundry Inc., Madison, Wisconsin, U.S.A.) para reproducdo do sinal
vibratério. Esse sistema foi conectado a um alto-falante que foi ligado ao sistema de

condicionamento supracitado.

Figura 4. Condicionamento de Telenomus podisi a vibracdo do substrato. (A) vista geral
do condicionamento, (a) cartolina dentro da gaiola, (b) pequeno chumaco de algoddo, (c)
cartolina em contato com a ponta da pipeta plastica. (B) Vista superior da gaiola, (a) fita

de cartolina, (b) fémea de T. podisi em contato direto com a superficie vibrada.

Por sua vez, o condicionamento do parasitoide nos rastros quimicos foi conduzido
em uma gaiola, onde em seu interior foram liberadas previamente duas fémeas de E. heros

por 1 hora (Figura 5). Gaiolas com quaisquer contaminacdes (fezes, saliva, oviposicéo)
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foram descartadas. Depois deste periodo de deposicdo dos rastros, os percevejos foram

retirados e as fémeas de T. podisi liberadas dentro da gaiola.

Figura 5. Gaiola contendo duas fémeas de Euschistus heros para deposi¢cdo dos rastros

quimicos. (a) fémea de E. heros.

Para o condicionamento ao substrato colorido, no interior de outra gaiola foram
colocadas tiras de cartolina amarela (Reipel Color Set - amarelo n° 418) junto as fémeas

de parasitoide (Figura 6).

Figura 6. Condicionamento de Telenomus podisi a cor amarela do substrato. (A) vista
geral do condicionamento, (a) cartolina amarela dentro da gaiola, (b) fémea de T. podisi.

(B) Vista superior da gaiola.

71



Analises estatisticas

Para determinar a preferéncia por algum dos estimulos, a proporcao de escolhas
iniciais entre tratamentos ou controle foi comparada utilizando um modelo de regresséao
logistica (GLM com distribuicdo binomial de erros). A hipotese de ndo preferéncia
(distribuicédo da escolha igual a 50% em cada brago da arena) foi avaliada com o teste de
v* de Wald. O teste foi aplicado separadamente para cada parasitoide e para cada

combinacéo de tratamentos.

Para avaliar como o tempo de residéncia (variavel resposta) é afetado pelos
estimulos em relacdo ao controle ou aos tratamentos (variaveis preditoras) foi ajustado
um Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicdo de Poisson ou binomial
negativo. O modelo foi ajustado separadamente para cada combinacdo de tratamentos e
condicdes das fémeas. A significancia dos fatores foi acessada pela Analise de Deviance
(ANODEV). Todas as analises foram realizadas utilizando o software R (R Development

Core Team, 2017) a um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Nos experimentos em que foram avaliadas as respostas de T. podisi a escolha de
AF vs. FS ndo foi observada diferencas na escolha inicial e no tempo de residéncia dos
parasitoides sem experiéncia prévia ou com experiéncia previa com AF ou FS,
separadamente (Figura 1, Tabela 2). Quanto a resposta de T. podisi ao FS vs. SV, houve
preferéncia inicial pelos SV nos testes sem experiéncia prévia e com experiéncia prévia
em SV. O tempo de residéncia foi significativamente maior apenas no brago da arena
contendo SV no teste sem experiéncia prévia (Figura 1, Tabela 2). Quando avaliada a

resposta do parasitoide ao SV vs. RQ, foi observada que a escolha inicial e o tempo de
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residéncia foram afetados apenas pelo SV nos testes com experiéncia prévia em RQ

(Figura 1, Tabela 2). A escolha inicial do parasitoide quando comparados 0os RQ e a CA

foi maior para o braco da arena contendo CA nos testes sem experiéncia prévia e com

experiéncia prévia em RQ. O tempo de residéncia foi maior na CA no teste com

experiéncia em RQ, e foi maior em RQ no teste com experiénciaem CA (Figura 1, Tabela

2).
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Figura 7. (A) proporcao da escolha inicial de Telenomus podisi. (B) média £ SE do tempo
de residéncia do parasitoide T. podisi para os diferentes estimulos oferecidos em cada
braco da arena separadamente. (AF) a-farneseno, (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila, (SV) sinais vibratdrios, (RQ) rastros quimicos, e (CA) cor amarela, (se) sem
experiéncia, (eAF) experiéncia em a-farneseno, (eFS) experiéncia em 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila, (eSV) experiéncia em sinais vibratérios, (eRQ) experiéncia em
rastros quimicos, (eCA) experiéncia na cor amarela. * Diferencas significativas entre os
tratamentos (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) por analise de modelos lineares
generalizados (GLM) com (A) distribuicdo binomial e (B) Poisson ou binomial negativo.
NUmeros entre parénteses representam os insetos que ndo responderam a nenhum dos

tratamentos apds 3 minutos.
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DISCUSSAO

Este trabalho representa o primeiro esfor¢co de analise do comportamento de
forrageamento de um parasitoide, em relacdo a possivel sequencia hierarquica de
estimulos. Ademais, foi avaliada a resposta do parasitoide inexperiente (resposta inata) e
com experiéncia (aprendizado ndo associativo) a diferentes estimulos. Ao serem
contrastados os semioquimicos (AF vs. FS) ndo foi observada preferéncia pela fémea do
parasitoide (experientes ou inexperientes) por nenhum destes tratamentos. No entanto,
houve preferéncia inata (indicada pela escolha inicial e tempo de residéncia) pelo SV em
relacdo ao FS, e também aprendida nos parasitoides com experiéncia em SV (manifestada
neste caso pelo tempo de residéncia). Entre SV e RQ ndo foi observada a preferéncia inata
por nenhum dos tratamentos, no entanto, foi observada a preferéncia por SV apenas para
os parasitoides condicionados a RQ. Quando contrastado RQ e CA, o parasitoide
apresentou resposta inata inicial para a cor, porém continuou forrageando alternando a
procura direcionada e a aleatoria entre os dois tratamentos. Ambos o0s parasitoides

experientes (RQ e CA) forragearam mais tempo no tratamento oposto ao condicionado.

A partir dos resultados obtidos € sugerido que os modelos tedricos anteriores,
assim como a hip6tese deste trabalho foram corroborados em parte. Foi observado uma
forte escolha inata por um estimulo de curtas distancias (CD), o SV, em relagdo a um
estimulo de longas distancias (LD) (FS), sugerindo que a percepc¢do de estimulos que
atuam em diferentes escalas espaciais tem componentes comportamentais diferenciados
0 que pode estar relacionado com a sequéncia hierarquica da utilizacao destes estimulos
durante o forrageamento. A partir dos resultados apresentados no Capitulo 1 e neste
capitulo é possivel concluir que o comportamento de forrageamento de T. podisi é
claramente influenciado e modulado por estimulos que atuam sobretudo em forma

individual e sequencial. No entanto, e em concordancia com o proposto no modelo de
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Laumann et al. (2011), nas diferentes etapas do forrageamento o parasitoide pode
apresentar busca aleatdria ndo sendo orientado por nenhum estimulo particular. O
sugerido € que as fémeas de T. podisi distribuiram o tempo de procura em ambos 0s
tratamentos (tempo de residéncia similar) (AF vs. FS, SV vs. RQ e RQ vs. CA), pela
alternancia da movimentacao taxica e quinética nos tratamentos (observacdo pessoal)

(Figura 8).

Seria esperado que 0s parasitoides experientes apresentassem habituacdo ao
estimulo condicionado, mostrando respostas preferenciais ao estimulo contrastado com
ele, que representa o estimulo seguinte na sequéncia de comportamentos do parasitoide.
A habituacdo € um processo fundamental de sobrevivéncia em uma enorme variedade de
seres vivos, desde 0os menos complexos como protozoarios unicelulares a seres humanos
(Rankin 2009; Estrada et al. 2020; Varnon e Adams et al. 2021; Smith-Ferguson et al.
2021; Giunti et al. 2021), considerada a base para tipos de aprendizagens mais complexos
(Rankin et al. 2009), porém pouco estudada em parasitoides. No entanto, esse padréo foi
observado apenas para parasitoides que depois do condicionamento a RQ tiveram a op¢éo
de escolha por SV ou CA, e para os parasitoides com experiéncia em CA quando
oferecido RQ. Uma das defini¢des de habituacdo classica, considerada uma das formas
mais simples de aprendizagem, prevé que o animal dispensard gradualmente menos
tempo em areas onde ndao ha um reforco positivo (Giles e Rankin 2009; Rankin 2009;
Rankin et al. 2009). Era esperado que em todos os testes com condicionamento prévio
fosse observada a habituacdo classica dos parasitoides, preferindo o estimulo na
sequéncia. No entanto, os resultados sugerem que este fenbmeno pode acontecer somente
quando fémeas de T. podisi foram expostas a estimulos que atuam a curta distancia. Como
observado, ha escolha inata por rastros quimicos (RQ) de E. heros por T. podisi oferecido

isoladamente (Capitulo 1; Lagoa et al. 2020), no entanto, a resposta € modificada pela
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experiéncia sem recompensa, havendo diminuicdo da intensidade da resposta pelo RQ e
consequente escolha por outros estimulos. Isto pode ser influenciado por uma maior
estimulacdo do parasitoide para aumentar os comportamentos de procura por estimulos

de curta distancia relacionados a alta probabilidade de encontro do hospedeiro.

Um padrdo similar de habituacdo ao RQ foi observado para o parasitoide T.
basalis aos rastros de N. viridula (Abram et al. 2017; Boyle et al. 2020), mas a resposta
inata a0 RQ pode ser restaurada por um reforgco positivo (recompensa) encontrado na
mesma area, por exemplo uma chance de oviposicao (Peri et al. 2016). No entanto, esses
autores ndo avaliaram a possibilidade de escolha do parasitoide habituado por outro
estimulo. Colocando mais esta camada na observacdo comportamental de T. podisi, é
possivel sugerir que 0 comportamento deste parasitoide € bastante plastico com mudancas
rapidas em relacdo a resposta a estimulos especificos, pelo menos em situacfes a curtas

distancias.

Outra possivel hipotese para os padrfes observados para RQ e CA, é que a janela
de tempo para a habituacéo de uma parasitoide a um desses sinais € menor do que a janela
de tempo para os demais estimulos. Porém, ndo foram encontrados trabalhos prévios
reportando a habituacdo de um parasitoide a um volatil condicionado em laboratorio,
assim como ndo foi testado anteriormente o condicionamento de um parasitoide aos sinais
vibratorios do hospedeiro, que permitam uma comparacao adequada. Por outro lado, uma
hipdtese adicional sugere que tenha ocorrido uma situacdo de desabituacdo (Rankin et al.
2009) dos estimulos AF, FS e SV. A desabituacdo é também um comportamento de
aprendizado ndo associativo, que prevé que um organismo quando habituado a um
estimulo pode desabituar-se dele quando apresentado outro estimulo diferente, ou seja,
volta a ser responsivo ao estimulo originalmente habituado ap6s o contato com outro

estimulo (Rankin et al. 2009). Apesar de n&o ter sido encontrado nenhum outro caso de

78



desabituacdo para parasitoides de ovos na literatura, existem trabalhos conduzidos
especialmente com humanos e outros vertebrados (Thompson 2009), também com
invertebrados, por exemplo, a lesma do mar Aplysia sp. (Opisthobranchia: Aplysiidae)
(Gover e Abrams 2009), crustaceos isopodes (Hackl e Robertson 2019), Manduca sexta
(L.) (Lepidoptera: Sphingidae) (Wiel e Weeks 1996), Drosophila spp. (Diptera:
Drosophilidae) (Engel e Wu 2009), Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) (Haupt e

Klemt 2005), Rhyzopertha dominica (F.) (Coleoptera: Bostrichidae) (Giunti et al. 2021).

Baseado nestes resultados e em trabalhos prévios (Laumann et al. 2011; Blassioli-
Moraes et al. 2016), se propde um novo modelo teodrico das etapas de forrageamento de
T. podisi durante a busca por hospedeiros (Figura 8). O modelo sugere que existem dois
locais de forrageamento, um a longas distancias (LD) e outro a curtas distancias (CD).
No LD, o parasitoide é atraido inicialmente de forma inata pelos semioquimicos volateis
relacionados direta e indiretamente ao hospedeiro. Neste momento o parasitoide pode ter
sido atraido tanto pelo AF quanto pelo FS (porém, principalmente AF por ser mais
conspicuo), estimulando uma busca direcional (movimentacao taxica rapida e constante
(observacdo pessoal)). Se ele encontrar primeiro o volatil de planta (doravante chamado
VP), comeca a forragear aleatoriamente e pode encontrar o FS (refor¢o positivo) ou
mesmo o habitat do hospedeiro (reforgo positivo) e entdo comecar novamente e de forma
inata uma busca aleatdria por demais sinais / pistas do hospedeiro. Se o parasitoide estiver
forrageando e n&o encontrar nenhum outro sinal ele abandona o local. Se, no entanto, ele
encontrou inicialmente o FS, comeca uma busca aleatoria, podendo tanto encontrar o AF,
ou o0 habitat do hospedeiro (planta onde ha a emissdo do semioquimico), assim como pode

ndo encontrar nenhum outro sinal e abandonar o local.

Durante a procura randomica, iniciada no habitat, e a ser exposta a estimulos de

CD, T. podisi responderia, incialmente, de forma inata aos mesmos. E sugerido que neste

79



local o parasitoide pode encontrar aleatoriamente qualquer um dos estimulos, no entanto
aqueles mais conspicuos sdo mais provaveis de serem percebidos primeiro, por exemplo
0s SV, porém ndo ha a preferéncia inicial por nenhum deles. O padrdo geral de
forrageamento em CD serd 0 mesmo entre os estimulos, salvo quando o parasitoide ja
encontrou o hospedeiro ou sinais muito préximos aos seu micro-habitat, como os volateis
dos ovos (Tognon et al. 2020), cola de aderéncia dos ovos (Conti et al. 2003) e mesmo a
cor dos ovos (Aquino et al. 2012). Se o parasitoide neste local tem contato com o SV, ha
a possibilidade de encontrar outro sinal como 0 RQ ou a CA (reforco positivo) ou pode
ndo encontrar nenhum outro sinal. Isto faz o parasitoide iniciar uma nova busca aleatéria
abandonando esse local e reiniciando a busca a LD. Se, no entanto, encontrar
posteriormente ao SV o RQ (reforco positivo) ele continua forrageando, porém, o
movimento fica mais lento (quinese), com paradas frequentes durante o forrageamento
nas areas com RQ (observacdo pessoal), ainda assim o movimento pode ser aleatorio
sendo alternado o forrageamento entre SV e RQ. No entanto, se a experiéncia prévia for
em RQ o parasitoide apresentard o comportamento de habituacdo classica, preferindo
forragear em outro estimulo, e isto foi verificado para parasitoides que, depois do
condicionamento em RQ, tiveram a opc¢do de escolha por SV ou CA. Esse padrdo de
habituacdo também foi observado nos parasitoides com experiéncia em CA quando

oferecido RQ.
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Figura 8. Modelo teorico das etapas de forrageamento de Telenomus podisi durante a
busca por hospedeiros (ovos de Euschistus heros) considerando o comportamento inato

e o0 aprendido.

Independente da discussdo realizada, para parasitoides, a escolha entre
permanecer forrageando e sair do local de forrageio é influenciada principalmente pelo
tempo de forrageamento, uma vez que, a maioria das espécies de parasitoides sdo
limitadas no tempo, incapazes de encontrar hospedeiros suficientes para colocar todos 0s
seus ovos antes de morrerem (Waage 1979; Nelson e Roitberg 1995; Wajnberg 2006).
Portanto, a plasticidade de comportamentos e possibilidade de mudar os estimulos
utilizados durante o forrageamento podem ser uma vantagem adaptativa para fémeas de
parasitoides, especialmente para aquelas com hospedeiros distribuidos de forma irregular
no ambiente, sendo o0 sucesso reprodutivo intimamente ligado ao balanco entre o tempo

de forrageamento em locais adequados e inadequados (Nelson e Roitberg 1995).

-

E importante ressaltar que o complexo processo de forrageamento e uso de
estimulos pelos parasitoides na natureza sofre interferéncia de muitas variaveis abioticas
e bidticas, por exemplo temperatura e pressao atmosférica (Abram et al. 2015; Moiroux

et al. 2015; Augustin et al. 2020), a competicdo intraespecifica e interespecifica entre
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fémeas de parasitoide (Kishani Farahani et al. 2019; Iranipour et al. 2020), interagdo com
outros insetos (Tena et al. 2017; Milosavljevic et al. 2021), as condices fisioldgicas das
fémeas (Farahani et al. 2021) e também da aprendizagem associativa (Bertoldi et al. 2021;
de Bruijn et al. 2021). Em certa medida, algumas das proposi¢cdes do modelo de
forrageamento deste trabalho podem ser hipoteses que pretendem incluir, pelo menos em
parte, a enorme complexidade do comportamento de forrageamento dos parasitoide por

hospedeiros.

Observadas as caracteristicas dos ovos e da distribui¢cdo dos hospedeiros em
agroecossistemas, € possivel presumir que o forrageamento do parasitoide de ovos e a sua
resposta aos estimulos relacionados direta e indiretamente ao hospedeiro seria mais
complexo do que modelos teoricos anteriores propdem. Uma série de varidveis
influenciam o processo de busca por hospedeiros, e a determinacdo do tempo alocado em
cada local esta intimamente relacionada & essas variaveis. Portanto, considerando a
capacidade inata dos parasitoides em encontrar os estimulos e a notavel atracdo que estes
causam a eles, e também possiveis encontros sem recompensa causando a habituacdo em
relacdo aos estimulos encontrados previamente, foi proposto um modelo que considera
as possiveis situacbes e 0s comportamentos dos parasitoides quando forrageiam e
encontram ao longo do processo, estimulos diretamente e indiretamente relacionados aos
ovos. Neste modelo, é proposto que a resposta a estimulos nos parasitoides pode ser feita
de forma inata e aprendida, e essas duas modalidades interagem de forma complexa e
permeada por tomadas de decisdes rapidas. Testes conduzidos em laboratorio séo
importantes para compreender padrdes comportamentais sem interferéncia ambiental, no
entanto, testes em campo sdo fundamentais para uma melhor compreensdo do
comportamento de busca por hospedeiros e sua complexidade em ambientes naturais ou

agroecossistemas. Porém, ha uma evidente probleméatica metodoldgica quanto aos
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experimentos em campo, o que dificulta a compreensdo do aprendizado e das tomadas de
decisbes pelos insetos (de Bruijn et al. 2021). E crucial que novas ferramentas sejam
utilizadas (e.g. um sistema multi-cAmera de monitoramento de parasitoides em campo), e
desenvolvidas para que seja possivel fazer projecdes mais robustas e realistas acerca do

comportamento de parasitoides na complexidade do ambiente (de Bruijn et al. 2021).
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CAPITULO 3

Potencial de uso de semioquimicos e estimulo visual para controle
bioldgico conservativo de percevejos com parasitoides de ovos

INTRODUCAO

Os parasitoides sdo insetos que dependem de um hospedeiro para se reproduzirem.
Esses hospedeiros sdo em sua maioria outros insetos, que podem ser parasitados tanto na
faze jovem (ovos e larvas/ninfas) como na fase adulta (Eggleton e Belshaw 1992;
Fatouros et al. 2020). Independente do estagio do hospedeiro, os parasitoides dependem
de uma variedade de estratégias e sinais ambientais e provenientes dos hospedeiros para
encontra-los e ter sucesso reprodutivo (Vinson 1984, 1998; van Alphen e Vet 1986;
Steidle e van Loon 2002; Godfray 2016). Esse processo, por melhor que tenha sido
explicado e sistematizado por diversos autores, ainda € surpreendente em sua
complexidade e de certa forma imprevisibilidade, como constatado nos primeiro e

segundo capitulos desta tese.

A maioria dos trabalhos que avaliaram a resposta de parasitoides a estimulos
ambientais e dos hospedeiros foram realizados em laborat6rio, em ambientes controlados
e previsiveis. E evidente a importancia desses testes, pois em laboratdrio, 0s mecanismos
comportamentais, podem ser estudados em menor escala e sem interferéncias,
favorecendo a compreensdo de modelos tedricos e aspectos basicos do comportamento
dos insetos. No entanto, é fundamental que as perguntas e respostas obtidas em

laboratorio sejam testadas em condicbes de campo, sendo o entendimento desse
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conhecimento no ambito do controle bioloégico de pragas serd incompleto e defasado.
Ambientes naturais sdo diferentes dos ambientes controlados, e a interacdo dos
parasitoides com inUmeras varidveis bidticas e abioticas influenciam largamente o
comportamento de busca e selecdo de hospedeiros podendo implicar negativamente na

capacidade desses insetos de prover servigos ecossistémicos (Rousse et al. 2009).

Portanto, é premente realizar esforcos para estudar em condi¢cdes de campo a
influéncia de diferentes estimulos no forrageamento dos inimigos naturais e como esta
interacdo condiciona o sucesso dos mesmos como agentes de controle bioldgico. Alguns
autores se propuseram a compreender as dindmicas entre parasitoides e hospedeiros em
ambientes naturais e agricolas e os estimulos relacionados a estas interagcdes. Alguns dos
trabalhos pioneiros avaliaram a resposta de tricogramatideos a semiogquimicos como o
tricosano e (Z)-7-hexadecenal, (Z)-9-hexadecenal, provenientes do hospedeiro Heliothis
zea (Boddie). Os resultados mostraram a maior atratividade dos parasitoides e maior
parasitismo dos ovos do hospedeiro em parcelas contendo os semioquimicos (Lewis et al.

1975, 1982).

Para os parasitoides Telenominae (Scelionidae) é estabelecido que uma
diversidade de estimulos quimicos e fisicos sdo bastante atrativos e arrestantes em
condicdes de laboratdrio, como observado nos capitulos anteriores desta tese. Desses, 0s
semioquimicos foram os avaliados até 0 momento em testes de campo. Vieiraet al. (2013)
pulverizaram cis-jasmone em campo comercial e experimental de soja e observaram que
0 tratamento atraiu e aumentou a populacdo de Scelionidae, mas ndo teve efeito na
ocorréncia e intensidade do parasitismo. O cis-jasmone pulverizado na soja promove a
liberacdo de VVPIHs semelhantes aos induzidos por injurias de percevejos (Pentatomidae),
e atraem o parasitoide Telenomus podisi (Ashmead) em condicdes de laboratdrio (Moraes

et al. 2005, 2008, 2009). Michereff et al. (dados n&o publicados) verificaram o0 aumento
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da atratividade de T. podisi e demais parasitoides em parcelas tratadas com (E,E)-a-
farneseno e salicilato de metila, separadamente e combinados. Ambos os tratamentos séo
compostos majoritarios dos VPIHs de pentatomideos na soja e atrativos ao T. podisi
(Michereff et al. 2013). E também comprovada que iscas contendo 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila, 0 composto majoritario do feromdnio sexual de Euschistus heros
(Fabricius) (Borges e Aldrich 1994; Zhang et al. 2003), aumentam o recrutamento de
parasitoides Telenominae, especialmente T. podisi (67% - 85) em campos de soja (Borges
et al. 1998b) e em testes de laboratorio (Borges et al. 1999). Adicionalmente, a liberacédo
do (E)-2-hexenal sintético, a partir de septos de borracha em campo de soja, aumentou a
abundancia de Trissolcus spp. (Hymenoptera: Scelionidae: Telenominae) em areas
tratadas, junto a maior intensidade de parasitismo em testes de curto prazo. No entanto,
em experimentos de longo prazo o cairomoénio ndo influenciou a abundancia de
Telenominae ou os niveis de parasitismo, mas aumentou a predacao de ovos (Vieira et al.
2014). O (E)-2-hexenal ¢ um dos compostos majoritarios das secrecfes das glandulas
metatoracicas de percevejos pentatomideos (Aldrich et al. 1995; Pareja et al. 2007), sendo
comprovada a atratividade por T. podisi e Trissolcus basalis (Wollaston) (Laumann et
al. 2009). Apesar dos trabalhos supracitados terem verificado a atratividade de
Telenominae, especialmente T. podisi, aos semioquimicos de plantas e hospedeiros, sua
aplicacdo em campo ndo levou, em sua maioria, a0 aumento das taxas de parasitismo.
Ademais, trabalhos em campo verificando a atuacdo de outros sinais atrativos
isoladamente ou combinados (i.e. multimodal), como sinais vibratorios e visuais, ainda

ndo foram realizados para esse grupo.

Os parasitoides Telenominae sdo os principais inimigos naturais de percevejos
fitéfagos, e potenciais agentes de controle bioldgico dessas pragas (Pacheco e Corréa-

ferreira 2000), sendo T. podisi o principal parasitoide de ovos reportado para E. heros em
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campo e laboratério (Corréa-Ferreira and Moscardi 1996; Medeiros et al. 1997; Borges
et al. 1998b; Pacheco and Corréa-ferreira 2000; Sujii et al. 2002). Euschistus heros é
atualmente a principal praga da cultura da soja no Brasil (Aquino et al. 2019, Bueno et al.
2020). Esses parasitoides podem ser utilizados com sucesso em programas de controle
bioldgico aumentativo em soja (Corréa-Ferreira e Moscardi 1996; Bueno et al. 2020).
Corréa-Ferreira e Moscardi (1996) fizeram liberacbes massais de 15.000 Trissolcus
basalis (Fabricius) adultos por ha, o que ocasionou uma reducdo de 54% a 58% na
densidade populacional dos hospedeiros. Alinhado a esses resultados, o trabalho de
Bueno et al. (2020) mostrou que a liberacdo inoculativa de 18.750 pupas de T. podisi
aumentou o parasitismo de ovos de em 50% a 70%. No entanto, a criacdo desses inimigos
naturais, tanto pelo fato de ndo se dispor de dietas artificiais, quanto por requerer a
producdo dos seus hospedeiros em larga escala, e também por se cumprir uma série de
normas-padrao e de qualidade, eleva os custos de producao o que pode ser uma barreira
para a implementacdo em larga escala deste método de controle no Brasil (Parra et al.
2002; Prezotti e Parra 2002). Dessa forma, o manejo comportamental dos parasitoides, a
partir de semioquimicos e sinais fisicos, pode ser uma ferramenta para recrutar e
incrementar suas populacfes em areas cultivadas visando o controle biolégico
conservativo (Borges et al. 2011), uma vez que nesta modalidade de controle bioldgico,
é feita a manipulacdo dos inimigos naturas e/ou da paisagem agricola favorecendo esses

agentes de controle (Eilenberg et al. 2001).

Estudos prévios mostraram que, além da atratividade conhecida de T. podisi por
estimulos quimicos e fisicos separadamente, as combinac¢des multimodais de a-farneseno
com um substrato amarelo e do 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila também com um
substrato amarelo, aumentam o recrutamento inicial desse parasitoide em testes de

laboratorio. Entretanto, ainda ndo existem resultados da acdo destes estimulos
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multimodais em campo. Esse foco € de especial importancia, porque € possivel que esses
estimulos coexistam no ambiente fornecendo informacBes mais robustas ao parasitoide
sobre a presenca de hospedeiros. Compreender este processo, de modo a manipular o
comportamento do parasitoide em campo, pode ser vantajoso para as praticas de manejo

de pragas através do controle bioldgico conservativo.

Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de uso de semioquimicos e
estimulos fisicos para o controle bioldgico conservativo do percevejo E. heros em campo
por parasitoides. Especificamente, avaliar a utilizacdo de (E,E)-a-farneseno, o 2,6,10-
trimetil tridecanoato de metila e um estimulo visual (cor amarela do substrato), e a
combinacdo multimodal destes estimulos como potencial ferramenta no controle
bioldgico conservativo. Nesse sentido, a hipdtese do presente trabalho prediz que os
indices de parasitismo e recrutamento de parasitoides sdo incrementados em parcelas
tratadas com a combinacdo multimodal dos semioquimicos volateis junto ao estimulo

visual.

MATERIAIS E METODOS
Criagdo e manutencgéo dos insetos

Os insetos foram obtidos de coldnias previamente estabelecidas no Laboratério de
Semioquimicos da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Brasil,
mantidos em sala climatizada, sob as condic¢bes de 26 + 1°C, 65 + 10% UR e 14 horas de
fotofase. Os parasitoides adultos foram alimentados com mel de abelhas puro e mantidos
em gaiolas plasticas (frascos de cultura para tecidos de 25 cm?®; Biomedicals® ICN; MP
Biomedicals, Irvine, California). Ovos de Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera:

Pentatomidae) (< 24 h) foram usados como hospedeiros e oferecidos as fémeas acasaladas
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do parasitoide por um periodo de 24 horas para oviposi¢cdo. Ovos parasitados foram
mantidos nas mesmas condi¢bes ambientais, e as fémeas recém-emergidas foram
divididas em dois grupos: um grupo foi utilizado para a manutencao da coldnia e o outro
grupo foi utilizado nos bioensaios. Todas as fémeas de T. podisi usadas nos bioensaios
tinham idade entre 24 e 48 horas, estavam alimentadas e acasaladas, porém sem

experiéncia de oviposicéao.

O percevejo-marrom, E. heros, foi criado em recipientes plasticos de 8,0 |
(gaiolas) com dieta natural a base de sementes de girassol (Heliantus annus L.
[Asteraceae]), amendoim cru (Arachis hypogaea L. [Fabaceae]), soja (Glycine max L.
[Fabaceae]), vagens verdes de feijdo (Phaseolus vulgaris L. [Fabaceae]) e buqués de
boldo (Plectranthus barbatus Andrews [Lamiaceae]) colocados em potes com
vermiculita hidratada. As gaiolas foram limpas e o alimento trocado trés vezes por
semana. No interior das gaiolas foram colocadas tiras de telas de voile (4 x 12 cm) como
superficie de oviposicao. Diariamente 0s ovos dos percevejos foram coletados do interior
das gaiolas e separados, uma parte para a manutencao da criacdo de percevejos e outra
parte para a manutencdo da criacao de parasitoides. Apos a ultima muda, os adultos de E.
heros foram separados por sexo e mantidos em recipientes isolados. Fémeas virgens de
percevejos foram usadas nos experimentos com rastros quimicos quando atingiram a
maturidade sexual (10-12 dias na idade adulta) (Costa et al. 1998). Os parasitoides e

percevejos foram mantidos em salas separadas.

Experimentos em parcelas experimentais

Area experimental
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Os experimentos foram realizados no campo experimental da Embrapa Cenargen
(15°43°50”S e 47°53°59”W) em uma area de aproximadamente 0,55 ha por dois anos
consecutivos. Os experimentos foram desenvolvidos em 20 parcelas distribuidas no
campo experimental (Figura 1). As parcelas tinham 5 m x 5 m e foram espacadas em 10
m na mesma fileira e em 30 metros entre fileiras. As parcelas foram cultivadas com soja
var. BRS 7880 sendo 10 linhas de soja por parcela. A area foi adubada com adubo NPK
4-14-8 antes do plantio, aproximadamente 20 dias depois do plantio foi realizada uma
adubacdo de cobertura com NPK 10-10-10. As parcelas do primeiro experimento,
executado entre janeiro e fevereiro de 2020, foram plantadas em dezembro de 2019, as
parcelas do segundo experimento, executado entre marco e abril de 2020 foram plantadas
no final de janeiro de 2020 e as parcelas do terceiro experimento, executado entre janeiro
e marco de 2021, foram plantadas em dezembro de 2020. As avaliagdes comegaram no

inicio do periodo reprodutivo da planta, entre R2 e R3.

D70m e =

Figura 1. Campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia —
Cenargen. As distribui¢des das parcelas experimentais estdo marcadas em vermelho.
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Tratamentos

Foram utilizados semioquimicos e um atrativo amarelo para T. podisi, avaliados
separadamente e em conjunto (Tabela 1). As combinacGes de estimulos foram
selecionadas de acordo com os resultados do segundo teste do primeiro capitulo desta
tese, pois aumentam o recrutamento inicial desse parasitoide em testes de laboratério. Os
semioquimicos foram (E,E)-a-farneseno puro (doravante chamado de AF) (padrdo Sigma
Aldrich®), na dosagem de 1 mg do composto/septo de borracha e o 2,6,10—trimetil
tridecanoato de metila puro (doravante chamado de FS) (padrdo Sigma Aldrich®)
aplicados em septos de borracha na dosagem de 1 mg do composto/septo, segundo o
relatado em Borges et al. (1998b) e Michereff et al. (comunicacdo pessoal, dados nao

publicados).

Os semioquimicos foram aplicados separadamente, com auxilio de micropipeta,
em septos de borracha (ISCA Technologies) na quantidade de 100 pl da diluicdo de 10
mg/ml de AF ou FS separadamente. A impregnacédo dos septos de borracha foi realizada
em laboratério. Apds a aplicacdo no septo foi permitido que o solvente evaporasse
livremente mantendo os septos a temperatura ambiente. Posteriormente os septos foram
guardados em freezer até a utilizacdo em campo. O controle consistiu em septos
impregnados apenas com 100 pl de n-hexano. Para coloca-los no campo, os septos foram
protegidos por abrigos confeccionados com fundos de garrafa tipo PET, e presos
utilizando arame a uma estaca de madeira localizada no centro de cada parcela. O
estimulo visual consistiu em fitas amarelas (5 fitas/parcela) de tecido TNT dispostas entre
as fileiras de soja (doravante chamado de CA) (Figura 2). Cada fita tinha 10 cm x 6 m,
foram presas a barbantes amarrados a 4 estacas de madeira colocadas nos vértices da
parcela (Figura 2). Foi testada previamente a atratividade de T. podisi pela cor do tecido

em teste de dupla escolha realizado em laboratdrio. Nas parcelas contendo a combinagéo
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entre os tratamentos AF e CA (doravante chamado de AFCA) e de FS e CA (doravante
chamado de FSCA), os tratamentos foram organizados nas parcelas como descrito
anteriormente para cada tratamento separadamente. Nas parcelas contendo a combinagéo
de AF, FS e CA (doravante chamado de MIX) os tratamentos foram organizados na
parcela como ja descrito, e os semioquimicos (AF e FA) foram colocados em diferentes
septos de borracha, para evitar alguma interacdo indesejavel entre os compostos, e

cobertos pelo mesmo abrigo de garrafa PET.

Tabela 1. Tratamentos combinados e isolados utilizados nos experimentos em campo e

seus respectivos nimeros de repeticoes.

Tratamentos n° de parcelas

AF 3
FS

CA

AF + CA

FS + CA

AF + FS + CA (MIX)
Controle

W N W WwWwww
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Figura 2. Fitas amarelas (tratamento CA) em parcela de soja.

Desenho experimental

Os tratamentos e o controle (Tabela 1) foram distribuidos aleatoriamente por
sorteio nas parcelas, e em cada experimento um sorteio novo foi realizado. Foram
realizadas trés repeticdes para cada tratamento e controle, no entanto, as parcelas com
todos os tratamentos combinados (MIX) foram repetidas 2 vezes por falta de espago na
area experimental. Para a avaliacdo do parasitismo foram distribuidos aleatoriamente e
semanalmente em cada parcela, 3 cartelas (cartolina de cor verde de 4 cm x 4 cm) com
ovos de E. heros (ovos sentinela). Os ovos provenientes da coldnia de laboratério e
coletados diariamente (< 24 h apds oviposi¢do) foram colados com goma arabica e
cobertos com fild (3 cm x 3 cm) para evitar que fossem retirados da cartela por predadores
(Figura 3). Em cada cartela foram colados 50 ovos, totalizando 150 ovos por parcela.

Cada cartela com ovos sentinela foi coberta por um “guarda-chuva” confeccionado com
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fundo de garrafa tipo PET, servindo de abrigo contra a chuva (Figura 3). Os ovos sentinela
e 0 abrigo foram amarrados com barbante a uma planta de soja. Os ovos ficaram expostos
por 3 dias (sexta-feira a segunda-feira) e em seguida coletados e transportados ao
laboratdrio, onde foram acondicionados em tubos de ensaio de vidro (7 cm x 1 cm de
diametro) tampados com um chumaco de algoddo e mantidos em sala climatizada, com
as mesmas condi¢cOes que aquelas para a criagdo dos insetos descritas previamente, para
avaliar a emergéncia de parasitoides.

A comunidade de parasitoides de ovos foi monitorada semanalmente por meio de
armadilhas adesivas amarelas Biotrap® (BioControle Métodos de Controle de Pragas
Ltda.). No primeiro experimento, uma armadilha adesiva amarela, com 24 x 15 cm, foi
posicionada no centro de cada parcela. No segundo e terceiro experimentos foram
distribuidas aleatoriamente na parcela 3 cartelas adesivas com 15 x 12 cm. Essas
armadilhas ficaram expostas por 4 dias (segunda-feira a sexta-feira) em campo e em
seguida transportadas para o laboratério. Fémeas e machos de T. podisi foram

identificados, os parasitoides de outras familias foram apenas quantificados.

Para o monitoramento e estimativa da abundancia e riqueza de percevejos, foi
realizada a técnica do pano de batida semanalmente. O pano de batida consistiu em um
retdngulo plastico vinilico flexivel com aproximadamente 1,00 m x 0,70 m, preso nas
laterais a cabos de madeira. Foram identificadas a espécie e o estagio dos percevejos e
depois foram devolvidos para a parcela. Foram realizadas 3 amostragens aleatorizadas

por parcela semanalmente.
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Figura 3. (A) Cartela com ovos sentinela coberta por fil6. (B) cartela com ovos sentinela

com abrigo feito com fundo de garrafa tipo PET, amarrados em uma planta de soja.

Experimentos de liberagdo e recaptura: capacidade de deslocamento dos
parasitoides e atratividade dos estimulos

Area

Os experimentos foram realizados no campo experimental da Embrapa Cenargen

(15°43°50”S e 47°53°59”W) entre dezembro de 2020 e o inicio de janeiro de 2021.

Experimentos prévios para determinar a distancia de deslocamento do parasitoide

Dois experimentos foram realizados previamente ao teste de atratividade dos
estimulos, num deles utilizaram-se estacas de madeira e no outro plantas de soja. Ambos
foram conduzidos para avaliar a capacidade de deslocamento de T. podisi e determinar as
distancias utilizadas nos testes de atratividade. As distancias avaliadas foram organizadas
em “cruz” (Figuras 4 ¢ 6). No centro da arena em “cruz” foi colocada uma estaca onde

300 fémeas de T. podisi foram liberadas (Figuras 4 e 6), em cada repeti¢do. As distancias
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avaliadas foram 0,5, 1, 2, 4, 5 m a partir do ponto central, demarcadas por estacas ou
plantas de soja (4 em cada distancia) em forma de cruz considerando os 4 principais
pontos cardeais. As plantas de soja foram produzidas em sacos de plantio de 5 I. Foi
utilizada a variedade de soja BRS 7880, e 0 solo foi adubado com NPK 4-14-8. As plantas
foram utilizadas quando estava no estagio V4 a V6. Nas estacas ou nas plantas foram
colocadas as cartelas com ovos sentinela frescos que serviram para amostragem do
deslocamento dos insetos. Adicionalmente foram colocadas a 10 m do ponto central oito
estacas (quatro nos principais pontos cardeais e quatro intermediarias entre eles) onde se
acondicionou uma armadilha adesiva amarela. Na estaca central foi colocado um frasco
de cultura para tecido de 25 cm®(Biomedicals® ICN; MP Biomedicals, Irvine, California),
com 300 fémeas de T. podisi proveniente da criacao de laboratério (Figuras 5 e 7). As
fémeas estavam alimentadas e acasaladas, porém, sem experiéncia de oviposi¢do. Esses
experimentos foram repetidos 5 vezes em cada desenho. Os ovos sentinela, as cartelas
adesivas e os parasitoides foram liberados no experimento de 6:00 as 7:00 horas da
manhd. Depois de 24 horas, 0s ovos e as cartelas foram retirados do campo. Os

experimentos foram realizados com intervalos de 24 h entre cada repeticéo.
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Figura 4. Arena para o experimento de deslocamento em parcelas com estacas, nas
distancias de 0,5, 1, 2, 4, 5 metros com ovos sentinela e 10 metros com cartelas adesivas

amarelas. AL=area de liberacdo de fémeas de Telenomus podisi.

Figura 5. (A) cartela com ovos sentinela junto ao abrigo de garrafa PET amarrada com
barbante a uma estaca. (B) frasco de cultura para tecido com fémeas de Telenomus podisi,
preso com fita crepe na estaca central.
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Figura 6. Arena para o experimento de deslocamento em parcelas com plantas de soja,
nas distancias de 0,5, 1, 2, 4, 5 metros com ovos sentinela e 10 metros com cartelas

adesivas amarelas. AL=area de liberagdo de fémeas de Telenomus podisi.

Figura 7. (A) cartela com ovos sentinela junto ao abrigo de garrafa PET amarrada com
barbante a uma planta de soja. (B) frasco de cultura de tecidos com fémeas de Telenomus
podisi, preso com fita crepe na estaca central. A foto mostra 0 momento da liberagdo dos
insetos.
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Experimentos para avaliar a atratividade de semioquimicos e estimulos visuais

Tratamentos

Os semioquimicos utilizados nestes experimentos foram AF e FS ambos na
dosagem de 1 mg/septo, preparados segundo o descrito previamente e colocados
separadamente em septos de borracha. Os septos foram amarrados em plantas de soja com
um arame. O estimulo visual consistiu em um atrativo amarelo (doravante chamado de
CA), elaborado com um cartdo plastico com aproximadamente 30 cm x 25 ¢cm preso a
uma estaca de plastico e fincado no solo proximo ao caule da planta (Figura 8). A
atratividade de T. podisi pelo material plastico amarelo foi avaliada previamente em teste
de dupla escolha realizado em laboratério. Foram realizados 4 experimentos, no primeiro
foram testados o AF, FS e CA separadamente; no segundo teste foram avaliados 0s
semioquimicos AF e FS separadamente e combinados; no terceiro teste foram avaliados
0 AF e CA separadamente e combinados; no quarto teste foram avaliados o FS e CA
separadamente e combinados (Tabela 2). Nos tratamentos com combinacfes de
semioquimicos, cada septo foi impregnado com cada composto separadamente, para
evitar alguma interacdo indesejavel entre os compostos. Todos os experimentos foram
repetidos 3 vezes e cada tratamento avaliado nos diferentes testes também foi replicado 3

vezes (tabela 2). O controle consistiu em uma planta de soja sem nenhum tratamento.

Tabela 2. Tratamentos combinados e isolados utilizados nos experimentos de

atratividade e seus respectivos numeros de repetigoes.

. n° de n° de cada tratamento
Experimento Tratamentos -
repeti¢oes por arena
1 AF 3 3
FS 3
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CA 3
Controle 3
AF 3
5 FS 3 3
AF + FS 3
Controle 3
AF 3
3 CA 3 3
AF + CA 3
Controle 3
FS 3
4 CA 3 3
FS + CA 3
Controle 3

Figura 8. (A) planta de soja com um semioquimico impregnado no septo (circulado em
vermelho). (B) planta de soja com o tratamento visual feito de cartdo plastico amarelo.

Desenho experimental

Foi utilizado o mesmo desenho experimental em todos os 4 experimentos de
atratividade. As dimensdes das arenas experimentais foram baseadas nos resultados dos
experimentos realizados previamente. As arenas foram formadas por 12 sacos com
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plantas de soja distribuidas em forma equidistante (60 cm de distancia entre cada planta)
num circulo com didmetro de 2,80 m, distante a 1,4 m do ponto central da arena. No
centro do circulo foi colocada uma estaca de madeira que serviu como ponto de liberacédo
de 150 fémeas de T. podisi (Figura 9), proveniente da criacdo de laboratdrio, todas
alimentadas e acasaladas, porém, sem experiéncia de oviposi¢cdo. As fémeas de
parasitoide foram colocadas em um frasco de cultura para tecido de 25 cm? (Biomedicals®
ICN; MP Biomedicals, Irvine, California), preso com fita crepe na estaca central (Figuras
9). Os tratamentos foram distribuidos sequencialmente (Figuras 10) conforme descrito na
Tabela 2. Todas as plantas receberam uma cartela com 30 ovos sentinela, junto ao abrigo
de garrafa PET, amarrada com barbante, para a avaliacdo das taxas de parasitismo
associada aos diferentes tratamentos e controle. Para avaliar a abundancia/recaptura de
parasitoides foram colocadas a 1 m de distancia de cada planta (2,4 m do ponto central da
arena) uma estaca de madeira com uma armadilha adesiva amarela Biotrap® (BioControle
Métodos de Controle de Pragas Ltda.) medindo 15 x 12 cm (Figura 9). Os ovos sentinela,
as cartelas adesivas e os parasitoides foram liberados na arena de 6:00 as 7:00 horas da
manha. Depois de 24 horas, 0s ovos e as cartelas foram retirados do campo. As cartelas

com ovos foram colocadas em tubetes de vidro e mantidas em sala climatizada. Os

experimentos foram realizados com intervalos de 48 h entre cada repeticéo.
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Figura 9. Arenas para 0s experimentos de atratividade dos estimulos com liberagéo e
recaptura de Telenomus podisi.

(A) (€
a-farneseno A 2.610-trimetil
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A 2,6,10-trimetil v v metila
? > trads::anoato e ? Cartao amarelo
@) metila ?
v Cartao amarelo
(B) (D)

A a-fameseno A o-fameseno
? f Cartao amarelo ? f A 2.6.10-trimetil
<D ? tridecanoato de
% ['] ? metila
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Figura 10. Esquema da distribuicdo de tratamentos para o experimento de atratividade
dos estimulos, onde foi avaliada a influéncia do (A) o-farneseno (AF), 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila (FS) e a cor amarela (CA) separadamente no comportamento de
Telenomus podisi. (B) AF e CA separadamente ou em conjunto. (C) FS e CA

separadamente ou em conjunto. (D) AF e FS separadamente ou em conjunto.

Analises estatisticas

Tendo em vista que todas as variaveis testadas diferiram significativamente entre
os diferentes experimentos realizados, optou-se por realizar as analises separadamente
para cada um dos experimentos. Portanto, para testar se os tratamentos afetaram a
abundancia de parasitoides e de T. podisi foi ajustado um Modelo Misto Linear (LME),
usando o método de maxima verossimilhanca (ML). Neste modelo, a abundéncia total
dos parasitoides em cada parcela em cada estagio da fenoldgico da cultura, assim como a
abundancia total de T. podisi em cada estagio fenoldgico da cultura foram utilizadas como
variaveis resposta e 0s tratamentos como variavel explicativa. O estagio fenoldgico da
soja e a identidade das parcelas foram incluidos como variaveis aleatorias. Para cada
variavel resposta foi ajustado um modelo separadamente. A significancia das variaveis
foi verificada através de uma ANODEV com um teste-F. As diferencas entre os niveis
das variaveis foram testadas por uma analise de contraste de modelos. Por fim, foi
realizada uma analise de residuos para verificar a qualidade do modelo ajustado (Crawley
2007). A mesma abordagem foi utilizada para avaliar se o parasitismo dos ovos sentinela
diferiu entre os tratamentos em cada um dos experimentos separadamente. Nessa analise,
0 numero total de ovos parasitados por parcela (soma dos ovos parasitados por parcela

em cada estagio fenoldgico da soja) foi utilizado como variavel resposta.

Para avaliar como o controle biol6gico em geral contribui para a mortalidade dos
ovos sentinela foi realizada uma outra analise considerando 0s ovos parasitados e 0s 0vos
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predados em cada um dos experimentos separadamente. Somou-se ao humero de ovos
parasitados 0 nimero de ovos predados em cada parcela para obter a proporcao de ovos
mortos por controle bioldgico. Ao adotar este procedimento, foi possivel observar como
a mortalidade por controle bioldgico (parasitismo + predacdo) variou entre 0s
experimentos. Como foram observados outros fatores de mortalidade atuando de forma
conjunta a predacéo e ao parasitismo ao longo dos experimentos, foi avaliado como esses
fatores em conjunto contribuiram para a mortalidade total observada dos ovos sentinela.
Para isso, foi considerada a mortalidade causada por fatores bidticos (parasitismo,
predacdo e ninfas malogradas) e abidticos (ressecamento) em conjunto. Os 0vos
ressecados foram considerados aqueles completamente murchos e desidratados. Foi entdo
ajustada uma regressao linear multipla entre a mortalidade total observada e a mortalidade
parcial causada por cada fator de mortalidade separadamente, seguindo o método
proposto por Frizzo et al. (2020). A contribuicdo de cada fator de mortalidade para o
modelo foi quantificada com a funcdo Img do pacote relaimpo (Gromping 2006). Essa
funcéo calcula a contribuicdo de cada variavel preditora para o R? total observado na
regressdo multipla. Nessa l6gica, o fator é possivel observar a contribuicdo e importancia
relativa de cada fator de mortalidade para a mortalidade total observada (Frizzo et al.

2020).

Para avaliar se a abundancia de espécies de percevejos varia entre 0s trés
experimentos, foi ajustado um Modelo Misto Linear (LME), usando o método de maxima
verossimilhanga (ML), conforme descrito anteriormente. Contudo, nessa analise foi
verificado se a abundancia de percevejos (variavel resposta) variou entre as espécies
(variavel explicativa). O estagio fenologico da soja e a identidade das parcelas foram

utilizados como fatores aleatérios no modelo. Para essa analise, os dados foram
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logaritimizados para diminuir as diferencas das espécies entre 0s anos e torna-las mais

comparaveis entre 0s experimentos.

Para avaliar o efeito dos tratamentos no parasitismo de ovos por T. podisi em
diferentes distancias nos testes em arenas, foi ajustado um GLM com distribuicédo
binomial negativa, devido a sobredispersdo dos dados. Foi adotado o mesmo
procedimento descrito para os modelos mistos descritos acima. Porém, a significancia
dos modelos foi acessada com uma Anélise de Deviance com um teste Chi. O nimero
total de ovos parasitados nas diferentes distancias ou o numero total de parasitoides nas
armadilhas em cada distancia foram considerados como variavel resposta e as distancias
da area de liberacdo ou os tratamentos foram utilizados como variaveis explicativas. Para
cada conjunto de varidvel resposta e explicativa em cada um dos experimentos realizados,
foi ajustado um GLM separadamente. Demais procedimentos seguiram conforme descrito
acima. Todas as andlises foram realizadas utilizando o software R (R Development Core

Team, 2017) a um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Experimento em parcelas experimentais

A abundancia dos parasitoides diferiu entre o0s tratamentos no primeiro
experimento (F=2,47; g.l.= 6, P=0,0297), no segundo (F=5,51, g.l.= 6, P<0,0001), mas
ndo no terceiro experimento (F=0,52; g.l.= 6, P=0,7921). Com exce¢do do terceiro
experimento os tratamentos afetaram negativamente a atracéo dos parasitoides em campo.
Apenas o tratamento AF (experimento 1) e FS foram semelhantes ao controle quanto a
atracdo dos parasitoides (Figura 11ACE). Diferente do observado para os parasitoides em

geral, a abundancia de T. podisi ndo foi afetada pelos tratamentos no primeiro
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experimento (F=0,51; g.l.= 6, P=0,7991), no segundo experimento (F=1,08; g.l.= 6,

P=0,3824) e no terceiro experimento (F=1,35; g.l.= 6, P=0,2488) (Figura 11BDF).
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Figura 11. Abundancia (media + SE) de parasitoides totais (ACE) e Telenomus podisi
(BDF) em funcdo do tratamento e do experimento. (A) abundancia total de parasitoides
no experimento 1, (C) no experimento 2, e (E) no experimento 3. (B) abundancia de T.
podisi no experimento 1, (D) no experimento 2, e (F) no experimento 3. (AF) a-farneseno;
(FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila; (CA) cor amarela; (AFCA) a-farneseno junto
a cor amarela, (FSCA) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila junto a cor amarela; (MIX)
combinacdo de AF, FS e CA; (CTRL) Controle. Letras distintas indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.
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Foi observado que T. podisi foi 0 Unico parasitoide responsavel pelo parasitismo
observado nos ovos sentinela em todos os experimentos. Apesar disso, a taxa de
parasitismo ndo variou entre os tratamentos no primeiro experimento (F=0,91; g.l.= 6,
P=0,7991), mas variou entre os tratamentos do segundo (F=32,84; g.l.= 6, P<0,001) e
terceiro experimento (F=22,68; g.l.= 6, P<0,0001). Apenas os tratamentos AF e FS
incrementaram o parasitismo em relagdo ao controle apenas no segundo experimento
(Figura 12). Dentre esses, apenas AF ndo interferiu negativamente na taxa de parasitismo
dos ovos sentinela em nenhum dos experimentos, tendo no maximo um efeito neutro. Ja
os demais tratamentos tiveram um efeito neutro ou negativo dependendo do experimento.
Ainda assim, a resposta do parasitismo aos tratamentos é bastante varidvel entre os

experimentos (Figura 12).
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Figura 12. Parasitismo (media + SE) de ovos sentinela de Euschistus heros em relagéo
aos tratamentos e aos experimentos. (AF) a-farneseno; (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato
de metila; (CA) cor amarela; (AFCA) a-farneseno junto a cor amarela, (FSCA) 2,6,10-
trimetil tridecanoato de metila junto a cor amarela; (MIX) combinacéo de AF, FS e CA;

(CTRL) controle. (A) primeiro experimento, (B) segundo experimento e (C) terceiro

112



experimento. Letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os

tratamentos.

A taxa de predacdo foi alta e maior que o parasitismo dos ovos no primeiro e
terceiro experimentos, o que pode ter mascarado os resultados para taxa de parasitismo
em fungdo dos tratamentos. Porém, no experimento com menor predacdo e maior
parasitismo, foi observada a influéncia positiva de AF e FS na taxa de parasitismo dos
ovos (Figuras 12, 14, 15). A anélise de proporcdes revelou que as causas de mortalidade
parciais dos ovos sentinela variaram entre os campos. Foram observadas duas causas de
mortalidade por controle bioldgico, o parasitismo por T. podisi e também a predacgéo por
formigas e ortopteros (Figura 13). No primeiro campo, o parasitismo foi responsavel por
1,8% das mortes dos ovos, enquanto a predacdo foi responsavel por 99% das mortes. No
segundo campo o parasitismo causou 53% das mortes dos ovos e a predacdo responsavel
por 47%. No terceiro campo a proporcao de parasitismo voltou a diminuir, chegando a

8% das causas de morte por controle bioldgico em comparacéo a 92% de mortes causadas

por predacéo.

Figura 13. Cartelas de ovos sentinela com predacao de (A) formigas e (B) um ortoptero.
(C) ovos completamente desalojados por ortopteros.
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dos ovos sentinela de Euschistus heros.

A anélise de regressdo multipla revelou que as causas totais de mortalidade dos
ovos sentinela (por controle bioldgico, causas abitticas e mortalidade natural do
hospedeiro) também variaram entre os experimentos, confirmado o padrdo descrito
anteriormente de forma quantitativa. Isso ocorreu, pois, a mortalidade total é composta
pelos valores parciais de mortalidade por cada um dos fatores de mortalidade avaliados
no experimento. No primeiro experimento, o parasitismo explicou menos de 5%, a
predagdo explicou aproximadamente 30% da variagdo na mortalidade. No entanto, a
principal causa de mortalidade foi o0 ressecamento dos ovos, que explicou
aproximadamente 65% da variagdo dos valores de R? (R?=0,9997, g.l.=3, F=7,623,
P<0,0001) (Figura 15). Esses valores variaram para 0s demais experimentos, sendo que
no experimento 2, o parasitismo foi mais importante do que a predacao, explicando 10%
e 9% da variacdo na mortalidade, respectivamente. Ainda assim, nesse experimento o
ressecamento dos ovos foi novamente a principal causa da mortalidade dos ovos,
explicando 77% da variagdo dos valores de R? (R?= 0,9996, g.1.=3, F=6,77, P<0,0001)

(Figura 15). No terceiro experimento a predacdo dos ovos foi responsavel por explicar
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50% da variagdo dos valores de R?, seguido do ressecamento dos ovos (26%). O
parasitismo explicou 11% da variacdo na mortalidade, sendo a menor porcentagem de
mortalidade nesse experimento (R?= 0,9981, g.1.=3, F=1,022, P<0,0001) (Figura 15).
Esses resultados indicam que os fatores bidticos e abidticos foram responsaveis pela
mortalidade dos ovos e que os fatores chave de mortalidade causados por agentes de
controle biologico (e.g. parasitoides, formigas, ortopteros) variam de importancia entre

0S experimentos.
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Figura 15. Importancia relativa dos fatores individuais de mortalidade dos ovos sentinela
de Euschistus heros em campo, para o R? da regresséo linear mdltipla, no (A) primeiro

experimento, (B) segundo experimento, e (C) terceiro experimento.
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Quanto a abundancia dos percevejos houve diferenca significativa entre as
espéecies no experimento 1 (F=3,24, g.l.=7, P=0,0078), no experimento 2 (F=20,79,
0.1.=7, P<0,0001) e no experimento 3 (F=4,24, g.1.=7, P=0,0013). Foram amostradas 8
espéecies de pentatomideos no total. Dentre essas E. heros, Piezodorus guildinii
(Westwood, 1837) e Chinavia sp. (Orian) foram as mais abundantes, independente do
experimento (Figura 16). Em todas os experimentos E. heros foi a espécie mais
abundante, as demais espécies variam a abundancia entre os experimentos, mas P.
guildinii e Chinavia sp. estavam sempre entre as mais abundantes depois de E. heros

(Figura 16).

116



N2 de individuos
[=a]

)
——

—1—
o

Eh Pg Ch Ed Nv  Dm Df Oe

Espécies
(B)
12
v 10 d
5 |
T 8 J
2
E 6
w
3 af | v
zZ 2 : b b
T I T C
; e D
Eh Pg Ed Ch Dm Oe Df Nv
Espécies
(C)
12

N2 de individuos
[=)]

a 3
il—I—l ab b
0 ||+

Eh Ch Pg  Dm Nv Ed Oe Df

Espécies
Figura 16. Abundancia (media + SE) das espécies de percevejos pentatomideos. Eh:
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(Fabricius), Dm: Dichelops melacanthus (Dallas, 1851), Df: Dichelops furcatus

117



(Fabricius), Oe: Oebalus sp., Nezara viridula (L.). Letras distintas indicam diferencas

significativas (P<0,05) na abundancia entre as espécies.

Experimentos de liberagdo e recaptura: capacidade de deslocamento dos

parasitoides e atratividade dos estimulos

Os resultados para o teste de deslocamento mostraram que o parasitoide se
deslocou a distancias maiores nas plantas do que nas estacas (Figura 17). Os ovos
sentinela foram mais parasitados quando colocados em plantas a distancia de 0,5 m do
ponto de liberagdo (yx°=-4,101, df=4, P<0,001), no entanto, foram encontrados ovos
parasitados nas distancias até 5 m do ponto de liberacdo dos parasitoides (y“=-2,067, df=4,
P=0.1902) (Figura 17). Nas estacas, 0s parasitoides se deslocaram a no maximo 1 m,
sendo encontrados igualmente nas duas primeiras distancias avaliadas (y°=-0,620, df=4,
P=0,962) (Figura 17). Ndo houve diferenca na recaptura de T. podisi em cartelas adesivas
a 10 m nas plantas (n 21) e nas estacas (n 13) (x>=83,331, df=1, P=0.1681). O que indica

que os parasitoides podem se deslocar até pelo menos 10 metros do ponto de liberacgéo.
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Figura 17. Numero médio (média + SE) de ovos parasitados por repeticdo em relagcdo as
distancias em experimentos (A) realizado em estacas, (B) experimento realizado em
plantas de soja. Letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre as

distancias.

Nos experimentos de atracéo por estimulos foi observado o efeito dos tratamentos
apenas no teste 3, sendo maior o parasitismo dos ovos associados ao controle (y“=28,775,
df=3, P=0,0133) (Figura 18). Nao houve efeito dos tratamentos na abundéncia (inseto por
cartela adesiva) de T. podisi ou qualquer outro parasitoide, com exce¢do para o teste 2
(AF e CA), sendo observada maior abundancia de T. podisi no controle (x>=2,148, df=3,

P=0,0317).
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Figura 18. Parasitismo (media = SE) de ovos de Euschistus heros por Telenomus podisi
em quatro testes distintos. (A) teste 1 (CA, AF, FS separadamente); (B) teste 2 (AF e CA
juntos ou separados); (C) teste 3 (FS e CA juntos ou separados); (D) teste 4 (AF e FS
juntos ou separados). (AF) a-farneseno; (FS) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila;
(CA) cor amarela; (AFCA) a-farneseno junto a cor amarela; (FSCA) 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila junto a cor amarela; (AFFS) combinacdo de AF e FS; (CTRL)

Controle. Letras distintas indicam diferencas significativas (P<0,05) entre as distancias.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo de campo a avaliar o efeito das combinacGes de diferentes
semioquimicos junto a um estimulo visual, na abundancia de parasitoides da familia
Scelionidae e no parasitismo de ovos, bem como, para a populagéo de seus hospedeiros
pentatomideos. De modo geral, a abundéncia total de parasitoides e de T. podisi ndo foi

afetada positivamente por nenhum tratamento, assim como a populagdo de percevejos.
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Foram identificadas 8 espécies de percevejos e E. heros sempre foi mais abundante em
todas os experimentos, no entanto, 0 numero de percevejos foi baixo. Os ovos foram
parasitados unicamente por T. podisi, possivelmente por ser o Scelionidae mais abundante
em ovos de E. heros em cultura de soja (Yeargan 1979; Corréa-Ferreira e Moscardi 1996;
Tillman 2010). Apenas os tratamentos AF e FS incrementaram o parasitismo em relagédo
ao controle. No entanto, apenas AF néo interferiu negativamente na taxa de parasitismo
nos trés experimentos. Apesar disso, 0 parasitismo ndo foi a principal causa de controle
bioldgico, sendo superior a predacdo apenas no segundo experimento. Quanto aos fatores
totais de mortalidade dos ovos, o ressecamento foi geralmente maior, seguido da predacédo
e do parasitismo. Quanto aos testes de liberacdo e recaptura, foi observado que a
capacidade de deslocamento com parasitismo é maior na presenca das plantas, chegando
até 5 m de distancia. Adicionalmente, os parasitoides foram capturados em cartelas
adesivas a 10 m dos pontos de liberacdo (experimentos com planta e com estaca). De
modo geral, ndo houve efeito dos tratamentos no parasitismo e na abundancia de T. podisi
e demais parasitoides nos testes que avaliaram a atratividade dos estimulos em arenas de

curta distancia até 2,40 m dos pontos de liberacdo dos parasitoides.

N&do foram observadas uma maior atratividade e maiores taxas de parasitismo
guando 0s semioquimicos estavam associados ao estimulo visual (combinagdo
multimodal), como proposto na hipotese deste trabalho. Entretanto, este resultado se
alinha a hipotese de que para os parasitoides as primeiras etapas de forrageamento sdo
baseadas em estimulos unimodais, como o0s volateis de plantas induzidos por herbivoria
(VPIH) (Aartsma et al. 2019), e posteriormente utilizariam a integracdo multimodal de
diferentes estimulos para diminuir as incertezas ambientais favorecendo o encontro do
hospedeiro (Aartsma et al. 2019; Partan e Marler 1999). Nesse sentido, os tratamentos

unimodais atuariam atraido o parasitoide a longas distancias e quando o inimigo natural
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estad no habitat do hospedeiro (e.g. planta de soja) os estimulos de curtas distancias seriam
utilizados de forma multimodal. No entanto, a partir de resultados anteriores (capitulo 1),
aparentemente T. podisi também ndo responde a estimulos multimodais a curtas
distancias. Testes futuros devem ser conduzidos para avaliar como os estimulos atuam e
se integram no cérebro de T. podisi, para a compreensao da atuacdo dos sinais quimicos

e fisicos a nivel fisiologico.

Os tratamentos que incrementaram o parasitismo de T. podisi foram os
semioquimicos AF e FS. Esse resultado corrobora o observado previamente em testes de
laboratério e em experimentos de campo, onde foi observada a atratividade dos
parasitoides por esses tratamentos (Borges et al. 1998b, 1999; Michereff et al. 2013, dados
ndo publicados). Entretanto, é a primeira vez que foi observado o aumento do parasitismo
relacionado a estes estimulos (AF e FS). No entanto, o efeito positivo de AF e FS nas
taxas de parasitismo foi observada apenas no experimento 2, isso pode ser explicado, em
parte, pelo fato de que nos demais experimentos houve uma alta taxa de ovos predados.
A predacdo pode ter mascarado os resultados das taxas de parasitismo em funcédo dos
tratamentos. Porém, no experimento onde o parasitismo foi maior que a predacao,
observou-se a influéncia de AF e FS, sendo um indicio da atuacao desses semioquimicos.

Portanto, quando avaliada apenas as taxas de mortalidade dos ovos por controle
bioldgico, foi observado que o parasitismo chegou a 53% no segundo experimento, no
entanto, nos demais experimentos representou menos de 10% das mortes dos ovos.
Apesar da evidente importancia de parasitoides como agentes de controle bioldgico de
percevejos pentatomideos (Zerbino e Panizzi 2019), e de ter sido observada a influéncia
de semioquimicos na atracdo e retencdo desses inimigos naturais, tanto a abundancia
quanto o parasitismo dos ovos foram baixos, o que diverge bastante de outros trabalhos

que verificaram altas taxas de parasitismo em ovos de pentatomideos em campo (Corréa-
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Ferreira e Moscardi 1996; Medeiros et al. 1997; Pacheco e Corréa-Ferreira 2000; Bueno
et al. 2020). No entanto, Corréa-Ferreira e Moscardi (1996) e Bueno et al. (2020) fizeram
a liberacdo de inimigos naturais em areas agricolas, visando o controle biol6gico
aumentativo. A producdo de parasitoides de ovos de percevejos pode ser uma barreira
para aimplementacdo do controle bioldgico destas pragas no Brasil. No entanto, empresas
nacionais e estrangeiras com representacao no pais vem aumento seu portfolio de agentes
de controle. Em relacdo a T. podisi recentemente foi aprovado pelo MAPA o uso dessa
espécie na agricultura organica como agentes macrobioldgicos de controle (Togni et al.
2019), sendo hoje uma espécie produzida e comercializada no pais (Koppert Biological

Systems).

As demais causas de mortalidade dos ovos sentinela foram o ressecamento
seguido pela predacao. Estressores abidticos como a temperatura que causa desidratacédo
é provavelmente um dos fatores de maior impacto na sobrevivéncia de ovos de insetos
(Farnesi et al. 2017; Guerra-Grenier et al. 2021; Ogburn et al. 2021). Em 2020 foram
observadas as maiores perdas de ovos por desidratacdo, o que pode ser explicado por
veranicos durante fevereiro e marco. Outra causa pode ter sido a maior exposi¢do dos
ovos sentinela quando a soja estava menor, expondo 0s ovos a radiacao, e possivelmente
criando um bols&o de calor debaixo do abrigo feito de garrafa do tipo PET. No entanto,

essas séo consideracdes que devem ser testadas em campo.

A predacdo foi, de modo geral, a principal causa bidtica de mortalidade dos ovos
sentinela. A predacao de ovos de percevejos pentatomideos em campo foi observado por
diversos autores. Tillman et al. (2020) observaram que a predacdo de ovos de
Halyomorpha halys (Stal) na soja atingiu niveis muito elevados (90,3% a 96,3%). Esse
resultado se alinha a outros trabalhos, onde mais de 80% do controle biologico dos ovos

de H. halys foram provenientes da predacdo (Ogburn et al. 2016; Morrison et al. 2018).
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A predacéo foi também a causa da mortalidade de ovos de Euschistus servus (Say) e
Nezara viridula (L.) especialmente por formigas e ortopteros (Tillman 2010), sendo pra
N. viridula observada 18 espécies de insetos e 6 espécies de aranhas predadores (Stam et
al. 1987). Neste trabalho, a predacdo foi maior em relacdo ao parasitismo no primeiro e
terceiro experimentos, representando 30% e 50% das causas totais de morte dos ovos,
respectivamente. No segundo campo foi observada uma taxa similar entre esses fatores,
porém maior para o parasitismo, sendo de aproximadamente 10%, em comparacao a 9%
da predacdo, semelhante ao observado por (Vieira et al. 2014). Isso é importante, pois
mostra uma flutuacdo entre o parasitismo e a predacdo de ovos de percevejos
pentatomideos em area agricolas (Tillman 2010). Essa dinamica deve ser considerada em
programas de controle bioldgico, uma vez que predadores sdo benéficos como inimigos
naturais, mas podem causar a morte de outros agentes de controle biologico (Parra 2014).
Outra discussdo importante é que, aparentemente, cartelas de ovos sentinela sdo mais
vulnerdveis a predadores do que ovos postos naturalmente (Tillman et al. 2020).
Adicionalmente, ovos de H. halys postos naturalmente sdo mais parasitados do que ovos
sentinela, possivelmente pela presenca de cairomdnios na superficie dos ovos, que sdo

perdidos quando sdo manipulados previamente em laboratério (Jones et al. 2014).

Quanto aos resultados dos testes de liberacdo e recaptura realizado em arenas,
dado o baixo parasitismo em todos os tratamentos, é sugerido que a liberagcdo massal nao
implica em parasitismo dos ovos em curto prazo (24h), sendo possivelmente melhor
estabelecido depois de um periodo maior e/ou em mais geracdes do inimigo natural na
area. No entanto, isso devera ser testado em experimentos em campo. Adicionalmente,
foi observado que T. podisi tem a capacidade de dispersdo com parasitismo em distancias
de 5 m, e de dispersdo no ambiente para distancias maiores de 10 metros, segundo o

observado nas cartelas adesivas amarelas. Esse resultado se alinha ao observado para
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outros Scelionidae. Foti et al. (2019) observaram que o parasitoide T. basalis se desloca
a até 14 m, mas as taxas de parasitismo dos ovos sao maiores a 3 metros de distancia. Ja
0 parasitoide de ovos Gryon gallardoi (Brethes) tem uma capacidade de disperséo de 7,6
m/dia (Canto-Silva et al. 2006). Os parasitoides sdo importantes inimigos naturais de
percevejos pentatomideos pragas (Corréa-Ferreira e Moscardi 1996; Zerbino e Panizzi
2019). No entanto, neste trabalho foi observado que sua contribuicdo como agente de
controle biolégico de ovos sentinela de E. heros foi baixa. Ainda assim, ¢ importante
ressaltar que o parasitismo foi maior nas parcelas contendo semioquimicos relacionados
ao hospedeiro, mostrando a capacidade desse inseto de se orientar e escolher locais mais
adequados. Adicionalmente, é sugerido que sejam realizados testes futuros, em areas
experimentais e comerciais maiores, considerando a atuacdo desses semioquimicos junto
a liberacdo massal periddica de parasitoides. Possivelmente, essa sera uma estratégia de

sucesso no controle de percevejos pentatomideos.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Este trabalho enriquece o conhecimento acerca do comportamento de
forrageamento de Telenomus podisi. Foi possivel avaliar que existe uma dinamica
comportamental dos parasitoides a longas e curtas distancias mediada por estimulos direta
e indiretamente relacionados ao hospedeiro, e essa dindmica é bastante plastica e
complexa, ademais, causada por tomadas de decisdes rapidas. Foi possivel observar que
estimulos como a cor e o rastro tem papel crucial no encontro com o hospedeiro a curtas
distancias, e a longas distancias os volateis de plantas e o feroménio do hospedeiro tem

maior potencial em atrai-lo revertendo essa atracdo em parasitismo de ovos.

Telenomus podisi utiliza as informacBes de estimulos unimodais a curtas
distancias, e embora todos os estimulos avaliados sejam importantes durante o seu
forrageamento, o estimulo visual e o rastro foram sinais determinantes e influenciaram a
resposta do parasitoide a estimulos de outra natureza. Portanto, o parasitoide responde a
varios estimulos do ambiente e do hospedeiro, mas prefere aqueles estimulos mais
confiaveis e mais proximos ao seu micro-habitat. Assim como avaliado em testes de
curtas distancias, o parasitoide também utiliza informacdes unimodais para encontrar o
recurso a longas distancias. No entanto, a longas distancias os semioquimicos volateis
separadamente tem maior potencial em incrementar o forrageamento dos parasitoides
resultando em maiores taxas de parasitismo dos ovos dos hospedeiros em campo.
Adicionalmente, foi proposto um modelo das etapas de forrageamento de T. podisi
combinando comportamentos inatos e aprendidos. O modelo se baseou nas respostas do
parasitoide a estimulos diretamente e indiretamente relacionados aos ovos, que atuam a
longas e curtas distancias. O parasitoide tem atracdo inata por todos os estimulos

avaliados separadamente, mas quando foram contrastados entre si, de modo geral, ndo foi
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observada escolha por nenhum. No entanto, foi observado que o parasitoide é capaz
distinguir e prefere um estimulo confiavel que atua a curtas distancias em relacdo a um
estimulo detectavel de longas distancias. Porém a linearidade hierarquica dos estimulos

no forrageamento de T. podisi ndo foi observada.

As informacOes disponiveis nesta tese podem ser importantes quando
consideradas em estratégias de controle biologico conservativo de percevejos
pentatomideos. A utilizacdo de semioquimicos volateis atrativos aos parasitoides poderia
aumentar o recrutamento dos inimigos naturais e consequentemente aumentariam as taxas
de parasitismo de ovos em campo. Além disso, os testes realizados em laboratorio,
simulando o forrageamento de T. podisi em curtas distancias (i.e. micro-habitat do
hospedeiro), fornecem informacgdes cruciais sobre o padrdo comportamental dos
parasitoides numa menor escala e sem interferéncias ambientais favorecendo a

compreensdo de modelos tedricos e aspectos basicos do comportamento dos insetos.
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APENDICE

CAPITULO 1 - Material suplementar referente ao Capitulo 1
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Apéndice 1.1. Medidas de fotons refletidos pelo substrato amarelo seguida pela faixa do
espectro eletromagnético visivel. Os nUmeros posicionados sobre os picos em cada figura
representam a refletancia do comprimento de onda emitido por cada cor de substrato.
Adaptado de Aquino (2011).

Sinal origmal
PD: 1282.27+38.33
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N/n=16/3 em todos os parametros

Apéndice 1.2. Oscilograma representativo, caracteristicas temporais e frequéncia
dominante (média £ SE) do sinal original usado nos bioensaios. O oscilograma representa
seis pulsos de uma cancdo feminina (MS1). PD: duracdo do pulso; RT: tempo de
repeticdo; DF: frequéncia dominante. N = numero de pulsos, n = nimero de sinais
(individuos). Adaptado de Laumann et al. (2007).
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CAPITULO 2 - Material suplementar referente ao Capitulo 2
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Apéndice 2.1. Média = SE do tempo de residéncia (s) de fémeas de Telenomus podisi nos
tratamentos que consistiram em uma fita de tecido TNT amarelo (A) (x*= 5306,9, df=1,
P<0,001), e um cartdo amarelo plastico (B) (x>=4084,5, df=1, P<0,001) e seus respectivos
controles. * Diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05) por analise de
modelos lineares generalizados (GLM).
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