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RESUMO

Os parasitdides sdo importantes componentes dos ecossistemaeserre
atuando como controladores de populagdes de insetos herbivoros. A buscacedse
hospedeiros constituem etapas decisivas do ciclo vital destéssifga&ue asseguram
seu sucesso reprodutivo. O forrageamento das fémeas dos parasitdidasna série
de passos comportamentais sequenciais intermediados por estimultsrezarfésica
(visuais ou mecanicas), quimica (semioquimicos) ou bioquimica. O vobjediste
trabalho foi estudar a influéncia de caracteristicas fisigggmicas do hospedeiro nos
comportamentos de busca e selecdo dos parasitdides deTeleo®mus podise
Trissolcus basalisimportantes agentes de mortalidade de percevejos praga da soja.
Foram realizados experimentos utilizando substratos coloridos pandae sua
influéncia no comportamento de busca de hospedeiros. Os parasitoidesranmost
preferéncia inata por substratos de cor amarelo e secundariaretdge Esta resposta
nao foi modificada apds experiéncia de oviposicdo em substratosedentés cores,
indicando auséncia de aprendizado associativo em relacdo a cor tratculids
resultados sugerem que a resposta a cores de substratos obseavedeeksionada
com a orientagédo para a folhagem de plantas durante a busca dieimosp&m outra
etapa do trabalho foram estudados os comportamentos de reconhecimegitacéa
de hospedeiros quando os parasitéides utilizaram ovos de quatro edpgmesevejos
(Euschistus hergdNezara viridula Piezodorus guidliniie Chinavia ubicd. Neste caso
foram analisadas a influéncia de caracteristicas fisioasospedeiro. Os parasitdides
mostraram uma clara discriminacédo de hospedeiros parasitandots@wes daquelas
espécies de percevejos que maximizam seu sucesso reprodutivo.aEwdor
comportamentos de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros setaprasbem
estereotipados, foi observado que diferencas morfolégicas como tamémhmaalas
posturas e cor e ornamentacdo dos ovos sao importantes para idiféendos
hospedeiros. A Ultima etapa do trabalho foi dedicada ao estudo de estquirhicos
relacionados ao reconhecimento de hospedeiros. Extracfes quimicassddeE.
herosem diferentes solventes (acetona, metanol e diclorometano) e tdenpagacéo
(1, 4 e 24 h) revelaram que o solvente de maior polaridade utilizadmahdodi 0 mais
eficiente, extraindo maior quantidade de compostos que os obtidos nos owentesol

Adicionalmente o0s extratos metandlicos induziram no parasitdidepodisi 0s
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comportamentos de reconhecimento e tentativa de oviposi¢cao, quando os mesmos foram
aplicados em posturas artificiais, formadas com pérolas de videspdsta observada

no parasitoide resultou significativamente superior a observatta frieextratos obtidos

com outros solventes ou solventes aplicados individualmente nas péreidsod€®©s
resultados obtidos representam novas contribuicbes para o avanco do camtbedome
comportamento de forrageamento de parasitdéides da familia Scediofiddalhos
futuros devem orientar-se principalmente a identificacdo predts compostos
quimicos com acdo cairomonal, ao estudo das interacfes entre @stfisidos e
quimicos e a estabelecer a importancia dos mesmos tanto gsdiraular
comportamentos especificos quanto para identificar aqueles envolvidetec@osde

hospedeiros que maximizam o potencial reprodutivo dos parasitéides.

Palavras chaves: Parasitéides, comportamento, cor do substrato, morfologia do

hospedeiro, cairomoénios, percevejos.
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ABSTRACT

Insect parasitoids are main components of terrestrial ecosystemctionin as
regulators of insect herbivores populations. Search and selection cdrbodécisive
steps in the vital cycle because ensure the reproductive suceessitdids females
foraging include some behavioral steps mediated by physicala(visumechanics),
chemical (semiochemicals) or biochemical. The egg parasii@snomus podisand
Trisssolcus basali@re important as mortality agents of stink bugs that are pest on
soybean and some aspects of their behavior are unknown. The objecting wbitk
was study the influence of physical and chemical charatiteaf the host in the search
and selection behaviors of the egg parasitoldadenomus podisand Trissolcus,two
important mortality agents of stink bugs that are pest on soybblare were conducted
experiments using colored substrates to study their influentbeirhost searching
behavior. The parasitoids showed innate preference by yellow sabsteaid,
secondarily, by green substrates. This response was not modifegdoaiposition
experience on substrates of different colors, indicating absence of agedering in
relation to the colors of the substrate. The results suggeshéhedsponse to colour of
substrate observed could be related to the orientation to plantge®lhen search for
hosts. In other step of the work the host identification and acceptatiavibes when
the parasitoids used egg of four species of stink b&gschistus hergsNezara
viridula, Piezodorus guidliniie Chinavia ubicd were studied. In this case were
analyzed the physical characteristics of hosts. The parasiiidsved a clear
discrimination of host parasitizing eggs of stink bugs species nlaimize their
reproductive success. Although the host identification and acceptation doshaeire
stereotyped it was observed that, morphological differenceseaarsizshape of the egg
masses and egg color and ornamentation are important to hostndiidfisna. The last
stage of the work was dedicated to the study of chemical stiraeldted to the
recognition of host. Chemical extractions of eggs of the brown stigkEhtheros in
different solvents (acetone, methanol and dichloromethane) and extréiotes (1,4
and 24 h) showed that the more polar solvent, methanol, was morenéffesigacting
higher quantities of the compounds obtained when compared with the othenstsol
used. Besides methanolic extracts induced, in the para3it@ddisj the recognition
behavior and oviposition attempt, when they were applied on artifiggl reass,
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formed with glass beads. The parasitoid response was sigtlifidagher than the
observed when the glass beads were treated with extradiseobita others solvents or
solvents alone. The results obtained represent new contributions taltheca of
knoweldge of foraging behavior of Scelionidae wasps. Future works shoultbidy
principally, to accurate identification of the chemical compound$ \k#@iromonal
action, to the study of the interactions of chemical and phystoalli and establish
both their relevance to induce specific behaviors and to identifyhvéree related to the

selection of hosts that maximize the reproductive success of these parasitoids.

Key words: Parasitoids, behaviour, substratum colour, host morphology, kairomones,
stink bugs.
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INTRODUCAO

Os parasitdides s&o insetos que durante seus estagios imaturosceivem
parasitas de artropodes. Estes insetos participam na estratdeac@amunidades e no
controle da densidade populacional de insetos herbivoros em ecossistemstres
(Godfray 1994). Esta acdo depende da fémea do parasitdide encoptueasiar
satisfatoriamente o hospedeiro.

O processo de busca e selecdo de hospedeiros nos parasitéides conupneende
sequéncia de passos que envolvem desde a localizagdo do habitatatdecimento,

a aceitacado e a adequacao do hospedeiro (Alphen van & Vet 1986; Vinson &88; St
& Van Loon 2002).

Estimulos fisicos e quimicos servem como guia orientando o patasitéi
busca de hospedeiros (Vinson 1985; Godfray 1994). Essas pistas alterdram g
movimentacdo da fémea do parasitdéide provocando um comportamento taxico, de
orientacéo a fonte de estimulos, ou quinético, alteracdo do padrao deem@gido do
inseto (Vilella & Della Lucia 2001).

Considerando o tamanho do parasitdide, o encontro de um hospedeiro em
ambientes com variacfes temporais e espaciails e com uma ganedade de
estimulos representa um enorme desafio, especialmente para osligae @womo
hospedeiros ovos de insetos.

Os insetos herbivoros depositam seus ovos em diversos ambientes: sob
superficie de plantas, rochas, solo, podendo ficar expostos ou escondigosdeAlé
serem seésseis € muitas vezes pouco aparentes, por estaregiugeote diferentes
maneiras, 0s ovos de insetos também se caracterizam pelam&sao de substancias
quimicas volateis (Vinson 1998). Adicionalmente, os ovos alteram sua cQ&@osi
rapidamente, passando de simples recursos nutricionais, vitelo, a;éarmos tecidos
do embrido do inseto. Isto pode modificar a susceptibilidade ao ataquminpigos
naturais (Fatouros et al. 2008), os que dispdem de curtos espacopdejamelas de
vulnerabilidade segundo Vinson (1998), para o ataque e uso eficiente dos hospedeiros.

Considerando estes aspectos fica evidente que para insetos pasadiadides
€ crucial possuir estratégias de busca e selecdo de hospepigrosaximizem o
encontro dos mesmos no menor tempo possivel e que as mesmas sejantesnénte

plasticas para se adaptarem as mudancas ambientais.



Os estimulos que carregam informacdo devem possuir duas datiaee
confiabilidade, indicando com precisao a localizacdo e identidade do hospede
detectabillidade, facilidade de descobrir ou detectar o estimula isolver o
problema da confiabilidade/detectabilidade, diferentes estratégihisiram: 1) desvio
infoquimico, 2) sinomoénios induzidos por herbivoria e 3) aprendizagem associativa
(Vet et al 1991,1995; Vet & Dick 1992).

Desse modo, as fémeas de parasitoides necessitam de estjmelcejam
detectaveis e confidveis para encontrar recursos pouco aparemtesogos e que
apresentam um tempo limite para sua utilizagdo. A otimizacd@m@artamento de
busca esta diretamente relacionado ao sucesso reprodutivo, pois urdemosge
qualidade garante o desenvolvimento satisfatorio da sua descen@dpbien van &

Vet 1986).

Durante a etapa inicial de busca de hospedeiros os estimulosapug@o mais
importantes sendo os fisicos utilizados nas etapas finais do pr¢Gestfoay 1994).
Entre os estimulos quimicos é conhecido que os sinomoénios induzidos por Ferbivor
(compostos quimicos volateis que a planta produz apos o ataque de herlsi&oros)
utilizados por parasitdides durante a busca de hospedeiros. (De MbedekD98; De
Moraes & Lewis 1999; Potting et.dl999; Dicke et al. 2003; Heil 2008; Colazza 2004a,;
Moraes et al2005). Além do uso de quimicos volateis induzidos pela alimentacdo dos
herbivoros, os parasitdides de ovos também se orientam utilizandosvoléiezidos
pela oviposicdo (Hilker & Meiners 2002; Colazza et al. 2004a, b; H8kéfeiners
2006). Estimulos quimicos produzidos pelo estagio ndao alvo do hospedeiro (em geral
adultos), como feroménios sexual e de alarme também s&o explorag@sgsmoides,
esta estratégia € conhecida como desvio infoquimico (Mattiaatil®93; Conti et al
2003; Fiaboe et al. 2003; Salerno 2006; Laumann et al. 2009). Embora pouco estudadas,
pistas visuais, como cor, também sao estimulos importantes durantecesspr
(Wackers & Lewis 1999; Fischer et al. 2003; Lobdell et al. 2005; Rousse2603).

AplOs 0 pouso no substrato, estimulos volateis de curto alcance cdnos ras
quimicos deixados pelo hospedeiro na caminhada (Borges et al. 2003, tCalnti e
(2003, 2004; Salerno et al. 2008stas& Wolfling 2009 ou fezes (Meiners e Hilker,
1997) provocam comportamento arrestante nos parasitoide retendo-oseaas ar
contaminadas com estas pistas e estimulando o comportamento de démastarizado

por mudancas no padrao de movimentacao dos insetos.



Apds o contato fisico a fémea do parasitdide pode reconhecer e aceita
hospedeiro, passos finais que conduzem a oviposi¢ao. Vinson (1985) sugeriu que 0s
estimulos responsaveis pelo reconhecimento sdo quimicos nao volatésogicos e
fisicos (forma, textura ou movimento).

Durante o processo de busca de hospedeiro a resposta do parpsiti@deer
modificada pela experiéncia (Vet & Dick 1992). A resposta pode aamapbs um
contato prévio com o hospedeiro (sensibilizacdo) ou pela aprendizagerarasitdides
sdo capazes de associar um estimulo experimentado na presencaeiieifmpara
localizar hospedeiros subsequentes (aprendizagem associativa) (Godfray 1994)

Os parasitoides de ovos da Familia Scelionidae, mais precisahe@bomus
podisiAshmead, 188% Trissolcus basalig/ollaston, 1858 (Anexo 1¥ao importantes
agentes de mortalidade de percevejos-praga (Anexo2) (CorréasFe&réoscardi
1995; Laumann et al. 2008) e tém sido utilizados em programas de cdmdtdpco
no Brasil e no mundo (Clarke & Walter 1995; Corréa-Ferreira &ddadi 1996;
Corréa-Ferreira 2002; Ehler 2002).

Estes insetos respondem a estimulos associados com a priesbrata do
hospedeiro como voléateis de plantas induzidos pela herbivoria de percevejos (Colazza et
al. 2004a; Moraes et .a2005, 2008), feromonios sexuais e de alarme, (Mattiacci et al
1993; Borges et all997; Colazza et al999; Pires et al. 2001; Sujii et al. 2002; Conti
et al 2003, Laumann et al. 2009), sinais vibratorios produzidos durante a comunicacao
sexual dos percevejos (Laumann et al. 200/Ast&os deixados por percevejos (Borges
et al 2003).

Telenomus podise Trissolcus basalissdo generalistas, podem atacar varias
espécies de percevejos (Orr 1998), mas mostram preferéncia gronidatias espécies
(Corréa-Ferreira & Moscardi 1995; Medeiros et al. 1997, 1998; Sugl. €2002). A
preferéncia observada em campo e em laboratorio sugere quepaesisgoides
respondem seletivamente a diversos sinais provenientes dos organisnmgsrggem
na rede tri-tréfica da qual formam parte. Sinais especifidos hospedeiros
preferenciais ou das interacfes destes com as plantas e oemnesntes do ambiente
podem ser utilizados para localizagc&o, reconhecimento e, finalmente, o paoasitis

As informacdes em relagdo ao reconhecimento e aceitacdo de hasppdea
0os scelionideos sdo escassas. Existe pouco conhecimento a respefaiodss
(estimulos) envolvidos neste processo e dos comportamentos relaciaoaaoessmos.

O reconhecimento e aceitacdo dos hospedeiros em Scelionidae npasece
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influenciados por caracteristicas morfolégicas (forma, tamarduw das posturas/ovos)
(Borges et al. 1999) e por cairomOnios presentes na secre¢ao progetadatemeas
para unir os ovos e cola-los ao substrato. Esta secrecéo, de nguirexa ainda
desconhecida parece ser determinante para o reconhecimento do hospquE®o
desencadear o comportamento de oviposi¢do (Bin et al. 1993; Borges9&QalConti
et al. 2003). Entretanto, a composi¢cdo exata das substancias envolvjglasesso,
assim como 0s principais estimulos fisicos relacionados aos campatbs que
conduzem a oviposi¢ao ainda sdo desconhecidos para os Scelionidae.

Entre as pragas da cultura de soja, os percevejos fitofagos (Qiéemptera)
sdo 0s mais importantes. O percevejo marrduschistus herogFabricius), o
percevejo-verde-pequeriezodorus guildini{Westwood) e o percevejo-vertiezara
viridula (Linnaeus), sao considerados as principais pragas da cultura no(BGoasiia-
Ferreira & Panizzi 199 orréa-Ferreira 2002).

Os percevejos se alimentam diretamente dos graos. Durante emtaiao,
inserem o estilete e removem todo o conteudo celular ocasionando magdorde
graos e vagens. Dessa maneira, a producdo de soja fica compmpratdtdndo o
rendimento e a qualidade das sementes (Panizzi & Slansky JunioN1G&5B0oas et
al. 1990; Chocorosqui & Panizzi 2004). Na atualidade, o método utilizado com
exclusividade para o controle populacional de percevejos pragas € oinsetidalas.
Geralmente, a aplicacéo de inseticidas é feita de formgemtiva sendo realizada de
forma conjunta com outros agrotoxicos. Aplicacdes de inseticidas de® asyctro
também séo frequientes na fase inicial do desenvolvimento da soja sem 0 mentimram
dos insetos pragas com a metodologia de pano de batida (CorréeaFegres. 2010).
Essa estratégia adotada pelos sojicultores vem acarretandoifileses por eliminar
0S inimigos naturais que ocorrem naturalmente nas lavouras de l&ojada ser
prejudicial para o meio ambiente e para a saude humana.

Métodos alternativos de controle de percevejos, a fim de redudiarass ao
meio ambiente causados pelos inseticidas, sdo de grande impquiiacapreservacao
dos recursos naturais. Assim, a adocdo do controle biolégico para o niknejo
populacdes pragas pode contribuir para reduzir os problemas citados anteriormente.

Os parasitoides sdo considerados importantes agentes de contrédgcdsol
Entretanto, seu uso muitas vezes se vé prejudicado por basear-sahstincentos
empiricos sem uma base cientifica que assegure a eficcximesmos no manejo de

uma populacédo de inseto-praga.



O desenvolvimento de pesquisas orientadas ao estudo da ecologia
comportamental de insetos parasitéides pode contribuir para comprespeéctos da
relacdo hospedeiro/parasitoide, estabelecer os passos principasgartamento de
busca de hospedeiros e oviposicao e identificar os sinais envolvidosferantds
etapas. Estas informacdes, além da contribuicdo para o avanco daroenibe sobre a
bioecologia de insetos parasitdides, sdo relevantes para 0 manejoadidigdas

visando incrementar a sua eficiéncia como agentes de controle bioldgico.

Objetivos do Trabalho

O objetivo do presente trabalho foi estudar aspectos do comportaméniscee
e selecdo de hospedeiros de dois parasitdides deTovbasalise T. podisi, com
objetivos especificos de:

1 - Identificar a influéncia do substrato (cor) no comportamentbudea de

hospedeiros.

2 - Estudar o efeito de caracteristicas morfolégicas do hospedeinm
tamanho de ovo e forma das posturas, no reconhecimento e aceitacdo deitosspe

pelos parasitéides. basalise T. podisi.

3 - Avaliar o efeito de substancias quimicas (cairoménios de coptasgntes
em ovos deEuschistus herosa selecédo (reconhecimento e aceitacdo) do hospedeiro

pelo parasitoidd. podisi.



Estrutura da Dissertacéo

Esta dissertacdo esta organizada em trés capitulos. Em cadbelesnse
apresentam as metodologias e resultados obtidos em relacéotradathos

desenvolvidos visando atingir os objetivos propostos.

Capitulo 1 - Influéncia das cores do substrato no comportamento c&oseéec
hospedeiro dos parasitdidd®lenomus podise Trissolcus basalis(Hymenoptera:
Scelionidae),

Capitulo 2 - Influéncia de caracteristicas morfolégicas de degsercevejos no
comportamento de selecdo de hospedeiros dos parasitbelesomus podisie
Trissolcus basaligHymenoptera: Scelionidae) e,

Capitulo 3 - Influéncia de caracteristicas quimicas de ovos dmevedo
Euschistus heros(Hemiptera: Pentatomidae) no comportamento de selecdo de
hospedeiro do parasitéidelenomus podigHymenopera: Scelionidae).

As citacdes no texto e as referéncias bibliograficagiesa as normas de

publicacéo da revista Animal Behaviour.



CAPITULO |

Influéncia das cores do substrato no comportamento de selecédo de hospenldws
parasitéidesTelenomus podise Trissolcus basaligHymenoptera: Scelionidae)

Introducao

Os parasitdides podem utilizar estimulos fisicos como cor, movimantanho,
forma, som e vibragdo como pistas para localizacdo do hospedieisor{\1985). Entre
estes estimulos, a cor, tem se destacado tanto como pista duahto atraves de
aprendizagem associativa em relacdo a localizacdo do habitahospedeiro (Wardle
1990; Schmidt et al. 1993; Wackers & Lewis 1994, 1999; Stireman Z@Rira et al.
2007). No contexto de pistas relacionadas ao forrageamento por alanemt também
tem sido estudada (Wackers 1994; Lucchetta 2008; Kugimiya 2010),aattdrebs
estudos mais detalhados foram realizados com polinizadores (Mesaindida 1993)
existindo menos volume de informagéo disponivel no caso dos insetosopdeasit
Para os parasitoides da Familia Scelionidae e, em particufarT@@nomus podisi
Ashmead, 1881 (Hymenoptera: Scelionidae)lressolcus basaliswollaston, 1858
(Hymenoptera: Scelionidae) ndo ha informacédo sobre a interf@réiasi cores no
comportamento de busca de hospedeiros.

A cor é definida pela tonalidade ou matiz (principal comprimento de onda
refletido) e pela sua refletancia (percentual de luz refletRlausse 2007). E percebida
pelos insetos por meio dos omatidios, receptores localizados nos ollpsstasn Os
Hymenoptera apresentam um sistema visual tricromatico apedenfotorreceptores
para o ultravioleta, azul e verde. A sensibilidade espectral € adasyara
comprimentos de ondas curtos como o ultravioleta, invisivel ao homerscfPeital.
1992; Briscoe & Chittka 20Q10sorio & Vorobyev 2008). A visdo de cor permite aos
parasitéides durante o forrageamento por alimento, principalmenteiesspée sao
sinovigénicas e que necessitam de carboidratos para producdo ecavatigaovos
durante a etapa reprodutiva, se orientarem em direcdo as [flar@sencontrar 0s
recursos alimentares (Vinson 1985; Wackers 1994). Carboidratos aumentam a
expectativa de vida de parasitéides (Siekmann et al. 2001; Winkler et al. 2006) e dessa



maneira o tempo disponivel para a busca de hospedeiros. Além da sobravivénci
garantida por nutrientes os parasitéides também necessitam deldiaspepara
deposicdo de ovos e a cor pode ser utilizada para distinguir difeesttetiras de
plantas e outros substratos onde se encontram estes recursda (CI9iB). Como
muitos insetos fitdfagos tém preferéncia por diversas estrutlaasplantas para
ovipositar, estas estruturas podem ser diferenciadas pelos@dessem funcdo da cor

e desta maneira selecionar os habitats ou os microhabitats onde forragear.

Nos parasitdides, o processo de selecdo de hospedeiros é inflaepelad
preferéncia inata, experiéncia e aprendizagem associatimaofV1998). A resposta
inata corresponde a reagdo comportamental das fémeas dosOpmssiiante de
estimulos que ndo experimentaram previamente. Os estimulos quaesdadds e as
respostas que desencadeiam sdo programados geneticamente eadekedjoiando
conferem vantagem competitiva. A experiéncia é definida como atingézacao
(reducdo) do tempo exigido para manipular e aceitar o hospedeiroeapdstros
repetidos de localizacdo e oviposicdo no hospedeiro. O terceiroqtaointerfere e
contribui para otimizar o forrageamento é a aprendizagem assmaae é uma das
solugbes encontradas por parasitdides para resolver o problema da
confiabilidade/detectabilidade de um estimulo (Vet & Dicke 1998s&i 1998). A
aprendizagem associativa € a associacdo de novos estimulosmerfalos durante a
procura e/ou contato com um hospedeiro ao longo da vida do parasitéide. Os
parasitoides podem associar estes novos estimulos com a preéseimgspedeiros e
utiliza-los para otimizar a busca e selecdo dos mesmos. (Budingl. 1993; Vinson
1998).

A resposta inata pode ser modificada durante a vida adulta atdavés
experiéncia, e a aprendizagem pode influenciar nesse processsi @Ve1990; Lewis
et al. 1990). Evidéncias indicam que o mecanismo de aprendizagem associativa pode ser
utilizado por insetos na busca por hospedeiros (Segura et al. 2007 )cdatexto de
busca por alimento, respostas iniciais inatas foram modificadasaprendizagem
associativa (Stireman 2002; Lucchetta et al. 2008).

A aprendizagem é reforgcada quando o ambiente ndo muda muito rapido dentro
do ciclo de vida dos individuos (baixa variabilidade dentro de uma gerag@o}ende
a mudar de forma imprevisivel de uma geracéao a outra (Stephens 1993).

Desta maneira a aprendizagem associativa confere aoggaeasplasticidade

de resposta frente a diferentes estimulos e confere a vantagem seletinaitielpes
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explorar diferentes hospedeiros em diferentes ambientes, o qugande importancia
para parasitoides oligéfagos ou polifagos.

Os estudos de busca e selecdo de hospedeiros mediados por pistateuissa
concentrado em parasitdides de larvas e pupas, e praticardenkté rtonhecimentos
neste contexto para parasitdéides de ovos. Os ovos de insetos constitugrursn
efémero (curta duracdo no tempo) e de dificil deteccdo no amifbeixa aparéncia
devido ao tamanho, auséncia de quimicos volateis e muitas vezes coleaados
condicbes cripticas). Assim, a cor do substrato e dos proprios ovos poderia
utilizadas por parasitéides durante a busca de hospedeiros. O objetevtratesho foi
investigar se as fémeas de parasitdides de ovos sdo capasssaiar a presenca do
hospedeiro (ovos dé. hero$ com pistas visuais (cor do substrato). As hipoteses deste
trabalho foram: 1- Os parasitéid€spodisie T. basalisrespondem diferencialmente a
cor do substrato durante a busca e selecdo de hospedeiros e 2-sharesa dos
parasitéides a cor do substrato pode ser modificada por aprendizado associativo.

Material e Métodos
Criacao de Insetos

As colbnias do percevepuschistus heros dos parasitdides de ovbslenomus
podisie Trissolcus basaliforam mantidas em laboratério em sala climatizada sob 26°C
+ 2°C, 60 + 10% de umidade relativa e 14:10 horas de fotofase e esgotofas
respectivamente, no laboratério de Semioquimicos da Embrapa Recers&tic@s e
Biotecnologia, Brasilia DF, Brasil.

Percevejos

Adultos deEuschistus heroforam mantidos em gaiolas plasticas de 8 L com
sementes de amendoirrachis hypogaéea soja Glycine max(L.) Merril) e girassol
(Helianthus annugL.)) coladas com cola branca (ndo téxica, lavavel) em cadelas
papel (10 cm de comprimento x 8 cm de largura) e vagens fresaaigaideFfhaseolus
vulgaris (L.)) como dieta natural. Para permitir a circulacdo de @arte superior da
gaiola foi forrada com tecido tipo organza. Agua foi oferecidpet®s plasticos de 350
mL com tampa. Um pavio de algodé&o hidréfilo foi colocado no centro da tdmelas.

de nylon de 15 cimforam colocadas nas gaiolas servindo como substrato para
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oviposicéo. Os ovos coletados foram colocados em placa de Petri (9diam@dro) e
apos a eclosédo das ninfas as mesmas foram alimentadas centesem vagens até
atingirem o terceiro instar. A partir desse estagio as siifdeam transferidas para
gaiolas plasticas contendo a dieta descrita anteriormentee@etr@l. 2006; Silva et al.
2007). Para obtengdo de ovos com idade conhecida, as posturas foramiagoleta

diariamente para a utilizagdo nos experimentos.

Parasitéides

Casais deTlrissolcus basalis e Telenomus podmiam mantidos em gaiolas
plasticas (cultura de tecido de 25%nCN Biomedicals, Irvine, CA) tampadas com um
chumacgo de algoddo. Mel foi oferecido como alimento para os adultos.d@s
herosforam oferecidos como hospedeiro e deixados por 48 h para permitir agaapos
do parasitéide. ApOs esse periodo os ovos foram transferidos para aotea dg
mesmas dimensdes para incubacdo. As fémeas de ambas as esdpizeidas nos
bioensaios foram acasaladas, sem experiéncia de oviposicado etapeese24 — 48 h

de idade adulta.

Procedimento geral para os experimentos com cores

Todos os experimentos foram conduzidos em sala climatizada corfestr&o
anteriormente para a criacdo de insetos e iluminacdo com luesitente (4 x 40 w —
intensidade 450 Lux). Os substratos utilizados nos experimentos foram palpridos
Reipel Color Set (amarelo n° 418, verde n° 428, branco n°437, laranja n°420, marrom
n° 431 e preto n°432; sistema CMYK). Esses papéis foram dispostoseeas ar
fechadas formadas por placas de Petri de 15 cm de diam@tfo om de altura de
maneira a formar areas coloridas equidistantes.

As cores selecionadas se assemelhavam as cores de plantake evos de
percevejos.T. podisie T. basalisparasitam ovos de percevejos de diferentes cores
(amarelo, bege, preto, verde e marrom), estes ovos sao depositadbferentes
estruturas das plantas hospedeiras (p. ex. vagens, caules e fodlogs) dpie também
variam na cor com diferentes tonalidades de verde ou marrom, degerdterstagio
de desenvolvimento da planta.

Para estabelecer com precisédo a cor dos substratos utilizadmgramentos e

eliminar a subjetividade dos padrdes de cores percebidos pelo olhachdionam
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realizadas medidas espectrais dos substratos (Figura 1.1)ndbliegapectrofotdmetro
USB 2000 (Ocean Optics) conectado a um laptop PC sob a iluminacéar de
fluorescente da sala onde se realizaram os bioensaios. Umajiiica (R 400-7-UV-
VIS, Ocean Optics), ligada ao espectrometro, capta a luzidafléé cada substrato
colorido em relacdo a uma superficie padrédo de refletancitat¢sude bario). A
superficie padrdo, também denominada de branco total, reflete todompsmentos
de onda que nela incidem. Para o espectrofotbmetro todas as noslidiletancia
obtidas foram normalizadas em relacdo a superficie de sulfavarie utilizando-o
como referéncia. A fibra Optica foi colocada a 1 cm do itenmtadee a 45° do mesmo,
para padronizar a coleta de dados e minimizar a captacéo da reflexdo especula
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Figura 1.1 Medidas espectrais do comprimento de onda refletido por diferentes
substratos coloridos seguida pela faixa do espectro eletrontagviétvel. Os nimeros
posicionados sobre os picos em cada figura representam a rél@@rmmprimento

de onda emitido por cada cor de substrato. Foram empregadas algguras ¢om
escalas menores para melhor percepcéo do comprimento de onda refletido.
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Experimento para avaliagdo da preferéncia inata de cores

O objetivo deste experimento foi verificar se ha uma preferénaia dos
parasitdides para uma determinada cor. As arenas anteriormestgtadeforam
divididas em cinco areas coloridas (amarelo, verde, marrom, pbetmeo). A divisao
de cada area foi baseada em angulos com auxilio de transfélmlda. area foi
determinada por um angulo de 48°, medido desde o centro da placa atdeaeptarna
da arena. As areas foram separadas por espacos delimitadogylos &@e 24°. Dessa
maneira, as areas ficaram equidistantes entre si. Na bxtelamse da arena as areas
foram complementadas com uma é&rea vertical de 2,5 cm dealBfBacm de largura.
Posturas d&. heros(n = 10 ovos) foram inseridas no fundo de cada area (Figura 1.2).
Uma fémea df. podisiou T. basalisfoi introduzida no centro da arena e sua escolha
registrada. Foi considerada escolha quando a fémea permaneceu parepeto 10
segundos num dos substratos. Posteriormente, a fémea foi mantidanag@reim
periodo de 6 horas para parasitismo. Foram testadas 80 fémeasadesjpade de
parasitéide

Figura 1.2 Esquema ilustrativo em vista superior da arena (15 cm de diametro)
utilizada no experimento de preferéncia inata. As areas cdoriglaresentam 0s
substratos contendo ovos Eeheros

Aprendizagem associativa

O objetivo deste experimento foi avaliar a capacidade do inseissdeiar a cor
do substrato a presenca do recurso (ovosEdehero$, apos experiéncia(s) de

oviposicéo. As cores mais (amarelo) e menos (preto) selecionadas no exjuedene
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preferéncia inata foram utilizadas neste experimento. Uma dariomal, de
comprimento de onda proximo ao amarelo: a cor laranja, tambémedoicselda. Este
experimento envolveu diferentes bioensaios nos quais cada fémea erpauingessao
treino (2 horas) (ver definicdo das sec¢fes abaixo), seguido de repmesbdra); uma
segunda sesséo de treino (duas horas), seguido novamente de repouswrdumale
uma sessao teste para registro da escolha da cor do substreg¢gslateste as fémeas
foram mantidas por seis horas para parasitismo. Os bioensaipadesisdo detalhados

a seguir.

Escolha multipla

Sessdao treinoPlacas de Petri de 6 cm de diametro x 2,5 cm de altura foram
cobertas completamente por substrato preto e no centro da placa uora pge&.
heroscom 10 ovos (Figura 1.3). FémeasTdegodisie T. basalisforam treinadas neste
substrato seguindo a sequéncia de treino-repouso descrita anteriormente.

Sesséo de repousas fémeas dos parasitdides foram mantidas individualizadas
em tubos de ensaio de 7 cm de comprimento x 1,5 cm de didmetro pboranantes
de uma nova sessao de treino ou da sesséo teste.

Sessdo testeApds o treinamento, as fémeas foram inseridas em arena de
multipla escolha (segundo a descricdo acima) contendo as coeeel@ verde,
marrom, preto e branco, todas as areas coloridas possuiam no cenprostumza com
10 ovos dée. heros Este experimento teve o intuito de verificar se a fémeaiassog
cor ao recurso (objetivo do experimento de aprendizagem associativa), messgioa se
teste contendo a cor que foi escolhida no experimento de preferdataa fForam
testadas 25 fémeas de cada espécie de parasitdide (Figura 1.4)

O tempo de treinamento de duas horas foi escolhido para tentar raanter
motivacdo para a busca por hospedeiro. O tempo total considerando assdias se
treino e sessao teste e 0 numero de ovos estédo dentro do periodo de exploracdo de massa

de ovos pard. basalisem ovos dé&ezara viridula(Cusumano et al. 2011).
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Figura 1.3 Esquema ilustrativo da arena (6 cm de diametro) utilizada nas sessfes de
treinamento do experimento de escolha multipla

Sessao teste

. 22 sessao
12 sessao

->
Repouso Repouso
1h 1h

Figura 1.4 Esquema ilustrativo do experimento de escolha multipla com detahe da
arenas utilizadas e a seqiéncia das sessdes de treino, refesiso/ arena da sessao
teste apresentava 15 cm de diametro.

Escolha dupla

As arenas utilizadas para treinamento e teste foram de He chi@metro para
permitir que o inseto caminhasse e procurasse pelo hospedeiro. ss &eam
divididas em duas éareas. A divisdo de cada area foi baseada @osamn auxilio de
transferidor. Cada area foi determinada por um angulo de 64°, medidodesteo da
placa até a parede externa da arena (Figura 1.5). As areas foram squarasipacos
delimitados por angulos de 116°. Dessa maneira, as areas ficprastantes entre si.
Para cada combinacdo de cores foram testadas de 20 a 25 fienweala espécie de

parasitdide. Foram conduzidos uma série de experimentos conforme a seguir:
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* Treinamento em substrato de cor laranja com hospedeiro e testeotteaecom
substratos de cores amarelo e laranja ambos com hospedeiro (Figura 1.6 A).

* Treinamento em substrato de cor verde com hospedeiro e testeotteaecom
substratos de cores verde e amarelo ambos com hospedeiro (Figura 1.6 B).

* Treinamento em substratos de cor laranja (com hospedeiro) e @an(eael
hospedeiro), apds escolha entre substratos laranja e amarelo ambos com
hospedeiro (Figura 1.6 C).

« Treinamento em substratos de cor marrom (com hospedeiro) e seme (
hospedeiro) e apds, escolha entre substratos verde e marrom ambos com
hospedeiro (Figura 1.6 D).

e Treinamento em substratos verde (com hospedeiro) e marrom (seeddiosp
e apos, escolha entre substratos verde e marrom ambos com hospedgiras (

1.6 E).

64 o

;
‘

—_

Figura 1.5 Esquema ilustrativo de arena utilizada nos experimentos dehascol
dupla com o substrato recobrindo uma pequena porgéo da parede da arena e pequena
parte do fundo.
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Figura 1.6 Esquema ilustrativo dos experimentos de escolha dupla. A — Treitame
em um unico substrato, verde. B — Treinamento em um Unico substexi@.lat —
Treinamento em dois substratos: amarelo e laranja (com haspe@e+ Treinamento
em dois substratos: marrom (com hospedeiro) e verde. E — Treinanmentmie
substratos: marrom e verde (com hospedeiro).
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Analise Estatistica

As escolhas por substratos de diferentes cores foram anslesaleés de teste
v* testando se a escolha por diferentes cores foi significativardiéetente do acaso
(todas as cores com a mesma chance de serem escolhidagudiaraa influéncia da
cor no parasitismo os valores médios de proporcdo de ovos parasitados fora
comparados através de modelos lineares generalizados (GLM) iseAdélDeviancga,
utilizando distribuicdo binomial de erros nos modelos (Zuur et al. 20@@)asTas
analises estatisticas foram realizadas no programa R 2.10.1IEVEELDPMENT
CORE TEAM 2009).

Resultados
Preferéncia inata

As duas espécies de parasitbides mostraram diferencas eeépcef pelas
cores do substrato, quando avaliada através da escolha iniciaj{ted2,12 P < 0,001
paraT. podisi e y* = 49,62 P < 0,001 pard. basali}. Ambos os parasitéides
escolheram preferencialmente substratos de cor amarela, sendsupsrato de cor
preta foi 0 menos atrativo para ambas as espécies (Figura 1.Zponatihente,T.
podisi parasitou maior numero de ovos que se encontravam no substrato amarelo
comparacao aos ovos que estavam sobre outras cores (GLM e Andhseialeca z =
438,70 P < 0,001) (Figura 1.8). Situacdo similar foi observadar eivasalis que
mostrou maiores indices de parasitismo em substratos das caretoagnverde (GLM
e Andlise de Devianca z = 503,25 P = 0,001) (Figura 1.8).
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Figura 1.7 Escolha inicial (nUmero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitoidesTelenomus podise Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
guando avaliados em experimentos de preferéncia inata.
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Figura 1.8 Proporcéao de parasitismo (media £ EP) por fémeabetBnomus podise
Trissolcus basali#m ovos dée. herospresentes em substratos de diferentes cores. As
barras com mesmas letras minusculas ndo apresentam difesguéisativas nos
valores médios da propor¢éo de parasitismo (GLM e Analise de Devianca P > 0,05).

Multipla escolha

ApoOs treinamento em substrato de cor preta as fémeasmalisie T. basalis
foram mais atraidas, em bioensaios de multipla escolha, pelenacgla, o que sugere
que ndo houve associacdo entre estimulo e sucesso reprodutivo (Fjuidara as
duas espécies de parasitoides foram encontradas difereggdigativas na escolha
inicial por substratos de diferentes cores (TgSte48,93 P < 0,001 pafg podisie y
= 10,26 P = 0,03 park basali3 sendo mantida a preferéncia pela cor amarela (Figura
1.9). Nestes experimentos nenhuma fémea. gedisimostrou resposta a substratos de
cores pretas. Da mesma maneira a propor¢cdo de ovos parasitados réio acdoi
menor em substratos de cor preta em relagdo aos substratos sleangisg(Analises de
GLM e de Devianga z = 100,56 P < 0,001 pharpodisie z = 144,12 P < 0,03 para
basalig (Figura 1.10).
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Figura 1.9 Escolha inicial (nUmero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitdidesTelenomus podise Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
guando avaliados em experimentos de multipla escolha.
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Figura 1.10 Proporcéo de parasitismo (media = EP) por fémed®tomus podis
Trissolcus basali®m ovos dde. herospresentes em substratos de diferentes cores. As
barras com mesmas letras mindsculas ndo apresentam difestygfisativas nos
valores médios da proporcao de parasitismo (GLM e Anélise de Devianca P > 0,05).

Dupla escolha

No primeiro experimento de escolha dupla no qual o treinamento foi
desenvolvido apenas em substrato laranja os parasitdides mostraspostae
diferenciada.T. podisimostrou preferéncia pelo substrato de cor amardlabasalis
nao discriminou entre as cores do substrato sendo suas escolhasifidatsigmente
diferentes do esperado pelo acaso, (Tgste6,36 P = 0,01 park podisie 3*=1,31 P
= 0,25 paraTl. basali§ (Figura 1.11). Os indices de parasitismo seguiram a mesma
tendéncia (Analise GLM t = 2,24 P = 0,02 parapodisie t = 1,02 P = 0,31 par&
basalig (Figura 1.12).
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O treinamento em substrato verde continuou a revelar a tendéncefaténqria

para a cor amarela (Figura 1.13). A preferéncia para o substratwelo foi

significativa apenas paf@ basalis(Testey? = 2,90 p = 0,08 par& podisi ey = 11,3

P < 0,001 pard. basali$. Entretanto, os indices de parasitismo em substratos de ambas

as cores foram diferentes somente Enpodisionde se observou maior propor¢ao de

ovos parasitados no substrato da cor am#faialise GLM t = 1,951 P = 0,05 pafa
podisie t = 0,68 P = 0,49 pafla basali$ (Figura 1.14).
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Figura 1.11 Escolha inicial (nUumero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitoidesTelenomus podisé Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
apos treinamento em substrato laranja com hospedeiro (ovas ldero3. Mesmas
letras minudsculas ndo apresentam diferencas significativas §f&ste0,05).
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Figura 1.12 Proporcéo de parasitismo (media = EP) por fémed®tomus podis
Trissolcus basali®#m ovos dde. herospresentes em substratos de diferentes cores na
sessdo teste. As barras com mesmas letras minusculas n&entgre diferencas
significativas nos valores médios da proporc¢éo de parasitismo (GLM P > 0,05).
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Figura 1.13 Escolha inicial (nimero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitdidesTelenomus podise Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
apos treinamento em substrato verde com hospedeiro (o¥hshdeod. Mesmas letras
mintsculas ndo apresentam diferencas significativas (Fedte 0,05).
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Figura 1.14 Proporcéo de parasitismo (media = EP) por fémedsetiomus podis
Trissolcus basali®m ovos dée. herospresentes em substratos de diferentes cores na
sessdo teste. As barras com mesmas letras mindsculas ndentgme diferencas
significativas nos valores médios da proporc¢édo de parasitismo (GLM P > 0,05).

Quando os insetos foram treinados utilizando dois substratos, cor daeferi
(amarelo) e laranja (sendo os ovos Kleherosposicionados apenas nesta cor), 0s
parasitéides continuaram ndo associando a cor ao recurso nas sessiéBigura
1.15). A primeira escolha foi orientada para o substrato amarsidtamdo em
diferencas significativas pafia podisi(Testey’ = 6 P = 0,01). As fémeas de basalis
ndo mostraram preferéncia (Tegte= 0,04 P = 0,82). Em relacgéio ao parasitismo nesses
substratos, os indices de parasitismo ndo foram significativandifetentes nos
substratos das duas cores (Analise de GLM t = -0,883 P = 0,377T.pavdisie t = -
0,310 P = 0,757 park basali$ (Figura 1.16).
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Apés verificar que os parasitdides ndo mostraram aprendizagematgaoc
guando a cor preferida esteve presente nos experimentos, ay/a@ese marrom
foram selecionadas para estudar se os parasitdides apresesaacidade de associar
a cor ao recurso. Primeiramente, treinando em marrom e verdep rhaspedeiro
presente apenas em substrato marrom n&o se observou preferénsidgtesio (Teste
v*=1,08 P = 0,29 parh podisiey’=1,28 P = 0,25 pafk basali$ (Figura 1.17). Os
ovos posicionados sobre ambos os substratos foram parasitados com a mesm
proporcao (Analise de GLM t = -0,895 P= 0,371 paraodisie t= 0,591 P = 0,5548
paraT. basali$ (Figura 1.18). Posteriormente, o treinamento ocorreu novamente nos
substratos de mesma cor, porém 0 recurso posicionado em substratoNestee.
bioensaio, apena$. basalisassociou a cor ao recurso na sessédo teste, escolhendo
preferencialmente o substrato verde (Tegte= 8,16 P = 0,004)T. podisi ndo
apresentou preferéncia por cor (Tegte= 0 p = 1) (Figura 1.19). As cores nh&o
influenciaram os indices de parasitismo em substratos de aslcasea (Analise de
GLMt=0,883 P =0,377 pai podisie t=0,639 P =0,523 parabasali$ (Figura
1.20).
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Figura 1.15 Escolha inicial (niumero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitdidesTelenomus podise Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
apos treinamento em substratos amarelo sem hospedeiro e dararfjaspedeiro (ovos

d2e E. hero3. Mesmas letras minusculas nédo apresentam diferencascsitinés (Teste

x“P > 0,05).
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Figura 1.16 Proporcéo de parasitismo (media = EP) por fémed®tiomus podise
Trissolcus basali®m ovos dde. herospresentes em substratos de diferentes cores na
sessdo teste. As barras com mesmas letras minusculas n&entgre diferencas
significativas nos valores médios da proporc¢édo de parasitismo (GLM P > 0,05).
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Figura 1.17 Escolha inicial (ndmero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitéidesTelenomus podisé Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
apos treinamento em substrato marrom com hospedeiro (oshéeo$ e verde sem
hzospedeiro. Mesmas letras minasculas ndo apresentam diferangfsasivas (Teste

x“P > 0,05).
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Figura 1.18 Proporcéo de parasitismo (media + EP) por fémedaetiomus podis
Trissolcus basali®m ovos dée. herospresentes em substratos de diferentes cores na
sessdo teste. As barras com mesmas letras mindsculas n&entgme diferencas
significativas nos valores médios da proporc¢éo de parasitismo (GLM P > 0,05).
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Figura 1.19 Escolha inicial (nUumero de insetos que escolheram cada cor) dos
parasitoidesTelenomus podisé Trisolcus basalispor substratos de diferentes cores
apos treinamento em substrato verde com hospedeiro (oBshéeo$ e marrom sem
hzospedeiro. Mesmas letras minasculas ndo apresentam diferangfsasivas (Teste

x“P > 0,05).
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Figura 1.20 Proporcéo de parasitismo (media = EP) por fémed®tomus podis
Trissolcus basali®#m ovos dée. herospresentes em substratos de diferentes cores na
sessdo teste. As barras com mesmas letras minusculas n&entgre diferencas
significativas nos valores médios da proporc¢édo de parasitismo (GLM P > 0,05).

Discussao

Os parasitéideg. podisie T. basalismostraram uma preferéncia inata pelos
substratos de cor amarela. A preferéncia para esta cor namoiificada no
experimento de aprendizagem associativa, as fémeas dos pamsgidtheram o0s
substratos de cor amarela (na sessdo teste) ainda quando os masntogham
recursos (ovos deéE. hero$ nas sessdes de treinamento. Nos experimentos de
aprendizagem associativa sem substratos amarelos, o0s parssiididesn pouco

influenciados pela cor do substrato onde se encontrava o recurso.
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Evidéncias obtidas de estudos de laborat6rio e campo relatamrémecifeler.
podisi por ovos deEuschistus herog T. basalispor ovosNezara viridula(Corréa-
Ferreira & Moscardi 1995; Pacheco & Corréa-Ferreira, 2000j 8ujal. 2002). A
preferéncia pela cor amarela observada neste trabalho pesniaelacionada com a
cor dos ovos de hospedeiros preferenciais, sendo amarelB. gaese entre amarelo
claro e bege pard\. viridula, entretanto esta hipétese deve ser avaliada em
experimentos com massas de ovos (naturais e/ou artificiais) de dife@mees

No espectro visivel, a tonalidade amarela absorve radiacoeswgeimentos de
ondas curtos como azul e violeta e reflete comprimentos de onda éasveote,
amarelo, laranja-vermelho (Mazokhin-Porshnyakov 1969). As medidafieténeia de
substrato para a cor amarela realizadas neste trabalho @mfirsto, houve picos
pronunciados na regidao do verde — amarelo (Figura 1.1). Os Hymenoptenanposs
receptores sensoriais para radiagdes na faixa do verdefanf@edisch et al. 1992,
Briscoe & Chittka 20010Osorio & Vorobyev 2008) o que justifica, desde o ponto de
vista fisioldgico, a resposta a substratos de cor amarela observada be#ite.tra

A maioria de insetos diurnos é atraida por cores de tonalidadelanperis esta
cor age como um estimulo supernormal j& que emite radiacdesxaadfaespectro
visivel similares a folhagem, mas com maior intensidade (Schoonhoakr2@08). Os
resultados obtidos neste trabalho sugerenilgasalise T. podisipoderiam responder
seletivamente a cor amarela e de forma inata a coresoreldas com o habitat do
hospedeiro. Parasitéides de ovos tém respostas inatas para pistasladedo
hospedeiro (Vet et al. 1995). Entretanto, respostas inatas asso@adastas
relacionadas ao habitat podem ser observadas quando as mesmas icalica
previsibilidade a presenca do hospedeiro apropriado. A refletancegid@ do verde
emitida pelo substrato amarelo, observada neste trabalho, poderiantaeesentar
uma pista relacionada ao habitat do hospedeiro (plantas) e, provaeclmeasposta
possa ser indicativa do uso da cor do substrato durante a busca e sele¢éo de hospedeiros.

A intensidade de refletancia pode ter sido outro fator que influeaciesposta
dos insetos. Em comparacdo a outras cores e nas condicfes de eexpeéim o
substrato de cor amarelo mostrou maior intensidade de refletagtiado as medidas
espectrais realizadas (Figura 1.1). Segundo Schoonhoven et al. (2068 ussen as
diferencas na intensidade de refletancia entre espéciesntiespda entre folhas dentro
de uma mesma planta como critério de selecéo visual das planpesidicss. Ainda

conforme esses autores, apesar das plantas serem verdes, emitindo um coongeiment
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onda dominante na faixa de 500-580 nm, a intensidade de luz refletida padenae
as espécies de planta devido a presenca de tricomas o cléstara na superficie da
folha.

Outro aspecto a considerar na orientacédo de parasitoides ateshsitaridos €
o estado nutricional das fémeas. Os parasitdides adultos que r@dionsstam do
hospedeiro, como € o caso dos insetos utilizados neste trabalho, enfrertrade-off
entre busca de hospedeiro ou de alimento (Bernstein & Jervis 2008, AsSsi
parasitdides devem alocar o tempo para cada atividade integrarfdo@acéo em trés
parametros: a probabilidade de encontrar alimento, estado internervdses
metabdlicas) e disponibilidade de hospedeiro (Sirot & Bernstein 1996; Tbalyet
al. 2006). Wackers (1994), em um experimento em laboratério para verificatoodefei
privacdo de alimento na preferéncia visual do parasit@iigesia rubecula
(Hymenoptera: Braconidae), mostrou que quando os individuos eram alimerados
preferéncia se concentrava em alvos de cor verde, porém, quando o pardsitoi
privado de alimento preferia alvos amarelos, indicando uma adaptacdoo para
forrageamento por alimento (néctar ou outras substancias acuadaadhses) quando
a escolha era a cor amarela. Os parasitoides utilizados neste trabdit@améprivados
de alimentos, desta maneira a preferéncia observada peloatashdér cor amarela nédo
seria resultado do forrageamento por alimento. Esta hipOtese elewwadiada em
trabalhos futuros utilizando parasitéides em diferentes condi¢cdes de alifwentac

Em vérias espécies de parasitdides foi constatado aprendizad@miass para
pistas relacionadas com o habitat e com o hospedeiro (Wardle 1990idiSehral.
1993; Segura et al. 2007). No presente trabalho os parasitdides nao foram
condicionados para cores de substratos onde encontraram e parasitarame Bvos
heros ndo se constatando aprendizagem associativa.

A capacidade dos parasitéides de ovos para o aprendizado associatsihotem
um assunto intensamente debatido na literatura. O aprendizado assoniz
parasitdides tem sido associado com insetos que procuram por rezuarsosbientes
altamente variaveis em tempo e espaco. Adicionalmente, patasitécom
comportamentos complexos devem realizar um grande numero de eshotnate a
procura por hospedeiros e nestes casos 0 aprendizado associatiadagaasvo (Vet
et al. 1995). Como os parasitoides de ovos apresentam curta longevigucidade
de busca limitada, associado ao fato de procurar por recursos nedatteaabundantes

em comparacgao a outros estagios como larvas ou pupas (Fatouros et al. 2008), néo seria
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esperado encontrar com freqiéncia aprendizado associativo msstes i(Vet et al.
1995). Entretanto, devido aos ovos serem um recurso de dificil detecg@mspicuo
(tamanho pequeno e auséncia de sinais quimicos), varios autores temopgopost
aprendizado associativo, principalmente relacionando semioquimicos s plaode
ser um fato comum nos parasitoides de ovos (Vet et al. 1995; VinsonFE88ros et
al. 2008).

Os resultados obtidos sugerem que para os parasitoides avaliaggisosia a
cores de substratos é fortemente inata com pouca influéncia daéesieerdo
parasitoide em substratos de diferentes cores onde se obteve sapesdotivo. A
resposta inata a cores de substratos especificas (prinaipalmmarelo), esta em
relacdo a resposta visual destes insetos na regido do espewieb n@s quais seus
receptores (omatidios) respondem preferentemente (Brown et al. 388p relacao

com a orientacéo para a folhagem de plantas durante a busca de hospedeiros
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CAPITULO Il

Influéncia de caracteristicas morfologicas de ovos de percevejos no
comportamento de selecédo de hospedeiro dos parasitoidedenomus podise
Trissolcus basaligHymenopera: Scelionidae)

Introducao

O controle biolégico € um fendmeno que consiste na supressao/diminuicao
populacional de pragas pela acdo de inimigos naturais. Entre ogasimaturais de
insetos incluem-se predadores, patdégenos (bactérias, fungoask eiparasitdides
(Mills & Wajnberg 2008). Os parasitdides sao os principais ageletesortalidade de
insetos herbivoros, pois podem atacar todos os estagios de vida do hogfeuteet
& Hawkins 1995). No entanto, seu impacto em populacdes de insetos depende da
habilidade das fémeas dos parasitides para encontrar e pavasitepedeiro. A
ecologia comportamental de insetos parasitéides é, portanto, uncassntral para o
desenvolvimento de programas de controle biologico de sucesso (Millgj&bEvg
2008). Nesse sentido faz-se necessario compreender aspectasesldas interacdes
hospedeiro-parasitoide e, principalmente, os mecanismos envolvidos pes fetais
do processo de selecdo de hospedeiros.

ApoOs o contato fisico com o hospedeiro, os parasitdides desenvolvem iema sér
de comportamentos que incluem o reconhecimento, a aceitacdo e a aoedoac
hospedeiro. Estes comportamentos séo objeto de sele¢céo para @tiovgaosicao e o
desenvolvimento satisfatorio da sua prole.

O sucesso reprodutivo da fémea do parasitoide é determinado pelm rdener
ovos que coloca e pela sobrevivéncia dos descendentes. Diferentes hosexatkm
apresentar diferencas morfoldgicas, bioguimicas e/ou fisiologjoas condicionam
diversos aspectos ditnessdo parasitéide imaturo. O desenvolvimento e sobrevivéncia
de parasitoides imaturos séo influenciados pelo tamanho, espéadceragticional do
hospedeiro durante o parasitismo (Godfray 1994; Harvey 2000; Karamaouna &
Copland 2000; Paramasivan et al. 2004; Ode 2006).

O tamanho do hospedeiro é um importante componente da sua qualidade, pois
determina a quantidade de recursos disponiveis para o desenvolvimentasitoigar

Em geral, hospedeiros maiores contém mais recursos e podem ser considerados de

29



qualidade superior, ja que podem influenciar sua sobrevivéncia e sauhtaouando

adulto (Godfray 1994). Isto é ainda mais critico quando o hospedeiroestagio de
desenvolvimento que ndo aumenta de tamanho, como por exemplo, 0os ovos de insetos.
Desta maneira, as fémeas dos parasitdides de ovos recebemprésgdo de selecdo a
respeito do tamanho dos hospedeiros escolhidos para ovipositar.

Assim, 0 sucesso reprodutivo dos parasitbéides depende de estratégias par
busca de hospedeiros que maximizem os encontros bem sucedidos. Edcopheds
parasitdides de ovos utilizam sinais de diferente natureza dusamieocura de
hospedeiros como: sinomoénios de plantas, produzidos em resposta ao ataque de
herbivoros e a oviposigao (Hilker & Meiners 2002, 2aDigke et al.2003 Heil 2008),
substancias quimicas responsaveis pela comunicacdo intraespacsitespedeiros
como ferébmonios (Laumann et al. 2009), produtos do hospedeiro como escamas das
asas de mariposas (Fatouros et al. 2005; Yong et al. 2007) e/ou casypgdsticos de
rastros de hospedeiros deixados sobre o substrato onde caminham €Balg@803;
Rostas& Wolfling 2009.

Uma vez localizado o hospedeiro, o parasitdide desenvolve varios
comportamentos que culminam com a ovipositagcdo ou néo, estes comporta@entos
orientados a obter as informagBes necessérias para reconhecinessiecdo do
hospedeiro. O desenvolvimento de cada etapa depende do estilo delwigatagio
atacado (Vinson 1984, 1985).

Inicialmente, o parasitdide examina o hospedeiro, em geral s@ntenas e as
vezes com sensilas do aparelho bucal (Vinson 1984, 1985, 1998), num processo que
permite estabelecer a identidade, estagio de desenvolvimant@eho do hospedeiro.
Nesta etapa, diferentes estimulos como forma, textura, cor, taneashbstancias
qguimicas (cairoménios) auxiliam o inseto na identificacdo e;&elele hospedeiros
adequados para oviposic¢do (Vinson 1984, 1985, 1998).

No caso de parasitdides de ovos, apos o reconhecimento, a fémea aealiza
prova, procurando um lugar apropriado para a perfuracdo do corio do oveeoom
ovipositor. As sensilas presentes no ovipositor auxiliam na avalidgdambiente
interno (Vinson 1998). Finalmente, o parasitdide procede a oviposi¢cdo ou o abandono
do hospedeiro.

Os parasitoides de ovos da familia Scelionidae sdo inimigos satdeai
percevejos, e algumas espécies, mais precisanielaomus podishishmead, 1881

(Hymenoptera: Scelionidae)leissolcus basali§Vollaston, 1858 (Hymenoptera:
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Scelionidae) tém sido utilizados em programas de controle despgagauitos paises
(Clarke & Walter 1995; Corréa-Ferreira & Moscardi 1996; Corré@aeira 2002; Ehler
2002). Na regido Sul do Brasil liberagdes inoculativag .dbasalispodem controlar
populacdes de percevejos (Corréa-Ferreira & Moscardi 1996). Na rdwala de
producdo agricola do Distrito Federal estas espécies mosti@tas indices de
parasitismo em ovos deuschistus herogabriciusl798 (Hemiptera: Pentatomidae)
(Medeiros et al. 1997).

Segundo a literaturd. podisie T. basalisparasitam ovos de varias espécies de
percevejos, no entanto, apresentam preferéncia por determinadassespéndcE.
heros o hospedeiro preferencial dE. podisi e Nezara viridula Linnaeus, 1758
(Hemiptera: Pentatomidae) o hospedeiro preferencidl. desalis(Corréa-Ferreira &
Moscardi 1995; Pacheco & Corréa-Ferreira 1998; Suijii et al. 268)se reflete tanto
nos indices de parasitismo em campo (Corréa-Ferreira & Most@8d) como em
parametros da biologia reprodutiva dos parasitdides mencionados. Pgolexam
fecundidade meédia das fémeas e basalisem ovos deE. heros (Hemiptera:
Pentatomidae) (Laumann et al. 2008) é menor que a fecundidade méanvasdeN.
viridula (Corréa-Ferreira & Zamataro 1989; Corréa-Ferreira & Moscardi 1994).

Apesar de a biologia de varias espécies de Scelionidae secidanfieaumann
et al. 2008), estudos relativos aos mecanismos de reconhecimentaagdacelie
diferentes hospedeiros, assim como a influéncia de caractsidiisicas nestes
processos sao escassos (Borges et al. 1999).

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de tamanhowds e sua
distribuicdo na postura de quatro espécies de perceuejsshistus heros, Nezara
viridula, Piezodorus guildiniiWestwood, 1837 Chinavia ubicaRolston, 1983) da
familia Pentatomidae no comportamento de selecdo de hospedeiros disigasade
ovosT. podisie T. basalis.Para atingir o objetivo proposto foram avaliadas as seguintes
hipoteses: 1- caracteristicas morfologicas (como tamanhoriduligio e nimero de
ovos na postura) dos ovos de diferentes espécies de percevejos condioionam
reconhecimento e aceitacdo dos hospedeiros e 2- o parasitdide pxde estas
caracteristicas para reconhecer os hospedeiros preferdicibeyosno caso der.
podisieN. viridulano caso dé. basalis
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Material e Métodos
Criacao de Insetos

As colonias dos percevejosuschistus heros, Nezara viridul®iezodorus
guildinii e Chinavia ubicae dos parasitdides de ovdslenomus podise Trissolcus
basalis foram mantidos em laboratério em sala climatizada no laboratiio
Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e BiotecnologidiaBasi Brasil.
As condicbes ambientais da sala foram: 26 + 2°C, 60 = 10% de umidatieare

iluminacéo de 14h:10h de fotofase e escotofase respectivamente.

Percevejos

As espécies utilizadas neste trabalho foram criadas segamdoetodologias
descritas em Borges et al. (2006) e Silva et al. (2007). Os irfeedms mantidos em
gaiolas plasticas de 8 L com sementes de amenduict{is hypogaea soja Glycine
max(L.) Merril) e girassol flelianthus annugL.)) coladas com cola branca (Cas Colar)
nao téxica em cartelas de papel (10cm de comprimento x 8 carglgd) e vagens
frescas de feijadPhaseolus vulgarigl.)) como dieta natural. Para permitir a circulacéo
de ar, a parte superior da gaiola foi forrada com tecido tipo agégria foi oferecida
em potes plasticos de 350 mL. Phraviridula foram incorporadas, como complemento
da dieta, plantas de soja no estagio V3, acondicionadas em pote®pl@gsiccm de
diametro e 8,6 cm de altura) contendo vermiculita como substratoCRiaavia ubica
e Piezodorus guildiniia dieta foi complementada com adicdo de pi&idens pilosa
L.), falso boldo Boldea fragrangRuiz & Pav.) Endl.) e soja peren@lycine wightii
(Wight & Arn.) Verdc.). Telas de nylon de 15 tforam colocadas nas gaiolas servindo
como substrato para oviposicdo. Os ovos coletados foram colocados erdepReti
(9 cm de diametro) e apds a eclosdo das ninfas as mesmasaforemtadas com
sementes e vagens até atingirem o terceiro instar. A gesse estagio as ninfas foram
transferidas para gaiolas plasticas contendo a dieta desariggiormente. Para
obtencdo de ovos com idade conhecida, posturas das quatro espécies dgpperceve
foram coletadas diariamente para a utilizacdo nos experimenstes nteneira em todos

0s experimentos foram utilizados ovos com < 24 h de idade.
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Parasitéides

Casais deTrissolcus basalis e Telenomus podisiam mantidos em gaiolas
plasticas (cultura de tecido de 25%nCN Biomedicals, Irvine, CA) tampadas com um
chumaco de algodao. Mel foi oferecido como alimento para os adultos.d@\EBs
heros foram oferecidos como hospedeiro e deixados por 48 h para permitir a
oviposicdo. Apos esse periodo os ovos foram transferidos para outeadgainesmas
dimensfes para incubacdo. As fémeas de ambas as espéciafastiiaa bioensaios
foram acasaladas, sem experiéncia de oviposicdo e apreser@évam8 h de idade

adulta.

Determinacdo de caracteristicas morfologicas de ovos de diferesigécies de
percevejos.

Ovos deE. herosN. viridula, P. guildinii e C. ubicautilizados nos experimentos
apresentam diferentes caracteristicas morfologicas contibuiicio e nimero de ovos
por postura, tamanho e coloracdo (Tal2elg. O tamanho dos ovos, numero de ovos e
sua distribuicdo numa postura foram estabelecidas a fim deaarzabsia influéncia no

comportamento dos parasitoides.
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Tabela 2.1Caracteristicas (tamanho relativo, cor, disposicdo dos ovos emdeeros

por postura) de posturas de diferentes espécies de percevejos utilizad@alradbte
Espécie Tamanho, forma e cordd  Numero de ovos/postura

postura. (Média + DP)

Euschistus heros 9,13 +1,18n = 30 posturas)

Nezara viridula 60,63 + 18,38n = 30 posturas

Chinavia ubic: 27,46 + 471 (n = 30 posturas)

Piezodorus guildinii 19,56 *+ 6,6%n = 30 posturas)

Para avaliar se o tamanho é um dos aspectos determinantes para sele¢cdo do ovo do
hospedeiro, previamente as observacdes comportamentais todos os ovos das postur
(n=30 posturas/hospedeiro/parasitoide) utilizadas foram medidos (hamehltura)

(Figura 2.1) e, posteriormente, o seu volume calculado. Um microscoprosesipico

(Zeizz Germany, Stemi SV 11) com ocular graduada foi utilizada pa medi¢oes.
Posturas de cada espécie foram coladas com goma arabicaindadq3oper Radex) em
tiras de cartolina (5 cm de comprimento x 0,8 cm de altura). Uendessquematico foi
feito em planilha e cada ovo foi identificado com um namero seqiiena@sbdearda para
a direita. Esse procedimento evita erros durante a medi¢do. Nopasio®nados no
interior da postura a medida da altura foi estimada utilizandéoo wedio da altura dos

ovos da postura localizados nas bordas da mesma (ovos externos). As medidas

34



realizadas no microscopio foram convertidas para milimetros @gua ‘mini scale” na
mesma escala de aumento utilizada para a medi¢cao dos ovos.
Apos finalizadas as medidas, as posturas foram utilizadas nasnexmes de

comportamento com parasitoides de ovos.
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Figura 2.1 Caracteristicas morfolégicas de ovos de diferentes esplcigsrcevejos e
pontos utilizados para medicdo de didmetro e altura dos ovos (linmaseta dupla).
Na figura pode-se observar também diferencas na coloracdo, oragawedb corio,
forma e tamanho relativo dos micropilos (circulos em pretoEuschistus herosB.
Nezaraviridula. C.Piezodorus guildiniiD. Chinavia ubica
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Observacédo do comportamento de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros

Posturas de E. heros N. \viridula, P. qguildini e C. ubica
(n=30/posturas/parasitdide) foram inseridas individualmente no celdrcarenas
formadas por placas de Petri de 7 cm de diametro x 2,5 cm de. &lémeas dé.
podisi ou T. basalisforam introduzidas nas arenas para observacdo das categorias
comportamentais. Foram registradas as categorias comportamentaitempo de
duracdo de cada uma delas (Figura 2.2). Para identificacao catagorias
comportamentais utilizaram-se como referéncias as estalaslgeviamente por Bin
et al. (1993) pararissolcus basalis

Encontro — que corresponde o tempo decorrido desde a liberacdo da fémea na

arena até o encontro com a postura.

Tamborilamento — exame dos hospedeiros com as antenas, realizando

movimentos de percussao na superficie e laterais dos ovos.

Prova —exploracao da lateral do ovo e inser¢cdo do ovipositor através do corio

alcancando o interior.

Oviposicao— caracterizada por movimentos ritmicos do abdémen no sentido do

eixo longitudinal do corpo.

Marcacdo — caracterizada por movimentos em zig-zag realizados com o
ovipositor estendido sobre a superficie do ovo, varios autores indicaoomue
este movimento a fémea deposita um feromonio de marcagao no ovonemtreta

0 mesmo néo foi isolado até o momento.

Em observacdes prévias dos comportamento$. deodisie T. basalisforam
registrados com relativa freqiéncia alguns comportamentos coernbees aos
descritos por Bin et al. (1993). Esses comportamentos séo detallsstpsra também
foram inclusos nas observacdes e analises deste trabalho.

Limpeza -corresponde a limpeza feita pelo parasitbéide das suas antersas, asa

patas, térax e abdémen.
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Transicdo entre comportamentos o parasitdide anda sobre a postura
tamborilando alguns ovos até se concentrar novamente em um OvO e c@mecar
comportamento de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiro.

Retorno— corresponde ao retorno a um ovo previamente visitado e onde a fémea
ja realizou alguns dos comportamentos anteriormente descritos (lamleoto, prova

OU 0Viposigao).

Abandono— corresponde a saida da fémea do parasitdide de perto da postura
apos a exploracdo da mesma, se deslocando a uma distancia coriqjperdega da

placa).

encontro tamborilamento

by I g

prova oviposicao marcacao

Figura 2.2 Esquemas representativos das difereggegorias comportamentais de
reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros observadisssoicus basalissegundo
Bin et al. (1993).

As observacgfes de comportamento em ovos de diferentes espé@esedejps
foram conduzidas sob microscopio esteroscépico (Zeizz Germany, StEniFémeas
de cada espécie (n=30/espécie/hospedeiro) foram observadasiuakingnte. As
observactes foram realizadas até o abandono da postura pela fémea.

Os ovos selecionados para oviposicdo foram identificados segundo as
numeracoes realizadas previamente para relacionar a escolhaadiioju®e com o

tamanho do ovo. Adicionalmente, e com o intuito de estabelecer s agism padréo
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de exploracdo da postura, a posicdo dos ovos escolhidos para paraségisfiada
seguindo dois critérios: 1- posi¢cao na postura (borda ou interior) e 2- sequéncia de ovos

escolhidos para oviposi¢do. No ultimo caso, a partir de cada ovo selecimarado
oviposicao, foi registrado se o préximo ovo selecionado foi um vizinho (ovaetato
fisico com o anteriormente selecionado) ou néo vizinho (ovo sem coniedoctisn o
parasitado previamente).

Com os dados da observacdo da sequéncia de comportamentos foram
construidos etogramas para verificar a sequéncia comportamegtadies por cada
parasitéide em cada hospedeiro e dessa maneira, analisar o eomeptot de cada
parasitéide em diferentes espécies de percevejos.

Apbés as observacbes comportamentais, as posturas foram identifeadas
colocadas em tubos de ensaio (7,5 cm de comprimento e 1,0 cm de digragiro)
incubacdo dos ovos. Nestas posturas foram avaliados o nimero de ovosdosrasit

proporcao de descendentes (nUmero de adultos emergidos/total de ovos parasitados).

Andlises Estatisticas

Os valores médios dos parametros morfométricos dos ovos (diametra, ealt
volume) das diferentes espécies de percevejos foram comparadmnddilteste de
Kruskal-Wallis e teste dBunn para compara¢des mdltiplas par a par. Para verificar se
ha uma preferéncia da fémea do parasitoide pelo tamanho de ova paif@osicao
foram comparados ovos selecionados versus nao selecionados em cada dEspéci
percevejo através de teste de Mann-Whitney.

O tempo de cada categoria comportamental observada para cada dspéc
parasitéide em cada um dos hospedeiros foi comparado atravéseddetd&ruskal-
Walllis e teste d®unn para comparagcdes multiplas par a par. Papadisios dados do
comportamento de marcacdo én viridula e C. ubica foram retirados da analise
devido a escassez de dados (apenas um ovo marcadd. &iridula e dois ovos
marcados ent. ubicg, esta categoria comportamental foi comparada &ntheerose
P. guildinii por meio do teste de Mann-Whitney. Hmbasalisos dados de marcacéao
em ovos deC. ubica foram retirados da andlise ja que este comportamento foi
observado somente em trés ovos dessa espécie. Os dados depanpEzherose P.
guildinii também foram retirados pelo fato desse comportamento ndo tedogcwsites
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hospedeiros. Assim, este comportamento foi comparado apenafentriglula e C.
ubicaatravés do teste de Mann-Whitney.

As escolhas realizadas pelos parasitoides relativas a posigim d@ postura
(borda ou interior) e sequéncia de oviposi¢ao (ovo vizinho ou néo vizinho) foram
analisadas através de regressao logistica estimando a [ialoigbdle escolha de ovos
na borda das posturas e do ovo vizinho apdés uma oviposi¢do. As hipdteses de nao
preferéncia entre ovos na borda ou no interior da postura e, ovos vizinho &in@o vi
na sequéncia de selecédo (50% de selecdo em cada uma das opadegvédiadas
através de test¢ de Wald

A frequéncia de observacao dos comportamentos em diferentes hospfedleiros
utilizada para construcdo de etogramas. Para isto, os dados dasgiiesedas fémeas
em cada espécie de hospedeiro (n=30/hospedeiro) foram utilizadosriparanta
matriz de transicdo de primeira ordem (Matriz de Markov) ondenfe@nsideradas as
frequéncias totais de cada uma das transicbes (passagem decabegaria
comportamental para outra). As probabilidades de transicdo foramadals a partir da
freqUiéncia de transicdo entre dois eventos divididos pelo numero taibkeleracoes
do primeiro evento (Haccou & Meelis 1992). Os valores esperados peéukes da
matriz foram calculados através do método de Goodman (método deitajizdieo)
(Goodman 1968), a significancia estatistica das transicdes fagatiadas
individualmente através do teste G. Com estas informacdes forartrutos os
respectivos etogramas para cada espécie de parasitdidendblizos diferentes
hospedeiros avaliados.

Para analisar o numero de ovos parasitados foi utilizada adaliseodelos
lineares generalizados (GLM) e analise de Devianca eseuid erros com
distribuicdo de Poisson, e para a proporcdo de sobrevivéncia dossest@juros do
parasitbide em cada espécie de hospedeiro foi utilizada a mesitise,aporém,
especificando erros com distribuicdo binomial. No cas®.gmdisiforam retirados das
analises os dados dd. viridula (nenhum ovo parasitado) €. ubica (um ovo
parasitado). Para. basalis,os dados da espédiz ubicaforam retirados das analises,
pois somente dois ovos dessa espécie foram parasitados. A proporc&oeteletges
nao foi analisada park podisj pois apenas em ovos He heroseste parasitdide teve
sobrevivéncia satisfatéria (em ovos Me viridula e C.ubicando se obteve nenhum

descendente e, em ovosRleguildinii se obteve apenas um adulto). Parhasalis os
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dados deC. ubicapara a proporgédo de adultos emergidos néo foram analisados, pois

neste hospedeiro, somente um parasitéide completou o desenvolvimento.

Resultados

As fémeas dd. podisiobtiveram sucesso similar de parasitismo (representado
pelo nimero de ovos parasitados) em ovds.deerose P. guildinii (GLM t =-1,071 P
= 0,28) (Tabela 2.2). Entretanto, somente foi obtida descendéncia em oo ems
No caso de ovos parasitados &e guildinii somente um adulto conseguiu se
desenvolver (Tabela 2.2)As fémeas dd. basalisparasitaram ovos de. heros N.
viridula e P. guildini, porém o namero de ovos parasitados foi maioEeimerose N.
viridula em comparacdo B. guildinii (GLM, andlise de Devianca z = 667,7B <
0,00) (Tabela 2.3). Em relacdo a sobrevivéncia dos estagios imaturobon&e
diferencas significativas quando os parasitdides se desenvolverardifenentes
hospedeiros nos quais houve parasitismo (GLM e Analise de Deviand#®,38 P =
0,61) (Tabela 2.3).

Tabela 2.2 Niumeros de ovos parasitados por postura (média + desvio padrdo) e
sobrevivéncia de estagios imaturos (propor¢cdo média + desvio pddré&aneas de.
podisiem diferentes hospedeiros.

Espécies Numeros de ovos Sobrevivéncia (proporcao)
parasitados/postura
Média n Média n

E. heros 4,63 + 3,45a 268 0,61 + 0,36 139

N. viridula - 1819 --

P. guildinii 3,30 £ 5,45a 591 --

C. ubica - 781 -
Médias seguidas de mesmas letras minlsculas naacolio apresentam diferencas significativas, P >
0,05 Analise de GLM. - indica auséncia de observacao pdeasitismo e, consequentemente,

sobrevivéncia de imaturos nas respectivas espéeibespedeiros
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Tabela 2.3Numeros de ovos parasitados (média + desvio padréo) e sobrevivéncia
de estagios imaturos (proporcdo média + desvio padrdo) de féméadaksalis
em diferentes hospedeiros.

Espécies NUmeros de ovos parasitados Sobrevivéncia
Média n Média n

E. heros 7,46 = 3,07a 280 0,73 £0,25a 225

N. viridula 7,16 + 10,37a 1759 0,73 £0,25a 219

P. guildinni 1,56 £ 4,88b 413 0,95 +0,08a 48

C. ubica - 824 -

Médias seguidas de mesmas letras minUsculas naacoéio apresentam diferencas significativas, P >
0,05. GLM e andlise de Devianca. — indica auséteiabservacao de parasitismo e, conseqiientemente,
sobrevivéncia de imaturos nas respectivas espéeibespedeiros

O tamanho do hospedeiro foi uma caracteristica que pouco influenciou na
decisdo das fémeas de parasitdides estudadas. Ao compararamhdade ovos
escolhidos e ndo escolhidos para oviposi¢cdo nas posturas de uma nesciea fes
observado que fémeas de podisiforam influenciadas pelo tamanho somente quando
utilizaram como hospedeirg. heros(Teste de Mann-Whitney = 15219,000 P =
0,008; em relacdo ao volume, com média de 0,39 + 0,18 mrs 167 para ovos
selecionados e 0,41 + 0,13 fim = 101 para ovos ndo selecionados). O tamanho do
ovo selecionado versus ndo selecionado para as outras espéciesestejggemao
mostrou diferengas significativas (resultados nao apresentados).érAsad de
Trissolcus basalimdo mostraram preferéncia em relacdo ao tamanho dos ovos de
posturas individuais durante a selecao para o parasitismo.

Mesmo sendo observadas claras diferencas no tamanho dos ovos entre as
espécies de percevejos selecionadas neste estudo (Tabela eh#tg gosturas da
mesma espécie (Kruskal-Wallis P < 0,05 para todas as espfaservou-se que dentro
de uma mesma postura 0s ovos sdo homogéneos no tamanho (Coeficientagd® Va
meédio, calculado a partir do tamanho médio e DP de cada posturadafilidas

variaveis de tamanho < 10% em todas as espécies de percevejos).

42



Tabela 2.4 Tamanho (média + desvio padrdo) de ovos de diferentes espécies de
percevejos utilizadas neste trabalho.

Espécies Diametro Altura Volume
(mm) (mm) (mm)
Média n Média n Média n

E. heros 0,71 +0,10a 267 0,96 +0,07a 268 0,40+0,14a 268
N. viridula 0,80+0,03b 1820 1,21 £0,05b 1819 0,61+0,06b 1819
P. guildinii 0,61 = 0,04c 587 0,99 +0,06a 587 0,29+0,04c 587
C. ubica 0,87 £ 0,04d 782 1,32+0,07c 782 0,79 +0,08d 782

Médias seguidas de mesmas letras minUsculas naacaofo apresentam diferencas significativas eistre a
espécies. Teste de Kruskal-Wallis H = 2408,03; @091 para o diametro, H = 2681,24; P < 0,001 para
altura e H = 2606,310; P < 0,001 para volum&ste de Dunn P < 0,05.

Os comportamentos dos parasitdides em diferentes espéciesrcgeejus
apresentaram-se relativamente constantes sendo observadas sequéacia
comportamentos similares. O tempo de encontro com as postudifefente apenas
para as fémeas de basalis(teste de Kruskal-Wallis e teste de Dunn H = 13,85 P =
0,003) que levou em média maior tempo para encontrar postukashdeos.O tempo
de tamborilamento em diferentes hospedeiros mostrou diferencédficaiyas para
ambos os parasitoides (teste de Kruskal-Wallis e teste de Burn57,83 P < 0,001
paraT. podisie H = 57,83 P < 0,001 pafa basali$ (Tabelas 2.5 e 2.6). As fémeas de
T. podisimostraram um tempo de tamborilamento menor em ovds. deros seu
hospedeiro preferencial, e em ovosGlaibicaem relacdo ao tempo de tamborilamento
em ovos deN. viridula e P. guildinii (Tabela 2.5). Por sua vez, o comportamento de
tamborilamento df. basalisfoi 0 oposto ao encontrado por podisiemE. herosja
que as fémeas deste parasitdide apresentaram maior tempaobdeléanento para os
ovos deN. viridula, seu hospedeiro preferencial (Tabela 2.6).

As etapas seguintes, prova e oviposicao, foram realizadas peeibremte na
metade inferior dos ovos, quando estes se encontravam na borda da p@stura.
comportamento de prova foi executado na regido do ovo onde a fémea tocas com
antenas pela udltima vez, durante a exploracdo do mesmo pelo tambkotid. As
fémeas deT. podisi durante o comportamento de oviposicdo exibiram movimentos
ritmicos muito pronunciados com a cabeca, além de movimentos do abdoemticm s
do eixo longitudinal do corpo. Os tempos dos comportamentos de prova e oviposi¢ao
paraT. podisiforam diferentes entre os hospedeiros (teste de Kruskal-\Wabiste de
Dunn H = 176,63 P < 0,001 para prova e H = 47,60 P < 0,001 para oviposi¢ao).
Entretanto, estes comportamentos foram semelhantgés leenose N. viridula (Tabela
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2.5). A duracdo dos comportamentos de prova e oviposi¢caol péasalistambém
foram diferentes nas espécies de percevejos (teste de Kruakiasl-&\teste de Dunn H
= 228,41 P < 0,001 para prova e H = 298,91 P < 0,001 para oviposi¢cdo). Porém, a
duracdo do comportamento de prova Mmviridula foi semelhante ®. guildinii. As
fémeas der. basalislevaram maior tempo para ovipositar ovosMleviridula, seu
hospedeiro preferencial (Tabela 2.6).

A marcacéo, realizada apds a oviposicao, nao foi observada em tedagciss
de hospedeiros. Nos hospedeiros onde a marcacéao foi freqientementalaxeouna
diferencas significativas no tempo meédio de duracdo da marcagao ap#os
parasitéides (Teste de Mann-Whitney T = 9795,500 P = 0,007 Tpaisi e teste
de Kruskal-Wallis e teste de Dunn H =43,87 P < 0,001 parasali$ (Tabelas 2.5 e
2.6). O tempo de transicéo, calculado entre a oviposicdo num hospedeiro dooutro,
significativamente diferente, sendo menor no hospedeiro preferelecil podisi e
intermediério no hospedeiro preferencialTdebasalis(teste de Kruskal-Wallis e teste
de Dunn H = 30,67 P = < 0,001 pdrapodisie H = 36,04 P < 0,001 pafa basali3
(Tabelas 2.5 e 2.6).
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Ao encontrar posturas de diferentes espécies de percevejoseas fi#h.podisi
e T. basalispreferiram parasitar os ovos posicionados na borda das posturas. Essa
escolha foi significativamente diferente paragpodisiem posturas dE. heros(testex?
de Wald x> = 60,50 P < 0,001) K. viridula (testex? de Waldy? = 5,78 P = 0,01) e
paraT. basalisem posturas dE. heros(testex? de Wald x*> = 84,78 P < 0,001)N.
viridula (testex? de Wald x> = 12,62 P < 0,001) €. ubica(testex> de Wald x> =
16,92 P < 0,001) (Figuras 2.3 e 2.4).

A respeito da seqiéncia de oviposi¢cdo, em posturdk deidula as fémeas de
T. podisj ap0s parasitar um ovo, escolheram na seqiiéncia ovos que nao tinhaon contat
fisico com o previamente parasitado (ndo vizinho) (t&ste Waldy? = 5,52 P = 0,01).

Em ovos deE. heros P. guildinii e C. ubicando foram observadas diferencas na
escolha entre ovos vizinhos e nao vizinhos (tgSte Wald x> = 0,71 P = 0,39 para

E. heros x> = 1,15 P = 0,28 par@. guildinii e x> = 3,73 P = 0,05 par@. ubicg
(Figuras 2.5). As fémeas de basalisescolheram preferencialmente ovos vizinhos na
sequiéncia de oviposicdo quando parasitaram postutash@zose N. viridula (testex?

de Wald x* = 48,49 P < 0,001 pafa herosex® = 18,52 P < 0,001 pah viridula).

Em ovos deP. guildinii e C. ubicando houve diferencas entre os ovos classificados
como vizinho e n&o vizinho selecionados para ovipositar (téste Waldy? = 1,77 P

= 0,18 par&. guildiniie x*= 0,12 P = 0,72 paf@. ubicd (Figura 2.6).

Os etogramas mostraram que 0 comportamento de oviposi¢do se aptesent
etapas bem definidas com transicbes (passagem de um compartaanentro)
significativas o0 que indica que estes comportamentos sdo benoigséeles, inatos e
independentes do hospedeiro encontrado. Os comportamentos de limpez&&otrans
resultaram mais aleatorios e, em geral, apresentarancii@msado significativas. Em
hospedeiros ndo preferenciais as fémeas ndo executam a marcasatansicdes
comportamentais significativas se apresentam com menor fregu@nguras 2.7 e
2.8).
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Figura 2.3 Proporcao de ovos (média + 1IC95%) de diferentes espécies de pesceve
selecionados para oviposi¢ao por fémea$alenomus podisgm relacdo a sua posi¢ao
na postura (borda ou interior). Os valores médios e os 1C95% foramlackls
mediante regressao logistica. *** = P < 0,001 para a propor¢cdo de ovedgus na
borda ou interior da postura para cada espécie de hospedeiro, nsencddendo
significativas na a proporcéo de ovos parasitados na borda ou ingnmstura para
cada espécie de hospedeiro tgdtde Wald.
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Figura 2.4 Proporcdo de ovos (média + IC95%) de diferentes espécies de pmsceve
selecionados para oviposicao por fémeas$risolcus basaliem relacéo a sua posicao
na postura (borda ou interior). Os valores médios e 0s IC95% foramlackls
mediante regressao logistica. *** = P < 0,001 para a propor¢cdo de ovedgums na
borda ou interior da postura para cada espécie de hospedeiro, nsencdsendo
significativas na a proporcédo de ovos parasitados na borda ou icfgnmstura para
cada espécie de hospedeiro tgdtde Wald.
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Figura 2.5 Proporcdo de ovos (média + IC95%) de diferentes espécies de pmsceve
selecionados para oviposicado por fémeadelenomus podisem relacdo a sequéncia
de escolha (vizinho ou néo vizinho). Os valores médios e os IC95% éalamados
mediante regresséao logistica. * = P < 0,05 indica diferengasicativas na proporcao
de ovos parasitados vizinhos ou néo vizinhos nas posturas de diferentessedpéci
percevejos, ns = diferencas nao significativas entre a propde@wos parasitados
vizinhos ou n&o vizinhos nas posturas de diferentes espécies deejmerdestey’ de
Wald.
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E. heros N. viridula P. guildinii C.ubica

Figura 2.6 Proporcdo de ovos (média + IC95%) de diferentes espécies de pmsceve
selecionados para oviposi¢do por fémeadritsolcus basali®m relacdo a sequéncia

de escolha (vizinho ou néo vizinho). Os valores médios e os IC95% éalamiados
mediante regressdo logistica. *** = P < 0,001 indica difereng@gsfisativas na
proporcdo de ovos parasitados vizinhos ou ndo vizinhos nas posturas de diferente
espécies de percevejos, ns = diferencas ndo significativas amropor¢cdo de ovos
parasitados vizinhos ou néo vizinhos nas posturas de diferentes edpo@sevejos
testex” de Wald.
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Figura 2.7 Etogramas do comportamento de reconhecimento e oviposicdo do
parasitéide de ovo¥elenomus podigitilizando como hospedeiros diferentes espécies
de percevejasOs numeros nas linhas indicam a probabilidade de transicdo entre
comportamentos. Os numeros entre parénteses dentro dos retamglidasn i a
frequéncia observada de cada comportamento. As linhas tracejadi@sam
probabilidades nao diferentes do acaso (teste G, P = 0.05). Asdorhatetas indicam

as transicdes de um comportamento para outro que resultarancaiyaié (P < 0,05).

E = encontro, T = tamborilamento, P = prova, O = oviposi¢cdo, M = g@ocdr =
transicao, L = limpeza, R = retorno, AP = abandono da postura.
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Figura 2.8 Etogramas do comportamento de reconhecimento e oviposicdo do
parasitdide de ovosrissolcus basalisitilizando como hospedeiros diferentes espécies
de percevejasOs numeros nas linhas indicam a probabilidade de transicdo entre
comportamentos. Os numeros entre parénteses dentro dos retamglibasn i a
freqiéncia observada de cada comportamento. As linhas tracejad@sm
probabilidades nao diferentes do acaso (teste G, P = 0.05). Asdorhatetas indicam

as transicdes de um comportamento para outro que resultarancaiyaié (P < 0,05).

E = encontro, T = tamborilamento, P = prova, O = oviposi¢cdo, M = g@ocdr =
transicao, L = limpeza, R = retorno, AP = abandono da postura.
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Discussao

Os parasitoides avaliados neste trabalho mostraram uma claraigiacéo dos
hospedeiros oferecidos para parasitisiio. podisi mostrou maiores indices de
parasitismo em ovos de. herose P. guildinii. As fémeas dd. basalismostraram
maiores indices de parasitismo em ovos Eleherose N. viridula e moderado
parasitismo em ovos de. guildinii. Com excecao do parasitismo febasalisemP.
guildinii, para ambas as espécies de parasitdides a mortalidade (casitagas) de
hospedeiros preferenciais e alternativos foi alta, concordando casutiados de Sujii
et al. (2002) em estudos de laboratorio com estas espécies de parasitoides.

Ao considerar a propor¢cdo de adultos emergidos nas diferentesessgéc
percevejos (sobrevivéncia de estagios imaturos), o hospedeircadegjsado para o
desenvolvimento dd. podisifoi E. heroso que concorda com dados de literatura
(Pacheco & Corréa-Ferreira 2000). O desenvolvimento dos estagiagasaleT.
podisi em P. guildinii, um hospedeiro anteriormente citado como adequado para este
parasitdide (Pacheco & Corréa-Ferreira 1998; Suijii et al. 200@)fon&atisfatorio.T.
basalisse desenvolveu satisfatoriamente em ovds.deeros, N. viridula e P. guildinii,
nao havendo diferencas na proporgéo de adultos emergidos nestes hospeda#gos, 0
discorda com dados de campo previamente reportados por CorréaaFkéuscardi
(1995) no qualT. basalisesteve mais associadoNa viridula, resultando em maior
namero de adultos emergidos nesta espécie.

Os resultados mostraram que ambos 0s parasitoides, na auséncipadizinos
preferencial, investem seu esfor¢go reprodutivo parasitando hospedesostaios,
ainda que, em alguns casos, ndo encontrem, nestes hospedeiros, condigiestdotal
favoraveis ao desenvolvimento dos seus estagios imaturos.

O parasitismo dél. basalisno seu hospedeiro preferenciddl. (viridula) foi
similar ao observado no hospedeiro alternati#& bero3. Isto pode ter sido
influenciado pelas condi¢cdes experimentais. Em gé&rabasalisapresenta indices de
parasitismo altos (+ 50% dos ovos de cada postura parasitados) emagoisN.
viridula (Corréa-Ferreira & Zamataro 1989orréa-Ferreira & Moscardi 1995; Suijii et
al. 2002). As posturas de. viridula, em geral sdo grandes (as utilizadas neste trabalho
apresentaram 60,63 + 18,38 ovos/postura). Os scelionideos sao parasitoides
sinovigénicos, produzem ovos ao longo da sua vida e, em geral, em posiuras

grande numero de ovos podem permanecer por 24 a 72 hs sobre as mesmas (Orr, 1998).
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Possivelmente,T. basalis poderia ter parasitado um ndamero maior de ovos se 0
experimento tivesse sido executado com uma duragcédo de tempo(paai@exemplo,
deixando o parasitéide na postura até que o mesmo a abandonasse vGaddr@ar
sitio).

Um outro fator que pode ter contribuido para o alto parasitismo e déacend
de T. basalisno hospedeiro alternativ&,. heros € o fato de que os insetos utilizados
neste trabalho provém de uma colénia mantida durante varias egendovos dE.
heroso que pode contribuir para uma adaptacéo do parasitéide a este hospedeiro.

Os ovos de diferentes espécies de Pentatomidae utilizados redsathar
apresentam claras diferencas na coloracdo, ornamentacgéo do cério, famaaleo dos
micropilos (ndo quantificadas), caracteristicas que podem influencégonhecimento
e selecao pelos parasitdides. Além disto, a distribuicdo dos ovpsstasas (numero e
disposicdo dos ovos) e o tamanho dos mesmos também s&o diferentes ampoderi
influenciar o comportamento dos parasitbides. Entretanto, apesar de oslasvos
diferentes espécies de percevejos utilizados como hospedeircenapne-se mais
homogéneos, formato em batrril, padrdo comum encontrado nesta f&uiltawood et
al. 1956) alguns ovos sdo mais globulatesherose C. ubicg e outros mais esféricos
(ver fotos em metodologia).

Os parasitoides avaliados discriminam posturas/ovos de diferspises de
percevejos, mas nao € possivel afirmar que a discriminacdseadaasomente em
caracteristicas morfologicas ja que outros sinais, por exemplmjcggi (Bin et al.
1993; Borges et al. 1999, ver capitulo 3 desta dissertacdo para masrsdgwm)
podem estar presentes na superficie dos ovos auxiliando a identifeceigtriminacao
de hospedeiros.

Quando foi avaliada a discriminacdo dos ovos dentro de uma postura, foi
observado que o tamanho do hospedeiro selecionado para parasitar naoiauoflas
fémeas de ambos os parasitoides. Os ovos de insetos, diferentdenkmeas que em
muitos casos ap0s serem parasitadas continuam seu crescimenioieconsh recurso
finito e dessa maneira exercem uma pressao seletiva naasféloe parasitdides que
devem avaliar com precisdo os recursos disponiveis para a seaddgsta (Godfray
1994; Vinson 1998). O tamanho dos ovos pode ser uma medida geral da quantidade de
recursos disponiveis. Os parasitéides utilizados neste trabalholganos (Corréa-
Ferreira 2002), uma Unica larva completa seu desenvolvimento emhaspedeiro.

Dessa maneira, as fémeas devem avaliar um tamanho minimo &dauonpara o
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desenvolvimento de sua prole. No entanto, as varia¢cdes de tamanho de awodedent
uma mesma postura em cada espécie de percevejo sdo pequenas (cakfiveaedo
médio para todas as espécies utilizadas neste trabalho < 18%)pmde explicar a
auséncia de discriminacdo de ovos parasitados e nao parasitadadaefio @0
tamanho.

As observagbes dos comportamentos de reconhecimento e aceitagdo de
hospedeiros par. podisie T. basalisforam consistentes com as observacdes de outros
autores para parasitoides da familia Scelionidae (Strand & Vit888a; Bin et al.
1993; Weber et al. 1996).

Os diferentes hospedeiros condicionaram o tempo investido pelos ¢gdessit
em cada etapa da sele¢éo e oviposicdo. Frente ao hospedeiro prefesgueniasitoides
mostraram comportamentos opostbspodisiparece reconhecer e aceitar rapidamente
seu hospedeiro preferenciéd, heros(menor tempo de tamborilamento e de prova),
enquanto qud. basalisinvestiu mais tempo no reconhecimento e aceitacdo de ovos de
N. viridula. Estas diferengcas poderiam estar influenciadas tanto por motivos
filogenéticos/evolutivos relativos aos comportamentos de parasitdelediferentes
géneros como por diferencas nas caracteristicas fisicasnecagidos ovos de
diferentes espécies de percevejos (Strand & Vinson 1983a,b; VinsonBiA8&; al.
1993).

O tempo destinado a oviposicdo gorbasalisem seu hospedeiro preferencial,

N. viridula, foi maior que em ovos de outras espécies de perce@josmportamento
seguinte, a marcacéo, que foi freqliente nos hospedeiros preferen@aisalguns
alternativos, consumiu maior tempo nos hospedeiros preferenciaisapdras as
espécies de parasitbides. A marcacdo € um processo que auXidimea na
discriminacdo de hospedeiros pela deposicdo de substancias quirnaasitei um

sinal de alerta de que o hospedeiro se encontra parasitado, evitanoho assi
superparasitismo (mais de um ovo no mesmo hospedeiro) ou hiperpaaasitism
(parasitismo por mais de uma espécie de parasitoides) (Rufapaj 2001; Rosi et al.
2001;Stelinski et al. 2009 Desta maneira, 0 maior investimento na marcacédo dos ovos
dos hospedeiros que garantem 6timo desenvolvimento dos estagios imesuitss
numa vantagem seletiva para o parasitdide. Além disso, o feromonicardacan
apresenta durabilidade baixa e isso poderia evitar ataques de hiperpasasitdide
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A marcacao é frequentemente uma indicacéo de oviposicao (Wehet396).
Neste trabalho a marcacédo esteve associada a parasitismqoase todos 0s casos,
sendo raros 0S 0VOS NOS quais ocorreu parasitismo sem marcacao.

Ao analisar a preferéncia de oviposicdo por ovos situados na borda @r inter
das posturas foi observado que os ovos situados na borda sdo mais vuleraveis
parasitismo. Segundo Gross (1993) a arquitetura ou arranjo de massass dgio
consideradas defesas morfolégicas do hospedeiro contra o ataquesit®igesa Os
ovos de percevejos estudados neste trabalho que estédo situados nodiatpdstura
ficam com menor superficie exposta comparados aos ovos da bordsaardewira
apresentam menor probabilidade de sofrerem o ataque de parasitdides.

As fémeas d&. podisindo seguem um padrdo na escolha de ovos para parasitar,
ao efetuar oviposicdes sucessivas 0s ovos selecionados podem ou néavzenes
(ovo em contato direto com o previamente parasitado). Este padrao dexgikpldas
posturas, sem uma seqUéncia estereotipada para parasitar os ovosdobear
diferentes hospedeiros, pode ser uma das causas que expliguem a edelugfo
feromd6nio de marcacdo nos scelionideos ja que permitiria explorargssbm grande
namero de ovos (como as dos pentatomideos) evitando o0 superparasitismo ou o0
hiperparasitismoEm scelionideos, o feromoénio de marcacéo de hospedeiros modifica o
comportamento de oviposi¢cdo de co-especificos, as fémeas salisquando em
contato com massas de ovos parasitadas por co-especificos abamdbpnapedeiro
mais rapidamentg@osi et al. 2001).

As fémeas dd. basalismostraram uma alta probabilidade de parasitismo em
ovos vizinhos quando exploraram posturasEdderose N.viridula. Neste sentidoT.
basalisem presenca de um hospedeiro que favorece sua reproducdo, cosnodasca
duas espécies de percevejos mencionadas, otimiza a exploragé@schm evitando
gastar o tempo examinando ovos em posi¢cdes mais distantes.

Os etogramas para ambas as espécies de parasitoidesafiro observado
ao analisar os tempos dos comportamentos de reconhecimento e @ceitaca
hospedeiros. A seqiiéncia de comportamentos basicos desde o encontro até a marcacgao é
estereotipada e ndo mostra variacbes segundo a espécie ddeimosp® maior
diferenca observada é em relacdo a oviposi¢cdo ou marcacdo, ghsesearam em
menor freqiéncia em hospedeiros néo preferenciais, 0 que sugeamtqua inspecao
externa (tamborilamento) quanto a interna (prova) sdo decisavapeconhecimento

e selecao dos hospedeiros e reforca a hipotese de que estimulos fisicosos quimic
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devem estar envolvidos neste processo. Segundo observacoes de Welj£pes)abs
scelionideos somente marcam ovos onde tem realizado oviposicaddsetisgendo
assim, as observacdes da baixa frequéncia de marcacéo ede @lgsmas espécies de
percevejos pelos parasitoid€s podisie T. basalisestariam diretamente relacionadas
com os baixos indices de parasitismo observado nestas mesmas especies.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o numeroilauigtr de
ovos numa postura podem influenciar no processo de reconhecimento eacgetac
hospedeiros dos parasitoidespodisie T. basalis entretanto, ndo € possivel descartar a
influéncia de outros fatores morfolégicos como ornamentacdo do corio aideer
micropilos e cor dos ovos e presenca de sinais de outra naturexdpapmente
quimicos. Trabalhos futuros devem concentrar-se na identificacdo stiosules
envolvidos em cada etapa que auxiliem na interpretacdo das obserigitd® neste

trabalho.
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CAPITULO Il

Influéncia de caracteristicas quimicas de ovos do percevdmischistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) no comportamento de selecédo de hospedalo
parasitéide Telenomus podis{Hymenopera: Scelionidae)

Introducao

Apds o contato fisico com o hospedeiro 0s parasitdides realizam o
reconhecimento e aceitacdo do mesmo, influenciados pelas inted®degimulos
fisicos (forma, textura, tamanho) e quimicos (semioquimicos interoos externos)
(Vinson 1984, 1985, 1998). Os estimulos quimicos que séo utilizados por parasitéides
para identificar seu hospedeiro, em geral atuam como cairomonioga(giks
quimicas envolvidas na comunicacdo interespecifica de organismos quecdavor
seletivamente apenas o receptor) (Lewis & Martin 1990

Pistas quimicas para o reconhecimento do hospedeiro foram descrdas pa

diferentes sistemas hospedeiros-parasitoides. Parasitoides déesafHomoptera)
utilizam cairoménios presentes na cuticula de seus hospedeirosl (Boake 1998;
Muratori et al. 2006). Analises quimicas de exuvias de afideos navelgue 0s
compostos quimicos presentes sao: hidrocarbonetos, ésteres, alcatdeidos
(Muratori et al. 2006). O parasitéidephytis melinusDeBach, 1959QHymenoptera:
Aphelinidae) utiliza O-caffeoyltyrosine, como cairoménio de contato para o
reconhecimento e aceitacdo de sua cochonilha hospédeirdiella aurantiiMaskell,
1879 (Hemiptera: Diaspididae) (Millar & Hare 1993). O comportamento de itk
hospedeiro do parasitéide pufibdromus pulchellusVesrnael, 184%Hymenoptera:
Ichneumonidae) é desencadeado principalmente por polipeptidios presengssiloo ¢
de Acrolepiopsis assectella Zelled839 (Lepidoptera: Acrolepiidae) (Bénédet et al.
1999). O parasitoideTetrastichus hagenowiiRatzeburg, 1852 (Hymenoptera:
Eulophidae) utiliza oxalato de célcio originado na glandula colef{etiaacessoria) do
sistema reprodutor feminino como também mucopolissacarideos origofeadténdula
salivar para reconhecimento de ootecasPeéeplaneta americanalLinnaeus, 1758
(Blattodea: Blattidae), (Vinson & Piper 1986).

Em parasitoides de ovos ha varios registros de que cairomoénioatpseses

0OVvOs sdo importantes para o reconhecimento de hospedeiros. Esses estudos tém sido
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realizados para parasitdides que atacam ovos de Coleoptera (Lebraltd1987;
Meiners & Hilker 1997; Meiners et al. 1997) de Lepidoptera (Strandr&oh 1983b
Nordlund et al. 1987; De Santis et al. 2008), e Hemiptera (Bin et al, B99ges et al.
1999; Lou & Cheng 2001; Conti et al. 2003).

Para parasitoides da familia Scelionidae que atacam ovos de lepaop
cairoménio de reconhecimento é formado por uma mistura de compostasogroté
originados na secrecdo da glandula acessoria, que aderem os owbsti@dos(Strand
& Vinson 1983b, Nordlund et al. 1987; De Santis et al. 2008). Para aqueles que se
desenvolvem em ovos de Hemiptera a fonte de cairomoénios sugerida sécrecdes
das células foliculares presentes no sistema reprodutor emyeenspara aderir 0S 0vos
ao substrato durante a oviposicao (Bin et al. 1993). Algumas tentativasapa
identificacdo dos cairomoénios responsaveis pelo reconhecimento ga@weieaovos de
pentatomideos foram feitas por Bin et al. (1993) e Borges et al. (h®&®Nnenhum
composto foi caracterizaddooker & De Moraes (2007) interessados na caracterizacao
de volateis de plantas induzidos pela deposicdo de ovos de herbivoros tarsis
que a oviposicao pode desencadear uma resposta hipersensitiva narplaaitearam
com ovos de varias espécies de insetos e verificaram que ovdezdea viridula
Linnaeus, 1758ontém acido jasmonico, acido salicilico e acido benzdico.

A identificacdo de cairoménios responsaveis pelo reconhecimawctitacdo de
hospedeiros pelos parasitides pode permitir a criacio mastsd thes®tos em meio
artificial, facilitando a aceitacdo de hospedeiros (ovos)iaaig e permitindo a
oviposicdo e desenvolvimento nos mesmos (Strand & Vinson 1983b). A producéo
massal é fundamental em programas de liberacdo de parasit@dpse podem ser
favorecidos com métodos artificiais de criacdo que permitgro@ucdo em grande
escala dos agentes de controle bioldgico (Grenier 1997). Outracg@iolipratica destes
conhecimentos é a possibilidade de manipulacdo do comportamento de inimigos
naturais de percevejos pragas em campo. Pelo efeito arrestantromonios podem
reter os parasitdides em areas desejadas (Lewis e Martin 1990; Powekke& PO03)

O parasitdide de ovodelenomus podisiAshmead, 1881 (Hymenoptera:
Pentatomidae) utiliza como hospedeiro preferencial ovos do percevej@mma
Euschistus hero&abricius, 1798 (Hemiptera: Pentatomidae) e cairomdnios presentes
neste hospedeiro podem contribuir para o reconhecimento desta espébieti®
deste trabalho foi verificar o efeito de caracteristicas gasnpresentes em ovos ke

herosno comportamento de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros do parasitoide
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de ovosT. podisi.Sendo os objetivos especificos de: 1) desenvolver uma metodologia
para extracdo e isolamento das substancias quimicas presentdgertura externa dos
ovos do hospedeiro, 2) identificar a composi¢ao dos extratos e 3) veaaifatvidade
biologica dos mesmos através de bioensaios com fémeas do pdeagitbipotese é a

de que substancias quimicas presentes nos ovos sao utilizadas asiwigarpara

reconhecer e aceitar o hospedeiro durante o comportamento de oviposigao.

Material e Métodos
Extracdo e analises quimicas

Massas de ovos deé. heros(< 24 h apOs a oviposicaddpram coletadas da
colénia de laboratorio, mantidas seguindo a metodologia descrita ndsl@afie 2
desta dissertacdo, e pesados em balanca analitica (MEtROOA SNR L34100) até se
obter um grama (~2000 ovos). Conjuntos de um grama de ovos foram tdmssfenia
frascos de 4 ml de vidro de boro silicato com fundo cdnico. Trés solventes, de diferentes
polaridades, foram avaliados para a extragdo dos compostos dos ovaosi,mae&ona
e diclorometano. Os diferentes solventes foram adicionados aassfrasn 0S 0voS No
volume necessario para cobrir completamente os ovos (aproximadamenté 8¢
solvente). Inicialmente foram avaliados trés periodos de extthgcdce 24 h) nos quais
0s ovos foram mantidos nos solventes. Os frascos com 0s ovos nos difykeetes
foram mantidos a temperatura ambiente por trinta minutos em banidragom
(UNIQUE, USC- 2800A). Apds os diferentes intervalos de tempo, o solfente
separado do residuo solido com o auxilio de uma pipeta Pasteuadofitiom filtro
microporo (SUPELCO, Iso - Di§¢ PFTE-4-4, 4mm x 0.45 um). Os extratos obtidos
foram pré-concentrado sob um fluxo de nitrogénio até um volume de 100 uL e
armazenados em freezer (-20°C) até serem utilizados emeanglismicas ou em
bioensaios.

Para quantificacao e identificacdo dos compostos foram utilizautas extratos
de cada periodo de extracdo e solvente utilizado. Extratos atiojora5) do periodo
de 24 h e de cada solvente foram obtidos para utilizacdo em bioensaios.

ApOs observacOes em extracdes prévias foi verificado que os extratos obtidos em
acetona continham uma grande quantidade de agua, provavelmente remowoiasdos
Para eliminar o excesso de &gua foi realizada a sepadacdase aquosa da fase
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organica adicionando 300 pL de hexano. Em seguida, a amostra foi agitada
manualmente por um minuto e deixada em repouso sobre superficie faaa a
formacgao de duas fases sendo a superior orgénica e a inferior aquasa.okganica

foi retirada e transferida para outro frasco. A fim de obterammastra sem residuos de
agua foi adicionada na fase organica uma pequena porcao (com aadgonima
espatula) de Sulfato de magnésio (Riedel-de Haén). O volumdtraildi novamente

em filtro microporo e pré-concentrado até 100 pL. Devido a difardegvolatilidade

dos solventes (acetona/hexano) no volume final os compostos ficaradoglikem
hexano.

Os extratos foram analisados utilizando cromatografia gasosplada a
detector de ionizagcdo de chama (CG-DIC) para quantificacdo.id@atificacdo dos
compostos um extrato de cada solvente foi selecionado para amalig®matografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Para quantificacdo dos compostos foi utilizada a metodologia do pathdm
(PI1), para isto 1 pL de uma solucdo de octadecano em concerdeadamg/mL foi
adicionado em cada amostra dos extratos de ovos de 100 pL. Posteapensahiicao
foi agitada em vortex por cinco segundos para homogeneizacdo daaarhiyef
aliquota de 1 pL do extrato foi injetada em cromatégrafo gasoso cmttcdede
ionizagao de chamas GC-DIC (Agilent 7890A), injetor no modo splitlessperatura
do injetor de 250°C e do detector de 270°C equipado com uma coluna DB-5, (5%-
fenill-metilpolisiloxano, 0,250 mm de diametro X 30 m de comprimento, filone
espessura de 0.25 um, J&W Scientific). O programa de temperailizadot foi de
50°C por 2 min, com incremento posterior de 5°C/min até chegar a 180°C e,
posteriormente, um incremento de 10°C/min até chegar a 250°C totalizaridmpion
de corrida de 55,1 minutos. Gas hélio foi utilizado como gas de akagtentificacao
dos compostos foi realizada por meio da comparacéo da area do composkacéo a
area do padrdo interno obtida no cromatograma.

Os componentes majoritarios obtidos na extracdo dos ovos foram icelotsfic
utilizando um cromatégrafo gasoso acoplado a um espectrometro de (ESIES)
(Agilent 5975 MSD) com ionizagédo por impacto de elétrons (energianiteacéo de
70eV) com analisador quadrupolar. Os extratos foram injetados no motiess phi
hélio foi usado como gas de arraste. A identificacdo foi realizadgarando-se o
padrdo de fragmentacdo do composto com o padrdo de fragmentacédosedda
biblioteca de espectro de massas (NIST 2009 e Wiley 2009). Asfichgiies dos
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compostos com excecdo des-9-hexadecenoatale metila (composto identificado

somente através do Kl e da comparacdo do padrdo de fragmentacaditimtieca
NIST), foram confirmadas pela comparagdo do padrdo de fragréengaindice de
Kovats (KI) e padrbes auténticos (Anexo 3) foram injetados no espectrémetresis ma
nas mesmas condi¢cdes das amostras. Todos os padrdes, com exceigholit®léico
que foi fornecido pelo Departamento de Quimica da Universidade ad#li&r foram
adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). Os ésteres de metiladlaefetam obtidos através
da derivatizagdo dos &cidos Hexadecandico, Linoléico e Octadecandimo c
trimetisilildiazometano para formacdo do meti-éster e N,Netliformamida dietil
acetal apara formacao dos etil-esteres. Para a formag@etdaester, em 100 pL de
uma solucdo 0,05 mg/mL foi adicionado 2 pL do reagente trimetisbdietano que
foi mantido a temperatura ambiente por 30 minutos, ap0s esse periodde2aeido
acético 1 M em hexano foi adicionado e mantido a temperatubgerte por 30
minutos para reagir com o excesso do trimtilsilidiazometana. #&rmacao dos etil-
éteres a 100 pL de uma solucdo 0,05 mg/mL dos acidos, foi adicionado 5 pL do
reagente N,N dimetilformamida dietil acetal e deixou-se irepgr duas horas a
temperatura ambiente. Os extratos derivatizados foram injetamldSG-DIC para

comparacao dos tempos de retencéo e calculo do indice de Kovats.

Bioensaios

Para verificar a atividade bioldgica dos extratos foram realizadeagaios com
0s extratos obtidos dos diferentes solventes no periodo de extraZ2dddes. Estes
extratos foram escolhidos ja que neste periodo a extracdo resai®wniforme em
relagéo aos outros periodos de extracao.

Os extratos foram aplicados em pérolas de vidro de formato ci(@uram de
diametro) que foram utilizadas para simular ovos e posturas deve@< (Bin et al.
1993; Borges et al. 1999). A utilizacdo das pérolas permite tralmhaum substrato
similar em forma e tamanho aos ovos utilizados como hospedeiros Edidgide, mas
gue nao apresentam outros estimulos associados como cor e substamitas cgertre
outros. Adicionalmente, por serem de vidro, as pérolas podem ser |lav@uas
diferentes solventes e mantidas em estufa a altas temperdturda00 °C) para

eliminacdo de qualquer contaminante.
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Um conjunto de cinco pérolas de vidro foram inseridas em vials de é@mitm
de 4 mL no qual se adicionaram 5 pL (1 pL para cada pérola) de uexitats a
serem avaliados. As pérolas foram mantidas em contato com o extrato duramiéol mi
Posteriormente, as pérolas foram colocadas no centro de um qu@dd@axid,0 cm) de
parafiime (American National Can) posicionado no centro de unca pia Petri (7 cm
de diametro) e foram mantidas em temperatura ambiente atéparacdo total do
solvente.

Uma fémea dd. podisifoi introduzida na arena e observados e registrados os
seguintes comportamentos:

Tempo de Encontro tempo transcorrido desddiberacdo do parasitoide até o
encontro com o conjunto de pérolas.

Tamborilamento — exame dos hospedeiros com as antenas, realizando
movimentos de percussao na superficie e laterais dos ovos.

Tentativa de oviposicdo e parasitdide estende o ovipositor e tenta perfurar o
hospedeiro artificial, pela impossibilidade de perfurar a pérola.

Numero de visitas- numero de vezes em que o parasitoide faz contato com a
postura artificial realizando pelo menos o tamborilamento.

As fémeas que nédo responderam (parasitéides que nao realcar@to fisico
com o conjunto de pérolas) apos 10 minutos de serem introduzidas nasf@iamas
excluidas das andlises. Foi considerado abandono da postura quando defemea
mesma e nao retornou apo6s 5 minutos. Os bioensaios foram realizad e robas
tratadas com os extratos dos ovos obtidos nos diferentes solventatadastrapenas
com os solventes (controle) e pérolas sem tratar (sem qualtjoarlesextrato de ovos
ou solvente). No caso dos extratos obtidos em acetona, foi utilizadoohegeno
controle devido a solucao final (extratos de ovos em acetona) weladileste solvente
(ver metodologia de preparagao dos extratos em acetona). Foraadav&D fémeas
deT. podisipara cada tratamento (extrato, solvente (controle) ou pérolas sem tratamento
quimico). A fémeas utilizadas foram provenientes de uma colénisaki@atério
mantida segundo os procedimentos e condicdes descritas no Capitulo 1 desta
dissertacdo. Todas as fémeas utilizadas nos bioensaios foramadé824 de idade e

mantidas previamente com machos para assegurar a sua fecundacao.
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Analises estatisticas

A quantidade total de compostos extraidos (ng/g de ovos) com os digerent
solventes e tempos de extragcdo foram analisados por ANOVdoidefatores e 0s
valores médios da quantidade de compostos em cada solvente e temytoac@&o
foram comparados pelo teste de Dunn (p < 0,05).

Para analisar a composicao relativa de cada composto nas midttidas nos
diferentes solventes foi utilizada uma analise composicionalhiditn, 1986). Esta
analise foi desenvolvida para utilizacdo de métodos estatigtiglivariados criando
uma composicdo a partir da mistura de compostos presentes emaantostplexas.
Nesta composi¢cdo a contribuicdo de cada composto é consideradagin el resto
dos componentes. Para isto a concentracao relativa de cada compoattaeamostra
foi convertida a uma proporcdo em relacdo ao total e valores @raentracao
corrigidos segundo Aitchison (1986). Posteriormente, os valores forans&xp@mo
a proporcao da média geométrica de cada amostra e transforniag@asitmo natural
(log-razdo). Os dados assim transformados foram utilizados niaeadaél variancia
multivariada (MANOVA) utilizando cada composto como uma variavelramio
realizadas MANOVAs para avaliar a influéncia dos difereteegpos de extracdo em
relacdo a cada tipo de solvente e para avaliar a influéncia d@ntesl quando foi
utilizado o tempo de extracdo de 24 h. A significancia destese$afoi estabelecida
pelo teste F. Para determinar a contribuicdo dos compostos (varigueismais
influenciaram para separar os diferentes tratamentos forahzadas andlises de
variaveis canobnicas (AVC). Com esta analise discriminante podessevar em forma
grafica se os diferentes niveis dos fatores considerados (temmpaso da andlise em
cada solvente ou solventes no caso da analise para extratos de 24nhsepder-se
em um grafico de duas dimensdes. Adicionalmente, pelo calculo diisierdes ou
cargas lpading9 para cada variavel pode-se avaliar quais as variaveis (ctoapEste
caso) que mais contribuem para separar 0s niveis dos fatoreis dagtas estdo mais
relacionadas com os diferentes niveis do fator.

Para os bioensaios o tempo médio dos comportamentos de encontro e
tamborilamento e numero de visitas para cada extrato, solventeokspéem
tratamento quimico foram analisados pelo teste de Kruskal Wallisomparacao entre
os valores médios de cada parametro foi feita pelo teste de Dpnr 8,05. A

probabilidade média (e o correspondente intervalo de confianca de 95 %) de
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desenvolver o comportamento de tentativa de oviposicdo quando as férmeasdisi
foram avaliadas em presenca de pérolas de vidro tratadas c@tosextu solventes
foram calculadas utilizando regressao logistica. Postenmena significancia das
diferencas entre a probabilidade de desenvolver a tentativa de o&pasn pérolas
tratadas com extratos dos diferentes solventes e pérolas dratane 0 solvente
respectivo foi avaliada mediante o critério de n&o sobreposicdo dogalioge de

confianga.

Resultados

As extragcdes em acetona, metanol e diclorometano nos periodos dbotas 4
nao ocasionaram mudancas morfolégicas marcantes nos o¥oshdeos.Entretanto,
algumas mudancas na aparéncia fisica dos ovos ocorreram no peréatiacko de 24
horas, 0os ovos submersos nos solventes avaliados durante este pericag@mash
aspecto turgido apds as extracdes. O material adesivo, que nEntdms unidos nas
posturas, ndo foi retirado por nenhum dos solventes utilizados. Sua présienca
constatada até mesmo em ovos submetidos a extracdo de 24 horas erostodos
solventes.

O tipo de solvente influenciou a quantidade total (ng/g de ovos) de compostos
obtidos (ANOVA F = 6,54 gl= 2,27 P = 0,005), entretanto o tempo de extmgh
interacdo entre os fatores foram nao significativos (F = 1,477 P = 0,25 e F =
1,68 gl= 4,27 P = 0,18 respectivamente). Na extra¢cao realizada camoiha periodo
de 24 horas obteve-se uma quantidade de compostos maior em comparatanaaeac
diclorometano no mesmo periodo de extracdo, adicionalmente, a quantidade de
compostos obtidos com este solvente e neste periodo de extracdo forsape
quantidade obtida quando a extracao foi realizada no periodo de 1 hora (Figuras 3.1).

Foram identificados 11 compostos majoritarios, todos derivados de &cidos
graxos de cadeia longad® Gg nos extratos de ovos @& herosobtidos em acetona,
metanol ou diclorometano (Figuras 3.2 e 3.3). A composi¢cdo das amodiragadasa
partir da percentagem de cada composto em relacdo ao total de to@npois
influenciada pelo solvente e periodo de extracdo. Alguns compostos comidoo a
hexadecandico (acido palmitico) e Z,Z - 9,12 &cido octadiendico (&uidigico) foram
abundantes em todos os solventes, entretanto houve variacbes em suasgeocent

diferentes periodos de extracdo em cada solvente (Figura 3.3). As amiottias no
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periodo de 24 h apresentaram-se mais homogéneas (menores indicadiispsrd&o

dos dados, neste caso EP), diferentemente do observado nos periodoshd@g-igerd

3.3). Os compostosis-9-octadecenoato de metila e Z,Z - 9,12 Octadienoato de etila
(linoleato de etila) para as amostras obtidas em acetona éme2tavam coeluidas o
que dificultou sua separacao pelo equipamento.

No periodo de extragdo de 24 horas a porcentagem de cada composto, em
relacdo a quantidade total, ndo mostrou um padrdo definido e se apresent
quantidades variaveis em cada solvente (Figura 3.4). As extrag@edvente de maior
polaridade (metanol) foram mais eficientes que as extracfesa@tona ou
diclorometano para a maior parte dos compostos encontrados nas amosinds se
analisou a quantidade de cada composto (ng do composto/g de ovos) exdraida
periodo de 24 h (figura 3.5).
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Figura 3.1 Quantidade total de compostos (média + EP) obtidos em um grama de ovos
deE. herosem diferentes solventes e periodos de extradédias seguidas de mesmas
letras mailsculas ndo diferem significativamente entre og&rgek considerando o
mesmo tempo de extracdo. Médias seguidas de mesmas letrasutagingio diferem
significativamente entre os periodos de extracdo em um mesmotsod&OVA e

teste de Dunn P > 0,05).
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Figura 3.2 Perfis cromatogréaficos de compostosEleherosextraidos em diferentes
solventes sob periodo de extracdo de 24h. Os numeros de 1 a 11 rapresenta
diferentes compostos majoritarios: (1) Hexadecanoato de mgfp, cis-9-
Hexadecenoato de metila, (3) Acido hexadecandico (acido palmitigh),
Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12 Octadienoato de metitdedito de metila) , (6)
cis-9-Octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido Octadienéiddo(dimoleico),

(8) cis-9-Octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12 Octadienoato de atibdegito de
etila) (10) Acido octadecandico (acido estearico) e (11) Octadecanoattade eti
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Figura 3.3 Porcentagem de cada composto majoritario (média + EP; endoetax
total) extraidos de ovos d@e herosem diferentes periodos de extracado e com diferentes
solventes (acetona, diclorometano e metanol). Os numeros de 1 a l&ntepness
diferentes compostos majoritarios: (1) Hexadecanoato de mg@lp, cis-9-
Hexadecenoato de metila, (3) Acido hexadecandico (acido palmitigh),
Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12 Octadienoato de matitdegito de metila) , (6)
cis-9-Octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido Octadiendidgda(dinoleico),

(8) cis-9-Octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12 Octadienoato de atitdegito de
etila) (10) Acido octadecandico (acido estearico) e (11) Octadecanoattade eti
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Figura 3.4 Porcentagem de cada composto majoritario (média + EP; endioeterx
total) obtidos de ovos dE. herosapOs extracdo durante 24 horas em diferentes. Os
nameros de 1 a 11 representam os diferentes compostos majoritékjos:
Hexadecanoato de metila, (@¥9-Hexadecenoato de metila, (3) Acido hexadecandico
(acido palmitico), (4) Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12dxstaato de metila
(linoleato de metila), (6)is-9-Octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido
Octadiendico (acido linoleico), (8is-9-Octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12
Octadienoato de etila (linoleato de etila) (10) Acido octadecar{éido estearico) e
(11) Octadecanoato de etila.
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Figura 3.5 Quantidade (média + EP) de compostos majoritarios obtidos de owas de
heros ap0s 24 horas de extracdo em diferentes solventes. Os numeroa déd 1
representam os diferentes compostos majoritarios: (1) Hexaderaeometila, (2Fis-
9-Hexadecenoato de metila, (3) Acido hexadecandico (acido palmit{g)),
Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12 Octadienoato de metitdegito de metila), (6)
cis-9-Octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido Octadienéiddo(dimoleico),

(8) cis-9-Octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12 Octadienoato de atibdegito de
etila) (10) Acido octadecandico (acido estearico) e (11) Octadecanoattade eti

A andlise multivariada revelou que ha diferencas na composigaandastras
entre os periodos para cada solvente (Manova teste deWils48 x 10, gl = 4,22,
F = 97,26 P < 0,001, para acetoias 0,00015, gl = 4,22, F = 3,58 P < 0,05 para
metanol, &. = 1,08 x 10, gl = 4,22, F =55,28 P < 0,001, para diclorometano) (Figura
3.6). Para as amostras obtidas em acetona e metanol a maiodantosstos esta
relacionada com o periodo de extracdo de 24 h. Os compostos hexadedamoeatita,
acido linoleico, acido oleico e acido octadecandico foram 0s que maibgam para

separar os tratamentos (periodos de extracdo) obtidos em metanol.
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Figura 3.6 Andlises de variaveis candnicas mostrando as diferencas npesteta
extracdo em diferentes solventes. Os simbolos representsenaresindividuais para
cada amostra calculados a partir da CVA que maximiza argeentre os tratamentos
nas duas dimensdes consideradas (CV1 e CV2). As linhas representiferentes
compostos presentes nas amostras, a longitude de cada linls@m&pie importancia
(magnitude relativa) da contribuicdo de cada composto para difegéacidos
tratamentos. As primeiras duas variaveis candnicas repaeseh®0%, 90,55% e
99,09% da variabilidade total para acetona, metanol e dicloromentaeotiemmente.
Os numeros representam os compostos majoritarios: (1) Hexadecdeoatdila, (2)
cis-9-Hexadecenoato de metila, (3) Acido hexadecandico (acido palmi()p),
Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12 Octadienoato de metitdegito de metila), (6)
cis-9-Octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido Octadienéiddo(dimoleico),
(8) cis-9-Octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12 Octadienoato de atibdegito de
etila) (10) Acido octadecandico (acido estearico) e (11) Octadecanoattade eti

Quando a analise qualitativa multivariada foi conduzida para osaxtiatidos
em diferentes solventes sob o periodo de 24 horas n&o revelou difsignifastivas
entre os tratamentos (Manova teste de Wilks 0,01 gl = 4,22 F = 1,67 P < 0,34),
entretanto a CVA separou os tratamentos em grupos bem definigosa(Bi7). Sendo
0S compostos acido linoleico e octadecanoato de etila maisorgldos a acetona,
hexadecanoato de metila e linoleato de metila mais relaciomadetanol e linoleato

de etila e acido octadecandico mais relacionados a diclorometano.
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Figura 3.7 Andlise de variaveis candnicas mostrando as diferencas nas anobsitias
em diferentes solventes apdés 24 h de extragdo. Os simbolos repnessszocres
individuais para cada amostra calculados a partir da CVA que maxandiferenca
entre os tratamentos nas duas dimensdes consideradas (CV1 e A3V&hhas
representam os diferentes compostos presentes nas amostraguddatgicada linha
representa a importancia (magnitude relativa) da contribuic&adke composto para
diferenciacéao dos tratamentos. As primeiras duas variaveis casdapresentam 99 %
da variabilidade. Os numeros representam os compostos majoritarios (1)ddexadie
de metila, (2kis-9-hexadecenoato de metila, (3) acido hexadecandico (acido palmitico),
(4) Hexadecanoato de etila, (5) Z,Z - 9,12 Octadienoato de matiasl€ato de metila),
(6) cis-9-octadecenoato de metila, (7) Z,Z - 9,12 - Acido Octadier(@icido linoleico),
(8) cis-9-octadecendico (acido oleico), (9) Z,Z - 9,12 Octadienoato de (ktiloleato
de etila) (10) acido octadecandico (acido estearico) e (11) Octadexdnaila.
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Os bioensaios em hospedeiros artificiais foram realizados coext@os de
24h devido a maior quantidade de compostos e homogeneidade quantitativa das
amostras.

O tempo de encontro do parasitéilepodisicom as posturas nao diferiu entre
os tratamentos (Teste de Kruskal-Wallis H = 6,12 P = 0,41) @&ig@®). Quando em
contato com o hospedeiro artificial, todos os tratamentos induzoarpartamento de
reconhecimento de hospedeirobservando-sediferencas entre os tempos de
tamborilamento (Teste de Kruskal-Wallis H = 39,25 P < 0,001). Ao aamp tempo
de tamborilamento entre pérolas tratadas com extratos e spestineos solventes, o
extrato em metanol foi o Unico tratamento onde o tempo de tambaritame
(examinacao) nas pérolas foi superior ao controle (metanoréF®y9). O tempo de
tamborilamento nas pérolas sem tratamento (pérolas sem aplidac@&xtratos ou
solventes) néo foi diferente do tempo de tamborilamento nas pérdtdagra&om os
solventes (Figura 3.9). Apdés o tamborilamento das posturas as féergasam
ovipositar nas pérolas submetidas aos diferentes tratamentos, cegda@xio extrato
em diclorometano. No entanto, a probabilidade de desenvolver a teneatvgpdsicao
nas pérolas tratadas com extratos e 0s respectivos solventesntesorfioi
significativamente maior no caso dos extratos obtidos com mefamplra 3.10).
Assim como nas pérolas tratadas com extratos de diclorometatentadiva de
oviposicado também nao foi observada nas pérolas sem tratamento quimico.

As pérolas tratadas com os diferentes extratos de ovos, solgansesn tratar
(n&o embebidas de extratos ou solventes) motivaram de maneiescidéas fémeas
deT. podisi O nimero de visitas nas posturas artificiais foi signifieatiente diferente
entre os tratamentos (Teste de Kruskal-Wallis H = 16,70 P = @DBxtrato em
metanol foi o Unico tratamento em que as fémeak gedisirealizaram maior nimero

de visitas em comparagéo ao solvente (Figura 3.11).
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Figura 3.9 Tempo de tamborilamento (média + EP) das fémead.dpodisi em
hospedeiros artificiais (5 pérolas de vidro de 1 mm de diametro) §dbma diferentes
tratamentos. Médias seguidas de mesmas letras ndo diferefitaigaimente (Teste
de Kruskal-Wallis P > 0,05). Ex = Extrato, dicloro = diclorometano.
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seguidas de mesmas letras néo diferem significativameeste(die Kruskal-Wallis P >
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Discussao

As extracdes quimicas de ovoskEleherosem acetona, diclorometano e metanol
revelaram que todos os solventes extrairam 0s mesmos compostasnugobDevido
as diferencas nas caracteristicas quimicas, o0s solventes, dmm o periodo de
extragcdo influenciaram na quantidade final de cada composto comdauiastimaiores
ou menores dependendo do periodo de extracdo e/ou do solvente. Entretanto, a
diferencas observadas na quantidade individual e total dos compostoaranosiue
metanol parece ser o melhor solvente, extraindo uma quantidade maiemgdestos
em comparacao a acetona e diclorometano.

Alguns compostos identificados no presente trabalho como acido hexadecandic
(acido palmitico), acido octadecandico (acido estearico) e agd@-actadecendico
(acido oleico) foram similares aos identificados no trabalho detlali (2008) em ovos
de Lepidoptera os quais juntamente com outros compostos mostrararandetede
oviposi¢ao para o herbivoro.

As fémeas dd. podisirealizaram o reconhecimento (tamborilamento) sobre o
conjunto de pérolas cobertas com extratos totais de ovos do hospedeémso que
confirma a hipotese que substancias quimicas presentes nos ovdsiztas pelo
parasitoide para reconhecer e aceitar o hospedeiro durante o comeptotade
oviposicdo. Adicionalmente, os resultados obtidos concordam com infornpaéies
de que substancias quimicas presentes no hospedeiro atuam como cesomedni
reconhecimento em insetos parasitéides (Strand & Vinson 1983b; Leorsrd @87,
Nordlund et al. 1987; Bin et al. 1993; Meiners & Hilker 1997; Meinersl.e1997;
Borges et al. 1999; Lou & Cheng 2001; Conti et al. 2003 & De Santis et al. 2008).

Os comportamentos de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros observados
em pérolas de vidro tratadas com extratos de ovds. deerosforam similares aos
observados em ovos naturais (ver descricdo no Capitulo 2 desta ¢hsgertam
excecdo obviamente, da oviposicéo pela impossibilidade de insercagdsitovj e do
comportamento de marcagao que € posterior a oviposicao.

Os comportamentos de extensdo do ovipositor e tentativa de perfuyjaedo,
neste trabalho foram considerados como tentativa de oviposicdo, tarobgém f
observados nos bioensaios com pérolas de vidro tratadas com os @fitalos em
diferentes solventes, entretanto somente no extrato com metandbabijdade de

realizar este comportamento foi significativamente diferentegéstrada em pérolas
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tratadas com o solvente. Adicionalmente, os extratos obtidos nestetsoh@straram

maior atividade bioldgica pafb podisiinduzindo o tamborilamento por mais tempo e
aumentando o numero de visitas, 0 que sugere que 0S compostos responsaveis pelo
reconhecimento sejam polares. O longo periodo de extracdo de 24 horaslpeviave

tenha retirado compostos quimicos do interior dos ovoE.dgeros entretanto, nao
impediu que as fémeas realizassem o comportamento de reconhecimento de hospedeiro.

O registro de tamborilamento em pérolas sem estimulos quimssss (
tratamento) e de tentativa de oviposicdo em pérolas tratagassapom solvente
indicam que o processo de reconhecimento também ¢é influenciado preristiaas
fisicas. Estas observacBes sugerem que a presenca do cairdbmonitefpoge o
reconhecimento do hospedeiro que inicialmente é mais influenciado pctedatecas
fisicas.

Em Scelionidae os cairoménios de reconhecimento de hospedeiro pastaem e
relacionados com o sistema reprodutor do hospedeiro. Nordlund et al. (1987)
observaram qudelenomus remublixon, 1937 reconhece e aceita pérolas de vidro
tratadas com extrato do material da glandula acessé8aattoptera frugiperd&mith,

1797 (Lepidoptera: Noctuidae) o mesmo comportamento foi observado opbesfra
protéicas desse material. Esta observacdo sugere que, provavelmeatei@aprou
peptideos estejam relacionados ao comportamento de reconhecimentmtiBetSal.
(2008) mostraram que a presenca da secrecdo da glandula acdssSeaamia
nonagrioidesLefebvre, 1827 (Lepidoptera: Noctuidae) aplicada em pérolas de vidro
induzem o comportamento de reconhecimento e aceitacdo do parasi@eleomus
busseolaeGahan, 1922 (Hymenoptera: Scelionidae). O material responsével por
estimular o reconhecimento ndo foi caracterizado, mas investigaggieguimicas
revelaram seglicoconjugados

Bin et al. (1993) realizaram o0s primeiros esforcos para isolament
cairomonio responsavel pelo reconhecimento de hospedeiro em scelionideos que atacam
pentatomideos. Estes autores verificaram que o parasiioidesalis desenvolve
comportamento de reconhecimento e tentativa de oviposicdo em péroladrale
tratadas com extratos do ovariolo proximal Niezara viridula onde se encontra a
secrecdo adesiva responsavel por aderir 0s 0vos na postura e atoslsaaecrecao
€ originada nas células foliculares. Borges et al. (1999) acamdfin que as fémeas de
Telenomus podisiespondem a extratos acetonicos de ovos do percBusichistus

herose concluem que o cairoménio deve ser uma substancia ou uma mistura pouco
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volatil. Conti et al. (2003) trabalhando com o percewjggantia histrionicaHahn,
1834 e o parasitéiddrissolcus brochymenaéshmead, 1893 confirmaram que
substancias quimicas de ovos de Pentatomidae estimulam o recamtecide
hospedeiros. Apesar destas evidéncias nenhuma caracterizacacaqtémi sido
realizada até o momento.

Os resultados deste trabalho mostraram o efeito cairomoredti@d@o de ovos
de E. herospara oparasitoideT. podisi.Além da composicdo qualitativa dos extratos
avaliados os resultados sugerem que o comportamento de reconhecimenpmdisi
estaria relacionado com a concentracdo de compostos. Esta hiposestenta pela
maior atividade bioldgica observada em extratos de metanol que doe anostrou
maior concentracao absoluta e relativa dos compostos extraidosafinirefio se pode
descartar a possibilidade de que compostos minoritarios também isggamantes
nesse processo.

O presente trabalho constitui a primeira tentativa de descaeeemposicao
quimica de cairomdnios presentes em ovosEdeheros. Trabalhos futuros com
bioensaios de fracdes de extratos de ovos serdo importantes pansirdgta fracao
mais ativa e, posteriormente, o(s) os composto(s) de maior atividageonhecimento
do hospedeiro. Assim também a presenca de compostos minoritariospessiwel
atividade biolégica devem ser estabelecidos.
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Consideracoes finais

Os parasitdides de ovoBelenomus podise Trissolcus basalismostraram
preferéncia inata por substrato de cor amarela. A sensibilidadstaa cor esta
relacionada com os fotorreceptores presentes em Hymenoptera eetacdo com a
deteccao do habitat (plantas) onde se encontram os ovos de percestajpseferéncia
inata ndo foi modificada quando as fémeas tiveram experiéncsalestratos de cores

diferentes ndo se caracterizando aprendizagem associativa.

Os parasitoides de ovos discriminaram os hospedeiros, selecionands gqeele
garantem maior sucesso reprodutivo. A discriminacdo se realizantelu@
comportamento de oviposicdo e pode estar influenciada pelas -catacieri

morfologicas das posturas das diferentes espécies de percevejos avaliadas.

Foi comprovada a presenca de substancias com efeito cairomonalo pa
parasitdideTelenomus podisipresentes em ovos do percevejo marieuschistus
heros Estes cairomonios estdo envolvidos no processo de reconhecimeleithie de
hospedeiro. O metanol mostrou ser o solvente mais eficiente paegaextdas

substancias com agao cairomonal, sugerindo que estes devem ser compostos polares.

Trabalhos futuros devem orientar-se principalmente a identifigagiisa dos
compostos quimicos com acdo cairomonal, ao estudo das interacdesseémuioge
fisicos e quimicos e ao estabelecimento da importancia dos mearaasstimular cada

passo do comportamento de oviposicao.

78



Referéncias bibliograficas

Aitchison J. 1986.The statistical analysis of compositional dathapman & Hall, Inc,

Bristol.

Alphen van, J. J. M. & Vet, L.E.M. 1986. An evolutionary approach to host finding
and selection. Ininsect Parasitoids(Ed. Waage, J. & Greathead), pp. 23-62.

London: Academic Press.

Bénédet, F., Bigot, Y., Renault, S., Pouzat, J. & Thibout, EL999. Polypeptides of
Acrolepiopsis assectelleocoon (Lepidoptera: Yponomeutoidea): an external host-
acceptance kairomone for the parasit@ddromus pulchellus(Hymenoptera:

Ichneumonidae)ournal of Insect Physiology5, 375-384.

Bernstein, C. & Jervis M. A. 2008. Food-searching in parasitoids: the dilemma of
choosing between “immediate” or future fithess gainsBlehavioural ecology of
insect parasitoiddEd. by Wajnberg, E., Bernstein, C., van Alphen, J. J. M.), pp
129-171. Oxford: Blackwell Publishing.

Bin, F., Vinson, S. B, Strand, M. R., Colazza, S. & Jones, W. A993. Source of an
egg kairomone forfrissolcus basalisa parasitoid oNezara viridula. Physiological
Entomology 18 7-15.

Borges, M., Ferreira, L. T., Costa, M. L. M., Scarpati, M. V., Santos, H. M. &
Lourenco, R. T. 1997. Semioquimicos associados aos parasitoidssolcus
basalis e Telenomus podisipara o controle dos percevejdsezara viridulae
Euschistus hergspragas da sojaComunicado Técnicol8, Brasilia: Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia

Borges, M., Costa, M. L. M., Suijii, E. R., Cavalcanti, M. Das G., Redigolo, .,
Resck, I. S. & Vilela, E. F 1999. Semiochemical and physical stimuli involved in
host recognition by Telenomus podisi(Hymenoptera: Scelionidae) toward
Euschistus herofHeteroptera: Pentatomida@hysiological Entomology4, 227—
233.

79



Borges, M., Colazza, S., Ramirez-Lucas, P., Chauhan, K. R., Moraes, K. B. &
Aldrich, J. R. 2003. Kairomonal effect of walking traces frdauschistus heros
(Heteroptera: Pentatomidae) on two strainsTefenomus podis{Hymenoptera:
Scelionidae)Physiological Entomology8, 349-355.

Borges, M., Laumann, R. A,, Silva, C. C. A. da., Moraes, M.C.B., Santos, H. M.
dos & Ribeiro, D. T. 2006. Metodologia de criacdo e manejo de colGnias de
percevejos da soja (Hemiptera - Pentatomidae) para estudos gert@mento e
ecologia quimica.Documentos 182 Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

Briscoe, A. D. & Chittka, L. 2001. The evolution of colour vision in insecésnual
Review Entomology6, 471-510.

Brown, P.E., Frank C. P., Groves, H. L. & Anderson, M.1998. Spectral sensitivity
and visual conditioning in the parasitoid waspbliographa rapagHymenoptera:

Cynipidae) Bulletin of Entomological ResearcB8, 239-245.

Chittka, L. 1996. Optimal sets of color receptors and color opponent systems for
coding of natural objects in insect visi@lournal of Theoretical Biologyl81, 179—
196.

Chocorosqui, V. R. & Panizzi, A. R.2004. Impact of cultivation systems Dichelops
melacanthugDallas) (Heteroptera: Pentatomidae) population and damage and its

chemical control om wheatleotropical Entomologyd3, 487—-492.

Clarke, A. R. & Walter, G. H. 1995. “Strains” and the classical biological control of
insects pestanadian Journal of Zoology 3, 1777-1790.

Colazza, S., Salerno, G. & Wajnberg, E1999. Volatile contact chemicals released by
Nezara viridula(Heteroptera: Pentatomidae) have a kairomonal effect on the egg
parasitoidTrissolcus basaligHymenoptera: ScelionidaeBiological Contro| 16,
310-317.

80



Colazza, S., Mcelfresh, J. S. & Millar, J. G.2004a. Identification of volatile
synomones, induced biyezara viridulafeeding and oviposition on bean spp., that
attract the egg parasitoidissolcus basalisJournal of Chemical Ecolog0, 945—
964.

Colazza, S., Fucarino, A., Peri, E., Salerno, G., Conti, E. & Bin, RR004b. Insect
oviposition induces volatile emission in herbaceous plants that attegdy

parasitoidsJournal of Experimental Biologp07, 47-53.

Conti, E., Salerno, G., Bin, F., Williams, H. J. & Vinson, S. B2003. Chemical cues
from Murgantia histrionica eliciting host location and recognition in the egg

parasitoidTrissolcus brochymenadournal of Chemical Ecologg9, 115-130.

Conti, E., Salerno, G., Bin, F. & Vinson, S. B2004. The role of host semiochemicals
in parasitoid specificity: a case study withissolcus brochymenaand Trissolcus

simonion pentatomid bug®&iological Contro| 29, 435—-444.

Cornell, H. V. & Hawkins, B. A. 1995. Survival patterns and mortality sources of
herbivorous insects: some demographic treAdserican Naturalist145 563-593.

Corréa-Ferreira, B. S. 2002.Trissolcus basalipara o controle de percevejos da soja.
In: Controle Biolégico no Brasil Parasitéides e Predado(&sl. Parra, J. R. P.,
Botelho, P. S., Corréa-Ferreira, B., Bento, J. M. S.), pp. 449-476. Sao Paulo:
Manole Ltda.

Corréa-Ferreira, B. S., Alexandre, T. M. & Pellizzaro, E. C.2010. Praticas de
manejo de pragas utilizadas na soja e seu impacto sobre a cCiltcméar Técnica

78, Londrina: Centro Nacional de Pesquisa de Soja.
Corréa-Ferreira, B. S. & Moscardi, F. 1994. Temperature effect on the biology and

reproductive perfomance or the egg parasitoigsolcus basaligWoll.). Annais da
Sociedade Entomologica do BragB, 399-408.

81



Corréa-Ferreira, B. S. & Moscardi, F. 1995. Seasonal occurrence and host spectrum
of egg parasitoids associated with soybean stink Rigkgical Contro| 5, 196—
202.

Corréa-Ferreira, B. S. & Moscardi, F. 1996. Biological control of soybean stink bugs
by inocluative releases ofrissolcus basalis Entomologia Experimentalis et
Applicatg 79, 1-7.

Corréa-Ferreira, B. S. & Panizzi, A. R.1999. Percevejos da soja e seu manejo.

Circular Técnica24, Londrina: Centro Nacional de Pesquisa de Soja.

Corréa-Ferreira, B. S. & Zamataro, C. E. O. 1989. Capacidade reprodutiva e
longevidade dos parasitoides de ovassolcus basaligWollaston) eTrissolcus
mitsukurii Ashmead (Hymenoptera: ScelionidaRevista Brasileira de Biologja
49, 621-626.

Cusumano, A., Ezio, P., Vinson, S. B. & Colazza, 2011. Intraguild interactions
between two egg parasitoids exploring host patdBedogical Contro| 56, 173—
184.

De Moraes; C. M. & Lewis, W. J.1999. Analyses of Two Parasitoids with Convergent
Foraging Strategiegournal of Insect Behavipfl2, 571-583.

De Moraes, C. M., Lewis, W. J., Pare, P. W., Alborn, H. T. & TumlinsonJ. H.
1998. Herbivore-Infested plants selectively attract parasitdldture 393 570—
573.

De Santis, F., Conti, E., Romani, R., Salerno, G., Parillo, F. & Bin, F2008.
Colleterial glands ofSesamia nonagrioideas a source of the host-recognition
kairomone for the egg parasitoleélenomus busseolaehysiological Entomology
33,7-16.

82



Dicke, M., Van Poecke, R. M. P. & De Boer, J. R003. Inducible indirect defence of
plants: from mechanisms to ecological functioBasic and Applied Ecology,
27-42.

Ehler, L. E. 2002. An evaluation of some natural enemiesNeZzara viridulain
northern CaliforniaBiocontrol 47, 309-325.

Fatouros, N. E., Bukovinszkine'Kiss, G., Kalkers, L. A., Soler Gambomea, R.,
Dicke, M. & Hilker, M. 2005. Oviposition-induced plant cues: do they arrest
Trichogramma wasps during host locationEntomologia Experimentalis et
Applicatg 115 207-215.

Fatouros, N. E., Dicke, M., Mumm, R., Meiners, T. & Hilker, M. 2008. Foraging
behavior of egg parasitoids exploiting chemical informati®ehavioral Ecology
19, 677-689.

Fiaboe, M. K., Chabi-Olaye, A., Gounou, S., Smith, H., Borgemeister, C. &
Schultheiss, F.2003. Sesamia calamistigalling behavior and its role in host
finding of egg parasitoid$elenomus busseola&elenomus isjsandLathromeris
ovicida Journal of Chemical Ecology9, 921-929.

Fischer, S., Samietz, J., Wackers, F. L. & Dom, 2003. Perception of achromatic
cues during host location of a pupal parasit@diomologia Experimentalis et
Applicatg 106, 63—66.

Godfray, H. C. J. 1994. Parasitoids, Behavioural and Evolutionary Ecolodyew
Jersey: Princeton University Press.

Goodman, L. A. 1968. The analysis of cross-classified data: independence,
quasiindependence, and interactions in contingency tables with or withesibgni

entries.Journal of the American Statistical AssociatiéB, 1091-1131.

Greany, P. D., Vinson, S. B. & Lewis, W. J1984. Insect parasitoids: finding new
opportunities for biological controBioscience34, 690—696.

83



Grenier, S. A. 1997. Desenvolvimento e producdo in vitro Techogramma In:
Trichogramma e o Controle Biologico Aplicadigd. By Parra, J. R. P. & Zucchi,
R. A), pp. 235- 258. Piracicaba: Fundacdo de Estudos Agrérios Luiz de Queiroz
FEALQ.

Gross, P.1993. Insect behavioral and morphological defenses against parasitoids.
Annual Review Entomology8,251-273.

Haccou, P. & Meelis, E.1992. Statistical Analysis of Behavioral Dataxford:
University Press.

Harvey, J. A. 2000. Dynamic effect of parasitism by an endoparasitoid wasp on the
development of two host species: implications for host quality arebipads
fithess.Ecological Entomology25, 267+278.

Heil, M. 2008. Indirect defence via tritrophic interactioNew Phytologistl78 41—61.

Hilker, M. & McNeil, J. 2008. Chemical and behavioral ecology in insects parasitoids:
how to behave optimally in a complex odorous environment.Bkhavioral
ecology of insect parasitoidé&d. Wajnberg, E.; Bernstein, C.; van Alphen, J. J.
M), pp 92-112. Oxford: Blackwell Publishing.

Hilker, M. & Meiners, T. 2002. Induction of plant responses to oviposition and
feeding of herbivorous arthropods: a comparigemtomologia Experimentalis et
Applicata,104, 181-192.

Hilker, M. & Meiners, T. 2006. Early herbivore alert: insect eggs induce plant defense.
Journal of Chemical Ecologg2, 1379-1397.

Karamaouna, F. & Copland, M. J. W. 2000. Host suitability, quality and host size
preference ofeptomastix eponandPseudaphycus flavidulusvo endoparasitoids
of the mealybudPseudococcus viburnand host size effect on parasitoid sex ratio

and clutche sizé&Entomologia Experimentalis et Applicagg, 149-158.

84



Kugimiya, S., Uefune, M., Shimoda, T. & Takabayashi, J2010. Orientation of the
parasitic waspCotesia vestaligHaliday) (Hymenoptera: Braconidae), to visual and
olfactory cues of field mustard flowerBrassica rapal. (Brassicaceae), to exploit

food sourcesApplied Entomology and Zoologdh, 369—-375.

Laumann, R. A., Aquino, M. F. S., Moraes, M. C. B., Pareja, M. & Borges, M.
2009. Response of the Egg Parasitdidssolcus basali@nd Telenomus podidb
Compounds from Defensive Secretions of Stink Bugmurnal of Chemical
Ecology 35, 8-19.

Laumann, R. A., Moraes, M. C. B., Cokl,A. & Borges, M. 2007. Eavesdropping on
sexual vibratory signals of stink bugs (Hemiptera: Pentatomibge}he egg

parasitoidTelenomus podisAnimal Behaviour73, 637—-649.

Laumann, R. A., Moraes, M. C. B, Pareja, M., Alarcdo, G. C., Botelho, A. C,,
Maia, A., Leonardecz Neto, N. H. E. & Borges, M2008. Comparative biology
and functional response ofrissolcus spp. (Hymenoptera: Scelionidae) and
implications for stink-bugs (Hemiptera: Pentatomidae) biologicaintrol.
Biological Control 44, 32—-41.

Leonard, D. E., Wu, Z-X & Ferro, D. N. 1987.Responses of parasiilovum puttleri
to kairomone from eggs of Colorado potato bedtleptinotarsa decemlineata
Journal of Chemical Ecology3, 335-344.

Lewis, W. J. & Martin,W. R., JR. 1990. Semiochemicals for use with parasitoids:
Status and futurelournal of Chemical Ecology6, 3067-3089.

Lewis, W. J., Vet, L. E. M., Tumlinson, J. H., Lenteren, J. C. van & Pagj, D. R.
1990. Variations in parasitoid foraging behavior: essential elemerd sbund

biological control theoryEnviromental Entomologyl9, 1183-1193.

Liu, M., Yu, H. & Li, G. 2008. Oviposition deterrents from eggs of the cotton
bollworm, Helicoverpa armigerdLepidoptera: Noctuidae): Chemical identification

and analysis by electroantennograurnal of Insect Physiolog$4 ,656—662

85



Lobdell, C. E., Yong, T-H. & Hoffmann, M. P. 2005. Host color preferences and
short-range searching behavior of the egg parasiteichogramma ostriniae
Entomologia Experimentalis et applicatdl 6 127-134.

Lou, Y. & Cheng, J. 2001. Host-recognition kairomone froBogatella furciferafor
the parasitoidAnagrus nilaparvatae Entomologia Experimentalis et Applicata
101,59-67.

Lucchetta, P., Bernstein, C., Théry, M., Lazzari, C. & Desouhant, E2008.
Foraging and associative learning of visual signals in a parasasp. Animal
Cognition 11, 525-533.

Mattiacci, L., Vinson, S. B., Williams, H. J., Aldrich, J. R.. & Bin, F.1993. A long
range attractant kairomone for egg parasitbrissolcus basalisisolated from
defensive secretion of its ho®tezara viridula Journal of Chemical Ecology9,
1167-1181.

Mazokhin-Porshnyakov, G. A.1969.Insect visionNew York: Plenum press.

Medeiros, M. A., Schmidt, F. V. G., Loiacono, M. S., Carvalho, V. & Borge M.
1997. Parasitismo e predacdo em ovosEdschistus herogFab.) (Heteroptera:
Pentatomidae) no Distrito Federal, Bragihnais da Sociedade Entomologica do
Brasil, 26, 397—-401.

Medeiros, M. A., Loiacono, M. S., Borges, M. & Schmidt, F. V. G1998. Incidéncia
natural de parasitbides em ovos de percevejos (Hemiptera; Peadtspm
encontrados na soja no distrito FedeResquisa Agropecuaria Brasileiré3,
1431-1435.

Meiners, T. & Hilker, M . 1997. Host location i@omyzus gallerucagHymenoptera:

Eulophidae), an egg parasitoid of the elm leaf beX#mthogaleruca luteola
(Coleoptera: Chrysomelida&€)ecologia 112 87-93.

86



Meiners, T., Kopf, A., Stein, C. & Hilker, M. 1997. Chemical Signals Mediating
Interactions BetweelGaleruca tanacetiL. (Coleoptera, Chrysomelidae) and Its
Egg ParasitoidOomyzus galerucivorugHedqvits) (Hymenoptera, Eulophidae).
Journal of Insect Behavipl0, 523-539.

Menzel, R. & Shmida, A.1993. The ecology of flower colours and the natural colour
vision of insect pollinators: the Israeli flora as a study.ddgdogical Reviews68,
81-120.

Millar, J. G. & Hare, J. D. 1993. Identification and synthesis of a kairomone inducing
oviposition by parasitoidphytis melinugrom California red scale coverournal
of Chemical Ecologyl9, 1721-1736.

Mills, N. J. & Wajnberg, E. 2008.0Optimal foraging behavior and efficient biological
control methods. InBehavioural ecology of insect parasitoi(tsd. by Wajnberg,
E., Bernstein, C., van Alphen, J. J. M.), pp 3-30. Oxford: Blackwell Publishing.

Moraes, M. C. B., Laumann, R. A., Sujii, E. R., Pires, C. S. & Borges, M2005.
Induced volatiles in soybean and pigeon pea plants artificialgsted with the
neotropical brown stink bugEuschistus hergsand their effect on the egg
parasitoid,Telenomus podisEntomologia Experimentalis et Applicathl 227—
237.

Moraes, M. C. B., Pareja, M., Laumann, R. A, Hoffmann-Campo, C. B. & Borges,
M. 2008. Response of the parasitdidlenomus podidio induced volatiles from
soybean damaged by stink bug herbivory and ovipositlmurnal of Plant
Interactions 3, 1742-1756.

Muratori, F., Ralec, A. L., Lognay, G. & Hance, T. 2006. Epicuticular factors

involved in host recognition for the aphid parasitaghidius rhopalosiphiJournal
Chemical Ecology32, 579-593.

87



Nordlund, D. A. Strand, M. R., Lewis, W. J. & Vinson, S. B.1987. Role of
kairomones from host accessory gland secretion in host recognjtibalénomus
remus and Trichogramma pretiosumwith partial characterizatiorEntomologia

Experimentalis et Applicai@4, 37-44.

Nufio, C. R. & Papaj, D. R 2001. Host marking behavior in phytophagous insects and
parasitoidsEntomologia Experimentalis et Applica@f,273—-293.

Ode, P. J.2006. Plant chemistry and natural enemy fitness: effects dnivber and

natural enemy fitnes&nnual Review of Entomolgyl, 163-185.

Osorio, D. & Vorobyev, M. 2008. A review of the evolution of animal colour vision

and visual communication signaldsion Research8, 2042—-2051.

Orr, D. B. 1998. Scelionid wasps as biological control agents: a revielarida
Entomological 71, 506-528.

Pacheco, D. J. P. & Corréa-Ferreira, B. S.1998. Reproductive potential and
longevity of the parasitoidelenomus podishshmead in eggs of different stink

bugs speciesAnnais da Sociedade Entomoldgica do Brdsi| 585-591.

Pacheco, D. J. P. & Corréa-Ferreira, B. S2000. Parasitismo déelenomus podisi
Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) em Populacées de Percevegss Ria
Soja.Annais da Sociedade Entomologica do Br&8| 295-302.

Panizzi, A. R. & Slanski Junior, F. 1985. Review of phytophagoous pentatomids
(Hemiptera: Pentatomidae) associated with soybean in Arseriebrida
Entomological 68, 184—-214.

Paramasivan, A., Paul, A. V. N. & Dureja, P.2004. Kairomones o€hilo partellus

(Swinhoe) and their impact on the egg parasitbichogramma chilonislshii.

Indian journal of Entomology66, 78—84.

88



Peitsch, D., Fietz, A., Hertel, H., de Souza, J., Ventura, D. F. & Meal, R. 1992.
The spectral input systems of hymenopteran insects and thetaebased colour
vision. Journal of Comparative Physiology 270, 23—40.

Pires, C. S. S., Sujii, E. R., Borges, M., Schmidt, F., Zarbin, P. H. GAzevedo, V.
C. R,, Lacerda, A. L. & Pantaledo, D2001. Acao cairomonal de componentes do
feroménio de alarme do percevejo verde pequeno da B@agpdorus guildiniji
sobre o parasitbide de ovogelenomus podisi Boletim de Pesquisa e

Desenvolvimentd.9, Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotegialo

Potting, R. P. J., Poppy, G. M. & Schuler, T. H.1999. The role of volatiles from
cruciferous plants and pre-flight experience in the foragingavibeur of the
specialist parasitoic€Cotesia plutellae Entomologia Experimentalis et Applicata
93, 87-95.

Powell, W., Pennacchio, F., Poppy, G. M. & Tremblay, E1998. Strategies Involved
in the Location of Hosts by the Parasitdighidius erviHaliday (Hymenoptera:
Braconidae: AphidiinaeBiological Contro| 11,104-112.

Powell, W. A. & Pickett, J. A. 2003. Manipulation of parasitoids for aphid pest
management: progress and prospdest Management Sciené&®, 149-155.

R Development Core Team.2009.R: A Language and Environment for Statistical
Computing.Vienna, Austria, R Foundation for Statistical Computing.

Rosi, M. C., Isidoro, N., Colazza S. & Bin, F2001. Source of the host marking
pheromone in the egg parasitdidissolcus basalifHymenoptera: Scelionidae).
Journal of Insect Physiolog47, 989—995.

Rostas, M.& Wolfling, M. 2009. Caterpillar Footprints as Host Location Kairomones
for Cotesia marginiventrisPersistence and Chemical Natuteurnal of Chemical
Ecology, 35, 20-27.

Rousse, P., Chiroleu, F., Domerg, C. & Quilici, S2007. NaiveFopius arisanus

females respond mainly to achromatic cug#slogical Contro| 43, 41-48.

89



Salerno, G., Conti, E., Peri, E., Colazza, S. & Bin, RR006. Kairomone involvement
in the host specificity of the egg parasitoldissolcus basalisHymenoptera:
Scelionidae)European Journal of Entomologi03 311-318.

Schmidt, J. M., Cardé, R. T. & Vet, L. E. M. 1993. Host recognition bPimpla
instigator F. (Hymenoptera: Ichneumonidae): Preferences and learned responses.
Journal of Insect Behavip6, 1-11.

Schoonhoven, L. M., van Loon, J. J. A. & Dicke, M2008.Insect-Plant Biology2nd
ed. Oxford: University Press.

Segura, D. F., Viscarret, M. M., Paladino, L. Z. C., OvruskiS. M. & Cladera, J. L.
2007. Role of visual information and learning in habitat selection bgreralist

parasitoid foraging for concealed hogtsimal Behaviour74, 131-142.

Southwood, T. R. E.1956. The structure of the eggs of the terrestrial Heteroptera a
its relationship to the classification of the grodje Transactions of the royal

entomological society of Londoh08 163—-221.

Siekmann, G., Tenhumberg, B. & Keller, M. A. 2001. Feeding and survival in

parasitic wasps: sugar concentration and timing ma&ikos 95, 425-430.

Silva, C. C., Laumann, R. A., Moraes, M. C. B. & Borges, M2007. Otimizacao da
técnica de criacao deuschistus heropara a multiplicacdo do parasitéide de ovos,
Telenomus podisi. Boletim de Pesquisa e DesenvolvimggoBrasilia: Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Sirot, E., & Bernstein, C. 1996. Time sharing between host searching and food

searching in parasitoids: state-dependant optimal strat®gibavioral Ecology7,
189-194.

90



Steidle, J. L. M. & Van Loon, J. J. A 2002. Chemoecology of parasitoid and predator
oviposition behaviour. IChemoecology of insect eggs and egg depogiEdn
Steidle, J. L. M. & Van Loon, J. J. A.), pp 291-317. Berlin, Alemanha: B&alkw
Publishing.

Stelinski, L. L., Rodriguez-Saona, C. & Meyer, W. L.2009. Recognition of foreign
oviposition-marking pheromone in a multi-trophic conteXaturwissenschaften
96, 585-592.

Stephens, D. W.1993. Learning and behavioral ecology: incomplete information and
environmental predictability. Ininsect Learning: Ecological and Evolutionary
Perspectives(Ed. by D. R. Papaj & A. C. Lewis), pp. 195-218. New York:
Chapman & Hall.

Stireman, J. O., lll. 2002. Learning in the generalist tachinid parasiEdrista mella
Walker (Diptera: TachinidaeJournal of Insect Behavipi5, 689—706.

Strand, M. R. & Vinson, S. B. 1983a. Host acceptance behavior Tadlenomus
heliothidis (Hymenoptera: Scelionidae) towatdeliothis virescengLepidoptera:
Noctuidae)Annals of the Entomological Society of Amerié@ 781—785.

Strand, M. R. & Vinson, S. B.1983b. Analysis of an egg recognition kairomone of
Telenomus heliothidigHymenoptera: Scelionidae): isolation and host function.
Journal of Chemical Ecolog®,423-432.

Sujii, E. R., Costa, M. L. M., Pires, C. S., Colazza, S. & Borges, M002. Inter and
intra-guild interactions in egg parasitoid species of the soylgdnbsig complex.

Pesquisa Agropecuaria Brasileird7, 1541-1549.

Tenhumberg, B., Sieckmann, G. & Keller, M. A.2006. Optimal time allocation in
parasitic wasps searching for hosts and f@kios 113 121-131.

Tooker, J. F. & De Moraes, C. M.2007. Jasmonate, salicylate, and benzoate in insect

eggs.Journal of Chemical Ecolog®3, 331-343.

91



Turlings, T. C. J., Wéackers, F. L., Vet, L. E. M., Lewis, W. J. & Tumlinson J. H.
1993. Learning of host-finding cues by hymenopterous parasitoidsngect
Learning: Ecological and Evolutionary Perspecti&l. by D. R. Papaj & A. C.
Lewis), pp. 51-78. New York: Chapman & Hall.

Vet, L. E. M., & Dicke, M. 1992. Ecology of infochemical use by natural enemies in a

tritrophic contextAnnual Review of Entomology7, 141-172.

Vet, L. E. M., Lewis, W. J. & Cardé, R. T.1995. Parasitoid foraging and learning. In:
Chemical ecology of insectgEd. Cardé, R & Bell, W. J.), pp. 65—-10ew York:
Chapman & Hall.

Vet, L. E. M., Lewis, W. J., Papaj, D. R. & van Lenteren, J. C1990. A variable-
response model for parasitoid foraging behaviaurnal of Insect Behavipi3,
471-490.

Vet, L. E. M., Wackers, F. L. & Dicke, M. 1991. How to hunt for hiding hosts: The
reliability-detectability problem in foraging parasitoiddetherlands Journal of
Zoology 41, 202-213.

Villas-Bbéas, G. L., Gazzoni, D. L., Oliveira, M. C. N. de, Pereira, N. P.,dessing,
A. C., Franca Neto, J. B. & Henning, A 1990. Efeito de diferentes populacdes de
percevejos sobre o rendimento e seus componentes, caracteaigtma@micas e
gualidade de sementes de s@aletim Pesquisal, Londrina: Centro Nacional de

Pesquisa de Soja.

Vilela, E. F. &. Della Lucia, T. M. C. 2001. Feromoénios de Insetos - Biologia,
Quimica e Aplicacad-olos Editora, 206 p.

Vinson, S. B.1984. Parasitoid-host relationships. l@hemical Ecology of InsectéEd.
by Bell, W. J. & Cardé, R. T.) pp. 205-233. London: Chapman and Hall.

92



Vinson, S.B.1985. The Behaviour of Parasitoids. Gomprehensive insect physiology,
biochemistry and pharmacolodd. Kertut, G.A. and Gilbert, L. I.), pp. 417-469.
New York: Pergamon Press.

Vinson, S.B.1998. The general host selection behaviour of parasitoid Hymenoptera and
a comparison of intial strategies utilized by larvaphagous and ocophagpecies.
Biological Control 11, 79-96.

Vinson, S. B. & Piper, G. L.1986. Source and characterization of host recognition
kairomones of Tetrastichus hagenowii a parasitoid of cockroach eggs.
Physiological Entomologyl 1, 459 — 468.

Wackers, F. L. 1994. The effect of food deprivation on the innate visual and olfactory
preferences ilCotesia rubeculaJournal of Insect Physiolog40, 641—649.

Wackers, F. L. & Lewis, W. J. 1994. Olfactory and visual learning and their
interactive influence on host site location by the parasitdidroplitis croceipes
Biological Control 4,105-112.

Wackers, F. L. & Lewis, W. J. 1999. A comparison of color-, shape- and pattern-
learning by the hymenopteran parasitoMicroplitis croceipes Journal of
Comparative Physiologi, 184, 387-393.

Wardle, A. R. 1990. Learning of host microhabitat colour Byeristes roborato(F.)
(Hymenoptera: Ichneumonidaénimal Behaviour39, 914-923.

Weber, C. A., Smilanick, J. M., Ehler, L. E. & Zalom, F. G.1996. Oviposition
behavior and host discrimination in three Scelionid egg parasitoidinkflaigs.
Biological Control 6, 245-252.

Winkler, K., Wéackers, F. L., Bukovinszkine-Kiss, G. & van Lenteren,J. C. 2006.

Nectar resources are vital fdbiadegma semiclausurfecundity under Weld

conditions.Basic and Applied Ecology, 133—-140.

93



Yong, T. H., Pitcher, S., Gardner, J. & Hoffmann, M. P.2007. Odor specificity
testing in the assessment of efficacy and non-target riskTfmhogramma
ostriniae (Hymenoptera: Trichogrammatida®jiocontrol Science and Technology
17, 135-153.

Zuur, A. F., leno, E. N., Walker, N. J., Saveliev, A. A. & Smith, G. M2009.Mixed
Effect Models and extensions in ecology withNew York: Springer. 574 pp.

94



ANEXO 1: Fotos de parasitéides de ovos parasitando ovos Haschistusheros

Fotos: Raul Alberto laumann
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ANEXO 2: Fotos de percevejos pragas da soja

Euschistus heros ' Nezara viridula

Piezodorus guildinii Chinavia ubica

Fotos: Cecilia Rodrigues Vieira
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ANEXO 3: indice de Kovats (KI) e espectros de massa dos compostos
indentificados de extratos de ovos deuschistus heros
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Acido hexadecanéico Kl = 1979
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cis- 9 - Octadecenoato de metila KP%15
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Z,Z - 9,12 - Octadienoato de etila (Linoleato de etila) K =2188
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