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RESPOSTAS DE Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) A PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa) E MILHO
(Zea mays) (POACEAE), SUBMETIDAS A HERBIVORIA E A OVIPOSICAO POR
Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)!

Autor: Thais Cristina da Silva Sousa
Orientador: Josué Sant’ Ana

RESUMO

O parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) é um importante agente de controle bioldgico de lepidépteros, como
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), praga que danifica culturas
como a do arroz (Oryza sativa L.) e a do milho (Zea mays L.). O comportamento de busca e
0 parasitismo de tricogramatideos podem ser afetados por pistas quimicas, como compostos
volateis emitidos por plantas sob herbivoria e/ou oviposigéo. Este trabalho teve como
objetivos avaliar o comportamento quimiotaxico de fémeas de T. pretiosum frente a plantas
de milho e arroz que sofreram herbivoria ou oviposi¢do por S. frugiperda, bem como, a
influéncia da herbivoria nas taxas de parasitismo. Foram testamos plantas de milho Bt
(Morgan 30A77), de milho crioulo (AZ30) e de arroz (Irga 424), todas em estagio vegetativo
(V2-V3). Nos testes com herbivoria, as plantas foram infestadas por 24 horas, com 30
lagartas (1° instar). Transcorrido este periodo, os insetos foram retirados e as plantas
avaliadas ap0s 24, 48 e 72 horas. Também foi registrado o comportamento quimiotaxico de
T. pretiosum a plantas submetidas a oviposi¢cdo com e sem a presenca dos ovos, sendo todas
avaliadas ap0s 24 e 48 horas. Plantas danificadas por herbivoria e oviposicdo foram
contrastadas com as ndo danificadas (PNDs). As respostas quimiotaxicas de T. pretiosum
foram observadas em olfatdmetro de dupla escolha. No teste de parasitismo, uma planta que
sofreu herbivoria ap6s 24 horas foi colocada em gaiolas junto com uma PND, ambas com a
presenca de uma cartela de ovos sentinela de S. frugiperda e uma fémea de T. pretiosum, a
qual ficou exposta aos ovos por 5 horas. Foram avaliados o nimero médio de ovos
parasitados e 0 sucesso de parasitismo. Fémeas de T. pretiosum foram significativamente
mais atraidas por plantas de arroz e milho avaliadas 24 horas apds a herbivoria em relacao
as PNDs. Os parasitoides preferiram plantas de arroz com posturas e/ou previamente
ovipositadas (sem posturas) apos 24 e 48 horas em relacdo as plantas controle. As duas
variedades de milho ovipositadas, com e sem a presenca da postura, apos 48 horas foram
mais atrativas do que as PNDs. O percentual de parasitismo em ovos sentinela localizados
proximos a plantas de arroz, milho Bt e milho crioulo testadas 24 horas ap6s o dano das
lagartas foi significativamente maior do que nos ovos sentinelas localizados proximo as
PNDs. Os resultados comprovam que fémeas de T. pretiosum utilizam os volateis emitidos
por plantas induzidas por herbivoria e oviposicéo de S. frugiperda na busca pelo hospedeiro.

1 Dissertacao de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (53f.) Julho, 2019.



RESPONSES OF Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) TO RICE (Oryza sativa) AND CORN (Zea mays)
PLANTS (POACEAE), SUBMITTED TO Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) HERBIVORY AND OVIPOSITION

Author: Thais Cristina da Silva Sousa
Advisor: Josué Sant’ Ana

ABSTRACT

The egg parasitoid Trichogramma pretiosum Riley  (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) is an important biological control agent of lepidopterous pests, as
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Noctuidae), which damages several crops, such as rice
(Oryza sativa L.) and corn (Zea mays L.). Trichogramatids searching behavior can be
affected by volatile compounds released by plants under herbivory and/or oviposition. This
study aimed to evaluate the chemotactic behavior of T. pretiosum females in rice and corn
plants submitted to S. frugiperda herbivory or oviposition, as well as, the influence of
herbivory on parasitism rates. We tested Bt corn (Morgan 30A77), landrace corn (AZ30)
and rice (Irga 424) plants in vegetative stage (V2-V3). In the herbivory tests, plants were
infested with 30 S. frugiperda larvae (1st instar) for 24 hours. After time, the insects were
removed and plants were evaluated after 24, 48 and 72 hours. Chemotactic behavior of T.
pretiosum was also recorded in plants submitted to S. frugiperda oviposition, with and
without eggs, after 24 and 48 hours. Plants damaged by herbivory and oviposition were
contrasted with non-damaged plants (NDPs) (without S. frugiperda contact). Chemotactic
responses of T. pretiosum females were observed in a dual-choice olfactometer. In the
parasitism test, plants damaged by herbivory after 24 hours were placed in cages with control
plants, both in the presence of a carton with sentinel S. frugiperda eggs and one T. pretiosum
female which was exposed to the eggs for 5 hours. Average number of parasitized eggs and
parasitism success were evaluated. Parasitoids were significantly more attracted by rice and
corn plants 24 hours after herbivory in relation to NDPs. Parasitoids chose rice plants with
egg masses and/or previously oviposited (without eggs) after 24 and 48 hours contrasted to
control treatment. Both oviposited corn varieties, with and without egg masses, were more
attractive than NDPs after 48 hours. Percentage of parasitism in sentinel eggs placed near to
rice plants, Bt corn and landrace corn (24 hours after larvae damage) was significantly higher
than in sentinel eggs placed close to NDPs. Results confirm that T. pretiosum females use
volatiles emitted by plants induced by S. frugiperda herbivory and oviposition for host
searching behavior.

IMaster Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (53p.) July, 2019.

Vi



SUMARIO

Pégina

INTRODUGAO GERAL.......ooieeeieeeeeeeeeseees v s sees s 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA......c.oo oot es oo, 3
2.1 TriChOgramma SPP.....ccecereeiiiieiiie et e 3
2.1.1 ASPECtoS BIOBCOIOGICOS. ... .cueereeririieiierieetie e stee e se e ene e see e e e enee e 3
2.1.2 Controle BIOIOQICO.........ccveieerieiiiieice ettt e 4
2.2 Spodoptera frugiperda..........cccceieeiiiieiie e 5
2.3 Trichogramma pretiosum no controle de Spodoptera frugiperda........... 7
2.4 Utilizacdo da comunicacdo quimica por parasitoides na defesa de

0] F g1 TSRS 8
2.5 Referéncias BIbliograficas ..........ccccvvviiiicie i 11

CAPITULO |. Respostas de Trichogramma pretiosum (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) a plantas de arroz (Oryza sativa) e milho (Zea mays)
(Poaceae), submetidas a herbivoria e a oviposicdo por Spodoptera

frugiperda (Lepidoptera:NOCtUidae)..........c.covevevviieiiiiecse e 17
T80 11 (0o U o Lo TSP 18
3.2 Material € MELOAOS. .......oviieriiieriieet e e 20
3.2.1 Local de realizacdo dos eXperimentos..........ccccvuevveveeiieerreaieseeseeseennes 20
3.2.2 CUltivo de plantas...........ccccoeiieiiiiecie e 21
3.2.3 Criaga0 dOS INSELOS.......ceiuiiieeriesieece ettt s ereas 21
3.2.3.1 Trichogramma pretioSUM...........ccccveieeieiieie s 21

vii



3.2.3.2 Spodoptera frugipPerda...........ccoeeerireienie e 21
3. 2.4 BIOBNSAIOS. ...ttt sttt sttt sttt sb bbbt bbbt bt b eneas 22
3.2.4.1 Prepar0 das Plantas............cooeeirieiiieinieeie e 22
3.2.4.1.1 Plantas submetidas & herbivoria...........ccccoovvrinineinincieee 22
3.2.4.1.2 Plantas submetidas & OVIPOSIGAO..........ccccervvreririnriiiee e 22
3.2.4.2 Quimiotaxia de Trichogramma pretioSum...........ccccooeeevreeinnneeiieneennn. 23
3.2.4.2.1 OIfatOMELITA. ....eve ettt s 23
3.2.4.3 Teste de parasitiSIMO. ........ccerirerireiineeie st 24
3.2.4.4 ANALISE ESLALISTICA. .. .cveivevieieeeeiie et 25
3.3 RESUITAAODS. ... e 25

3.3.1 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de milho e arroz
NAO0 AANITICAUAS. .......eeivie i 25

3.3.2 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de milho e arroz

submetidas a herbivoria de Spodoptera frugiperda...........ccccccevvviveieiiennnn 26

3.3.3 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de milho e arroz

submetidas a oviposicdo de Spodoptera frugiperda...........cccceevevevviiiernnnnn 27
3.3.4 Quimiotaxia de T. pretiosum a posturas de S. frugiperda................... 30
3.3.5 Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos sentinelas............ 30
3.4 DISCUSSEOD. ... vttt ettt ettt eb e et 31
3.5 Referéncias bibliograficas...........ccocviveieiie i 38
CONSIDERAGOES FINAIS.......coeveeevreeeeeieees e enees s eneesesesiesessesees s 43

viii



RELACAO DE FIGURAS

Respostas quimiotéxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum
testadas em olfatdbmetro em Y a plantas de arroz (cv. Irga 424), de milho
transgénico Power core TM (cv. Morgan 30A77) e de milho crioulo (v.
AZ30) néo danificadas (PND) contrastadas com o ar. Valores na barra
indicam o nimero de insetos responsivos €, entre parénteses, 0s ndo
responsivos (NR). ns = ndo significativo (y% P> 0,05)......cccceveveernnennns

Respostas quimiotaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum
testadas em olfatdbmetro em Y a plantas de arroz (cv. Irga 424), de milho
transgénico milho transgénico Power core TM (cv. Morgan 30A77) e
de milho crioulo (cv. AZ30) ndo danificadas (PND) (controle)
contrastadas com plantas danificadas por herbivoria (PDH) de
Spodoptera frugiperda 24, 48 e 72 horas ap0s o dano. Valores na barra
indicam o ndmero de insetos responsivos e, entre parénteses, 0S nNdo
responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos (3%, P <0,05).....ccccecvinniiiiiiiiiinnnnnn.

Respostas quimiotaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum
testadas em olfatbmetro em Y a odores de plantas de arroz (cv. Irga
424) previamente ovipositadas sem (POSP) e com (POCP) a presenca
da postura de Spodoptera frugiperda 24 e 48 horas ap0s a oviposic¢éo,
em contraste com plantas ndo ovipositadas (PNO). Valores na barra
indicam o ndmero de insetos responsivos e, entre parénteses, 0s nNdo
responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca
significativa em entre os tratamentos (%%, P < 0,05)......ccccccevvivinninnnnnns

Percentual de resposta quimiotadxica de fémeas de Trichogramma
pretiosum a odores de plantas de milho crioulo (v. AZ30) previamente
sem (POSP) e com (POCP) a presenca da postura de Spodoptera
frugiperda apds 24 e 48 horas em contraste com plantas néo
ovipositadas (PNO). Valores na barra indicam o ndmero de insetos
responsivos e, entre parénteses, os ndo responsivos (NR). Barra seguida
de asterisco indica diferenca significativa em entre os tratamentos (2,

Pagina

26

27

28



Percentual de resposta quimiotaxica de fémeas de Trichogramma
pretiosum a plantas de milho transgénico Power core TM (cv. Morgan
30A77) previamente ovipositadas sem (POSP) e com (POCP) a
presenca de postura de Spodoptera frugiperda apés 24 e 48 horas em
contraste com plantas ndo ovipositadas (PNO). Valores na barra
indicam o namero de insetos responsivos e, entre parénteses, 0s ndo
responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca
significativa em  entre os  tratamentos (>, P <

Respostas quimiotéxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum
testadas em olfatdmetro em Y a ovos de Spodoptera frugiperda com 24
e 48 horas de idade em contraste com o ar. Valores na barra indicam o
nimero de insetos responsivos e, entre paréntese, 0S Ndo responsivos
(NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca significativa em entre
0s tratamentos (3%, P <0,05) ... .uiiiiiiiiiiiie e

Percentual de parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos
sentinelas de Spodoptera frugiperda localizados junto a plantas de arroz
(cv. Irga 424), de milho transgénico Power core TM (cv. Morgan
30A77) e de milho crioulo (cv. AZ30) danificadas por herbivoria (PDH)
24 horas ap0s o0 dano e a plantas ndo danificadas (PND). Barras verticais
indicam o desvio padrdo. Barras seguidas de letras diferentes, em cada
tipo de planta, indicam diferenca significativa pelo teste e Dunn (P <

Pagina

29

30



1 INTRODUCAO GERAL

O sucesso no uso de parasitoides de ovos para o controle bioldgico esta diretamente
relacionado a uma série de estudos que avaliem 0s aspectos que interferem na interacao
hospedeiro-parasitoide. Dentre estes, os fatores que intermediam a comunicag¢do quimica
entre micro-himenopteros e herbivoros, bem como, a influéncia dos volateis de planta no
comportamento de busca e parasitismo.

A espécie Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é um
importante parasitoide de ovos utilizado em programas de manejo de pragas. O emprego
deste inseto se deve, principalmente, a facilidade de criacdo massal em hospedeiros
alternativos e a alta agressividade em ovos de lepidopteros, com énfase para Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), praga polifaga, muito importante nos
cultivos de milho e de arroz. Plantas quando injuriadas pela herbivoria ou por oviposicao
sdo induzidas a emitir volateis que atuam como defesas quimicas contra fitofagos. Os
compostos emitidos sdo produtos do metabolismo secundario, os quais podem atrair especies
de parasitoides.

O conhecimento sobre os estimulos que orientam o comportamento de T. pretiosum
na busca e selecdo do hospedeiro pode ser a base para um futuro uso de técnicas relacionadas
a ecologia quimica, no aprimoramento dos atuais programas de controle biolégico com este
parasitoide. Sendo assim, o trabalho teve como objetivos avaliar o comportamento

quimiotaxico de fémeas de T. pretiosum frente a plantas de milho (cultivar Bt e variedade



crioula) e arroz que sofreram herbivoria ou oviposi¢do por S. frugiperda, bem como, a

influéncia nas taxas de parasitismo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trichogramma spp.

2.1.1 Aspectos Bioecoldgicos

O género Trichogramma é o maior representante da familia Trichogrammatidae,
composto por 210 espécies presentes em seis regides biogeogréaficas, sendo 60 registradas
na Ameérica do Norte, 22 na Central e 41 na América do Sul (Pinto, 2006). No Brasil estdo
presentes 29 espécies (Querino & Zucchi, 2012; Querino et al., 2017).

Os tricogramatideos sdo microvespas endoparasitoides primarios de ovos de insetos,
medem de 0,2 - 1,5 mm, podendo ser solitarios ou gregarios, idiobiontes e sinovigénicos
(Pinto, 1997; Querino et al., 2010; Boivin, 2010). Algumas espécies possuem uma pequena
gama de hospedeiros, enquanto que outras sdo generalistas. Estes parasitoides sao
amplamente reconhecidos por parasitar ovos de lepidopteros, no entanto podem atacar outras
ordens como Hemiptera, Hymenoptera, Coleoptera e Neuroptera (Querino et al., 2010).

O modo mais comum de reproducao de espécies de Trichogramma é a sexuada, onde
ovos fertilizados produzem fémeas diploides e, os ndo fertilizados, machos hapldides
(arrenotoquia). De forma menos recorrente, pode ocorrer partenogénese telitoca (Stouthamer
et al., 1990).

A duracéo do ciclo de vida (ovo-adulto) para T. pretiosum é de, aproximadamente,

10 dias a temperatura de 25 °C, podendo haver uma diminuicdo para cerca de 7,5 dias, a 30



°C (Calvin et al., 1984; Harrison et al., 1985; Pratissoli & Parra, 2000). O nimero de ovos
parasitados € varidvel e depende da espécie do parasitoide, do hospedeiro e da longevidade
do adulto (Cruz & Monteiro, 2004). A alimentacdo, por sua vez, também apresenta forte
interferéncia sobre a longevidade e a fecundidade de espécies de Trichogramma (Berti &
Marcano, 1991; Mcdougal & Mills, 1997). Pratissoli et al. (2009) observaram que fémeas
de T. pretiosum e Trichogramma acacioi Brun, Moraes & Soares (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), foram mais longevas e fecundas quando alimentadas com mel em
relacéo as ndo alimentadas.

O tamanho de ovo do hospedeiro € outro importante fator no desenvolvimento de
espécies de tricogramatideos. Consoli et al. (1999) observaram que adultos de T. pretiosum
gue emergiram em ovos de S. frugiperda (volume de 0,0036 mm3) eram maiores do que
aqueles que se desenvolviam em ovos de Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) (volume de 0,0023 mm?3). Resultado semelhante foi encontrado por Beserra &
Parra (2004), onde fémeas de Trichogramma atopivirilia Oatman & Platner (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e T. pretiosum tiveram maior comprimento da tibia posterior e do
ovipositor, quando o hospedeiro era S. frugiperda em relacdo aquelas criadas em ovos de A.

kuehniella.

2.1.2 Controle Bioldgico

A criacdo em massa de Trichogramma foi inicialmente proposta na década de 1920
na Ameérica do Norte por Flanders. Neste periodo, foi desenvolvido um método de criacao
em ovos de Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera; Gelechiidae) como hospedeiro
alternativo (Flanders, 1930). Contudo, foram os cientistas da antiga Unido Soviética e da
China os primeiros a utilizar espécies de Trichogramma em programas de controle biologico

(Li, 1982; Smith, 1996).



Com o estabelecimento de criagdes massais foi possivel realizar libera¢fes crescentes
de espécies de Trichogramma a campo, como ocorreu em 2000 nos EUA, estes foram
utilizados com sucesso no controle de Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Crambidae)
e Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) em lavoura milho (Zea mays L.)
(Wright et al., 2002). Também existem registros de liberagdo de Trichogramma dendrolimi
Matsumura, Trichogramma chilonis Ishii e Trichogramma ostriniae Pang & Chen
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em quatro milhdes de hectares de milho no nordeste da
China (Wang et al. 2014).

Espécies de Trichogramma sdo comercializadas em mais de 30 paises, no combate
de cerca de 20 espécies de pragas (Parra, 2010) em diversas culturas, tais como, milho, arroz
(Oryza sativa L.), cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), sorgo (Sorghum bicolor L.),
algodéo (Gossypium hirsutum L.) (Hassan, 1993).

No Brasil a espécie T. pretiosum esta associada ao parasitismo de insetos-praga como
Anticarsia gemmantalis Hubner (Lepidoptera; Noctuidae) e Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) na soja (Glycine max L.) (Avanci et al., 2005; Bueno et
al., 2012), Grapholita molesta (Busck, 1916) (Lepidoptera: Tortricidae) em pessegueiro
(Prunus persica L.) (Rodrigues et al., 2011), Alabama argillacea Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) no algoddo (Bastos et al., 2010) e Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera;
Plutellidae) em repolho (Brassica oleracea L.) (Zago et al., 2010). Segundo Vasconcelos
(2012), T. pretiosum é utilizado no controle de lepidopteros em cerca de 35 mil hectares em

lavouras de milho, sorgo, soja e tomate no Brasil.

2.2 Spodoptera frugiperda
Spodoptera frugiperda, comumente conhecida como lagarta-militar ou lagarta-do-

cartucho, é uma praga cosmopolita que ataca varias culturas, dentre elas soja, sorgo, algodao,



trigo (Triticum aestivum L.), arroz e milho, ocasionando altos indices de desfolhamento
(Cruz, 1995; Busato et al., 2002; Pogue, 2002).

No Brasil, S. frugiperda é uma das principais pragas na cultura do milho, podendo
atacar tanto na fase vegetativa quanto na reprodutiva (Lima et al., 2012). Lagartas de
primeiro instar inicialmente raspam as folhas jovens e, quando mais desenvolvidas, atacam
o cartucho da planta e perfuram as folhas, podendo levar a completa destruicdo nas mesmas
(Gallo et al., 2002). Estas também podem atacar o colmo e o pedunculo, impedindo a
formacé&o dos gréos, bem como a espiga, danificando os gréos (Cruz, 2008a). A lagarta-do-
cartucho pode causar redugdes de rendimento dos gréos, variando de 17,7 a 55,4%, conforme
0 estadio de desenvolvimento da cultura e da cultivar (Cruz, 2008b).

Em lavoura de arroz irrigado, S. frugiperda, também chamada de lagarta-da-folha, é
definida como uma praga de ocorréncia ocasional, que em determinados anos pode atingir
niveis populacionais elevados (SOSBAI, 2018). O ataque inicial se da por ocasido da
emergéncia das plantulas podendo se estender até o periodo de emissdo da panicula
(SOSBALI, 2018). As lagartas podem cortar colmos jovens rentes ao solo, causando prejuizo
no estabelecimento inicial da lavoura (Martins, 2004). A lagarta também ataca as folhas do
arroz, ocasionando danos na fase vegetativa (perfilhamento) e reprodutiva, na qual se
alimenta das folhas bandeira e/ou das paniculas (Ferreira, 1999). Em arroz irrigado o periodo
de maior suscetibilidade ao ataque da praga € compreendido entre a emergéncia da planta e
a inundacdo da lavoura (Martins & Afonso, 2007). Contudo, apds a inundacdo, podem
ocorrer danos pelo corte dos colmos e folhas no nivel da superficie da lamina de agua
(Ferreira, 1999).

Altas infestacdes estdo associadas a temperaturas elevadas e baixos indices
pluviométricos (Ferreira, 1999). De acordo com Grutzmacher et al. (1999), 1 lagarta/m2 aos
15 dias apds a emergéncia das plantas, pode reduzir 0,6% a produtividade na cultivar precoce

de arroz irrigado Embrapa 6-Chui. J& em SOSBAI (2018) consta que a partir da emergéncia



das plantas e ao longo do periodo pré-inundacdo, para cada lagarta de 1 cm ou mais de
comprimento por metro quadrado, ou em média uma lagarta a cada quatro pontos vistoriados
(&rea de 0,5 x 0,5m), implica na expectativa de reducao de 1% na produtividade da cultura

do arroz.

2.3 Trichogramma pretiosum no controle biolégico de Spodoptera frugiperda

O parasitoide de ovos T. pretiosum, é importante agente de controle de S. frugiperda
(S& & Parra, 1994; Beserra et al., 2002). Conforme Sa (1991), a taxa de parasitismo de T.
pretiosum em S. frugiperda pode variar de 0,06 a 98%, sendo que esses valores sdo
influenciados pelo tipo e caracteristicas dos hospedeiros, tais como 0 nimero de camadas de
0Vvos e a presenca de escamas nas posturas. Alem desses fatores, a criacdo de T. pretiosum
por sucessivas geracdes em S. frugiperda pode aumentar sua eficiéncia no controle deste
herbivoro (Beserra et al., 2003).

O parasitismo natural de ovos de S. frugiperda por T. pretiosum ja foi registrado em
cultivos de arroz no Brasil (Querino et al., 2016). No estado do Rio grande do Sul, Dequech
et al. (2013) observaram a ocorréncia de espécies de Trichogramma em ovos de S.
frugiperda na cultura do milho e constataram que os percentuais de parasitismo foram de até
2,36 %, com a predominancia da espécie T. pretiosum (80%).

Martinazzo et al. (2007) avaliaram as liberagdes de T. pretiosum para controle
bioldgico de S. frugiperda em lavoura de milho localizada na regido oeste do estado do
Parana e observaram que houve uma reducédo de 63% de danos de S. frugiperda na area que
houve liberacdo do parasitoide quando comparada com a sem liberacdo. Mais recentemente,
em lavoura de milho organico, foi constatado que, aproximadamente, 80% dos ovos deste
herbivoro estavam parasitados apos as liberacdes T. pretiosum (Figueiredo et al., 2015).
Segundo 0s mesmos autores, 0 impacto deste parasitoide resultou em um aumento de

produtividade de 19,4% na cultura do milho e ganho de US $ 96,5/ha.



2.4 Utilizacdo da comunicagao quimica por parasitoides na defesa de plantas

As substancias quimicas envolvidas na comunicagdo entre 0s organismos Sao
denominadas semioquimicos, definidos como qualquer substancia que, quando liberada por
uma determinada espécie no ambiente, provoque uma mudanca fisiolgica e/ou
comportamental em outra (Ferreira & Zarbin, 1998). Nos insetos, estes sdo 0s principais
responsaveis pelo comportamento reprodutivo, de localizacdo e de sele¢do do hospedeiro e
do habitat (Ferreira & Zarbin, 1998). Estas substancias podem ter acdo intraespecifica
(feroménio) ou interespecifica (aleloquimico) (Thomazini, 2009).

Os aleloquimicos s@o sinais mediadores de interacdes entre dois individuos de
espécies diferentes, diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo que estd sendo
beneficiado na comunicacao (Vilella & Della Lucia, 2001). Conforme Vilella & Della Lucia
(2001) os aleloquimicos podem ser classificados em: alomoénios séo sinais quimicos que
somente favorecem o emissor, tais como as substancias de defesa dos artropodes;
cairomOnios 0s quais sdo sinais que, quando liberados, beneficiam somente o agente
receptor, sendo este utilizado por parasitoides na localizacdo de hospedeiros; os sinomonios
favorecem tanto o agente emissor como o receptor do sinal e podem atuar nas interacdes
planta-herbivoro-inimigo natural .

As estratégias de busca e o sucesso do parasitismo envolvem uma série de etapas
(localizagdo do habitat e do hospedeiro, reconhecimento, aceite e oviposicao) e dependem
de estimulos que podem ser de natureza quimica, fisica e/ou morfoldgica (Vinson, 1984).
Parasitoides de ovos utilizam, principalmente, aleloquimicos na localizacdo hospedeira
(Vinson, 1985). Dentre estes, estdo as pistas quimicas liberadas pelas plantas as quais sdo
fundamentais nestas interacdes (Vinson, 1991; Lou et al., 2005; Pefaflor et al., 2011; Xavier

et al., 2011; Kroes et al., 2017).



Diante de condicOes adversas, como o ataque de macro e microrganismos
antagonistas, as plantas criaram e aperfeicoaram seus mecanismos de defesa, que podem
atuar de forma direta, prejudicando a orientacdo e/ou o desenvolvimento do herbivoro, como
de foram indireta, atraindo inimigos naturais dos fitofagos (Schoonhoven et al., 2006;
Arimura et al., 2009; War et al., 2012).

De modo geral, plantas que sofreram herbivoria liberam um perfil diferenciado de
volateis secundarios, denominados de VIPHSs (Volateis Induzidos por Herbivoria) formados
principalmente por aldeidos, alcodis e seus ésteres, conhecidos como volateis de folhas
verdes (VFVs) e terpenoides (Holopainen, 2004). Para inducdo destes compostos
normalmente é necessario a presenca de elicitores, os quais desencadeiam a sintese de
compostos ativada por genes relacionados a defesa de plantas (Kessler & Baldwin, 2001).

Os parasitoides utilizam volateis oriundos do metabolismo secundéario de plantas,
principalmente apos a herbivoria, como pistas quimicas no comportamento de busca pelo
hospedeiro (Vinson, 1991; Steidle & Van Loon, 2003; Heil et al, 2008). A emissao destes
compostos é ativada por elicitores presentes na saliva dos insetos (Jones & Dangl, 2006).
Em lagartas trés tipos de indutores foram encontrados, sendo estes 0s aminoacidos
conjugados, acidos graxos sulfatados e as enzimas liticas (Mattiacci et al., 1995; Alborn et
al., 1997). Os micro-himendpteros Trichogramma deion Pinto & Oatman e Trichogramma
sathon Pinto (Hymenoptera: Trichogrammatidae) responderam aos volateis liberados por
plantas de Datura wrightii (Solanaceae) atacada pelas lagartas Manduca sexta (Linnaeus) e
Manduca quinquemaculata (Haworth) (Lepidoptera: Sphingidae) (Wilson & Woods, 2016).
Xavier et al. (2011) observaram que plantas de milho atacadas por lagartas de Elasmopalpus
lignosellus (Zeller) (Lepidoptera, Noctuidae) liberaram compostos que atraem T. pretiosum.

N&o somente a herbivoria, mas substancias secretadas durante a postura, também
podem estimular a plantas a produzir compostos de defesa (Hilker & Meiners, 2011,

Fatouros et al., 2012). Meiners & Hilker (2000) observaram que a oviposic¢éo do besouro da
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folha de olmo Xanthogaleruca luteola (Muller) (Coleoptera: Chrysomelidae) induz a
emissdo sistémica de volateis de defesa de Ulmus minor (Umaceae), 0s quais atraem o
parasitoide de ovos, Oomyzus gallerucae (Fonscolombe) (Hymenoptera: Eulophidae). De
forma similar, Mumm et al. (2003) observaram que a oviposi¢cdo de Diprion pini (L.)
(Hymenoptera: Diprionidae) em pinheiro silvestre (Pinus sylvestris) induziu a planta a
liberar volateis que foram atrativos para Chrysonotomyia ruforum Krausse (Hymenoptera:
Eulophidae), parasitoide de ovos deste himendptero. Em bioensaios laboratoriais também
foi constatado que fémeas de Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera: Scelionidae)
foram atraidas por compostos emitidos por leguminosas com a presenca de ovos de Nezara
viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae) (Colazza et al., 2004). Da mesma forma, Fatouros
et al. (2005) evidenciaram que a oviposicéo de Pieres brassicae (L.) (Lepidoptera: Pieridae)
induz mudancgas quimicas na superficie das plantas de couve-de-bruxelas e que tais
substancias, atraem fémeas de Trichogramma brassicae Bezdenko (Hymenoptera:

Trichogrammatidae) apos trés dias da oviposicdo deste herbivoro.
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3 CAPITULOII.

RESPOSTAS DE Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) A PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa) E MILHO,
(Zea mays) (POACEAE), SUBMETIDAS A HERBIVORIA E A OVIPOSICAO
POR Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
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3.1 Introducéo

Diante de condicOes adversas, como o ataque de macro e microrganismos
antagonistas, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa, que podem atuar de forma
direta, prejudicando a orientacdo e/ou o desenvolvimento do herbivoro, como indireta,
atraindo inimigos naturais (Arimura et al., 2005; Schoonhoven et al., 2006; War et al., 2012).
Estas defesas podem ser ativadas por indutores especificos, como as substancias presentes
nas glandulas salivares dos fitéfagos e/ou produzidas durante a deposicdo de ovos
(Tumlinson et al., 1993). Esses sinais ativam uma série de rotas quimicas que fazem parte
do seu metabolismo secundario de plantas, levando a producdo de compostos que estdo
relacionados, principalmente, as interacdes bi e tritroficas (Tumlinson et al., 1993; Karban

etal., 1997).

Parasitoides utilizam volateis oriundos do metabolismo secundario como pistas
quimicas no comportamento de busca pelo hospedeiro (Vinson, 1991; Rutledge, 1996;
Steidle & Van Loon, 2003; Heil et al, 2008). Yuan et al., (2008) registraram que fémeas de
Cotesia marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae) foram mais atraidas por
plantas de arroz consumidas por S. frugiperda (24 horas depois do dano) do que as intactas.
De forma semelhante Pefiaflor et al. (2011) constataram que T. pretiosum foi mais atraido
por volateis de plantas de milho consumidas por S. frugiperda até 3 horas apés o dano, do
que por plantas com danos mais antigos (6-7 e 11-12 horas). De acordo com os autores, estes
resultados evidenciaram que existem varia¢6es no perfil de volateis liberados ao longo do
tempo e que estes podem impactar de forma diferente T. pretiosum. A herbivoria de E.
lignosellus também provocou uma mudanca no perfil quimico em plantas de milho, tornando
as atrativas ao parasitoide de ovos T. pretiosum (Xavier et al., 2011). Em um trabalho mais

recente, Wilson & Woods (2016), registraram uma maior atracdo dos micro-himendpteros
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T. deion e T. sathon, para Datura wrightii atacadas pelas lagartas M. sexta e M.

quinquemaculata em relacdo as plantas néo injuriadas.

N&o somente a herbivoria, mas substancias secretadas durante a postura podem
estimular plantas a produzir compostos de defesa (Hilker & Meiners, 2010, Fatouros et al.,
2012; Geiselhardt et al., 2013). Bioensaios laboratoriais evidenciaram que fémeas de T.
basalis foram atraidas por compostos emitidos por leguminosas com a presenca de ovos de
N. viridula (Colazza et al., 2004). Da mesma forma, a deposi¢cdo de ovos P. brassicae
induziu mudancgas quimicas em plantas de couve-de-bruxelas, as quais atrairam fémeas de
T. brassicae trés dias apds a oviposi¢do deste herbivoro (Fatouros et al., 2005). Em outra
interacdo tritrofica Bruce et al. (2010) constataram que a espécie forrageira, Brachiaria
brizantha L. (Poaceae), quando exposta a oviposicdo de Chilo partellus Swinhoe
(Lepidoptera: Crambidae), teve a uma redugédo acentuada na emissao de um dos seus volateis
principais (Z3-acetato de hexenila), enquanto que para outros, foi observado o oposto.
Segundo os autores, esta mudanca de perfil quimico da planta atraiu fémeas de Cotesia

sesamiae Cameron (Hymenoptera: Braconidae), parasitoide deste herbivoro.

A inducdo das defesas indiretas da planta pode ser alterada ndo somente pela
herbivoria/oviposicao e tipo de herbivoro envolvido, mas também pela variedade da planta
(Hoballah et al., 2002). Tamiru et al. (2011) relataram que volateis emitidos por variedades
crioulas de milho (C-2101, B-3016 e H-2034), submetidas a oviposi¢cdo de C. partellus,
atrairam mais o parasitoide de ovos Trichogramma bournier Pintureau (Hymenoptera:

Trichogrammatidae) do que os hibridos (WS505 e PH4), nas mesmas condicdes.

O parasitoide, T. pretiosum é um importante agente controlador de S. frugiperda (Sa
& Parra, 1994; Beserra et al., 2002), uma praga cosmopolita que ataca varias plantas da
familia Poaceae, como o milho, arroz e trigo, ocasionando altos indices de desfolhamento

(Cruz, 1995; Busato et al., 2002; SOSBAI, 2018). O parasitismo natural de ovos S.
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frugiperda por T. pretiosum ja foi registrado em cultivos de arroz (Querino et al., 2016) e
milho (Dequech et al., 2013). Este parasitoide é utilizado também no controle bioldgico
aplicado, sua liberagdo em milharal orgénico (cultivar “BR 106”) resultou em cerca de 80%
de parasitismo em ovos de S. frugiperda, refletindo em um aumento de produtividade de

19,4 %. (Figueredo et al., 2015).

Estudos sobre defesa indireta de espécies e/ou variedades de uma mesma planta
envolvendo S. frugiperda e T. pretiosum, sdo inexistentes. Estas interagdes, se melhor
estudadas, podem auxiliar na compreensdo ndo somente dos processos de busca deste
parasitoide em plantas impactadas pelo mesmo herbivoro, como também averiguar se
gendtipos de uma mesma planta (milho Bt e ndo-Bt) podem afetar a quimiotaxia € 0
parasitismo de T. pretiosum, sendo esta Gltima uma importante informacéo no que tange a
tecnologia relacionada as areas de refagio. Sendo assim, o trabalho teve como objetivos
avaliar a inducéo de defesas indiretas através das respostas quimiotaxicas e parasitismo de
T. pretiosum a plantas de arroz e milho (variedade crioula e cultivar Bt) danificadas por

herbivoria e oviposicao de S. frugiperda.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Local de realizacao dos experimentos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratorio de Etologia, Ecologia e Quimica de
Insetos (LEEQI) e no Laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Biologico de Insetos
(BIOECOLAB), ambos localizados na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. As criacOes e os experimentos foram realizados em condicgdes

controladas (25 + 2 °C; 60 + 10% UR); (fotofase de 14 horas).
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3.2.2 Cultivo das plantas

Foram cultivadas plantas de arroz (cv. Irga 424), de milho transgénico (cv. Morgan
30A77, Power Core ™ eventos Mon89034 x Tc1507 x Nk603, o qual expressa as proteinas
CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2) e de milho crioulo (variedade AZ30). A semeadura foi
realizada em copos plasticos de 200 mL (arroz) e 500 mL (milho) contendo substrato
composto por terra preta e vermiculita (3:1), mantidas na casa de vegetagdo. O plantio foi
realizado semanalmente e o substrato permaneceu Umido, sendo irrigado sempre que

necessario. Nos bioensaios foram utilizadas plantas no estagio vegetativo (V2-V3).

3.2.3 Criagéo dos Insetos

3.2.3.1 Trichogramma pretiosum

O parasitoide foi obtido da criacdo ja estabelecida no BIOECOLAB por,
aproximadamente, 40 geracdes. Estes foram multiplicados em ovos da traca-da-farinha, E.
kuehniella. A traca era criada em dieta a base de farinha de trigo e levedura de cerveja,
segundo a metodologia de Parra (1997). Os ovos do hospedeiro eram fixados em retangulos
de cartolina azul celeste (6 x 4 cm), usando goma arabica 10% (Asuper radex®) e expostos
a luz ultravioleta por periodo de uma hora, com a finalidade de inviabiliza-los. As cartelas
eram colocadas para parasitismo em frascos de vidro de 250 mL (9 x 8 cm) com adultos de

T. pretiosum, os quais eram alimentados com goticulas de mel puro.
3.2.3.2 Spodoptera frugiperda

Para o estabelecimento da criacdo, foram obtidas pupas da empresa Promip Manejo
Integrado de Pragas Ltda. As pupas eram sexadas sob estereomicroscopio, conforme
metodologia proposta por Butt & Cantu (1962) e transferidas para gaiolas confeccionadas

em tubo de PVC (20 & x 20 cm) forradas com papel sulfite, o qual servia de substrato para
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a oviposicdo. Em cada gaiola eram acondicionados dez casais de mariposas, alimentadas

com solucéo de mel a 10%.

As posturas eram retiradas diariamente e acondicionadas em tubos de vidro (2,0 & x 6,5
cm), fechados na parte superior com filme plastico. As lagartas recém-eclodidas eram
separadas de dez em dez e colocadas em copos plasticos (50 mL) contendo 10 gramas de
dieta artificial, adaptada de Bowling (1967), onde permaneciam por sete dias. Apos este
periodo, estas eram individualizadas em potes plasticos (50 mL) contendo 10 g de dieta,

onde eram mantidas por 15 dias, até a fase de pupa.
3.2.4 Bioensaios
3.2.4.1 Preparo das plantas
3.2.4.1.1 Plantas submetidas a herbivoria

As plantas de milho e arroz foram infestadas com 30 lagartas/planta de S. frugiperda de
primeiro instar (PDH), as quais permaneceram sobre elas por 24 horas. Apos este periodo,
as lagartas foram removidas das plantas com auxilio de um pincel e testadas 24, 48 e 72
horas apos a injuria, o qual consistia na raspagem das folhas e pequenas perfuracfes. Foram
consideradas como controle, plantas que ndo tiveram contato com S. frugiperda ou qualquer

outro herbivoro.
3.2.4.1.2 Plantas submetidas a oviposi¢ao

As plantas foram colocadas em uma gaiola (70 cm largura x 50 cm altura x 40 de
profundidade) com 10 casais de S. frugiperda, em idade reprodutiva (3-5 dias), por um
periodo de 24 horas. Posterirormente, plantas que apresentavam posturas foram separadas e
avaliadas apds 24 e 48 horas. Apo6s a realizacdo dos bioensaios, as posturas eram retiradas

das plantas com o auxilio de um pincel umedecido e pesadas, sendo somente contabilizada
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a resposta das plantas que continham uma postura com um peso pré-estabelecido (0,013 g +

0,003 g).

Foram utilizadas tanto plantas que continham postura (POCP), como as que foram
previamente ovipositadas (POSP) (periodo de 24 e 48 horas), mas que uma hora antes da
realizacdo dos testes a postura foi retirada, junto com uma parte da folha onde esta estava
depositada. Neste caso, foi retirada uma area foliar semelhante nas plantas controle (sem

postura).

3.2.4.2 Quimiotaxia de T. pretiosum
3.2.4.2.1 Olfatometria

A quimiotaxia de fémeas de T. pretiosum copuladas com até 24 horas de idade, foi
avaliada em olfatometro “Y” de vidro, de dupla escolha, com diametro de 2 cm, bifurcado
em dois “bracos” de 8 cm cada e arena inicial de 10 cm, sob luz fluorescente (60 W
luminéncia, 260 lux). Um fluxo de ar, previamente filtrado com carvao ativo, foi conduzido
para dentro do sistema com auxilio de uma bomba a vacuo conectada a um fluximetro e um
umidificador, a uma taxa de 0,6 L/min. Foi adaptado um recipiente de vidro de 3L (12,5 cm
@ x 29,5 cm) na extremidade de cada um dos bracos do olfatdmetro, onde foram alocados
0s vasos com as plantas, os quais foram forrados com papel-aluminio (Life Clean), cobrindo

0 substrato.

O olfatbmetro era invertido horizontalmente (rotacdo de 180°), a cada trés repeticdes
e a cada seis, lavado com agua, sabdo neutro, alcool 70% e seco em estufa de esterilizacéo a
150 °C. Apos este procedimento, as plantas testadas eram renovadas. As respostas foram
consideradas positivas quando os parasitoides alcancaram a fonte de odor e percorrerem,

pelo menos, 4 cm dentro dos bragos permanecendo nesta area por, no minimo, um minuto.



24

Os insetos que ndo se movimentaram nos primeiros cinco minutos ou que ndo alcangaram

0s bragos do olfatbmetro no mesmo periodo, foram considerados ndo responsivos.

Foram testadas as seguintes combinagdes com os trés cultivares: a) plantas controle
(sem danos) vs. ar; b) plantas danificadas por herbivoria (PDH) vs. plantas controle (PND);
c) plantas com postura (POCP) vs. plantas controle; d) plantas previamente ovipositadas sem
postura (POSP) vs. plantas controle e e) postura vs. Ar, posturas isoladas de S. frugiperda
oriundas da criacdo, com um e dois dias de idade e peso de 0,013 g + 0,003 g, também foram

avaliadas em contraste com o ar. Foram realizados, no minimo, 40 repeti¢6es por tratamento.

3.2.4.3 Teste de parasitismo

No teste de parasitismo, foram utilizadas plantas de milho (crioula e bt) e arroz com
24 horas ap6s herbivoria de S. frugiperda (conforme a metodologia descrita no item
3.2.4.1.1). Cada repeticdo consistia em uma gaiolas (70 cm largura x 50 cm altura x 40 de
profundidade) onde fora colocada em um dos lados uma planta controle (PND) e do lado
oposto uma PDH, ambas as plantas continham a presenca de uma cartela com 20 ovos
sentinelas de S. frugiperda com 24 horas de idade. Estes foram separados da postura com
um auxilio de um pincel (n° 0) e agua destilada e fixados em cartolina azul celeste (2 x 4
cm) sendo, posteriormente, inviabilizados (- 20 °C) por 24 horas. A cartela com 0s 0vos
sentinela foi colocada sobre um retangulo de papelao (4 x 6 cm) e a este, aderido a um palito
de madeira (30 cm) o qual foi posicionado dentro do vaso, junto a planta (aproximadamente

2 cm).

Uma fémea de T. pretiosum foi liberada no centro da gaiola e permaneceu exposta
aos ovos e as plantas por 5 horas. Transcorrido este periodo, essa era retirada da gaiola e as
cartelas com ovos de cada tratamento, colocadas individualmente em tubos de vidro (2 cm

@ x 6,5 cm). Os ovos foram mantidos em sala climatizada e inspecionados diariamente até
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a emergeéncia dos parasitoides ou eclosdo das lagartas. Foram avaliados o nimero medio de

ovos parasitados e o0 sucesso de parasitismo (n = 13).

3.2.4.4 Anélise estatistica

Os percentuais de respostas quimiotaxicas foram comparados pelo teste de Qui-
quadrado. O nimero médio de ovos parasitados foi testado quanto a normalidade por
Shapiro-Wilks. Por ndo apresentarem distribuicdo normal, os dados foram submetidos ao
teste de Kruskal-Wallis, e posteriormente as médias comparadas das pelo teste de Dunn. As
analises foram efetuadas utilizando-se o programa Bioestat 5.0%, ao nivel de significancia

de 5%.

3.3 Resultados
3.3.1 Quimiotaxia de 7. pretiosum a plantas de milho e arroz nao danificadas

Quando fémeas de T. pretiosum foram expostas a plantas ndo danificadas de arroz e
de milho em contraste com o ar, ndo houve diferenca entre respostas quimiotaxicas do
parasitoide (P > 0,05) (Figura 1).
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FIGURA 1. Respostas quimiotéxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum testadas em
olfatbmetro em Y a plantas de arroz (cv. Irga 424), de milho transgénico Power
core ™ (cv. Morgan 30A77) e de milho crioulo (v. AZ30) n&o danificadas
(PND) contrastadas com o ar. Valores na barra indicam o nimero de insetos
responsivos e, entre parénteses, 0s ndo responsivos (NR). ns = n&o significativo
(x2, P> 0,05).

3.3.2 Quimiotaxia de 7. pretiosum a plantas de milho e arroz submetidas a

herbivoria de S. frugiperda

A primeira escolha de fémeas de T. pretiosum foi significativamente maior para
plantas de arroz (y*> = 9,8; gl = 1; P = 0,0017), milho Bt (y*> = 7,2; gl = 1; P = 0,0073)
milho crioulo ()2 = 9.8; gl = 1; P = 0,0017) que sofreram herbivoria de S. frugiperda
avaliadas 24 horas ap6s o dano, quando contrastadas com as plantas ndo danificadas
(controle) (Figura 2). Insetos contrastados com os odores de plantas danificadas apos 48 e
72 horas, nao responderam de forma diferencial em relacédo as plantas nao danificadas (P >

0,05).
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FIGURA 2. Respostas quimiotaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum testadas em
olfatbmetro em Y a plantas de arroz (cv. Irga 424), de milho transgénico milho
transgénico Power core ™ (cv. Morgan 30A77) e de milho crioulo (cv. AZ30)
ndo danificadas (PND) (controle) contrastadas com plantas danificadas por
herbivoria (PDH) de Spodoptera frugiperda 24, 48 e 72 horas ap0s o dano.
Valores na barra indicam o nimero de insetos responsivos e, entre parénteses,
os nao responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos (%, P <0,05).

3.3.3 Quimiotaxia de 7. pretiosum a plantas de milho e arroz submetidas a

oviposicao de S. frugiperda

As fémeas de T. pretiosum foram significativamente mais atraidas por plantas de arroz
ovipositadas com (24 horas: > = 16,2; gl = 1; P =0,0001 e 48 horas: y* =16,2; gl=1; P =
0,0001) e sem (24 horas: ¥*>=12,8; gl = 1; P =0,0003; 48 horas: y*=9,8; gl=1; P=0,0017)
a presenca da postura, em relacdo as plantas controle em ambos os tempos de avaliacdo

(Figura 3).
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Os parasitoides foram significativamente mais responsivos a plantas de milho crioulo
ovipositadas com a presenca da postura em ambos os tempos de avaliagdo (24 horas: > =
9,8;gl=1;P=0,0017; 48 horas: y>* = 16,2; gl = 1; P=0,0001) e sem a presenca da postura
apenas ap6s 48 horas (y*> = 9,8; gl = 1; P = 0,0017) (Figura 4). Somente foi observada
quimiotaxia positiva do parasitoide a plantas de milho Bt ovipositadas quando avaliadas apds
48 horas com (*=9,8; gl=1; P=0,0017) e sem (y*=7,2; gl = 1; P=0,0073) a presenca da

postura, em relagdo as plantas controle (Figura 5).
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FIGURA 3. Respostas quimiotaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum testadas em
olfatometro em Y a odores de plantas de arroz (cv. Irga 424) previamente
ovipositadas sem (POSP) e com (POCP) a presenga da postura de Spodoptera
frugiperda 24 e 48 horas apds a oviposi¢do, em contraste com plantas ndo
ovipositadas (PNO). Valores na barra indicam o numero de insetos responsivos
e, entre parénteses, os ndo responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica
diferenca significativa em entre os tratamentos (2, P < 0,05).
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FIGURA 4. Percentual de resposta quimiotaxica de fémeas de Trichogramma pretiosum a
odores de plantas de milho crioulo (v. AZ30) previamente sem (POSP) e com
(POCP) a presenca da postura de Spodoptera frugiperda ap6ds 24 e 48 horas em
contraste com plantas ndo ovipositadas (PNO). Valores na barra indicam o
numero de insetos responsivos e, entre parénteses, os nao responsivos (NR).
Barra seguida de asterisco indica diferenca significativa em entre os
tratamentos (%, P < 0,05).
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FIGURA 5.
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Percentual de resposta quimiotaxica de fémeas de Trichogramma pretiosum a
plantas de milho transgénico Power core ™ (cv. Morgan 30A77) previamente
ovipositadas sem (POSP) e com (POCP) a presenga de postura de Spodoptera
frugiperda ap6s 24 e 48 horas em contraste com plantas ndo ovipositadas
(PNO). Valores na barra indicam o numero de insetos responsivos e, entre
parénteses, os ndo responsivos (NR). Barra seguida de asterisco indica diferenca
significativa em entre os tratamentos (%, P < 0,05).
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3.3.4 Quimiotaxia de T. pretiosum a posturas de S. frugiperda

Os insetos foram significativamente mais responsivos a posturas isoladas de S.
frugiperda com 24 (y* =24,2; gl = 1; P<0,0001) e 48 ()* = 12,8; gl = 1; P =0,0003) horas

de idade do que ao ar (Figura 6).

NE Il Cvos
Hl Ar
28 # €2)
31 * (1)
20 &0 40 20 Q 20 40 ai 20

FIGURA 6. Respostas quimiotéaxicas de fémeas de Trichogramma pretiosum testadas em
olfatdmetro em Y a ovos de Spodoptera frugiperda com 24 e 48 horas de idade
em contraste com o ar. Valores na barra indicam o numero de insetos
responsivos e, entre parénteses, os nao responsivos (NR). Barra seguida de
asterisco indica diferencga significativa em entre os tratamentos (2, P < 0,05).

3.3.5 Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos sentinelas

O percentual de parasitismo em ovos sentinelas localizados junto a plantas de arroz
(H =4.5589; gl = 1; P =0,0327) de milho Bt (H=17.9101; gl = 1; P =< 0,0001) e milho
crioulo (H = 11.9186; gl = 1; P = 0,0006) danificadas por herbivoria apos 24 horas a
ocorréncia do dano, foi significativamente maior do que os proximos a plantas nao
danificadas por herbivoria (Figura 7). O sucesso de parasitismos foi de 100% para todos os

tratamentos.
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FIGURA 7. Percentual de parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos sentinelas de
Spodoptera frugiperda localizados junto a plantas de arroz (cv. Irga 424), de
milho transgénico Power core ™ (cv. Morgan 30A77) e de milho crioulo (cv.
AZ30) danificadas por herbivoria (PDH) 24 horas apds o dano e a plantas nao
danificadas (PND). Barras verticais indicam o desvio padrdo. Barras seguidas
de letras diferentes, em cada tipo de planta, indicam diferenca significativa pelo
teste de Dunn (P < 0,05).

3.4 Discussao

Plantas de milho e arroz sem contato com S. frugiperda ndo foram atrativas para
fémeas de T. pretiosum. Durante o processo de busca os parasitoides de ovos se orientam
por pistas confidveis e associadas a presenca de seu hospedeiro, como cairomonios e
sinomonios (Noldus, 1989; Vet & Dicke, 1992; Dicke, 1994; Xu et al., 2014). Desta forma,
a percepcao de volateis de plantas que ndo foram danificadas pelo herbivoro acarretaria em
uma desvantagem para estes insetos pois, provavelmente, implicaria em um gasto energético
desnecessario e ineficiente na busca pelo hospedeiro. Nosso resultado corrobora o observado
por Pefiaflor et al. (2011) com fémeas de T. pretiosum e T. remus e por n et al. (2011), com
T. pretiosum. Em ambos os estudos os autores também ndo constataram respostas
quimiotaxicas destes micro-himendpteros a plantas de milho ndo expostas ao herbivoro. De

forma similar, Lou et al. (2005) ja haviam constatado que o parasitoide de ovos Anagrus
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nilaparvatae Pang & Wang (Hymenoptera: Mymaridae) ndo distinguiu volateis liberados

por plantas intactas de arroz.

Por outro lado, foi constatado neste estudo que fémeas de T. pretiosum foram
significativamente mais atraidas por plantas de milho e de arroz danificadas por lagartas de
S. frugiperda 24 horas ap6s a herbivoria, ndo havendo diferengas nas avaliagdes seguintes
(48 e 72 horas). Yuan et al. (2008) registraram para C. marginiventris 0 mesmo observado
por nés para T. pretiosum, ou seja, fémeas foram mais atraidas por plantas de arroz
consumidas por S. frugiperda 24 horas depois do dano, em relacdo as intactas. Resultado
semelhante foi observado para o parasitoide de ovos T. remus o qual preferiu duas cultivares
de milho (Sintético Spodoptera e BRS 4103) induzidas por herbivoria de S. frugiperda, apos
24 horas da injuria, quando este foram expostas simultaneamente com plantas néo

danificadas (Michereff, et al., 2018).

A atracdo do parasitoide por plantas injuriadas por herbivoria esta associada a defesa
indireta destas, definida por Dicke & Baldwin (2010) como o conjunto de caracteristicas das
plantas que aumentam a atratividade de inimigos naturais. O dano ativa o metabolismo
secundario das plantas, as quais emitem volateis que podem sinalizar para o parasitoide a
presenca do herbivoro, aumentando a probabilidade de encontro e, consequentemente, 0
parasitismo (Yuan et al., 2008; Danner et al., 2011; War et al., 2012; Kollner et al., 2013;

Kroes et al., 2017).

Durante a alimentacdo o herbivoro libera elicitores, presentes na secrecao oral, que
entram em contato com a seiva das plantas. Essas substancias ativam uma série de rotas
quimicas que fazem parte do metabolismo secundério (transducdo), levando a um aumento
quali e/ou quantitativo de compostos relacionados, principalmente, as interacdes bi e
tritréficas (Mattiacci et al., 1995; Turlings et al., 2000). Pefiaflor et al. (2011) demonstraram

que o regurgito de S. frugiperda (simulacdo de herbivoria) sobre plantas de milho até 3 horas
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ap6s a ocorréncia do dano atraiu T. pretiosum, corroborando com a hipdtese de que
compostos presentes na saliva da lagarta atuam na defesa indireta de plantas. Recentemente,
foi descoberto na saliva de S. frugiperda a presenca de acido benzoico e dos fitohormonios
acido jasmonico, acido salicilico e acido abscisico, 0s quais podem estar associados a

resposta de defesa a herbivoria em plantas de arroz, milho e tomate (Acevedo et al., 2019).

Moreira (2010) ja havia observado que a herbivoria de lagartas de S. frugiperda em
milho aumentou significativamente a expressdao de genes responsaveis pela sintese de
terpenos em relagdo a plantas ndo danificadas. De forma similar, Xavier et al., (2011)
registraram que os volateis Z-3-acetato de hexenila, B-pineno, p-mirceno, E-4,8 dimetilnona,
1,3,7 trieno e benzotiazol foram liberados em quantidades significativamente maiores por
plantas de milho danificadas por herbivoria de E. lignosellus. Os autores relacionaram estas
variacdes a maior atratividade de fémeas de T. pretiosum, as quais foram mais atraidas pelos
volateis emitidos por plantas danificadas pela lagarta do que por aqueles liberados pelas néo

injuriadas tanto 24, como 72 horas apds o dano.

Nossos resultados sugerem que o perfil quimico das plantas de arroz e milho muda
no decorrer do tempo apds a herbivoria, uma vez que foi observada uma mudanca de
respostas de T. pretiosum em relacdo a estas. Alguns volateis como os terpenos, indol e
salicilato de metila sdo, normalmente, emitidos algumas horas ap6s o dano do herbivoro.
Entretanto volateis de folhas verdes, como aldeidos de seis carbonos, alcodis e ésteres séo
liberados quase que imediatamente apos a injaria (Dudareva et al., 2006). Estas variacfes
na emissao de volateis liberados ao longo do tempo podem ter influéncia na atratividade de
parasitoides, como constatado por Hoballah & Turling (2005) para fémeas de C.
marginiventris. De acordo com o0s autores, estes himendpteros foram mais atraidos por

volateis de folhas de milho com danos recentes (constituido principalmente de volateis de
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folhas verdes) do que para folhas com danos antigos (nas quais estavam presentes,

principalmente, terpenoides).

Nos bioensaios conduzidos neste estudo a herbivoria foi realizada por larvas de S.
frugiperda neonatas das quais a que se alimentam por raspagem da folha (Cruz, 1995). Sabe-
se que a forma e o tipo de injaria do herbivoro influenciam no perfil de volateis da planta
(Fatouros et al, 2005). Este fato fica evidente quando comparamos 0 nosso resultado com os
obtidos por Lopes & Sant’Ana (2018), 0s quais ndo registraram respostas quimiotaxicas de
T. pretiosum por plantas de arroz que foram injuriadas por lagartas de terceiro instar de S.
frugiperda. Desta maneira, possivelmente, este parasitoide parece conseguir distinguir
volateis oriundos de danos de lagartas de diferentes instares e associa aqueles emitidos por
neonatas a presenca de posturas. Sendo assim, acredita-se que os compostos liberados pela
planta quando consumida por lagartas de primeiro instar sinalizam para T. pretiosum a
possivel presenca de posturas. Pefiaflor, (2010) verificou que mariposas de S. frugiperda ndo
evitam plantas de milho infestadas com coespecificas para oviposi¢cdo, 0 que da suporte a
hipdtese de que o dano de lagartas neonatas pode sinalizar para o parasitoide a presenca de

posturas.

Outro fato relevante observado no presente estudo foi que plantas de arroz
ovipositadas com e sem a presenca de posturas de S. frugiperda, nos dois periodos de
avaliacdo (24 e 48 horas), foram atrativas as fémeas de T. pretiosum. Este resultado evidencia
que as posturas deste herbivoro também ativam os mecanismos de defesa das plantas os
quais podem persistir, de forma sistémica, por até 48 horas, mesmo na auséncia dos ovos. O
gue pode estar associado a ac¢do de substancias excretadas pelo oviduto de S. frugiperda as
quais atuariam na adesdo dos ovos na superficie das plantas, desencadeando 0s mecanismos
de defesa. Fatouros et al. (2009) constataram que fémeas acasaladas de Pieris brassicae (L.)

(Lepidoptera: Pieridae) secretam substancias, oriundas das glandulas acessorias, que contém
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tracos do composto anti-afrodiasiaco (cianeto de benzila), os quais ficam no entorno das
posturas e agem como elicitores, induzindo plantas de couve-de-bruxela (Brassica oleracea
var. Gemmifera) a produzirem volateis que atraem as vespas de T. brassicae. Extratos
etandlicos presentes em secre¢do isolada dos ovos de C. partellus responsaveis por uni-los
as folhas de milho, também desempenham papel de eliciadores induzindo a emissdao de

volateis de defesa nesta planta (Tamiru et al., 2011).

Além de substancias excretadas junto com as posturas, ja foi constatada a presenca
de fitormonios no coério de ovos de nove insetos de ordens diferentes, como o &cido
jasmonico e o &cido salicilico (Tooker & De Moraes, 2005, 2006). Tais substancias sao
responsaveis por desencadear os mecanismos de defesa indireta de plantas, atuando nas rotas
bioquimicas e na transcricdo de genes envolvidos no metabolismo secundario (Walling,
2000). Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho também podem estar associados a
este fator, uma vez que Tooker & De Moraes (2005) relataram a presenca de acido jasménico

em ovos de nove espécies de lepidopteros, incluindo os de S. frugiperda.

Os volateis emitidos por plantas ovipositadas pode levar a um mecanismo de defesa
na qual a planta torna-se preparada para um futuro ataque, denominado de priming,
fornecendo ao parasitoide um alerta antecipado de plantas colonizadas por seu hospedeiro,
aumentando a sua eficacia na defesa indireta (Colazza et al., 2004; Hilker & Meiners 2006;
Bruce et al., 2010). Plantas capazes de produzir tais compostos em resposta a deposicédo de
0vos tem a vantagem de evitar o dano, atraindo inimigos naturais antes mesmo da eclosao
(Hilker & Meiners, 2002; Beyert et al, 2012). A oviposicdo também pode aumentar a
resisténcia subsequente a herbivoros, Bandoly & Steppuhn (2016) observaram que plantas
de tabaco Nicotiana attenuata (Solanaceae) que tiveram oviposicdo de Spodoptera exigua

(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) foram menos consumidas por lagartas coespecificas
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quando comparadas com aquelas sem posturas. Resultado similar foi constatado para S.

exigua em Solanum dulcamara (Solanaceae) (Geuss et al., 2018).

No milho Bt, T. pretiosum néo distinguiu entre plantas ovipositadas com ou sem a
presenca de posturas apds 24 horas em relacdo as que ndo tiveram contato com S. frugiperda,
contudo, foram responsivas ap0s 48 horas a plantas nestas mesmas condi¢des. Na variedade
crioula também ndo foi observada quimiotaxia positiva de fémeas depois de 24 horas, no
entanto, ao contrario do verificado no milho Bt, este comportamento somente foi verificado
em plantas que ndo continham ovos. Estes resultados indicam que a defesa indireta do milho
ocorre mais tardiamente em relacdo ao arroz. Estas variacGes observadas nas espécies e
variedades se devem, provavelmente, as diferencas nas caracteristicas genotipicas que se
refletem na expressdo das defesas indiretas destas plantas. Hoballah et al. (2002)
constataram mudancas quali e quantitativas entre volateis liberados por oito diferentes
variedades e cultivares de milho apos a simulacdo de herbivoria de Spodoptera littoralis
(Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae). Tamiru et al., (2011) observaram que a deposicao de
ovos da traca C. partellus interferiu no perfil quimico do milho, aumentando a emissédo de
volateis secundarios. No entanto, somente as variedades crioulas (C-2101, B-3016 e H-2034)
atrairam as fémeas de T. bournieri e C. sesamiae, sendo que a liberacdo induzida por
oviposicdo da traca ndo foi atraente aos parasitoides em cultivares comerciais de milho

hibrido.

Vaérios trabalhos tém constatado, com outras espécies, a atracdo de parasitoides a
plantas que sofreram ataque de herbivoros e/ou que foram ovipositadas por estes. No entanto,
nenhum avaliou a interferéncia dos volateis de defesa indireta de plantas nas taxas de
parasitismo de T. pretiosum. Nossos resultados comprovaram que a herbivoria de S.
frugiperda tanto em plantas de arroz, como nas duas variedades de milho, incrementa o

parasitismo desta espécie. Resultados semelhantes foram registrados em outros sistemas
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como o constatado por Klemola et al. (2012) onde as taxas de parasitismo em larvas de
Epirrita autumnata (Borkhausen) (Lepidoptera: Geometridae) e Operophtera brumata L.
(Lepidoptera: Geometridae), expostas em arvores desfolhadas (Pinus sylvestris L. e Betula

pubescens Ehrh), foram maiores em relagdo aquelas sem danos.

Trabalhos inovadores nesta area foram conduzidos por Gurr & Kvedaras (2010), os
0 quais demonstraram na Australia (a campo) que espécies de Trichogramma foram mais
atraidas para areas de videiras e a brassicas na presenca de dispersores contendo os VPIHs
(antranilato de metila e benzaldeido). Uefune et al. (2012), por sua vez, constataram que
lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) sobre couve-japonesa (Brassica
rapa var. perviridis) foram mais parasitadas por Cotesia vestalis (Haliday) (Hymenoptera:
Braconidae) na presenca de um dispersor contendo n-heptanal, sabineno, a-pineno e Z3-
acetato de hexenila, do que na auséncia deste. O trabalho destes autores evidencia que o
conhecimento acerca das caracteristicas quimicas que intermediam interacdes tritroficas séo
de grande valor para elaboracdo de novas ferramentas de manejo de pragas. No nosso estudo
ficou evidente que o parasitoide de ovos T. pretiosum utiliza pistas quimicas de plantas de
arroz e milho, danificadas por herbivoria e oviposi¢do, como uma estratégia de busca pelo
hospedeiro. Este conhecimento € relevante na elaboracdo de novas ferramentas de manejo,
dentro deste sistema, as quais venham a aumentar a abundancia e a atividade de inimigos
naturais em areas cultivadas promovendo um incremento nas taxas de parasitismo e uma

maior viabiliza¢do de programas de controle bioldgico com T. pretiosum.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem que fémeas de T. pretiosum utilizam os
sinomonios liberados por plantas de milho e arroz danificadas por oviposic¢ao e herbivoria
de Spodoptera frugiperda, como pistas na localizagdo do seu hospedeiro. Nossos resultados
também comprovaram que a herbivoria de S. frugiperda em plantas de arroz e de milho

incrementa o parasitismo de T. pretiosum.

Novos conhecimentos a respeito dos estimulos que norteiam o comportamento de T.
pretiosum no processo de localizacdo e selecdo do hospedeiro podem ser a base para o
aprimoramento do uso de técnicas relacionadas a ecologia quimica nos atuais programas de

controle biolégico com este parasitoide.

E relevante salientar que este foi o primeiro trabalho a investigar a influéncia dessas
interacdes tritroficas (arroz/milho- S. frugiperda - T. pretiosum). Por ter um carater inovador,
muitas questdes ainda precisam ser avaliadas para validar sua implementacdo no manejo de
pragas, como quais volateis que estdo sendo liberados e em que quantidade, e quais exercem
influéncia sobre a quimiotaxia do parasitoide, para posteriormente realizacdo de bioensaios

a campo.



