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ECOLOGIA QUIMICA NO CONTROLE BIOLOGICO DE FITOFAGOS E
RESPECTIVOS PREDADORES E PARASITOIDES

RESUMO - O Controle Biolégico Natural, ou Conservativo, € uma ferramenta
indispensavel para o sucesso do Manejo Integrado de Pragas, pois permite uma
interacdo entre os componentes do ambiente, o que o coloca na linha de frente das
taticas e estratégias de manejo de pragas em agroecossistemas. Basicamente, esta
interacdo, denominada interacdo tritrofica, envolve as plantas, os organismos
fitbfagos e seus inimigos naturais. Neste contexto, diversos fatores sdo importantes
para o controle bioldgico, tais como condi¢cdes abiodticas e bidticas, destacando-se
caracteristicas das plantas (compostos metabdlitos secundéarios e arquitetura, por
exemplo) e potenciais presas/hospedeiros (semioquimicos, etc.). Inimigos naturais
podem utilizar estes recursos durante o seu processo de busca e localizacdo do
hospedeiro, de modo que o conhecimento sobre o comportamento de inimigos
naturais em funcdo da fenologia e arquitetura das plantas, bem como sobre o
potencial de volateis emitidos por plantas e presas € fundamental para um programa
de manejo integrado de pragas. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivos:
a) avaliar a dinamica populacional e a distribuicdo vertical de ovos de Chrysodeixis
includens (Lepidoptera: Noctuidae) e de seus ovos parasitados por Trichogramma
spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) na cultura da soja; b) determinar a resposta
comportamental do percevejo predador Orius insidiosus (Hemiptera: Anthocoridae)
para volateis associados a Halyomorpha halys (Hemiptera: Pentatomidae). Sendo
assim, em Jaboticabal, SP, Brasil, durante as safras agricolas de 2012/13 e 2013/14,
foram realizadas coletas de ovos de C. includens presentes em diferentes tercos das
plantas de soja, durante diferentes estadios fenolégicos da cultura. Semanalmente, o
ndamero de ovos presentes nas plantas foi anotado e os mesmos eram coletados e
levados para laboratério para aguardar a emergéncia de lagartas ou de adultos de
Trichogramma spp. O numero de adultos do parasitoide emergido por ovo era
registrado, bem como a razdo sexual. Os adultos foram identificados ao nivel
especifico, encontrando-se a espécie Trichogramma pretiosum presente na cultura
da soja. Fémeas de C. includens preferiram ovipositar com mais intensidade nos
tercos médio e inferior das plantas, principalmente durante os estadios reprodutivos
da cultura. O parasitismo de ovos por T. pretiosum apresentou uma tendéncia
semelhante, em que a medida que se aumentou a densidade de ovos de C.
includens nas plantas, também elevou-se o nimero meédio de ovos parasitados,
indicando uma forte correlacéo positiva entre a praga e o inimigo natural. Para atingir
0 segundo objetivo desta tese, e fornecer alternativas para o controle biologico de H.
halys, um pentatomideo invasor nos EUA, foram conduzidos experimentos para
testar a atratividade de O. insidiosus para volateis emitidos pela presa e por plantas
de feijoeiro atacadas por ela. Foram conduzidos experimentos em casa-de-
vegetacao, laboratério e em campo, em que foi identificado altas concentragbes do
composto tridecano. Foi avaliado a atratividade de O. insidiosus para diferentes
concentragcbes deste composto, bem como os efeitos desta atracdo na predacao de
ovos. Foi observado que O. insidiosus € atraido por tridecano, no entanto, esta
atracdo nao afeta a predacgéo de ovos, em casa de vegetag&do e no campo.



Palavras-chave: Comportamento de insetos, distribuigdo vertical, Halyomorpha
halys, interagcbes tritréficas, Orius insidiosus, Trichogramma pretiosum,
semioquimicos



CHEMICAL ECOLOGY ON THE BIOLOGICAL CONTROL OF PHYTOPHAGOUS
INSECTS AND ITS PREDATORS AND PARASITOIDS

ABSTRACT - Natural ou Conservative Biological Control is a valuable tool for the
success of Integrated Pest Management as it allows a natural interaction between
the components of the environment, which places it at the forefront of the tactics and
pest management strategies in agroecosystems. This interaction, so-called tritrophic
interaction, involves plants, phytophagous organisms and their natural enemies. In
this context several factors are important for biological control, such as biotic and
abiotic conditions, highlighting plant characteristics (secondary metabolites
compounds and plant architecture, for example) and possible prey/hosts
(semiochemicals, etc.). Natural enemies can use this information during the its host
foraging behavior, so the knowledge of the behavior of natural enemies according to
the phenology and plant architecture as well as potential volatiles emitted by prey
plants and potential is key for an integrated pest management program. Thus, this
study aimed to: a) assess the population dynamics and vertical distribution of natural
biological control of Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) eggs by
Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) in soybean field; b)
determine the behavioral response of the predator Orius insidiosus (Hemiptera:
Anthocoridae) for volatile associated with Halyomorpha halys (Hemiptera:
Pentatomidae). Thus, in Jaboticabal, SP, Brazil, during the growing seasons of
2012/2013 and 2013/2014, samples were taken from C. includens eggs present on
different thirds of soybean plants during different phenological stages of the crop.
Weekly, number of eggs present in plants was recorded and the eggs were collected
ant taken to the laboratory to await the emergence of larvae or adult Trichogramma
spp. The number of adult Trichogramma spp. emerged per egg was noted, as was
the sex ratio. The adults were identified to species level, finding Trichogramma
pretiosum as the main species present in soybeans. Females of C. includens
intensively preferred to lay eggs in the middle and lower thirds of the plants,
especially during the reproductive stages of soybean plants. Egg parasitism by T.
pretiosum presented a similar tendency, which as the C. includens eggs density
increased in plants, also increased the average number of parasitized eggs,
indicating a strong positive correlation between the pest and the natural enemy. To
achieve the second objective of this thesis, and provide alternatives for the biological
control of H. halys (an invasive pentatomid in the US). experiments were conducted
to test the attractiveness of O. insidiosus to volatiles emitted by the prey and bean
plants attacked by it. Experiments were conducted under greenhouse, laboratory and
field conditions. It was identified that tridecane was the major compound in damage-
bean pods as well as on H. halys. The attractiveness of O. insidiosus was evaluated
for different concentrations of this compound as well as the effects of this attraction
as predators of eggs. It was observed that O. insidiosus is attracted to tridecane,
however, this attraction not poisitivamente affected the predation of eggs in the
greenhouse and in the field.

Keywords: Insect behavior, whitin-plant distribution, Halyomorpha halys, tritrophic
interactions, Orius insidiosus, Trichogramma pretiosum, semiochemicals



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O Controle Bioldgico de Pragas pode ser definido como a regulacdo
populacional de insetos-praga por meio da acdo de inimigos naturais,
consistindo, assim, em uma importante ferramenta para a tomada de deciséo
em um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (AGUIAR-MENEZES,
2003; BUSOLI et al., 2015). Dentre as distintas modalidades de Controle
Biologico, o Natural se destaca por corresponder a aquele que ocorre
naturalmente em diferentes agroecosssitemas. De acordo com Bueno et al.
(2012), este tipo de controle biologico € observado sempre que o ambiente ndo
€ impactado por préticas culturais errbneas. Sendo assim, praticas agricolas,
tais como o uso de inseticidas seletivos ou estratégias para a manutencao de
inimigos naturais nas areas, como 0 uso de iscas atrativas, irdo favorecer a
acdo destes agentes de controle biolégico (EILENBERG; HAJEK; LOMER,
2001; JONSSON et al., 2008).

Os inimigos naturais utilizados em programas de controle biolégico
correspondem a um grupo diverso de organismos, presentes em variadas
classes de organismos, incluindo os organismos predadores, parasitoides e os
microorganismos entomopatogénicos (PARRA et al.,, 2002; COSTA; BERTI
FILHO; SATO, 2006).

O sucesso de um agente de controle biol6gico pode ser influencido por
diversos fatores abibticos e bioticos, envolvendo condicdes do clima
(temperatura, umidade, insolacdo etc.), caracteristicas da planta (idade,
recurso alimentar, infoquimicos etc.) e de seus hospedeiros (disponibilidade,
abundancia, diversidade etc.). Estes fatores podem influenciar a capacidade
adaptativa dos inimigos naturais em superar condi¢cdes adversas em razao do
sucesso na busca por recursos para alimentagcdo e/ou oviposicdo (VET;
DICKE, 1992; van LENTEREN, 2012).

Como caracteristica adaptativa dos inimigos naturais, destaca-se a
habilidade de detectar ‘sinais’ emitidos por suas presas/hospedeiros ou pelas
plantas danificadas (NINKOVIC et al., 2001; DE BOER; DICKE, 2004; van DEN



BOOM et al.,, 2004; ZHU; PARK, 2005). Plantas, por exemplo, quando
danificadas por fitéfagos, iniciam a producdo e emissdo de compostos
metabdlicos secundarios que se distinguem em quantidade e constituicdo
daqueles emitidos por plantas ndo danificadas (McCORMICK; UNSICKER,;
GERSHENZON, 2012).

Desta forma, € notavel nas ultimas décadas o avanco nos estudos de
interag@es tritroficas entre as plantas, seus herbivoros e os inimigos naturais
(DICKE; SABELIS, 1988; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011), de modo que o
sucesso dos agentes benéficos em localizar e reconhecer suas presas tem sido
atribuido aos compostos volateis de plantas e/ou suas presas e hospedeiros
(VET; DICKE, 1992; DICKE; van LOON, 2000; RODRIGUEZ-SAONA, 2012).

Inimigos naturais utilizam estes sinais quimicos como uma fonte confiavel
para localizar o habitat do seu hospedeiro e, em seguida, encontrar 0 seu
hospedeiro propriamente dito (PRICE et al., 1980; TURLINGS et al., 1991). A
sofisticada utilizacdo dessas substancias quimicas faz parte da estratégia
adotada por esses organismos para obter de modo eficiente acesso ao
alimento, ambiente para acasalamento e lugar seguro para a sua prole
(SCHOONHOVEN; van LOON; DICKE, 2005).

Neste contexto, a ocorréncia do parasitoide de ovos de lepidépteros-
praga Trichogramma spp. tem sido relatada na cultura da soja (Glycine max L.)
(ZACHRISSON; PARRA, 1998; FOERSTER; MARCHIORO; FOERSTER,
2015). No entanto, raras séo as informacfes sobre a acdo destes parasitoides
sobre ovos de Chrysodeixis includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae)
em campo. Além disso, analisar o comportamento de parasitismo destes
parasitoides em diferentes partes (tercos) das plantas, bem como em diferentes
estagios fenoldgicos da cultura, € fundamental para a adog¢édo de praticas de
manejo que favorecam a permanéncia destes inimigos naturais no campo
(FERNANDES et al., 2006; BUSOLI et al., 2011).

Uma alternativa para a manutencdo de inimigos naturais em
agroecossistemas sera apresentada no terceiro capitulo, em um trabalho
visando a utilizacdo de um volatil emitido pelo fitéfago Halyomorpha halys (Stal,

1855) (Hemiptera: Pentatomidae), praga invasora nos Estados Unidos da



América, para a atracdo do percevejo predador Orius insidiosus (Say, 1832)
(Hemiptera: Anthocoridae).

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram: a) determinar a
dindmica populacional e distribuicdo vertical de ovos de C. includens, bem
como o correspondente parasitismo natural por Trichogramma pretiosum Riley
1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) na cultura da soja; e b) avaliar a
resposta comportamental de O. insidiosus a tridecano, um composto volatil
emitido por H. halys e/ou vagens de feijoeiro danificadas pelo fitéfago, em

experimentos conduzidos em laboratorio, casa-de-vegetacdo e em campo.



2. Reviséo bibliografica

2.1. Controle Bioldgico de Pragas

O controle biologico de pragas consiste na regulacdo da populacéo
destes individuos por meio da acdo de inimigos naturais, com o objetivo de
manter tais populacdes sob niveis toleraveis, ou seja, abaixo do nivel de
controle. Em um programa de MIP, é imprescindivel a adogdo de taticas
complementares ou compativeis entre si para o controle de pragas, visando a
sustentabilidade dos agroecossistemas (KOGAN, 1988; PARRA et al., 2002;
BUSOLI et al., 2013).

O controle bioldgico, ou 0 uso e/ou manipulacdo de inimigos naturais
para controlar organismos prejudiciais, € uma alternativa a utilizacdo de
pesticidas para o controle de insetos-praga (DeBACH; ROSEN, 1991; van
DRIESCHE; BELLOWS, 1996).

De acordo com Price et al. (2011), existem trés abordagens distintas
para o Controle Biolégico de pragas, a seguir: a) No Controle Bioldgico
Classico, os inimigos naturais de uma praga introduzida sao selecionados,
introduzidos e liberados na area de ocorréncia. Neste modelo, espera-se que 0
inimigo natural introduzido se estabeleca na area a fim de regular as
populacdes da praga. b) Em relacdo ao Controle Biolégico Aumentativo ou
Aplicado, o objetivo é elevar a populacdo de um inimigo natural (nativo ou
introduzido) a niveis necessarios para a sucesso no controle da praga-alvo. E a
estratégia final, c) o Controle Biolégico Natural ou Conservativo, envolve a
manipulacdo do ambiente para criar condicbes favoraveis para o
estabelecimento dos inimigos naturais em agroecossitemas mais hospitaleiros
para 0s inimigos naturais, seja através da remocéao de fatores adversos ou do
fornecimento de requisitos para os inimigos naturais (BARBOSA, 1998).

Os estudos apresentados neste trabalho envolvem este udltimo tipo,
apresentando resultados sobre o Controle Biolégico Natural de ovos de
lepidopteros-praga e a manipulacdo do ambiente para favorecer inimigos

naturais de um percevejo fitfago.



2.2. Controle Bioldgico Natural ou Conservativo

Todos os insetos, nas diversas fases de desenvolvimento, s&o atacados
por inimigos naturais, independentes de quaisquer liberagcbes ou interferéncias
realizadas pelo homem (ALTIERI, 1999; BERTI FILHO; CIOCIOLA, 2002). De
modo geral, o objetivo do controle biolégico é induzir uma cascata trofica, ou
seja, as pragas serao suprimidas por um complexo de inimigos naturais e a
produtividade da cultura em questao seria favorecida (PRICE et al., 2011).

Em agroecossistemas, tal controle natural ndo é suficiente para suprimir
as espécies-praga, pois sdo ambientes muito simples e de pouca diversidade
de espécies vegetais e animais (HODLEE; van DRIESCHE, 2009). Entretanto,
a base do Controle Biolégico Natural ou Conservativo consiste na manutencgao
dos inimigos naturais que ja estao presentes nas areas (LANDIS et al., 2000).

A adocdo deste método de controle biolégico pode contribuir para a
realizacdo de préaticas mais seguras e eficazes no manejo de pragas. No
entanto, exige conhecimento da ecologia dos inimigos naturais envolvidos no
agroecossistema. Tal método de controle possui varias vantagens, tais como a
praticidade na utilizacéo por parte de produtores, em contraste com o Controle
Biolégico Classico, além de ser uma alternativa viavel para o manejo de pragas
em cultivos sustentaveis, como organicos, por exemplo (JONSSON et al.,
2008).

Estudos recentes tem focado na manipulacdo de habitats, de modo a
promover a supressdo de pragas através desta manutencdo dos inimigos
naturais (THIES; TSCHARNTKE, 1999; LANDIS et al., 2000; JAMES, 2005;
TSCHARNTKE et al, 2007). Além da manipulacdo dos habitats, o
conhecimento dos padrbes temporais e espaciais da cultura pode determinar
quais recursos estdo disponiveis ou ausentes para 0s inimigos naturais, e
assim, fornecer valiosa consideracdo sobre quais medidas conservativas
poderdo ser adotadas. No entanto, 0S recursos necessarios irdo variar de
acordo com os inimigos naturais presentes no agroecossistema (BARBOSA,
1998). De modo geral, os insetos predadores e parasitoides se destacam como

0s principais grupos de artropodes responsaveis pelo Controle Bioldgico



Natural, contribuindo para a supressdo de insetos-praga (PARRA et al., 2002;
PINTO et al., 2006).

2.3. Insetos parasitoides no Controle Biolégico de Pragas

Insetos parasitoides sdo organismos cujas larvas se desenvolvem
através da alimentagdo dentro ou sobre um hospedeiro, e causa a morte como
resultado direto ou indireto do seu desenvolvimento (GAULD; BOLTON, 1988;
EGGLETON; GASTON, 1990).

Estima-se que haja cerca de 200.000 espécies de parasitoides na
natureza, sendo que as Ordens Hymenoptera e Diptera sdo as mais
numerosas (COSTA; BERTI FILHO; SATO, 2006). De fato, os himendpteros
parasitoides sdo 0s inimigos naturais com maior nimero de introducdes para o
controle de insetos-praga (BERTI FILHO; CIOCIOLA et al., 2002). No geral,
séo relatadas cerca de 15 Familias de himendpteros que parasitam ovos de
insetos, sendo que muitos sdo considerados potenciais agentes de controle
bioldgico, com destaque para as familias Aphelinidae, Encyrtidae, Eulophidae,
Eupelmidae, @ Mymaridae, Platygastridae, Pteromalidae, Scelionidae,

Tetracampidae e Trichogrammatidae (BIN, 1994).

2.3.1. O género Trichogramma no Controle Biolégico de Pragas em

agroecossistemas

Grande parte dos estudos relacionados ao uso de parasitoides de ovos
para o controle biolégico de lepidopteros-praga no mundo envolvem espécies
do género Trichogramma. Algumas caracteristicas, como o curto tempo de
duracéo de seu desenvolvimento e facilidade em estabelecer criagbes massais
contribuiram para este fato (LI, 1994; BOTELHO, 1997; MILLS, 2010). Além
disso, a importancia deste grupo se da principalmente ao controle efetivo de
seu hospedeiro na sua fase inicial, ou seja, antes da ocorréncia de possiveis
danos, se tornando uma ferramenta importante em um programa de Manejo
Integrado de Pragas (HASSAN, 1994).



No Brasil, estudos com Trichogramma spp. comecaram na década de
1940 para controle de Neoleucinodes elegantalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera:
Pyralidae) em tomateiro. A partir dai, desenvolveram-se muitas pesquisas na
area de controle bioldgico, motivado principalmente pelas informagdes geradas
em trabalhos envolvendo diferentes espécies do parasitoide e também pela
exigéncia do mercado por produtos livres de residuos de agrotoxicos
(THULER, 2008).

No geral, os insetos pertencentes a este grupo séo pequenos, com 0,2 a
1,5 mm de comprimento, e se desenvolvem no interior dos ovos do hospedeiro
(PARRA; ZUCCHI, 1997). Preferencialmente parasitam ovos recém-
ovipositados (VINSON, 1997) e, apGs o parasitismo, 0 ovo torna-se escuro
quando a larva do parasitoide atinge o terceiro instar, devido a deposicdo de
granulos pretos na parte interna do corion, conhecidos por sais de urato
(CONSOLI et al., 1999).

De acordo com PINTO (2006), o género Trichogramma compreende
cerca de 180 espécies reconhecidas que ocorrem em diversos
agroecossistemas do mundo, e sua extensa utilizacdo deve-se ao fato de que
esse microhimenoptero foi relatado parasitando mais de 200 espécies,
pertencentes a 70 familias de 8 ordens de insetos (MORRISON, 1985;
PRATISSOLI; PARRA, 2001; JALALI, 2013), em mais de 30 paises e contra
pragas-chave de 34 culturas (van LENTEREN; BUENO, 2003).

Sédo conhecidas 41 espécies de Trichogramma distribuidas na América
do Sul, sendo que deste total, 26 ocorrem no Brasil em ambientes agricolas,
florestais e reservas naturais. A maioria destas espécies estdo relacionadas a
estudos e levantamentos voltados ao estabelecimento de programas de
controle biolégico, destacando-se por exemplo, Trichogramma pretiosum Riley,
1879, frequentemente associado a agroecossistemas, com mais de 240
registros de ocorréncia (PINTO, 1999; ZUCCHI; QUERINO; MONTEIRO,
2010).

Trichogramma pretiosum é bastante comum em ambientes agricolas,
sendo encontrada em diversas regides do Pais, ressaltando-se o parasitismo
natural em ovos de lepidopteros-pragas em campos de soja, milho, algodéo etc
(FERNANDES; BUSOLI; DEGRANDE, 1999; COSTA et al.,, 2011). De fato,



este parasitoide de ovos foi encontrado naturalmente parasitando ovos de
Heliothis virescens (Fabricius, 1781), em Jaboticabal, SP, chegando a parasitar
até 65% dos ovos encontrados durante o periodo de florescimento e
frutificacdo das plantas de algodoeiro, momento este em que ha uma maior
quantidade de ovos da praga por planta (FRAGA, 2012). Na regido de
Dourados (MS), Fernandes; Busoli; Degrande (1999) chegaram a conclusfes
semelhantes, de modo que, a partir do momento que havia maior quantidade
de ovos do hospedeiro, aumentavam-se 0s niveis de parasitismo de ovos da
praga, atingindo niveis de 80 a 90% de ovos parasitados, com emergéncia de
até sete adultos de T. pretiosum por ovo.

A ocorréncia de espécies de Trichogramma € evidentemente associavel
com espécies de lepidopteros-praga de importancia agricola, principalmente
devido a grande parte dos levantamentos ocorrerem em ambientes agricolas
(ZUCCHI; QUERINO; MONTEIRO, 2010). H& uma alta diversidade de espécies
de Trichogramma que parasitam ovos de pragas de interesse econdémico, tais
como Anticarsia gemmatalis Hiubner, 1818 (Lepidoptera: Eribidae), Alabama
argillacea (Hubner, 1823), Helicoverpa zea (Boddie, 1850), H. virescens e
Spodoptera spp (Lepidoptera: Noctuidae) (COSTA et al., 2011; FERNANDES;
BUSOLI; DEGRANDE, 1999; BUENO et al., 2012; FOERSTER; MARCHIORO;
FOERSTER, 2015).

No entanto, sdo necessarias informacfes mais detalhadas sobre a
ocorréncia e o comportamento deste grupo de parasitoides em outras espécies
de importancia agricola. Por exemplo, na cultura da soja poucos sao 0s
estudos sobre a ocorréncia e o comportamento de Trichogramma spp. sobre os
ovos de lepidopteros desfolhadores.

Dentre o complexo de pragas que ocorrem na cultura da soja, destacam-
se 0s percevejos e as lagartas desfolhadoras, por seus danos significativos a
produtividade (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000). Dentre as lagartas, se
destacam os noctuideos A. gemmatalis e Chrysodeixis includens (Walker,
1858) (Lepidoptera: Noctuidae) como pragas-chave na cultura e que requerem
atencdo em amostragens, levando em consideracdo seus niveis de controle
(MOSCARDI et al., 2012).



No Brasil, a lagarta falsa-medideira (C. includens) € um problema
fitossanitario para a cultura da soja ha um longo tempo, devido aos elevados
niveis de desfolha observados nas regides produtoras de soja do Pais
(BERNARDI, 2012). O seu dano é caracterizado pelo aspecto rendilhado das
folhas, devido ao habito alimentar das lagartas, as quais ndo se alimentam das
nervuras das folhas (BUENO et al., 2007).

Em relacdo ao Controle Biologico Natural de ovos, Trichogramma spp.
tém sido encontrado em areas de cultivo de soja no Brasil, principalmente
sobre ovos de A. gemmatalis. No estado do Parand, as espécies T. pretiosum e
Trichogramma acacioi Brun, Gomez de Moraes & Soares (1984) foram
responsaveis por 80% de parasitismo do total de ovos de A. gemmatalis
encontrados, demonstrando a eficiéncia deste grupo de parasitoides no
controle natural de ovos da praga (AVANCI; FOERSTER; CANETE, 2005).
Ainda nesta regido, Foerster; Avanci (1999) encontraram as espécies
Trichogramma rojasi Nagaraja & Nagarkatti (1973), Trichogramma atopovirilia
Oatman & Platner (1983), Telenomus cyamophylax Polaszek (1997)
(Hymenoptera: Scelionidae) e Encarsia porteri (Merceti, 1928) (Hymenoptera:
Aphelinidae) em ovos de A. gemmatalis.

No entanto, sdo escassas as informagdes sobre o parasitismo natural de
ovos de C. includens por Trichogramma spp. na cultura da soja. Em Dourados
(MS) Zanardo et al. (2008) observaram que T. pretiosum parasitou 83% dos
ovos de C. includens encontrados em plantas de soja, sendo estes resultados

expressivos no controle da praga.

2.4. Insetos predadores no Controle Bioldgico de Pragas

Em agroecossistemas, 0s insetos predadores sdo comumente
relacionados como importantes agentes na regulacdo populacional de insetos-
praga (BERRYMAN, 1999). Comparados a outros agentes de controle
bioldgico, os insetos predadores sdo mais desejaveis, devido principalmente ao
maior consumo de presas durante o seu desenvolvimento (BERTI FILHO;
CIOCIOLA, 2002). Entretanto, a natureza generalista de algumas espécies de

insetos predadores utilizados no controle de pragas, associado a baixa



10

diversidade de presas em monocultivos podem influenciar o seu
estabelecimento (ALTIERI; SILVA; NICHOLLS, 2003).

Na classe Insecta, 0 nUmero de ordens que contem espécies predadoras
sdo 22, em que se destacam as ordens Dermaptera, Mantodea, Neuroptera,
Coleoptera e Hemiptera (BERTI FILHO; CIOCIOLA, 2002).

Sob o ponto de vista do controle biolégico natural ou conservativo de
pragas, a preservacédo de insetos predadores tem sido bastante estudada. A
utilizagdo de faixas de plantio consorciado com cultivos atrativos, bem como
técnicas como ‘push-pull’ ou o uso de iscas atrativas tem sido testadas para
atrair inimigos naturais, especialmente predadores, e incrementar o controle de
pragas (GURR; NICOL, 2000; JAMES, 2003; JAMES; PRICE, 2004; JAMES,
2005; KHAN et al., 2008; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011).

2.4.1. Utililzacado de Orius insidiosus no controle biolégico de pragas em

agroecossistemas

O predador O. insidiosus é um inimigo natural conhecido mundialmente,
origindrio das Américas e de ocorréncia muito comum no Brasil (MALAIS;
RAVENSBERG, 1992; LATTIN, 2000). A familia Anthocoridae compreende
entre 500 a 600 espécies distribuidas em 80 a 100 géneros (SHAPIRO et al.,
2010). O género Orius apresenta cerca de 70 espécies, dessas 15 sao
encontradas na América do Sul (PERICART, 1972). Ocupam diversos habitats,
desde vegetacao nativa a varios agroecossistemas (LATTIN, 2000).

Orius insidiosus é considerada uma espécie generalista, possuindo
habilidade de se alimentar de diferentes presas, 0 que a torna apta a
exploracdo do ecossistema e a sobreviver naturalmente alimentando-se de
tripes, é&caros, afideos, ovos e fases imaturas de diveras espécies de
lepidépteros-praga (ISENHOUR; WISEMAN; LAYTON, 1989; AL-DEEB;
WILDE; ZHU, 2001; CIVIDANES; BARBOSA, 2001; SILVEIRA et al., 2003;
BELORTE; RAMIRO; FARIA, 2004). A sua ocorréncia tem sido relatada em
diversos agroecossistemas, tais como as culturas do algodoeiro, milho, sorgo,
soja, milheto, alfafa e crisantemo; além de plantas invasoras como picéo preto,

caruru, losna-branca, apaga-fogo e rubim, que sédo consideradas reservatorios
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naturais para predadores dessa espécie, servindo de habitat, abrigo e alimento
(polen, por exemplo) (SILVEIRA et al., 2003)

Esses percevejos predadores possuem excelente comportamento de
busca, capaz de se multiplicar rapidamente em alta densidade de presas, além
de se manter em baixas densidades e ter alimentos alternativos (BUENO,
2005; BUENO, 2009). Em algodoeiro, foi observado predando os pulgdes Aphis
gossypii Glover, 1877 e Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae),
bem como ovos e lagartas de primeiro e segundo instar de A. argillacea; em
milho foi encontrado predando pulgdes, ovos de lagartas de primeiro estadio de
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) e H. zea, além de se alimentar de pdlen
(DE BORTOLI; OLIVEIRA, 2006).

Orius insidiosus € considerado um agente eficiente no controle de
pragas; varias pesquisas foram realizadas para verificar a influéncia de fatores
bidticos e abidticos que pode interferir no sucesso do desenvolvimento desses
percevejos, bem como na sua capacidade predatéria (PEDROSO; DE
BORTOLI, 2009). Silveira et al. (2004) comprovaram a eficiéncia de O.
insidiosus na supressao da populacdo de tripes em cultivos comerciais de
crisantemo e representou 85-90% dos predadores que promoviam controle de
pulgbes em cultivo de soja (DESNEUX; O'NEIL; YOO, 2006).

2.5. Interacdes tritroficas e a funcdo de compostos volateis em

agroecossistemas

Todos os organismos estdo conectados na natureza através de cadeias
alimentares e redes tréficas (HUNTER; PRICE, 1992; POLIS; WINEMILLER,
1996; OHGUSHI, 2005), que podem incluir as plantas (primeiro nivel tréfico), os
herbivoros (segundo nivel trofico) e predadores, parasitoides ou patégenos (a
partir do terceiro nivel tréfico). Este tipo de dinamica envolvendo diferentes
espécies funcionais é conhecida por interacao tritrofica (PRICE et al., 2011) e
nas ultimas décadas, € notavel o avanco nos estudos entre os diferentes
componentes desta interacdo (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011).

Parasitoides e predadores de insetos fitofagos evoluiram dentro de um

contexto de interagbes multitroficas. Consequentemente, sua fisiologia e



12

comportamento séo influenciados por elementos de outros niveis troficos, como
a sua presa/hospedeiro e as respectivas plantas (PRICE et al., 1980). Os
inimigos  naturais, portanto, realizam o processo de forrageamento e
localizacdo de nichos a partir de informacdes obtidas pelos demais niveis
troficos, em que 0s sinais quimicos possuem um papel muito importante
(TURLINGS et al., 1993; VET; DICKE, 1992).

Os sinais quimicos emitidos por plantas e/ou insetos presas/hospedeiros
se destacam por influenciar diretamente o comportamento de busca dos
inimigos naturais. Compostos emitidos por plantas atuam a longas distancias,
enquanto que os volateis emitidos pelos herbivoros estdo concetrados
proximos a fonte de odor. Neste sentido, informacdes provenientes das plantas
e de organismos fit6fagos podem favorecer a atracdo de inimigos naturais para
mais proximo de seus alvos (PAYNE; DICKENS; RICHERSON, 1984; VET;
DICKE, 1992)

2.5.1. Caracteristicas das plantas que afetam as interacdes entre inimigos

naturais e suas presas

As plantas possuem uma variedade de caracteristicas ecologicamente
importantes que podem afetar diretamente o desempenho dos inimigos
naturais (PARE; TUMLINSON, 1999; BARBOSA et al., 2001; TURLINGS;
WACKERS, 2004; ODE, 2006). Dentre tais caracteristicas, destacam-se
componentes morfolégicos das plantas, recursos alimentares alternativos, bem
como compostos metabdlitos secundarios (PRICE et al., 2011).

Algumas caracteristicas morfolégicas das plantas podem interferir na
acdo dos inimigos naturais, tais como a presenca de tricomas, domacias, além
de aspectos relacionados a arquitetura e desenvolvimento fenologico das
plantas (JANZEN, 1966; KAREIVA; SAHAKIAN, 1990; MECHABER;
HILDEBRAND, 2000). Por exemplo, espécies de coccinelideos e crisopideos
sdo mais eficientes na predacao de pulgbes em gramineas com folhas largas e
abertas do que em folhas estreitas, principalmente devido a facilidade em
localizar a presa (CLARK; MESSINA, 1998). Todavia, enquanto acredita-se que

a arquitetura da planta possivelmente afeta a eficiéncia de forrageamento de
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predadores e parasitoides (CASAS; DJEMAI, 2002), ainda ndo se tem muitas
informacgdes se 0s inimigos naturais exercem uma pressao sobre a populacao
das pragas ou se as interagbes observadas sdo decorrentes de fatores
abidticos (PRICE et al., 2011).

De fato, poucas sao as informacdes sobre o controle biol6gico natural de
insetos-praga em agroecossistemas, levando em consideracao a arquitetura da
planta (regides da planta) (WISCH, 2011; FRAGA, 2012). Sendo assim,
estudos sobre a distribuicdo vertical das pragas nas plantas, também
conceituada como distribuicdo intraplanta, aliado ao conhecimento da dinamica
populacional, tem como principal justificativa o fato de que se pode definir
formas de agilizar e aumentar a confiabilidade do processo de amostragem de
insetos em uma determinada cultura (FERNANDES et al. 2006; BUSOLI et al.,
2011). De modo geral, as informacdes provenientes de avaliagbes da
distribuicdo vertical dos insetos, bem como a dos inimigos naturais sdo
fundamentais para a montagem e desenvolvimento de planos de amostragem
na planta hospedeira (TRICHILO; WILSON; MACK, 1993).

Além de caracteres morfolégicos, as plantas possuem e produzem
compostos metabdlitos secundarios (ou aleloquimicos), que nao afetam
diretamente o metabolismo da planta (crescimento, desenvolvimento e
reproducao, por exemplo), porém influenciam demais componentes bidticos do
ambiente (WHITTAKER; FENNY, 1971). Trés classes de metabdlitos
secundarios sao considerados: as toxinas (alcaloides, glucosinolatos, nicotina
etc); os redutores de digestibilidade (inibidores de proteina, tanino, lignina,
silicio etc.) (FENNY, 1975); e volateis de plantas (compostos organicos
volateis) (RODRIGUEZ-SAONA, 2012). Estes compostos sdo produzidos e
emitidos constitutivamente pelas plantas, no entanto, sua concentracdo pode
ser alterada a partir da ocorréncia de injurias por um herbivoro (KARBAN;
BALDWIN, 1997).

Os volateis de plantas, por exemplo, sdo muito importantes para o
sucesso de busca e forrageamento de inimigos naturais, expandindo a sua
habilidade em encontrar presas ou hospedeiros. Em sua maioria, estes volateis
de plantas, sdao uma mistura dos chamados ‘volateis de folhas verdes’

(aldeidos, alcoois e seus acetatos) com monoterpenos, sesquisterpenos e
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compostos aromaticos. A emissdo destes compostos volateis aumenta
consideravelmente em resposta ao ataque de herbivoros, de modo a serem
detectados e reconhecidos por inimigos naturais (VET; DICKE, 1992; DICKE;
van LOON, 2000; WENKE; KAI; PIECHULLA, 2010; RODRIGUEZ-SAONA,
2012).

Desta forma, os volateis de plantas possuem uma importante funcao de
comunicacdo quimica nas interacdes entre as plantas, suas pragas e
respectivos inimigos naturais. Esta importancia pode ser dada, entre outros
fatores, pela possibilidade da deteccéo destes sinais a longas distancias pelos
inimigos naturais (PRICE et al., 1980; VINSON, 1981) ou por esses compostos
volateis serem um indicativo confiavel da presenca da presa ou hospedeiro de
determinado inimigo natural (VET; WACKERS; DICKE, 1991; DICKE, 1999).

Os primeiros estudos que demonstraram a habilidade de plantas em
produzir volateis induzidos por danos do herbivoro e a consequente atracdo de
inimigos naturais a estes compostos foram realizados com &caros e seus
predadores (DICKE; SABELLIS, 1988). Neste estudo, os autores observaram
que o acaro predador Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot, 1957 (Acari:
Phytoseiidae) utiliza sinais volateis emitidos pelas folhas de feijoeiro-lima para
encontrar a sua presa, 0 acaro Tetranychus urticae Koch, 1836 (Acari:
Tetranychidae).

Uma das caracteristicas mais importantes dos compostos volateis
produzidos pelas plantas € a sua especificidade (DICKE, 2000; TURLINGS;
WACKERS, 2004), que permite aos inimigos naturais reconhecer os compostos
volateis associados a localizagdo de sua presa ou hospedeiro (DICKE, 1999).
Em uma pesquisa conduzida por De Moraes et al. (1998), foi observado que
plantas de tabaco e de algodoeiro produzem misturas distintas de compostos
volateis quando sdo atacadas por duas pragas, H. virescens e H. zea. Além
disso, os autores constataram que fémeas de Toxoneuron nigriceps (Viereck,
1912) (Hymenoptera: Braconidae), que utilizam lagartas de H. virescens como
hospedeiro, conseguem diferenciar os compostos produzidos pelas plantas e
localizar as lagartas hospedeiras.

Aléem de responderem a volateis emitidos pelas plantas, os inimigos

naturais podem também responder a volateis emitidos por suas
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presas/hospedeiros (PRICE et al., 2011). Estes volateis, que atuam como
cairomoénios (favorecem o receptor), sdo obtidos de diversas fontes, tais como:
fezes, honeydew, secrecbes glandulares, escamas, feromoénios etc (VET,;
DICKE, 1992). Por exemplo, estudos demonstraram que Trichogramma spp. €
atraido por odores emitidos por fémeas do hospedeiro (LEWIS et al., 1982;
NOLDUS; van LENTEREN, 1985) ou por escamas prOximas ao ovipositor
(BEEVERS et al., 1981). Boo et al. (2003) observaram que adultos de
Chrysopa cognata (McLachlan, 1867) (Neuroptera: Chrysopidae) séo atraidas
por ferombénios de pulgbes. Ainda neste assunto, Lewis et al. (1977)
demonstraram que a presenca de escamas do ovipositor presentes nos ovos

de H. zea aumenta a predacéo de ovos por espécies de crisopideos.

2.5.2. Utilizacdo de compostos volateis no controle biolégico conservativo

A partir do conhecimento de quais compostos volateis das plantas e/ou
presas sinalizam o recrutamento de inimigos naturais, sera possivel estudar a
utilizacdo dos mesmos para aumentar, conservar e melhorar a eficiéncia do
uso de inimigos naturais no controle bioldgico de pragas agricolas (SABELIS et
al., 1999; KHAN et al., 2008).

Diversos estudos tem comprovado a atracdo de inimigos naturais por
estes compostos volateis em condicbes de laboratorio. Recentemente, a
investigacdo do potencial uso de compostos volateis sintéticos para atracdo de
inimigos naturais em campos agricolas tem sido realizada. Dentre estes
compostos, destaca-se a utilizacdo de acido jasménico (JA) e de salicilato de
metila (MeSA), que tem sido sistematicamente encontrados associados as
plantas e sao atrativos para inimigos naturais (THALER, 1999; DICKE et al.,
1999; JAMES, 2003; JONES et al., 2011; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011).

Em um estudo com videiras, James e Price (2004) utilizaram armadilhas
adesivas associadas a MeSA e capturaram maior numero de Chrysopa
nigricornis Burmeister, 1839 (Neuroptera: Chrysopidae), Deraeocoris brevis
(Uhler, 1904) (Hemiptera: Miriidae) e Orius tristicolor (White, 1879) (Hemiptera:

Anthocoridae) do que em armadilhas sem a presenca do composto. Em um
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estudo similar, Lee (2010) demonstrou que armadilhas adesivas associadas
com MeSA sdo mais atrativas para crisopideos e O. tristicolor.

Estudos que verificam se a atratividade de inimigos naturais para
armadilhas a base de compostos volateis de plantas contribui para o controle
bioldgico sdo necessarios. Em uma revisao elaborada por Kaplan (2012), sédo
levantadas diversas questdes sobre a aplicabilidade destes compostos, bem
como a sua real influéncia sobre as populagdes de inimigos naturais e sobre a
eficiéncia do controle biologico. Além disso, estudos que verifiqguem se a
influéncia de fatores abidticos pode alterar o desempenho destes compostos
em atrair inimigos naturais, também sdo necessarios (KELLY; HAGLER;
KAPLAN, 2014).
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CAPITULO 2 — DINAMICA POPULACIONAL, DISTRIBUICAO VERTICAL E
PARASITISMO NATURAL DE OVOS DE Chrysodeixis includens POR
Trichogramma pretiosum NA CULTURA DA SOJA

RESUMO - A regulacdo natural de populagcbes de insetos-praga por inimigos
naturais € fundamental nas relacfes tritréficas em agroecossistemas. Estas
interacOes sofrem a interferéncia de fatores bioticos e abibticos, destacando-se
a disponibilidade da presa e seu agente de controle, as caracteristicas da
planta, bem como as condi¢bes do ambiente. Na cultura da soja, Chrysodeixis
includens (Walker, 1857) é considerada praga-chave nas principais regifes
produtoras, de modo que estudos detalhados sobre o seu controle por inimigos
naturais devem ser estabelecidos. Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho
foram avaliar a dinamica populacional de ovos de C. includens e do parasitismo
natural por Trichogramma spp., bem como a sua distribuicdo no dossel das
plantas de soja. Para tanto, foram conduzidos experimentos em campo de soja
de 10.000 m?, em Jaboticabal (SP), durante as safras agricolas 2012/13 e
2013/14. Ao longo dos estadios de desenvolvimento das plantas (estadio V5 a
R7), foram amostradas, semanalmente, 60 plantas ao acaso que, visualmente,
foram divididas em trés tercos: superior, médio e inferior, coletando-se e
anotando-se o numero de ovos. Estes ovos foram levados para o laboratério,
aguardando-se a emergéncia de adultos de Trichogramma spp. e/ou a ecloséo
de lagartas. Em cada avaliagdo foram verificados: o nimero médio de ovos
parasitados, o numero médio de parasitoides emergidos por ovo, a
porcentagem de parasitismo e a razdo sexual dos espécimes coletados. Foi
verificado altos indices de parasitismo de ovos de C. includens por
Trichogramma pretiosum Riley (1879), em que a praga ovipositou com maior
intensidade nos estadios reprodutivos das plantas de soja. A praga preferiu
ovipositar nos tercos médio e inferior das plantas e, consequentemente, foi
observado maior parasitismo de ovos nestas regifes, indicando uma estreita
relacdo positiva na dindmica populacional de ovos de C. includens e de ovos
parasitados por T. pretiosum.

Palavras-chave: controle biolégico natural, fenologia das plantas, Glycine max
L., lagarta falsa-medideira, parasitoide de ovos.
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1. Introducéo

Todos os insetos, em diversas etapas de seu desenvolvimento, s&o
atacados por inimigos naturais, independente de quaisquer liberagcbes ou
interferéncias realizadas pelo homem. Sob o contexto do Controle Bioldgico
Natural ou Conservativo, a acdo destes agentes de controle raramente €
suficiente para suprimir as espécies-praga primarias, entretanto, contribui para
a sua manutencao proximo do nivel de controle (HODLEE; van DRIESCHE,
2009).

Entre os inimigos naturais dos insetos-praga, destacam-se 0s
parasitoides. Estes agentes sao considerados espécies-chave na
biodiversidade, no impacto ecoldgico e de importancia econémica em diversos
ecossistemas (VINSON, 1985; HAWKINS, 1999). O sucesso do parasitismo de
ovos de herbivoros por insetos parasitoides esta relacionado a sua habilidade
de busca e localizag&o de hospedeiros (VINSON, 1998).

Dentro de um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP), os
parasitoides da familia Trichogrammatidae, principalmente espécies do género
Trichogramma, s&o o0s mais estudados e utlizados para o controle de
lepidopteros-praga em muitas culturas de interesse econdmico (LI, 1994;
BOTELHO, 1997).

Ha uma diversidade de espécies pertencentes ao género Trichogramma
spp. que parasitam ovos de pragas de culturas de interesse econémico. Dentre
estes hospedeiros, pode-se destacar espécies da Familia Noctuidae, como
Alabama argillacea (Hubner, 1823), Helicoverpa zea (Boddie, 1850), Heliothis
virescens (Fabricius, 1781), Spodoptera spp. e Chrysodeixis includens (Walker,
1857) (BUSOLI et al., 2011; 2013).

Em relacdo a este complexo de pragas, C. includens é considerada uma
das principais pragas da cultura da soja, ocorrendo durante todo o
desenvolvimento da cultura (BUENO et al., 2007). A praga ocorre em Vvarias
regides produtoras de soja no Brasil e populagbes elevadas estdo causando
danos consideraveis (SOSA-GOMEZ et al., 2010). Além disso, o controle de C.
includens é dificultado em fungdo da preferéncia alimentar das lagarta pelas
folhas do terco inferior das plantas (SOSA-GOMEZ et al., 2003).
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Com o uso recente de biotecnologias na agricultura e o uso de cultivares
de soja mais precoces, o plantio direto e sucessivo de culturas hospedeiras de
pragas polifagas, como o caso de C. includens, torna o conhecimento da
distribuicdo vertical de insetos uma importante ferramenta para um programa
de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (MICHELOTTO et al., 2011;
CROSARIOL NETTO et al., 2015). As informacdes provenientes de avaliagdes
da distribuicdo vertical (ou intra-planta) de pragas, bem como a de seus
respectivos inimigos naturais, s&o fundamentais para a montagem e
desenvolvimento de planos de amostragem (TRICHILO; WILSON; MACK,
1993).

Um dos principais objetivos do conhecimento do comportamento da
distribuicdo populacional no interior das plantas é determinar em qual regido da
planta estdo concentrados as fases imaturas dos insetos, como seus 0vos e
lagartas, de modo a otimizar o processo de amostragem, tornando-o mais
rapido, econémico, preciso e dindmico (BUSOLI et al., 2011).

Em relacdo a cultura da soja, as informacdes referentes a dindmica
populacional e a distribuicdo vertical de lepidopteros-praga e seus inimigos
naturais sdo escassos (WISCH, 2011). Além disso, a presenca de
Trichogramma spp. neste agroecossistema tem sido associada apenas a A.
gemmatalis (FOERSTER, CANETE, FOERSTER, 2015) porque seus ovos Sao
maiores e faceis de serem observados, além de sua morfologia e coloracdo
mais clara que os ovos de C. includens.

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a dinamica
populacional de ovos de C. includens e o nivel de parasitismo por
Trichogramma spp. na cultura da soja, em Jaboticabal, SP. Para tanto, foi
determinado: a) a dinamica populacional de ovos de C. includens; b) o nivel de
parasitismo de Trichogramma spp. nestes ovos ao longo dos estadios de
desenvolvimento de plantas de soja; c) a distribuicdo vertical ou intra-planta de
ovos da praga e de ovos parasitados por Trichogramma spp.; e, d) os

parametros biologicos do parasitoide em ovos de C. includens.
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2. Material e Métodos

2.1. Descricao das condigdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos na Fazenda de Ensino, Pesquisa e
Extensdo (FEPE) da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, UNESP,
localizada no municipio de Jaboticabal, SP, Brasil, em latitude 21°14’05”S,
longitude 48°17°09”0 e 615,01m de altitude, nos anos agricolas de 2012/13 e
2013/14.

Em uma éarea de producéo, foi selecionada uma area de 10.000m?, em
que foi instalado a cultivar de soja de ciclo precoce SYN 1365 RR. As
semeaduras foram realizadas em 19 de novembro de 2012 no primeiro ano, e
em 10 dezembro de 2013 no segundo ano de plantio, no sistema de
semeadura direta na palha, em um espacamento de 0,45 m entre linhas e uma
densidade de 15 plantas por metro. Foram seguidas as recomendacgdes
técnicas para adubacéo e calagem para o Estado de S&o Paulo (MIRANDA et
al.,, 1998) e ndo foram realizadas pulverizacdes de inseticidas durante o

experimento para evitar qualgquer interferéncia nos resultados.

2.2. Amostragens

As avaliacbes do numero de ovos presentes em todo o dossel das
plantas foram realizadas semanalmente, e iniciaram-se quando as plantas
estavam no estadio fenolégico V5 (28 DAE), mediante o surgimento dos
primeiros ovos nas plantas, encerrando-se no estadio fenolégico R7 (91 DAE),
compreendendo nove estadios fenologicos da cultura da soja (totalizando 12
avaliagcdes semanais para a safra 2012/13 e 10 avaliagbes semanais na safra
2013/14) (FEHR; CAVINESS, 1977).

Na area experimental foram amostradas, aleatoriamente, 60 plantas de
soja, observando-se os locais de oviposicdo e 0 numero de ovos de C.
includens presentes nas folhas e estruturas vegetativas. As plantas foram

arrancadas e divididas visualmente em trés tercos: superior, médio e inferior



35

(Figura 1); a seguir eram vistoriadas (folhas, ramos, caule etc.) anotando-se o
namero de ovos, parasitados ou ndo, por Trichogramma spp., presentes em
cada estrutura das plantas. Considerava-se 0s ovos parasitados quando estes
estavam com a coloracdo escura, devido a deposicéo de urato pelas larvas nas
paredes internas do coérion dos ovos, de acordo com descricdo de Consoli,
Rossi e Parra (1999).

Terco Superior

Terco Médio

Tercgo Inferior

Figura 1. Divisdo entre os tercos (superior, médio e inferior) de plantas

de soja.

De modo geral, todos os ovos de C. includens encontrados nos tercos
das plantas foram anotados, individualizados juntamente com o0s respectivos
substratos, marcados e levados para laboratério, para aguardar a emergéncia
de adultos do parasitoide, ou eclosao das respectivas lagartas da praga. Estes
ovos foram acondicionados em tubos de vidro de fundo chato de 1 cm de
diametro e 10 cm de comprimento, sendo fechados pela boca, com filme de
PVC e pequenos orificios foram produzidos por alfinete. Diariamente foi

observado a ecloséo de lagartas ou a emergéncia de adultos do parasitoide.

2.3. Identificacdo de espécies de Trichogramma

Os adultos de parasitoides que emergiram dos ovos foram armazenados
em alcool 80%, sendo efetuado a separacdo entre machos e fémeas para

proceder a identificacdo das espécies do parasitoide, segundo metodologia de
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Querino e Zucchi (2011), que utiliza caracteres morfolégicos de machos para a
identificacdo das espécies. Os espécimes foram retirados do &alcool e
colocados diretamente em solucdo de KOH a 10%, durante um periodo de 20 a
40 minutos. O KOH é usado para clarear e amolecer o tegumento dos
espécimes para facilitar a manipulacdo no processo de montagem das laminas.
Em seguida, foram transferidos para recipiente com agua destilada, por um
periodo de 5 a 10 minutos, para desacelerar o processo de clarificacéo.
Posteriormente, os espécimes foram imersos em acido acético glacial (5-10
minutos) para neutralizar a rea¢do quimica de clarificacao.

Os espécimes foram colocados, logo em seguida, sobre laminas de
microscopia, juntamente com uma gota de meio de montagem (Hoyer’s),
dispostos dorsoventralmente. Foi montado um espécime por lamina, com asas
e antenas distendidas, com auxilio de microalfinetes e, em seguida, coberto
com uma laminula. Posteriormente, cada lamina foi identificada de acordo com
a coleta. As laminas foram colocadas em estufa a aproximadamente 50°C,
durante cinco dias, para completa secagem do fixador Hoyer’s.

A identificacdo foi baseada nos caracteres da genitalia, das antenas e
das asas dos machos. As laminas foram observadas em microscopio de luz
com aumento entre 400 a 1.000x. Para identificacdo, foi utilizada a chave
ilustrada encontrada no Guia de identificacdo de Trichogramma para o Brasil
de Querino e Zucchi (2011).

2.4. Delineamento experimental e analise dos dados

2.4.1. Dinamica populacional

O estudo da dinamica populacional foi realizado a partir do nimero
médio de ovos de C. includens parasitados e ndo parasitados por
Trichogramma spp. encontrados por planta ao longo dos estadios fenologicos
da cultura (estddio V5 a R7). Além disso, foi calculada a porcentagem de
parasitismo de ovos, considerando-se o numero total de ovos por planta e o
namero de ovos parasitados para cada estadio de desenvolvimento das

plantas. O numero total de Trichogramma spp. emergidos dos ovos de C.
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includens e a razdo sexual calculada foram estimados ao longo dos estadios

fenologicos das plantas (exceto para o estadio reprodutivo R7).

2.4.2. Distribuicé&o vertical

O delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso, com trés
tratamentos, sendo estes compreendidos pelos trés tercos das plantas:
superior, médio e inferior, com 60 plantas amostradas (repeticfes) para cada
estadio fenologico das plantas de soja.

Para os estudos sobre a distribuicdo vertical, ou intra-planta, foram
analisados 0s seguintes parametros: numero meédio de ovos de C.
includens/planta; nimero médio de ovos de C. includens parasitados por
Trichogramma spp./planta; porcentagem média de parasitismo; nimero médio
de parasitoides emergidos por ovo; e razdo sexual. Os dados de cada
pardmetro foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade de
variancias. Todas as analises estatisticas foram realizadas no Software IBM
SPSS 22 versdo para Windows 10. Foi constatado que os dados nao
apresentavam distribuicdo normal a partir do teste de Kolmogorov-Smirnov
(P<0,05), de modo que foram comparados pelo Teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis (P<0,05).
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3. Resultados e Discusséao

3.1. Parasitoides emergidos de ovos de Chrysodeixis includens

No ano agricola 2012/13 foram obtidos 261 adultos de Trichogramma
spp. emergidos de ovos de C. includens, em que 93 (55,35%) eram machos,
que foram utilizados para identificacdo. Em relacdo a safra 2013/14, 932
adultos de Trichogramma spp. emergiram de ovos parasitados da praga. Deste
total, 318 (34,45%) eram machos que foram utilizados para a identificacéo.

De acordo com a metodologia descrita por Querino e Zucchi (2011), os
machos foram identificados, essencialmente, como espécimes de
Trichogramma pretiosum Riley (1879). Esta espécie € altamente polifaga e
amplamente distribuida na América do Sul, tendo sido relatada em mais de 30
espécies de hospedeiros, incluindo espécies de noctuideos (ZUCCHI;
MONTEIRO, 1997). De fato, T. pretiosum é encontrada ocorrenda em ovos de
H. virescens e A. argillacea na cultura do algodoeiro (COSTA et al., 2010;
FRAGA, 2012), bem como em ovos de A. gemmatalis na cultura da soja
(AVANCI; CANETE; FOERSTER, 2005).

Além da ocorréncia de T. pretiosum, também foi observado a presenca
de Encarsia spp. em ovos de C. includens durante os dois anos agricolas. No
entanto, a ocorréncia deste grupo de parasitoides consistiu de 1,4% do total de
ovos parasitados coletados. Em trabalho conduzido por Pessoa (2015), foi
constatado a presenca deste grupo de parasitoides em ovos de C. includens na

cultura da soja em Jaboticabal (SP).

3.2. Dindmica populacional de ovos de C. includens e de ovos parasitados
por T. pretiosum

Nos dois anos de cultivos de soja, observou-se que C. includens
ovipositou durante os estadios vegetativos e reprodutivos da cultura da soja, e
a partir do estadio V5 ja foram encontrados ovos da praga (Figuras 1 e 2). Em
relacdo a safra de 2012/13, o numero médio de ovos de C. includens presentes
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nas plantas foi aumentando gradativamente, mantendo-se até o estadio R3, em
uma meédia de 0,55 ovos/planta (Figura 1).

A partir do estadio R4, quando as plantas apresentavam vagens com 2
cm de comprimento, observou-se o maior pico de oviposicdo da praga,
atingindo 4,28 ovos de C. includens presentes por planta, nas folhas e demais
estruturas vegetativas e reprodutivas. Apos este periodo, o nUmero meédio de
ovos/planta diminuiu consideravelmente em R5 (1,78) até R7 (0,20), quando as
plantas iniciam o processo de maturagdo, diminuindo o numero de folhas
verdes nas plantas, além das mesmas comecarem a apresentar coloracéo
amarelada, podendo ser um indicativo de um substrato inadequado para

oviposicao de C. includens.
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Figura 1. Dinamica populacional de ovos de C. includens e de ovos
parasitados por T. pretiosum/planta de soja. Jaboticabal, SP,
2012/13.

Enquanto isso, ovos da praga parasitados por T. pretiosum foram
encontrados a partir da primeira amostragem, (estadio V5), encontrando-se
uma meédia de 0,03 ovos parasitados/planta, indicando que 12% dos ovos
coletados foram parasitados pelo parasitoide (Figura 1). Foi observado uma
correlacdo positiva (r? = 0,98) para o nimero médio de ovos parasitados em
relacdo ao numero médio de ovos presentes nas plantas, ocorrendo uma curva
com tendéncia similar a de oviposicdo, com pico de ovos parasitados no

estadio reprodutivo R4. Nesta ocasido, foram encontrados 1,68 ovos
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parasitados por T. pretiosum por planta, o que correspondeu a 39,25% do total
de ovos coletados. Apesar do numero médio de ovos parasitados ter diminuido
a partir de R4, a porcentagem de parasitismo se manteve alta a partir deste
estadio, qgue se manteve entre 40 e 65% de parasitismo até a Ultima coleta de
ovos em R7, com 64,40% de ovos parasitados.
Em relacédo a safra 2013/2014, foi observado um aumento consideravel

na abundancia de ovos de C. includens em relacdo a safra anterior (1,10
ovos/planta em 2012/13 para 2,33 ovos/planta em 2013/14) (Figura 2), durante
todo o periodo avaliado.
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Figura 2. Dinamica populacional de ovos de C. includens e de ovos
parasitados por T. pretiosum na cultura da soja. Jaboticabal, SP,

2013/14.
A partir da primeira amostragem de ovos no estadio V5, foi encontrado
uma média de 0,78 ovos/planta, que aumentou consideravelmente, com 2,07 e
5,47 ovos por planta em V6 e R1 respectivamente, até atingir um pico com 6,80
ovos/planta no estadio em R2, quando as plantas se encontram em
florescimento pleno. ApOs este pico, o numero de ovos de C. includens
diminuiu consideravelmente a partir de R3, com 2,98 ovos/planta, devido
provavelmente a cultivar ser de ciclo precoce, e acelerar a maturidade das
folhas, que amarelecem e se tornam inadequados a novas oviposicoes
intensas da praga, também reduzindo o nivel de parasitismo, pela reducdo da

disponibilidade de ovos hospedeiros (Figura 2).
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De modo semelhante ao constatado na safra 2012/13, a curva
representativa de ovos de C. includens parasitados por T. pretiosum
acompanhou a tendéncia da dinamica de oviposicdo da praga. A partir do
estadio V5 ja foi observado a ocorréncia de parasitismo natural de ovos da
praga pelo parasitoide, com 0,17 ovos/planta, representando 21,28% de
parasitismo. A medida que ocorreu aumento na densidade populacional de
ovos/planta, observou-se também o aumento no nimero de ovos parasitados,
constatando-se uma correlacdo positiva entre as dinamicas de oviposicao e
parasitismo (0,93).

A partir do estadio reprodutivo R1 (inicio do florescimento das plantas), a
porcentagem média de parasitismo se manteve acima de 40% em relacdo ao
total de ovos coletados. No estadio reprodutivo R2, em que foi constatado o
maior pico de oviposicdo de C. includens, registrou-se que 65,20% dos ovos
foram parasitados pelo parasitoide (4,43 ovos parasitados/planta) (Figura 2).

Os maiores picos de parasitismo, no entanto, foram encontrados a partir
do estddio reprodutivo R4 (vagens completamente desenvolvidas). A
porcentagem de parasitismo naguela coleta foi de 84,93% em relacdo ao total
de ovos coletados. O numero médio de ovos parasitados diminuiu
consideravelmente a partir desta data, porém, a porcentagem de parasitismo
se manteve estavel até R7, em que 83,30% dos ovos foram parasitados por T.
pretiosum.

Estes resultados sdo muito importantes para orientar acdes de controle
biolégico aplicado com o uso deste parasitoide de ovos, pois, a partir dos
estadios reprodutivos, observou-se um aumento na incidéncia do mesmo.
Deste modo, especula-se que possiveis liberacdes deste parasitoide na cultura
da soja devam ocorrer no inicio dos estadios vegetativos, na expectiva de

aumentar a populacéo do parasitoide na area.

3.3. Adultos de T. pretiosum emergidos por ovo de C. includens e razao

sexual

Em relacdo aos parametros relacionados ao parasitismo, foi comparado

0 numero meédio de adultos de T. pretiosum emergidos por ovo de C. includens,
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bem como a razédo sexual ao longo dos estadios vegetativos e reprodutivos de
desenvolvimento das plantas de soja nas duas safras avaliadas (Tabela 1). Na
safra de 2012/13, constatou-se que houve, em média, um namero médio
emergido superior a um adulto de T. pretiosum por ovo durante todo o periodo
avaliado.

Durante as fases fenologicas de florescimento pleno (R2) e
desenvolvimento completo das vagens (R4), foram obtidas as maiores
densidades de parasitoides adultos emergidos por ovo de C. includens (Tabela
1). Nota-se que no estadio R4, foi observado o numero de ovos e 0vos
parasitados presentes nas plantas. Por outro lado, durante as fases vegetativas
V5 e V6 e nos ultimos estadios reprodutivos avaliados (R5 e R6) ocorreu menor
namero de adultos emergidos por ovo (1,79, 1,10, 1,70 e 1,85 parasitoides/ovo,
respectivamente) (Tabela 1).

Entretanto, nestes periodos, foram obtidos as maiores razdes sexuais
para a safra 2012-13, quando o numero médio de ovos de C. includens
presentes nas plantas foi menor. Estas informagdes indicam provavelmente,
que a proporgcao maior de fémeas de T. pretiosum emergidos de em ovos de C.
includens, pode estar associada ao ndmero médio de ovos do hospedeiro
presentes nas plantas de soja, influenciando assim o comportamento de
parasitismo de T. pretiosum (Tabela 1).

Ao analisar os resultados obtidos para o numero médio de adultos
emergidos e a razdo sexual de T. pretiosum em ovos de C. includens durante
as amostragens de 2013/14, observou-se uma maior quantidade de adultos
emergidos que na safra anterior (Tabela 1). Para este ano agricola, foi obtido
uma média de 2,13 adultos de T. pretiosum por ovo de C. includens durante
todo o periodo avaliado, em que a partir do estadio reprodutivo R1 a média de

parasitoides emergidos por ovo foi de 2,37, com pico no estadio R5 com 2,74.
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Tabela 1. Numero médio (£Erro Padrao) de T. pretiosum emergidos por ovo de
C. includens e sua razdo sexual (xEP) m diferentes estadios
fenoldgicos da cultura da soja. Jaboticabal, SP, 2012/13 e 2013/14

Namero médio Razéo sexual Namero médio Razéo sexual
EStédi.OS (iEP) de (iEP) (iEP) de (iEP)
fenolégicos Parasitoides/ovo parasitoides/ovo
2012/13 2013/14
V5 1,79 £0,17 0,76 +0,07 1,42 +0,26 0,62 £0,12
V6 1,10 £0,10 0,64 +0,08 1,81 +0,46 0,71 +0,06
R1 1,84 +0,25 0,58 *0,64 2,37 £0,41 0,68 *0,37
R2 2,19 +£041 0,60 +0,08 2,21 £0,20 0,68 +0,04
R3 1,95 £0,31 0,65 +0,05 2,41 £0,29 0,66 +0,03
R4 2,12 £0,17 0,72 +0,05 2,39 £0,39 0,70 0,04
R5 1,70 £0,24 0,79 +0,05 2,74 0,39 0,69 0,05
R6 1,85 +0,33 0,75 £0,07 2,04 £0,41 0,71 +£0,08

No estaddio R2, em que foi coletado o maior nimero de ovos e ovos
parasitados, emergiram em meédia, 2,21 adultos por ovo. A razdo sexual de T.
pretiosum estimada ao longo dos estadios fenoldgicos indicaram, assim como
na safra 2012/13, que mais fémeas emergiram dos ovos parasitados que
machos.

De modo geral, o numero médio de ovos de C. includens na cultura da
soja foi mais evidente durante os estadios reprodutivos de desenvolvimento
das plantas para os dois anos agricolas estudados. Estes estadios
correspondem aos periodos de florescimento, formacdo de vagens e
enchimento de gréos nas plantas, tornando a cultura mais propensa a danos
econdbmicos causados pela praga (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000). De fato, os
niveis de controle estabelecidos para C. includens na cultura da soja durante
os estadios reprodutivos sdo mais restritos que durante os estadios
vegetativos, reduzindo o nivel de controle recomendado para 15% de desfolha
ou 20 lagartas por metro obtidas pelo método amostral do pano de batida
(BUENO et al., 2012).

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a maior
incidéncia de ovos de C. includens ocorre entre o florescimento pleno e a
formacdo completa das vagens das plantas. Em um trabalho avaliando a

oviposi¢cédo de C. includens em diferentes variedades de soja, Mascarenhas e
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Pitre (1997) também observaram que esta espécie prefere ovipositar em
plantas em estagios de desenvolvimento avancado (R2, R3 e R4).

A fase reprodutiva aparenta ser mais atrativa para a oviposicdo para
diversas espécies de noctuideos; Eckel et al. (1992) encontraram maior
namero de ovos de H. zea em plantas de soja que se encontravam em estadio
de floracdo e formacéo de vagens. Também, Pitre et al. (1983) observaram que
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) depositava maior
namero de ovos em plantas maiores e mais desenvolvidas. Esta hipétese ja foi
discutida por Fenny (1976), em que se elucidou sobre a importancia do ‘dossel’
das plantas sobre a atracdo de insetos fitofagos.

Ao avaliar o comportamento de oviposicdo de noctuideos na cultura da
soja, Wisch (2011) encontrou padrbes semelhantes ao apresentado neste
trabalho para a oviposicao de C. includens. Em seu trabalho com S. frugiperda,
Pitre et al. (1983) destacam que este comportamento pode estar relacionado
ao fornecimento de mais alimento e protecdo para 0s ovos e lagartas,
tornando-as menos perceptiveis para 0s inimigos naturais.

Em relacdo ao parasitismo natural de ovos de C. includens por T.
pretiosum, ficou evidente que o parasitoide esteve presente na area durante
todo o periodo de ocorréncia da praga. Além disso, a flutuagcdo populacional do
parasitoide e da praga estavam associadas, indicando uma estreita relacao
entre a densidade de ovos de C. includens por planta e o nimero de ovos
parasitados por T. pretiosum. Em um trabalho avaliando o controle biolégico
natural de ovos de H. virescens na cultura do algodoeiro, Fernandes et al.
(1999) encontraram resultados semelhantes, em que o parasitismo de ovos por
T. pretiosum foi maior em altas densidades do hospedeiro.

No entanto, conforme demonstrado nas Figuras 1 e 2, a porcentagem de
parasitismo se manteve elevada mesmo apos a diminui¢do no numero de ovos
de C. includens, observando-se que na safra 2013/14, a porcentagem de
parasitismo se manteve acima de 80% a partir do estadio R3. Ao avaliar o
parasitismo de ovos de A. gemmatalis por espécies de Trichogramma na
cultura da soja no Estado do Parana, Avanci, Foerster e Cariete (2005) também
observaram elevadas porcentagens de parasitismo ao longo do

desenvolvimento das plantas. Estes autores, ainda, encontraram resultados
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semelhantes para 0 numero meédio de parasitoides emergidos por ovo, que
oscilou entre 2,0 e 2,7 adultos de Trichogramma spp. por ovo. No geral,
Trichogramma €& sempre gregario, com dois ou mais individuos se
desenvolvendo em um Unico ovo, dependendo do tamanho e volume do ovo
(TAYLOR; STERN, 1971; SCHIMIDT; SMITH, 1985),

A razao sexual é outra caracteristica biolégica importante em programas
de controle biolégico, sendo desejavel a maior producdo de fémeas/geracao,
visto que séo as responsaveis pelo parasitismo. Neste caso, ndo foi observado
variacfes significativas na razao sexual dos parasitoides emergidos dos ovos
ao longo dos estadios de desenvolvimento das planta, mas foi observado
emergéncias sempre acima de 60% de fémeas (Tabela 1).

Os valores obtidos para a razdo sexual neste trabalho estdo proximos
aos obtidos por BUENO et al. (2010), avaliando o parasitismo de T. pretiosum
em ovos de S. frugiperda em laboratério, onde a razdo sexual média obtida foi
de 0,65. No entanto, 0s mesmos pesquisadores, ao avaliarem a razdo sexual
para T. pretiosum em ovos de C. includens em condicdes de laboratorio,
verificaram uma razdo média superior a 0,8 (BUENO et al.,, 2009). Estes
resultados inferem que, tal como o nimero médio de parasitoides emergidos
por ovo, a razao sexual também estd condicionada a qualidade do ovo

hospedeiro, e ndo somente ao meio, substrato ou cultivar ao qual esté inserido.

3.4. Distribuicao vertical de ovos de C. includens e de ovos parasitados

por T. pretiosum

No estudo da distribuicdo intra-planta de ovos de C. includens foi
observado que na média de todas as avalia¢des, os tercos médio e inferior
apresentaram maior niumero de ovos em ambas as safras agricolas (Tabelas 2
e 3). Em relacdo a safra 2012/13, as fémeas da praga ovipositaram de forma
similar entre os diferentes tercos das plantas durante os estadios vegetativos
(estadios V5 e V6). No entanto, a partir do estadio reprodutivo R2, observou-se
que os tercos medio e inferior passaram a ser mais utilizados para oviposi¢cao

(0,38 e 0,37 ovos nos tergcos médio e inferior, respectivamente) (Tabela 2).
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Durante o periodo de maior oviposicéo da praga (estadio R4) (Figura 1),
observou-se que o terco inferior apresentou quatro vezes mais ovos que O
terco superior (2,14 e 0,52 ovos nos tercos inferior e superior, respectivamente)
(Tabela 2). Nos estadios R5 e R6 (enchimento de gréos), quando o dossel das
plantas estava bem desenvolvido, constatou-se maior densidade de ovos no
terco médio das plantas que nos demais (Tabela 2).

De acordo com os resultados, observou-se que T. pretiosum parasita
ovos de C. includens presentes em todas as regifes das plantas (Tabela 2 e
Tabela 3). No geral, as fémeas do parasitoide parasitam 0S ovos
indistintamente em relacdo aos tercos das plantas. Além disso, nao foi
observado variacdo no numero médio de ovos parasitados nas partes das
plantas para a maioria dos estadios fenoldgicos avaliados, exceto para 0s
estadios reprodutivos R1, R4 e R5, em que foi observado distincdo no
parasitismo. Por exemplo, no estadio R1, T. pretiosum parasitou mais ovos no
terco superior das plantas que nos demais, observando-se um numero quatro
vezes maior de ovos parasitados nesta regido do que no terco inferior (Tabela
2 e Tabela 4).



Tabela 2. Numero médio de ovos de C. includens e de seus ovos parasitados por T. pretiosum presentes nos tercos superior,

médio e inferior de plantas de soja. Jaboticabal, 2012/13.

Numero médio (xEP) de ovos de C. includens

Estadios Numero médio (+EP) de ovos de C. includens parasitados por T. pretiosum
fenoldgicos
Superior Médio Inferior X? P Superior Médio Inferior X2 P
V5 0,13 £0,05a 0,08 +0,04a 0,03 £0,02a 3,15 0,21 0,02 +0,02a 0,00 +£0,00a 0,02 £0,02a 1,01 0,61
V6 0,20 +0,06a 0,08 +0,04a 0,12 +0,05a 4,04 0,13 (0,05 +0,03a 0,03 £0,02a 0,00 £0,00a 2,86 0,24
R1 0,22 +0,05a 0,16 +0,04a 0,17 +0,03a 0,54 0,76 |0,13 +0,04a 0,04 £0,02b 0,03 £0,02b 9,11 0,01
R2 0,17 +£0,05b 0,38 +0,11a 0,37 +0,10a 2,67 0,02 |0,07 +0,04a 0,10 £0,05a 0,05 +0,03a 0,78 0,68
R3 0,08 +0,04c 0,30 +0,09a 0,23 +0,08b 3,77 0,05(0,05 +0,03a 0,05 £0,03a 0,07 £0,03a 0,21 0,90
R4 0,52 +0,07b 1,63 +0,15a 2,14 +0,21a 51,55 0,00 (0,23 +0,05b 0,83 £0,12a 0,62 +0,09a 24,48 0,00
R5 0,37 £0,07b 0,91 +0,12a 0,50 +0,01b 14,46 0,00 |0,18 +0,04c 0,35 £0,07a 0,25 +0,05b 3,04 0,02
R6 0,28 +0,07b 0,43 +0,09a 0,17 *0,05c 532 0,05]0,22 +0,06a 0,23 +£0,06a 0,12 +£0,04a 2,43 0,30
R7 0,12 +0,04a 0,07 +£0,05b 0,02 +0,02b 6,29 0,04 (0,08 +0,04a 0,02 £0,02a 0,02 £0,02a 4,73 0,09
Total 2,09 £0,15b 4,57 £0,28a 3,21 +0,22ab 47,29 0,00 (1,03 £0,11b 1,65 £0,18a 1,17 +0,12a 6,64 0,04

Médias seguidas pela mesma letra entre os tergos, na horizontal, ndo diferem entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).

Ly
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Assim como constatado para o numero médio de ovos/planta, observou-
se que os terco médio e inferior apresentaram maior densidade de ovos
parasitados e porcentagem de parasitismo para o estadio fenolégico R4
(Tabela 2 e Tabela 4). No estadio R5, o terco meédio apresentou
aproximadamente o dobro de ovos parasitados por T. pretiosum que o tergo
superior, apesar da porcentagem média de parasitismo ter sido similar entre o0s
tercos das plantas (Tabela 2 e Tabela 4).

Em relacdo a safra 2013/14, observou-se que houve variacdo na
guantidade de ovos de C. includens presentes nos tercos das plantas para
grande parte dos estadios fenoldgicos avaliados (Tabela 3). No inicio das
avaliacdes, no estadio vegetativo V5, C. includens ovipositou significativamente
mais ovos nos tercos superior e médio das plantas.

A partir do estadio fenolégico V6 (sexta folha trifoliada completamente
desenvolvida) até o estaddio R4 (vagens completamente desenvolvidas), os
tercos médio e inferior foram os mais utilizados para oviposi¢cdo pela praga
(Tabela 3). Durante o pico de oviposicdo, que ocorreu em R2, observou-se que
o terco médio apresentou significativamente quase duas vezes mais ovos que
o terco superior. Com a reducao no numero médio de ovos nas plantas em R5,
observou-se que a praga néo distinguiu entre os tercos das plantas para
depositar seus ovos.

O numero médio de ovos de C. includens parasitados por T. pretiosum
em diferentes tercos das plantas de soja foram semelhantes nos estagios
vegetativos até o inicio do florescimento. Neste periodo, a taxa meédia de
parasitismo variou de 11,11% a 28,95% (tercos superior e médio em V5,
respectivamente) (Tabela 4).

No estadio R2, periodo em que foi observado o pico de maior
oviposi¢do por C. includens (Figura 2), maior numero de ovos parasitados se
encontravam no ter¢co médio, assim como o maior numero de ovos (Tabela 3),
representando 39,60% do total de ovos presentes nas plantas.

Nos estadios R3 e R4 foi constatado que os tercos inferior e médio das
plantas continham o maior nimero de ovos parasitados por T. pretiosum. Além

disso, os indices de parasitismo observados em R4 nestes ter¢cos foram 0s
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maiores durante o periodo avaliado (79,22% dos ovos presentes no terco

inferior e 70,66% no terco médio) (Tabela 4).



Tabela 3. Numero médio de ovos de C. includens e de seus ovos parasitados por T. pretiosum presentes nos tercos superior,

médio e inferior de plantas de soja. Jaboticabal, 2013/14.

Numero médio (xEP) de ovos de C. includens

Estadios Numero médio (+EP) de ovos de C. includens parasitados por T. pretiosum
fenoldgicos

Superior Médio Inferior X2 P Superior Médio Inferior X2 P
V5 0,87 +0,04a 0,86 +£0,04a 0,76 £0,02b 6,81 0,03(0,05 +0,03a 0,10 £0,04a 0,02 £0,02a 4,00 0,16
V6 0,15 +0,02b 0,22 +0,03a 0,14 £0,03b 6,71 0,03(0,05 +0,03a 0,10 £0,05a 0,02 £0,07a 4,18 0,12
R1 1,27 £0,17b 1,77 +0,26a 2,43 +0,55a 5,54 0,02|0,58 +£0,12a 0,75 £0,14a 1,00 £0,29a 0,62 0,73
R2 1,53 £0,23b 2,80 +0,37a 2,47 +0,41a 5,60 0,05|1,02 £0,15b 2,03 £0,30a 1,38 £0,25b 7,04 0,03
R3 0,42 +0,10b 1,13 +0,22a 1,43 £0,36a 7,73 0,02(0,33 +0,08b 0,87 +£0,18a 1,18 £0,29a 7,70 0,02
R4 0,15 +0,05b 0,53 +0,12a 0,53 £0,14a 6,37 0,04(0,08 +0,04b 0,47 £0,12a 0,48 £0,12a 9,11 0,01
R5 0,22 +£0,06a 0,20 +0,05a 0,23 +0,08a 0,71 0,70(0,27 +£0,05a 0,17 +0,05a 0,19 +0,07a 0,12 0,94
R6 0,10 +0,04a 0,50 +0,03a 0,10 +£+0,05a 1,08 0,58|0,08 +£0,03a 0,03 £0,02a 0,08 +0,04a 1,35 0,51
R7 0,02 +0,02a 0,08 +0,04a 0,00 +0,00a 5,34 0,71]0,00 £0,00a 0,00 £0,00a 0,00 +0,00a 8,14 0,17
Total 461 £0,35b 7,75 £0,57a 7,97 £0,82a 18,61 0,00(2,39 +0,24b 468 +0,46a 4,41 +0,52a 17,18 0,00

Médias seguidas pela mesma letra entre os tergos, na horizontal, ndo diferem entre si pelo Teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Tabela 4. Porcentagem de parasitismo (%+EP) de ovos de C. includens por T. pretiosum presentes nos ter¢cos superior, médio e
inferior de plantas de soja. Jaboticabal, SP, 2012/13 e 2013/14.

Estadios 2012/13 2013/14
Fenoloégicos ) ) ) ] o )

Superior Médio Inferior X? P Superior Médio Inferior X? P
V5 7,14 +07,14 a 0,00 £+00,00 a 50,00 +£50,00 a 2,77 0,25|11,11 *£06,46 a 28,95 +09,61 a 16,67 *16,67 a 2,28 0,32
V6 22,73 £12,36 a 3750 £2394 a 0,00 £00,00 a 3,13 0,21| 6,13 +03,05 a 11,81 £04,03 a 3,92 +02,19 a 1,81 0,40
R1 47,12 +10,89 a 21,30 +09,12 b 1354 +07,64 b 9,38 0,01|20,44 +04,06 a 17,88 +£02,74 a 16,92 +02,76 a 0,14 0,93
R2 21,11 £11,84 a 13,33 £0591 a 11,79 £07,89 a 0,44 0,80|2591 +03,96 b 39,60 £04,14 a 30,11 +04,41 b 8,05 0,02
R3 45,00 £2291 a 9,72 +£05,21 a 20,83 10,49 a 2,29 0,32|38,29 +07,89 b 44,26 +05,45 b 5457 +£0597 a 3,43 0,01
R4 10,52 +02,60 b 21,71 +02,66 a 17,03 +02,17 a 12,50 0,00|1760 +06,43 b 70,66 +08,40 a 79,22 07,40 a 14,25 0,01
RS 14,80 +03,02 a 22,98 +03,69 a 24,02 +£0522 a 191 0,39|47,19 +08,70 a 59,44 +09,16 a 51,19 +08,23 a 1,29 0,52
R6 60,12 +10,56 a 55,70 +£10,51 a 47,22 +13,89 a 0,74 0,69]7500 +17,08 a 50,00 +28,87 a 70,00 +20,00 a 0,80 0,67

Médias seguidas pela mesma letra entre os tergos, na horizontal, n&o diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis (P>0,05).

15
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De modo geral, os resultados destacam que os tercos inferior e meédio
das plantas, a partir do estadio R1, aparentam ser mais adequados para
oviposicdo de C. includens (Tabela 2 e Tabela 3). Valverde (2007), em um
estudo conduzido em Tucuman, Argentina, observaram que o terco médio das
plantas de soja sdo mais preferidos para oviposicao pela praga; enquanto isso,
Pansera-de-Aradjo et al. (1999), registraram maior numero de ovos de C.
includens no terco inferior de plantas de soja em Pestana, RS. No entanto,
Mascarenhas e Pitre (1997) e Jost e Pitre (2002) encontraram resultados
distintos, em que registraram maior concentracdo de ovos da praga nas regidoes
média e superior do dossel das plantas.

Ao comparar a distribuicdo de ovos de outros noctuideos nas plantas,
Duffield e Chapple (2001) encontraram maior nimero de ovos de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1808) e H. punctigera (Wallengren, 1886) (Lepidoptera:
Noctuidae), nos primeiro 20 cm do topo do dossel da cultura da soja. No
algodao, Ali et al. (1989) notaram que a postura de S. frugiperda ocorre
principalmente nos tercos médio para o inferior. Ainda nesta cultura, Fraga
(2012) registrou que A. argillacea e H. virescens possuem comportamento
similar de oviposicédo, preferindo depositar seus ovos no ter¢o superior e médio
das plantas. Ja Sobrinho, Young e Young (1991), observaram maior nimero de
ovos de H. zea no estrato superior da planta de algodéo.

Em relagdo ao comportamento de parasitismo de T. pretiosum em ovos
de C. includens presentes em diferentes partes do dossel das plantas,
observou-se que o periodo de maior oviposicdo ocorreu nos estadios
reprodutivos da soja, e também foram os periodos com maior porcentagem de
parasitismo em qualquer terco das plantas. Esta caracteristica de distincao
entre os locais de oviposicéo faz parte do comportamento individual de fémeas
do parasitoide, que buscam realizar o parasitismo em ambientes que sejam
favoraveis para o desenvolvimento de sua progénie (TENTELIER;
DESOUHANT; FAUVERGUE, 2006). Além disso, os insetos podem apresentar
caracteristicas para estimar a qualidade do local em que se encontra o
hospedeiro, 0 que pode otimizar o tempo gasto em cada local para oviposicao
(CHARNOV, 1976).
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Entre os fatores que podem interferir na eficiéncia de Trichogramma,
deve-se considerar a localizacdo do ovo hospedeiro da praga e a localizacdo
do ovo no dossel das plantas (VINSON, 1997; ROMEIS et al.,, 2005).
Caracteristicas das plantas, tais como quantidade de tricomas, cerosidade e
forma da superficie das folhas, bem como o tamanho da planta, podem
fornecer dificuldades ao processo de forragear de Trichogramma spp. para
encontrar o ovo hospedeiro, reduzindo assim a taxa de parasitismo (ROMEIS
et al., 2005; OLSON; ANDOW, 2006).

Além disso, estas caracteristicas da planta podem promover mudancas
comportamentais da praga alvo, tais como alteracdo na escolha do local de
oviposigéo para escapar do ataque de inimigos naturais, ou locais mais tenros
que fornecam mais nutrientes para os seus descendentes (SHIOJIRI;
TAKABAYASHI, 2003; REDDY et al., 2004; HAMILTON et al. 2005) e que pode
coincidir com locais na planta que apresentam barreiras morfoldgicas que
poderiam dificultar o parasitismo por Trichogramma spp. (FARIA et al. 2008).

No entanto, ao avaliar o nimero médio de adultos de T. pretiosum
emergidos por ovo, observou-se que este parametro ndo foi influenciado pelo
local de oviposicdo de C. includens em grande parte das avaliacfes (Tabela 5).
De fato, apenas para os estadios fenoldgicos V6 e R4 durante a primeira safra
e R4 e R5 na segunda safra houveram variaces no niumero médio de adultos
do parasitoide emergidos de ovos presentes no dossel das plantas. Na safra
2012/2013, os ovos parasitados no tergos inferior e médio das plantas em V6
apresentaram, em média, 0,79 adultos a mais de T. pretiosum que 0Ss ovos que
se encontravam no tergo superior, enquanto que em R4, ovos presentes nestas
regides adicionaram significativamente 0,35 adultos por ovo que 0s no terco
superior (Tabela 5).

Em relacdo a safra 2013/14, observou-se que emergiu uma quantidade
significativamente maior de adultos nos ovos presentes no ter¢co superior e
médio de plantas nos estagios R4 e R5 (Tabela 5), com 1,65 e 0,56 adultos de
T. pretiosum a mais que no terco inferior, respectivamente.

Os resultados obtidos na estimativa da razdo sexual de adultos de T.
pretiosum emergidos de ovos de C. includens, indicam que os locais ou regides

das plantas para a sua oviposi¢ao nao influenciam na propor¢céo de machos e
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fémeas presentes no campo (Tabela 6), exceto para os estadios fenolégicos
R1 e R4 na safra 2012/2013. De modo geral, a razdo sexual foi de 0,69, 0,67 e
0,67 para os tercos superior médio e inferior, respectivamente para os dois

anos agricolas estudados.



inferior de plantas de soja. Jaboticabal, SP, 2012/13 e 2013/14.

Tabela 5. Nomero médio de adultos de T. pretiosum emergidos por ovo de C. includens presentes nos tercos superior, médio e

Estadios 2012/13 2013/14
Fenolégicos Superior Médio Inferior X2 P Superior Médio Inferior X2 P
V5 1,67 +0,21a 2,13 £0,31a 1,50 +0,50a 1,46 0,48|1,67 +0,33a 1,50 £0,43a 1,00 £0,58a 0,87 0,65
V6 1,00 £0,21b 1,75 +0,48a 1,83 +0,31a 4,56 0,01(1,25 +0,48a 1,39 +0,41a 2,00 +0,58a 0,87 0,65
R1 1,50 £0,21a 1,00 £0,25a 1,33 £0,43a 3,14 0,21|1,28 +0,21a 1,18 +£0,19a 1,92 £0,63a 1,15 0,56
R2 1,19 £0,56a 150 £0,47a 1,40 £0,21a 0,86 0,65|1,06 £0,14a 1,09 +£0,10a 1,38 £0,20a 2,54 0,28
R3 1,40 +0,24a 1,42 £0,29a 1,35 +0,26a 0,04 0,98|1,47 +0,36a 1,31 £0,21a 1,48 £0,26a 0,20 0,90
R4 0,90 £0,14b 1,32 +0,11a 1,18 +0,12a 6,39 0,04|2,80 £1,16a 2,41 +0,34a 0,96 +0,16b 11,89 0,03
R5 0,97 £0,19a 1,06 +0,20a 1,06 +0,21a 0,06 0,97|2,03 £0,39a 2,06 +0,39a 1,49 +£0,35b 1,30 0,04
R6 1,43 £0,37a 1,31 £0,29a 1,29 +£0,32a 0,09 0,96|1,80 +0,37a 1,50 +0,50a 2,63 £1,03a 0,87 0,65

Médias seguidas pela mesma letra entre os tergos, na horizontal, n&o diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Tabela 6. Razao sexual de adultos de T. pretiosum emergidos presentes nos tercos superior, médio e inferior de plantas de soja.

Jaboticabal, SP, 2012/13 e 2013/14.

Estadios 2012/13 2013/14
Fenoldgicos Superior Médio Inferior X2 P Superior Médio Inferior X2 P
V5 0,87+0,08a 0,58+0,49a 0,75+0,25a 3,75 0,15(0,75+0,25a 0,63+0,19a 0,50 +0,29a 0,41 0,82
V6 0,56 +0,15a 0,67+0,12a 0,74+0,13a 0,62 0,73|0,67+0,17a 0,69+0,85a 0,81 +0,10a 1,42 0,49
R1 0,65+0,09a 0,47+0,10b 0,42+0,11b 2,23 0,00]|0,63+0,06a 0,74+0,61a 0,68+ 0,07a 1,39 0,50
R2 0,74+0,12a 0,59+0,12a 0,66 +0,10a 0,62 0,73|0,72+0,41a 0,70+0,32a 0,64 +0,62a 0,84 0,66
R3 0,80+0,12a 0,60+0,1a 0,670,092 101 0,61(0,72+0,07a 0,64 £0,05a 0,66 +0,06a 0,71 0,70
R4 0,69+0,22b 0,81+0,05a 0,63+0,080 2,77 0,03]|0,66+0,06a 0,64 +0,54a 0,72+0,07a 4,77 0,09
R5 0,76 £0,58a 0,75+0,73a 0,87+0,06a 231 0,32|0,68+0,10a 0,75+0,55a 0,64 +0,10a 1,30 0,52
R6 0,92+0,83a 0,69+0,12a 0,61+0,11a 3,24 0,20|0,60+0,07a 0,75+0,25a 0,77 £0,14a 0,87 0,65

Médias seguidas pela mesma letra entre os tergos, na horizontal, n&o diferem entre si pelo Teste Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Muitas pesquisas tem demonstrado a interacdo entre parasitoides e seus
respectivos hospedeiros, sendo relatado que espécies de Trichogramma podem
permanecer mais tempo em areas impregnadas com feroménios sexuais do
hospedeiro (LAING, 1937; BEEVERS et al. 1981; GARDNER; van LENTEREN,
1986). Ao mesmo tempo, os volateis de plantas, assim como outras caracteristicas
presentes nas plantas, podem influenciar, juntamente ao hospedeiro, o0
comportamento de Trichogramma em um microhabitat (GARCIA; PIQUEIRAS, 1985;
NORDLUND; CHALFANT; LEWIS, 1985).

Além dos volateis possivelmente induzidos ap6s a alimentacdo, diversos
estudos tém demonstrado que a oviposicdo por fémeas de herbivoros também
podem desencadear a liberacdo de compostos volateis em plantas que podem atrair
fémeas de parasitoides de ovos (HILKER; FATOUROS, 2015). Em um estudo com
mostarda-preta, foi constatado que fémeas do parasitoide Trichogramma brassicae
Bezdenko, 1968 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) sao atraidas por volateis
emitidos pela planta apds a oviposicao por dois lepidépteros-praga, Pieris brassicae
(Linneaus, 1758) (Lepidoptera: Pieridae) e Mamestra brassicae (Linneaus, 1758)
(Lepidoptera: Noctuidae) (FATOUROS et al., 2009; FATOUROS et al., 2012).

Assim que o habitat do herbivoro é localizado, inimigos naturais utilizam
compostos emitidos pela presa/hospedeiro (cairoménios), tais como volateis
emitidos por escamas préoximas ao ovipositor, ‘honeydew’ ou excrementos. Ao
contrario dos volateis de plantas, os cairomoénios fornecem uma fonte mais confiavel
para inimigos naturais quanto a localizacado de seu alvo. No entanto, a capacidade
de deteccao desses cairomoénios € inferior a dos volateis de plantas, isto é, os
inimigos naturais precisam estar mais proximos da fonte emissora de sinais quimicos
(VET; DICKE, 1992).

De modo geral, ao se tratar de indices de parasitismo natural, os resultados
obtidos neste estudo demonstram uma boa eficiéncia do parasitoide no controle
bioldgico natural da praga, de modo que estudos mais aplicados quanto a biologia e
comportamento do parasitoide em agroecossistemas se fazem necessarios
(ZUCCHI; QUERINO; MONTEIRO, 2010). No Brasil muito se pesquisa T. pretiosum
em condicdes de laboratorio, com pretensbes de liberagcdo massal em grandes

culturas, como algoddo, soja, milho e cana-de-aglUcar, porém, poucos Sao 0S
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conhecimentos bioecoldgicos e comportamentais do parasitoide no campo, e suas
taxas naturais de ovos parasitados.

O entendimento do comportamento do parasitoide em campo € fundamental
para otimizar as técnicas de amostragem, observando se ocorre, naturalmente, o
parasitismo de ovos da praga, auxiliando na tomada de deciséo para as medidas de
controle, sendo esta uma base fundamental de um programa de manejo integrado
de pragas.

Dessa forma, estudos que analisem a distribuicdo vertical de inimigos naturais
no dossel das plantas também sdo importantes, visto que a praga e 0s inimigos
naturais estao inter-relacionados, auxiliando, assim, na execucdo de amostragens

mais rapidas e confiaveis, visto a potencialidade do agente de controle biolégico.
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4. Conclusdes

- Chrysodeixis includens oviposita mais intensamente a partir da fase
reprodutiva e preferencialmente nos tercos médio e inferior de plantas de soja;

- Trichogramma pretiosum foi a Unica espécie do género que emergiu de ovos
de C. includens coletados, em que a medida que aumenta a quantidade de ovos da
praga, ha um acréscimo na quantidade de ovos parasitados;

- A liberacdo de T. pretiosum em programas de controle biolégico aplicado é

sugerida a partir do final dos estadios vegetativos da cultura da soja.
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CAPITULO 3 — RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS DO PERCEVEJO PIRATA
Orius insidiosus PARA TRIDECANO, UM VOLATIL ASSOCIADO A
Halyomorpha halys

RESUMO - O percevejo marrom marmorizado, Halyomorpha halys (Stal, 1855), é
nativo da Asia e se tornou uma praga de culturas agricolas, como frutiferas e
leguminosas, nos Estados Unidos da América, sendo detectada pela primeira vez
em 1996. Insetos predadores utilizam ovos e ninfas de H. halys como presa; no
entanto, 0s sinais quimicos utilizados na localizagdo destas presas sao
desconhecidos. No presente estudo, foi testado a hipétese de que tridecano, um
volatil associado a H. halys, atua como um cairomonio para o percevejo predador
Orius insidiosus (Say, 1832). Para tanto, foram conduzidos experimentos em
laboratorio, casa-de-vegetacdo e em campo para: a) avaliar a atracdo de O.
insidiosus para volateis emitidos por H. halys e por vagens de feijao danificadas pela
praga, além da sua atracdo para tridecano e os efeitos sobre predacao de ovos em
experimentos com gaiolas; b) registar, com o auxilio de videos, a resposta
comportamental de machos e fémeas de O. insidiosus para tridecano em um
olfatbmetro de quatro vias; c) testar se o predador é atraido para armadilhas
adesivas associadas a tridecano em campos de péssego, mirtilo e girassol e 0s
efeitos sobre a predacéo de ovos no campo. Em casa-de-vegetacdo, O. insidiosus
foi atraido para vagens de feijdo danificadas por H. halys. Além disso, o predador
também foi atraido para plantas artificiais com a presenca de tridecano. No entanto,
esta atracdo nao influenciou na predacdo de ovos de Ostrinia nubilalis (Hubner,
1796). Embora machos e fémeas de O. insidiosus permaneceram mais tempo na via
do olfatbmetro com tridecano, machos foram mais sensiveis ao volatil que fémeas.
No campo, Orius spp. foram atraidos para armadilhas com tridecano, porém, néo foi
observado incremento na predacdo de ovos de O. nubilalis. Tais informacoes
indicam que apesar de O. insidiosus ser atraido por tridecano, esta atracdo nao
possibilita aumento na predacdo de ovos, possivelmente devido ao fato de que
tridecano age de forma arrestante sobre o comportamento de O. insidiosus.
Palavras-chave: Anthocoridae, controle biolégico conservativo, cairomonio, inimigos
naturais, iscas sintéticas, Pentatomidae, pragas invasoras
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1. Introducéao

Conforme proposto pela hipotese da liberagcdo de inimigos naturais, pragas
invasoras geralmente imp&em um desafio maior para um programa de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), principalmente devido ao fato de chegarem ao novo
territério livres de inimigos naturais (KEANE; CRAWLEY, 2002; COLAUTTI et al.,
2004; PIMENTEL; ZUNIGA; MORRISON, 2005).

Inimigos naturais em territorios exoticos raramente estdo adaptados para
localizar e utilizar pragas invasoras como presas viaveis, e o tempo necessario para
esta adaptacao é relativo, impedindo a regulacdo natural destas espécies invasoras
(CHABAANE et al., 2015). Uma das razdes para este fato € que inimigos naturais no
territorio invadido ainda ndo reconhecem compostos quimicos emitidos pela espécie
invasora (cairomonios, por exemplo) e sao, consequentemente, incapazes de
localiza-los (DESURMONT et al., 2014). Desta forma, o entendimento da resposta
comportamental de inimigos naturais para volateis emitidos por pragas invasoras é
crucial para a conservacao e liberacées inundativas em agroecossistemas.

Estes agentes de controle bioldgico, tais como predadores e parasitoides, sao
conhecidos por utilizar sinais quimicos durante o comportamento de busca de presas
e hospedeiros (TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990). Tais sinais quimicos
envolvem volateis emitidos por plantas em resposta a injuria causada pelo inseto
e/lou por volateis emitidos pelo proprio fitofago (NINKOVIC; AL ABASSI;
PETTERSSON, 2001; DE BOER; DICKE, 2004; van DEN BOOM et al., 2004; ZHU;
PARK, 2005). De fato, inimigos naturais podem ser atraidos por compostos volateis
especificos, ou até mesmo para concentracdes especificas de determinados volateis
dentro de uma ‘pluma’ de volateis produzidas pela planta e/ou pela presa/hospedeiro
(DE MORAES et al., 1998; REDDY; HOLOPAINEN; GUERRERO, 2002; COLAZZA
et al., 2014).

Estes volateis, uma vez identificados, podem ser utilizados para atrair
inimigos naturais em agroecossistemas (RODRIGUEZ-SAONA; FROST, 2010;
KELLY; HAGLER; KAPLAN, 2014). Dentre os compostos, salicilato de metila
(MeSA), um volatil comumente emito por plantas apds o dano de fitéfagos, tem sido

relatado na inducdo de respostas comportamentais em diversos grupos de insetos
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predadores de pragas agricolas (GADINO; WALTON; LEE, 2012; JAMES; PRICE,
2004; KELLY; HAGLER; KAPLAN, 2014; KHAN et al., 2008; RODRIGUEZ-SAONA
et al., 2011).

O percevejo marrom marmorizado, Halyomorpha halys (Stal, 1855)
(Hemiptera: Pentatomidae), € uma praga invasora recentemente introduzida nos
Estados Unidos da América (EUA) (LESKEY et al., 2012; XU et al., 2014). Originaria
da Asia, inicialmente foi detectada em Allentown, Pennsylvania (EUA) em 1996, e
desde entdo tem sido reportada em 42 estados norte-americanos (STOPBMSB,
2015). Esta espécie invasora possui uma grande variedade de plantas hospedeiras
(NIELSEN; HAMILTON, 2009) e, desde a sua introducdo, jaA causou prejuizos de
mais de $37 milhdes de dolares em perdas somente na cultura da macieira (SETTIN,
2011), bem como consideraveis prejuizos econdmicos para outros cultivos, como
plantas ornamentais, leguminosas e cereais (KUHAR et al., 2012). Somente devido
ao ataque desta praga, o uso de inseticidas aumentou consideravelmente nestes
sistemas agricolas (LESKEY et al., 2012).

Estratégias de manejo alternativas para o controle de H. halys, como o
controle biolégico conservativo, ainda ndo foram implementados. Todavia, estudos
avaliando a acao de inimigos naturais nativos sobre ovos e ninfas da praga ja estédo
sendo conduzidos nos EUA (RICE et al., 2014). Nestes estudos diversas espécies
de predadores generalistas tem sido relatados se alimentando de H. halys, tais como
membros das familias Chrysopidae, Reduviidae, Lygaeidae e Anthocoridae
(LESKEY et al., 2012). No entanto, os sinais quimicos utilizados por inimigos
naturais para localizar H. halys ainda sdo pouco conhecidos.

O percevejo pirata Orius spp. (Hemiptera: Anthocoridae) tem sido observado
se alimentando em massas de ovos de H. halys (BIDDINGER et al., 2012). Membro
deste género, a espécie Orius insidiosus (Say, 1832), esta amplamente distribuida
nos EUA (SHIPP; RAMAKERS, 2004) e € conhecido por predar insetos fitéfagos
como tripes, pulgdes, acaros e ovos e larvas de diversas pragas agricolas
(IGLINSKY; RAINWATER, 1950; HANSEN et al.,, 2003; OSEKRE et al.,, 2008;
HARWOOD et al., 2009). Orius spp. e outros antocorideos frequentemente exploram
odores relacionados a planta hospedeira e a sua presa como cairomoénios para guia-
los durante o forrageamento (LATTIN, 1990; ALDRICH et al., 2007). Por exemplo,
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Teerling et al. (1993) demonstraram que Orius tristicolor (White, 1879) forrageia
intensamente em locais com a presenca do feromonio de alarme (decyl e dodecyl
acetato) de uma das presas principais, a espécie de tripes Frankliniella occidentalis
(Pergande,1895). Além disso, James (2005) destaca que O. tristicolor é atraido para
armadilhas adesivas com a presenca de iscas de MeSA em cultivo de lapulo.

No presente estudo foi testado a hipdtese de que O. insidiosus utiliza
compostos volateis associados a H. halys durante a localizagdo de hospedeiros.
Para tanto, foram conduzidos experimentos em laboratério, casa-de-vegetacao e em
campo para: 1) determinar a resposta comportamental de adultos de O. insidiosus
em funcdo da presenca de vagens de feijao danificadas por H. halys e avaliar os
efeitos desta resposta na predacdo de ovos em experimentos com gaiolas na casa-
de-vegetacao; 2) isolar e identificar os volateis emitidos por ninfas e adultos de H.
halys, bem como emitidos por vagens de feijao danificadas por H. halys; 3) testar a
resposta comportamental de O. insidiosus para o principal composto emitido por H.
halys (tridecano) em estudos com gaiolas em casa-de-vegetacdo e também sob
condicBes de campo, nas culturas de mirtilo, péssego e girassol; e, 4) examinar 0s
efeitos de tridecano sobre o comportamento de O. insidiosus com o auxilio de um

olfatbmetro e filmagens.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencao dos insetos para uso nos experimentos

Uma criacdo de H. halys foi estabelecida no Blue-Cran-Ent Laboratory, com
machos e fémeas coletados em maio de 2014, em Bridgeton, New Jersey, EUA. A
criacdo foi mantida em gaiolas teladas (30 x 30 x 30 cm) (Bugdorm-DP1000,
MegaView Science Co. Ltda., Taichung, Taiwan) e os adultos e ninfas de H. halys
foram alimentados com cenoura, macas, vagens de feijdo organico e sementes de
girassol. O alimento nas gaiolas era substituido a cada dois dias e agua foi fornecida
por um chumaco de algoddo embebido em recipientes plasticos (50 ml). O fundo das
gaiolas foi recoberto com papel toalha, em que as fémeas realizavam a oviposicéo, e

eram trocados a cada dois dias.
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Adultos de O. insidiosus e massas de ovos de Ostrinia nubilalis (Hubner,
1796) (Lepidoptera: Crambidae) foram obtidos da empresa Rincon-Vitova Insectaries
(Ventura, CA, EUA) e utilizados nos experimentos com gaiolas na casa-de-
vegetacdo e nos ensaios com olfatometria. Tanto o predador quanto a presa foram
mantidos em condi¢des controladas (25+1°C, 50£10%UR e 14L:10E).

Para a realizacdo da coleta dos volateis, adultos e ninfas de H. halys foram
isolados da criacdo e mantidos sem alimento por 24 horas antes dos ensaios com
plantas de feijoeiro. Para os experimentos em olfatdmetro e gaiolas, adultos de O.
insidiosus foram acondicionados em pequenos recipientes, sem acesso a

alimentacao, no periodo no minimo de 12 horas antes do inicio dos bioensaios.

2.2. Plantas utilizadas nos experimentos

No experimento de coleta de volateis e de atracdo de O. insidiosus foram
utilizadas plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (Burpee, Warminster, PA, EUA)
devido ao seu rapido crescimento e por H. halys ser comumente encontrado se
alimentando de vagens de feijoeiro. Sementes de feijao foram plantadas a cada
duas semanas em vasos plasticos (500 ml) preenchidos com substrato ProMix HP
(Pro-Mix, Quakertown, PA, EUA). As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacao
no Rutgers P.E. Marucci Center for Blueberry & Cranberry Research and Extension
(Chatsworth, NJ, EUA), sob condicdes controladas (26£1°C, 50+10%UR e 14L:10E).

As plantas utilizadas nos experimentos apresentavam vagens completamente
desenvolvidas (aproximadamente 4-5 semanas apo6s o plantio). As plantas eram
irrigadas trés vezes por semana e foram, quinzenalmente, fertilizadas com o produto
PRO-SOL 20-20-20 N-P-K All Purpose Plant Food (Pro Sol Inc., Ozark, AL, EUA),

em uma razéo de 165 ppm de N.
2.3. Experimento em casa-de-vegetacao |
Na casa de vegetacdo foi conduzido um experimento em delineamento

inteiramente casualizado para investigar a atracdo de O. insidiosus a volateis

emitidos por vagens de feijoeiro danificadas por H. halys. Foi adotado um esquema
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fatorial, com 2 fatores, que compreenderam 0s seguintes tratamentos (fatores): 1)
vagens de feijoeiro danificadas com a presenca da presa; 2) vagens de feijoeiro
danificadas sem a presenca da presa; 3) vagens de feijoeiro ndo danificadas com a
presenca da presa; e 4) vagens de feijoeiro ndo danificadas sem a presenca da
presa. Além disso, foi avaliado a porcentagem de predacao de ovos de O. nubilalis
sob condi¢cdes de presenca e auséncia da injuria causada por H. halys. Foram
utilizados ovos de O. nubilalis como presa devido a praticidade para aquisi¢cdo e por
serem presas comuns de O. insidiosus (REID, 1990; MUSSER; SHELTON, 2003).

Para os tratamentos com as injurias de H. halys, as vagens foram ensacadas
com um tecido organza branco (Uline; Pleasant Prairie, WI, EUA), em que cinco
adultos de H. halys permaneceram por 72 horas. Para os tratamentos com a
presenca da presa, cada planta recebeu trés massas de ovos de O. nubilalis (cada
massa com aproximadamente 25 ovos), que foram coladas em substrato de
polipropileno verde (1,5 x 1,5 cm), anexado a face abaxial de uma das folhas
maduras da planta de feijoeiro.

Plantas de feijoeiro contendo os tratamentos foram colocadas dentro de
gaiolas (60 x 60 x 60 cm) (Bugdorm-2120F, MegaView Science Co. Ltda., Taichung,
Taiwan), que continham duas plantas de cada tratamento, de modo que o0s
tratamentos foram comparados dois a dois. As plantas foram distribuidas de forma
equidistante dentro da gaiola, em que plantas com o mesmo tratamento foram
diagonalmente alocadas.

Foram liberados 10 adultos de O. insidiosus no centro de cada gaiola,
aproximadamente as 10:00 hs da manha, e a sua localizacdo foi anotada a cada
hora por um periodo de seis horas, durante dois dias. Para avaliar a predacao de
ovos, 0 numero de ovos presentes nas massas de ovos de O. nubilalis foram
contabilizados antes e depois de cada experimento, em que 0s ovos foram
examinados sob microscopio optico em busca de sinais de predacdo por insetos

sugadores. Cada tratamento foi repetido cinco vezes.
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2.4. Coleta e analise de volateis

Compostos organicos volateis (COV’s) foram coletados, na casa-de-
vegetacdo, de vagens de feijoeiro danificadas por H. halys, bem como de adultos e
ninfas do percevejo e de vagens danificadas mecanicamente. Os volateis foram
coletados sob condi¢gbes controladas (26£1°C, 50+10% UR e 14L:10E), utilizando
um sistema de succdo de ar (THOLL; ROSE, 2006). Foram coletados volateis dos
seguintes tratamentos: a) vagens de feijoeiro danificadas por trés adultos de H.
halys; b) vagens de feijoeiro danificadas por cinco adultos de H. halys; c) vagens de
feijoeiro danificadas por cinco ninfas (2° ao 4° instar de desenvolvimento) de H.
halys; d) cinco adultos de H. halys; e) cinco ninfas de H. halys; f) vagens de feijoeiro
danificadas mecanicamente; g) vagens de feijoeiro ndo danificadas; e h) controle
(saco de poliéster inodoro). Todos os tratamentos foram mantidos em sacos de
poliéster durante a coleta dos volateis, bem como foram protegidos por um saco de
organza, para evitar os efeitos da incidéncia da luz.

No tratamento com o dano mecanico, as vagens foram perfuradas (20 furos)
com o auxilio de uma pinca de ponta fina. Cada tratamento foi repetido, no minimo, 2
vezes e no maximo, 6 vezes. Os volateis emitidos por cada tratamento foram
coletados por filtros contendo 30 mg do composto adsorvente Super-Q (Alltech,
Deerfield, IL, EUA), através de micro-bombas de diafragma (Sensidyne, Saint
Petersburg, FL, EUA) a uma vazdo de 300 ml mint. Antes de cada coleta, os filtros
foram lavados trés vezes com 5 ml de diclorometano (99%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Os COV’s foram coletados por 48 horas, iniciando as 10:00hs, e apds cada
coleta, os filtros contendo Super-Q foram eluidos com 150 pul de diclorometano e 5 pl
de 400 ng de n-octano (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) foi adicionado para cada
amostra como padréo interno (IS).

As amostras foram analisadas em Cromatégrafo Gasoso (CG), modelo
Hewlett Packard 6890 Series, equipado com detector de chamas por ionizagéo. O
programa utilizado para separagédo e quantificagdo dos compostos (Coluna Agilent
HP-1: 10 m x 0.53 mm x 2.65 um, He foi utilizado como gas condutor: fluxo

constante = 5 ml min-, velocidade = 39 cm s!) foi ajustado para a temperatura inicial
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de 40°C (1 min), 14°C min'! para 180°C (2 min), entdo 40°C min* para 200°C, e por
altimo, 200°C (2 min).

Os compostos (ng/h) foram quantificados baseando-se nas areas de pico,
comparadas com o observado no padrdo interno (n-octano). A identificacdo dos
compostos foi conduzida em Cromatografia Gasosa, modelo Varian 3400, acoplado
a um Espectrometro de Massa (EM), modelo Finnigan MAT 8230. O programa
utilizado (Supelco MDN-5S coluna: 30 m x 0.32 mm x 0.25 pm) foi ajustado para a
temperatura inicial de 35 °C (1 min), 4 °C min para 170 °C; entdo 15°C min? até
280 °C. Os dados da Espectrometria de Massa (EM) foram adquiridos e
processados em Sistema de dados Finnigan MAT SS300 e os compostos foram
entdo identificados através dos indices de retencdo do CG, por compara¢do com 0S
tempos de retencdo com os de compostos disponiveis comercialmente e, ainda, a
partir de seus dados espectrais comparaveis com o0s da biblioteca NIST
(RODRIGUEZ-SAONA; RODRIGUEZ-SAONA; FROST, 2009; RODRIGUEZ-SAONA
et al., 2011).

2.5. Experimento em casa-de-vegetacao Il

A partir dos resultados da coleta de volateis, foi identificado que o composto
volatil mais abundante em adultos e ninfas de H. halys, bem como associado a
vagens de feijoeiro danificadas pelo fitofago, foi tridecano. Sendo assim, foram
conduzidos experimentos para testar a atracdo de adultos de O. insidiosus por
tridecano sintético (Sigma-Aldrich). Testes com chance de escolha consistiram das
concentracbes 1 ng/ml, 10ng/ml e 100 ng/ml de tridecano (dilido em hexano;
Sigma-Aldrich) versus um controle (sem a presenca de tridecano).

Neste experimento, foram utilizadas plantas artificiais no lugar das plantas de
feijoeiro, para evitar possiveis liberacbes de volateis de plantas. No entanto, estas
plantas artificiais apresentavam tamanho (30 cm de altura) e cor (verde) similar as
plantas de feijoeiro. Cada planta possuia seis folhas do tipo ovada e cada planta foi
fixada em copos plasticos (250 ml) preenchidos com areia. Quatro plantas foram
acondicionadas no interior de gaiolas (60 x 60 x 60 cm) (Bugdorm-2120F, MegaView

Science Co. Ltda, Taichung, Taiwan), em que em duas foram fixados um septo de
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borracha (Precision Seal®, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) contendo 20 pl de cada
concentracéo de tridecano, enquanto que as outras duas plantas continham um
septo sem tridecano. Em todas as plantas foram fixadas trés massas de ovos de O.
nubilalis (cada massa com aproximadamente 25 ovos), que haviam sido coladas em
substrato de polipropileno verde e fixadas na face abaxial de uma folha no terco
médio da planta artificial.

No interior de cada gaiola foram liberados 15 adultos de O. insidiosus e a sua
localizacdo (numero de insetos/planta) foi anotado a cada hora durante seis horas,
por trés dias. O numero médio de ovos de O. nubilalis predados por O. insidiosus foi
verificado ao final do experimento, levando-se as massas de ovos para o laboratério
e checando em microscopio 6ptico sinais de predacdo. Cada teste de escolha foi

repetido seis vezes.

2.6. Experimentos com olfatometro

Em laboratério, foi utilizado um olfatbmetro de quatro vias (VAS, Rensselaer,
NY, EUA) para avaliar a resposta comportamental de O. insidiosus para trés
concentracdes de tridecano: 1 pg/ml, 10 pg/ml e 100 pg/ml. A arena do olfatbmetro
consistiu de uma camara acrilica (10 x 10 cm) dividida em quatro regides (superior,
inferior, direta e esquerda). No final de cada via do olfatdmetro foi adicionado uma
camara plastica (2 x 2 cm), fechada por uma rolha com um furo central para a
passagem de ar. Cada camara foi recoberta com tecido voile para evitar a entrada
de sedimentos para o interior da arena. A parte superior da arena era fechada por
uma placa de vidro, para prevenir o escape dos insetos.

Os ensaios foram conduzidos em sala escura, sob condi¢cdes controladas (25
+ 1°C) e uma lampada fluorescente circular (32W) foi posicionada em cima da arena
para proporcionar a mesma quantidade de luz para todas as vias do olfatbmetro. Os
testes consistiram de aplicar, em uma via do olfatbmetro, 20 yl de uma das
concentracdes de tridecano em um pedaco (2,5 cm?) de papel filtro Whatman n°1. O
papel filtro tratado com tridecano foi, aleatoriamente, colocado no interior da camara
plastica conectada a via do olfatbmetro e, nas demais vias, era adicionado papel

fitro com 20 ul de hexano (controle). Acima da arena, foi instalado uma camera
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Basler modelo acA1300-60gm (Basler Inc., Exton, PA, EUA) adaptada a Lentes
Tamron (Noldus, Information Technology, Holanda) para registrar a atividade
comportamental dos insetos.

ApGs isso, um macho e/ou fémea de O. insidiosus era liberado no centro da
arena, gravando-se o tempo gasto pelo predador em cada via do olfatbmetro. Cada
teste teve a duracdo de 15 minutos e utilizou-se o software de registro de
comportamento animal Ethovision XT (Noldus, Information Technology, Holanda). A
posicdo dos tratamentos era alterada a cada cinco insetos, e ao final de cada teste,
a arena, bem como as camaras plasticas no final de cada via do olfatbmetro, eram
lavadas com detergente neutro e hexano, sendo posteriormente secas e utilizadas
novamente nos ensaios. Os testes foram repetidos 30 vezes para cada

concentracdo de tridecano para ambos 0S sexos.

2.7. Experimento em campo

Para avaliar os efeitos do uso de tridecano na atratividade e predacao de
ovos de O. insidiosus, foi conduzido entre junho e agosto de 2015, experimentos na
cultura de péssego (n=4), mirtilo (n=4) e girassol (n=2). O pomar de péssego
(latitude 39°31’36”N, longitude 75°12’16’0 e 37 m de altitude) e a area de girassol
(latitude 39°31’41”N, longitude 75°12°08”0O e 35 m de altitude) estavam localizados
no Rutgers Agricultural Research and Extension Center (RAREC, Rutgers University,
Bridgeton, NJ, EUA). A area de mirtilo estava localizada em uma fazenda orgéanica
(latitude 39°39'59N”, longitude 74°45°’13"0 e 18 m de altitude) em Hammonton, NJ
(USA).

Em cada cultura foram instalados, em um delineamento em blocos
casualizados, os seguintes tratamentos, em dois experimentos: 1 mL, 2 mL e 3 mL
de tridecano, 3 mL e 5 mL de MeSA e controle. Inicialmente, foram instaladas
armadilhas adesivas amarelas (23 cm x 28 cm) (ISCA Technologies; Riverside, CA,
EUA) nas plantas (entre 1,5-2 m de altura), espacadas 10 metros entre si. Préximo
as armadilhas (aproximadamente 10 cm) foram pendurados frascos de poletileno de
baixa densidade (Wheaton Science Products, Millvile, EUA), que continham os

tratamentos testados.
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As armadilhas foram substituidas semanalmente (para a cultura do girassol)
ou a cada duas semanas (péssego e mirtilo), totalizando seis semanas de avaliagao
para cada cultura. As armadilhas eram removidas e levadas para o laboratorio para
serem examinadas em microscopio Optico para verificar a presenca de Orius spp.
Cada é&rea de girassol, péssego e mirtilo foi considerado uma repeticdo dos
tratamentos.

Adicionalmente, nas mesmas areas do experimento com as armadilhas, ovos
sentinelas de O. nubilalis foram dispostos proximos aos tratamentos mencionados
anteriormente, para avaliar os possiveis efeitos na predacdo de ovos. Trés massas
de ovos (aproximadamente 25 ovos por massa) de O. nubilalis foram coladas em
substrato plastico de polipropileno e fixadas na face abaxial de folhas (1,5-2 m de
altura) de girassol, péssego e mirtilo. Os ovos sentinelas foram posicionados
proximos aos frascos contendo os tratamentos (aproximadamente 20 cm) e
permaneceram no campo por 24 horas, sendo entdo removidos e levados para
laboratorio para checar por sinais de predacéo por insetos sugadores. As avaliacdes
de predacdo foram realizadas no mesmo periodo que a atracdo nas armadilhas

adesivas, totalizando 6 semanas de coleta para cada cultura.

2.8. Anélises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software estatistico IBM
SPSS® Statistics 22, versdo para Windows 10. Os dados do numero médio de
adultos de O. insidiosus presentes nos tratamentos em casa de vegetacdo foram
analisados pelo Modelo Linear Generalizado (GLM) e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey (a = 0.05). O mesmo método foi utilizado para comparar a
guantidade de tridecano emitido pelos tratamentos durante a coleta de volateis. O
Teste de t para amostras independentes foi aplicado para comparar a predacao de
ovos e atracdo de O. insidiosus para plantas artificiais tratadas ou ndo com
tridecano. O mesmo teste foi utilizado para comparar o tempo gasto por machos e
fémeas de O. insidiosus nas vias do olfatdmetro que continham ou néo tridecano.

O numero total de Orius spp. capturados nas armadilhas, bem como a

porcentagem de predacdo de ovos observados em girassol, péssego e mirtilo foram
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analisados através de um two-way ANOVA, com tratamentos e culturas e suas
interacdes como variaveis independentes, agrupadas por local (aleatorio), sendo as
meédias comparadas por Teste de Tukey (a = 0.05). Para garantir a normalidade dos
dados, o numero médio de Orius spp. capturados nas armadilhas amarelas foram
transformados em log (x+1) e os resultados apresentados correspondem aos dados

originais.
3. Resultados

3.1. Atratividade de O. insidiosus para vagens de feijoeiro danificadas por H.

halys e os efeitos sobre a predacdo de ovos de O. nubilalis

A presenca de danos causados pela alimentacdo de H. halys em vagens de
feijoeiro, bem como a presenca de presas influenciaram a atracdo de O. insidiosus
(Figura 1). Foi encontrado um numero significativamente maior de adultos do
predador nos tratamentos com vagens danificadas associadas aos ovos de O.
nubilalis (df = 1; F =5,516; P = 0,047).
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Figura 1. Atratividade de adultos de O. insidiosus por plantas de feijoeiro
previamente danificadas por H. halys, por plantas ndo danificadas, na
presenca ou ndo de posturas de O. nubilalis). Barras indicam o nimero médio de
Orius insidiosus presentes nas plantas de cada tratamento. Modelo Linear Generalizado

(GLM), seguido por Teste de Tukey (P = 0.05). Dados sdo medias + SE e médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si (P<0.05).
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No entanto, apenas a presenca do dano de alimentacdo nas vagens causado
por H. halys ndo influenciou a atratividade de O. insidiosus. O tratamento com a
presenca de danos, porém sem a presa, atraiu duas vezes menos adultos de O.
insidiosus do que o tratamento somente com a presa (ovos de O. nubilalis) (Figura
1). Ao avaliar a influéncia da presenca dos danos causados por H. halys nas vagens
das plantas de feijoeiro na predacdo de ovos, observou-se que ndo houve diferenca
significativa para a porcentagem meédia de predagdo ovos de O. nubilalis por O.
insidiosus entre os tratamentos testados (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem média (xErro Padrédo) de ovos de O. nubilalis predados por
O. insidiosus em plantas danificadas e ndo danificadas de feijoeiro por H.

halys. Barras indicam a porcentagem de ovos de O. nubilalis predados por O.

insidiosus. ns = ndo significativo. Modelo Linear Generalizado (GLM), seguido por Teste
de Tukey (P = 0.05).

Contudo, apesar da auséncia de corroboracao estatistica, pode-se considerar
que a auséncia do dano de H. halys nas vagens de feijoeiro propiciou maior
predacdo dos ovos de O. nubilalis. Isto porque foi observado um nimero médio de
ovos predados cinco vezes maior em vagens de feijoeiro que nao foram danificadas
por H. halys (Figura 2).
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3.2. Coleta e analise de volateis

A partir da observacdo que O. insidiosus é atraido por vagens de feijoeiro
infestadas por H. halys, foi conduzido uma série de coletas de volateis para
determinar as possiveis fontes de atragcédo (ver secéo 2.4), a fim de compreender 0s
mecanismos associados a esse comportamento. Foi consistentemente detectado
gue ninfas e adultos de H. halys produzem uma grande quantidade de um composto
principal, que também é emitido por vagens de feijao previamente danificadas. Foi
realizada a identificacdo deste composto volatil, sendo identificado como tridecano.
No entanto, a quantidade de tridecano emitida variou significativamente entre os
tratamentos (Tabela 1) (df = 7; F =12,068; P = 0,0003).

Tabela 1. Quantidade de tridecano coletados de ninfas e adultos de H. halys,
vagens de feijoeiro danificadas por H. halys, vagens danificadas
mecanicamente, vagens de feijdo ndo danificadas e controle.

Tratamentos N Tridecano (ug/h)

Adultos de H. halys 2 21.25 £0.19 bc
Vagens danificadas - cinco adultos de H. halys 6 1177.68 +0.39 ab
Vagens danificadas - trés adultos de H. halys 2 17.32 =0.07 bc
Ninfas de H. halys (2° ao 4° instar) 2 3139.22 £0.21a
Vagens danificadas - cinco ninfas de H. halys 3 22453 £0.13 ab
Vagens danificadas mecanicamente 3 6.01 +0.16c
Vagens nao danificadas 5 10.18 +0.04 bc
Controle (saco de poliéster inodoro) 3 0.00 £0.00c

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0.05).
N = nimero de analises de volateis conduzidas em cromatografia gasosa.

Adultos de H. halys ndo produzem a mesma quantidade de tridecano como
ninfas, com a ultima emitindo uma maior quantidade de tridecano (adultos = 21,25
pg/h; ninfas = 3139,22 ug/h). Vagens de feijoeiro danificadas por H. halys também
emitiram tridecano, embora os resultados sugerem que a quantidade de adultos,
bem como o estagio de desenvolvimento (ninfas ou adultos) influenciam a producao

tridecano (Tabela 1). Vagens mecanicamente danificadas ndo induziram a emissao
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de tridecano, demonstrando que a emissdo volatil estava relacionada com o

comportamento de alimentagédo do insetos.

3.3. Respostas de O. insidiosus para diferentes concentracdes de tridecano

Baseado nos resultados obtidos na coleta dos volateis, foi verificado que
tridecano é o principal composto relacionado a H. halys. Assim, foi testado se
tridecano influenciaria na atratividade de adultos de O. insidiosus. Foram conduzidos
testes com chance de escolha em casa de vegetacéao, utilizando trés concentracoes
de tridecano. Foi observado que O. insidiosus foi significativamente mais atraido
para plantas artificiais tratadas com as concentracfes de tridecano (Figura 3) (1
ng/ml, df = 14, t = 4,4675, P = 0,003; 10 ng/ml, df = 14; t = 3,7961; P = 0,001; 100
ng/ml, df = 14, t = 6,5106, P = 0,00001) do que para o controle.

1 ng/ml —— *x —
10 yg/ml —— i —t—
100 pg/ml ** H

80 60 40 20 0 20 40 60 80
Porcentagem (%*EP) de adultos de O. insidiosus

Figura 3. Resposta de O. insidiosus para diferentes concentracdes de tridecano em
experimento em casa de vegetacao (Teste t de Student; n = 15; ** = P < 0,01).

De quinze adultos de O. insidiosus liberados nas gaiolas, mais de 60% foi
atraido para tridecano. Destaca-se que, embora tridecano tenha atraido O.
insidiosus, nao foi constatado diferenga significativa para a predacao de ovos em

plantas artificiais contendo ou n&o tridecano (Figura 4).
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Figura 4. Porcentagem de ovos de O. nubilalis predados por O. insidiosus na

presenca de trés concentracdes de tridecano (Teste t de Student; n = 15; ns=
nao significativo P>0,05).

Tal fato foi observado para todas as concentracdes de tridecano testadas (1
ng/ml, df = 14, t = 1,5005, P = 0,0859; 10 ng/ml, df = 14; t = 0,6364; P = 0,2721; 100
ng/ml, df = 14, t = 2,2603, P = 0,0267), de modo que a porcentagem meédia de ovos
de O. nubilalis predados foi de aproximadamente 45%. Pode-se considerar entédo
gue a presenca de tridecano foi importante para a atracdo de O. insidiosus, no

entanto, ndo influenciou o numero médio de ovos de O. nubilalis predados.

3.4. Resposta olfativa de fémeas e machos de O. insidiosus para tridecano em

olfatbmetro

Devido tridecano atrair O. insidiosus mas ndo aumentar a predacao de ovos,
independente da concentracdo testada, foram conduzidos testes para avaliar o
comportamento de machos e fémeas do predador em um olfatdbmetro de quatro vias.

Inicialmente, constatou-se que tridecano atraiu ambos fémeas e machos de O.
insidiosus (Figura 5 e Figura 6).

Em primeiro lugar, as fémeas foram significativamente mais atraidas para a
concentracdo mais elevada de tridecano (Figura 5) (100 ug/ml, df = 1;t= 2,370, P =
0,021) do que o controle. Para esta concentracdo, fémeas gastaram mais de 30% do

seu tempo na via do olfatbmetro com tridecano. No entanto, o mesmo nao foi



83

observado para as demais concentracdes testadas, em que para os testes com a
concentracdo de 1 ng/ml de tridecano, fémeas do predador gastaram mais tempo
nas vias sem o composto (1 ng/ml, df = 1;t=-2,310; P = 0,024) (Figura 5).

Q_ﬁ'

100 ngfml - . -
10 ng/ml »—% ns +
1 ng/ml »—’% * >—~—<
460 -360 260 1IOO 0 1 60 2(I)O 360 460

Tempo gasto (stEP) por fémeas de O. insidiosus

Figura 5. Resposta olfativa de fémeas de Orius insidiosus (n=30) para trés

concentracbes de tridecano. (Teste t de Student; n = 30; * (P<0,05); ns= n&o
significativo (P>0.05)).

Enquanto isso, 0s machos permaneceram mais tempo em vias com ambos 0s
10 e 100 ng/ml de tridecano (Figura 6), demonstrando que ambas as concentracdes
de certa forma possuem um efeito arrestante sobre machos de O. insidiosus (100
ng/ml, df = 1; t=2,502; P = 0,015; 10 ng/ml, df = 1; t = 2,631; P = 0,011).
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Figura 6. Resposta olfativa de machos de Orius insidiosus (n=30) para trés

concentragcbes de tridecano. (Teste t de Student; n = 30; * (P<0,05); ns= n&o
significativo (P>0.05)).
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Os machos também passaram a maior parte de seu tempo em zonas
associadas ao tridecano (até 30%), exceto na concentracdo mais baixa (aprox. 200
segundos). Todos os adultos de O. insidiosus testados apresentaram o
comportamento de forrageamento no inicio de cada ensaio, e se nao, eram

excluidos da analise.

3.5. Atratividade e predacdo de ovos de O. nubilalis por O. insidiosus em

girassol, mirtilo e péssego

Em contraste com o0s experimentos em casa-de-vegetacdo e laboratorio,
foram conduzidos experimentos em campo para avaliar se tridecano afetaria a
atratividade e a capacidade de predacao de O. insidiosus em trés sistemas de cultivo
(mirtilo, girassol e péssego). Em geral, as armadilhas tratadas com tridecano e
MeSA capturaram Orius spp. em todas as culturas (Figura 7).

Armadilhas associadas a tridecano atrairam um elevado numero de Orius spp.,
especialmente nas culturas de mirtilo e girassol. De fato, na cultura do péssego o
namero médio de O. insidiosus capturados ndo diferiu significativamente entre os
tratamentos testados.

Na cultura do mirtilo, armadilhas associadas as iscas contendo 2 ml de
tridecano atrairam quase cinco vezes mais adultos de O. insidiosus que o controle
(1,05 adultos/armadilha no tratamento e 0,2 adultos/armadilha no controle) (df = 5; F
= 4,4297, P = 0,0111). A menor e a maior dose de tridecano testada (1 e 3 ml)
também atrairam o predador (0,45 e 0,75 adultos/armadilha, respectivamente),
porém foram significativamente semelhantes ao controle testado. Resultado similar
foi observado para os tratamentos com MeSA, em que foi coletado niamero de
individuos do predador, ndo se diferenciando da testemunha (0,15 adultos/armadilha
no tratamento de 3 ml de MeSA).
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Figura 7. Atratividade de adultos de Orius spp. para armadilhas adesivas associadas
com trés concentracdes de tridecano, duas concentracbes de MeSA e

controle nas culturas de mirtilo (A), girassol (B) e péssego (C). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). ns = ndo
significativo (P>0,05).

Em relagéo a cultura de girassol, observou-se que o numero médio de adultos

de Orius spp. coletados foi maior que na cultura do mirtilo e do pessegueiro (Tabela
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2) (df = 2, F = 41,857, P = 0,0002). Assim como na cultura do mirtilo, foi possivel
constatar que as armadilhas associadas a ambos tridecano e MeSA, atrairam o
predador (Figura 7).

Tabela 2. Atratividade de Orius spp. para armadilhas com iscas nas culturas de
mirtilo, péssego e girassol.

Culturas N NUumero médio (xEP) de Orius spp./armadilha
Mirtilo 24 0,48 £0,06 b
Péssego 24 0,51 +0,16b
Girassol 12 29,17 £1,33a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0.05).

No entanto, a maior quantidade de Orius spp. coletado foi em armadilhas
associadas ao tratamento de 1 ml de tridecano, em que foi coletado um numero
médio de adultos de Orius spp. quatro vezes maior do que no controle durante o
periodo avaliado. Os demais tratamentos com tridecano, apesar de serem
estatisticamente semelhantes ao controle, também coletaram um alto nimero de
predadores (4,0 e 3,0 adultos/armadilha, respectivamente).

Em relacdo ao segundo experimento em campo, avaliou-se se a presenca de
iscas com atrativos influenciaria na predacao de ovos de O. nubilalis por Orius spp.
nas mesmas areas das culturas de mirtilo, girassol e péssego (Figura 8).

Foi constatado que Orius spp. predou os ovos de O. nubilalis em todas as
culturas testadas (Figura 8). No entanto, ndo foi detectada diferenca significativa
entre os tratamentos testados. Este padrao foi observado em cada cultura (mirtilo: df
=58, F = 0,679, P = 0,645; girassol: df =5, F = 1,318, P = 0,369; péssego: df =5, F
= 1,278, P = 0,316), demonstrando que os atrativos ndo estavam melhorando
predacdo, mas agindo de forma arrestante sobre o comportamento do predador, os

mantendo proximos as fontes de odor.
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Figura 8. Taxa de predacgéo de ovos de O. nubilalis associadas com iscas atrativas
(tridecano, MeSA e controle) por Orius spp. em mirtilo (A), girassol (B) e
péssego (C). ns = ndo significativo (P>0,05).

4. Discussao

Os resultados obtidos nestes estudos demonstram que: 1) Plantas de feijoeiro
com vagens danificadas por Halyomorpha halys sdo atraentes para o percevejo

7

pirata Orius insidiosus, um predador generalista. 2) Esta atracdo é mais evidente
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quando as plantas com vagens danificadas estdo associadas a uma presa (ovos de
Ostrinia nubilalis); 3) As taxas de predacao aparentemente foram maiores quando as
plantas eram previamente danificadas pela praga; 4) Tridecano é o principal
composto emitido por ninfas e adultos de H. halys e por vagens de feijoeiro
infestadas por H. halys. 5) O composto tridecano, desempenha um papel importante
na atracdo de Orius spp. sob condicfes de laboratorio, casa-de-vegetacdo e campo;
no entanto, ndo afetou a predacéo de ovos O. nubilalis pelo predador.

O composto tridecano tem sido associado a ninfas e adultos de H. halys
(SOLOMON; DUTCHER; RAYMOND, 2013). Em um trabalho avaliando a producao
de semioquimicos e a resposta comportamental de H. halys, Harry et al. (2015)
identificaram este composto associado ao pentatomideo. Os autores observaram
maior producdo de tridecano em adultos do que em ninfas, diferindo do que foi
obtido neste trabalho. No entanto, é importante ressaltar que fémeas produzem
menos tridecano que machos e ninfas, o que pode ter ocasionado a variacdo na
guantidade de tridecano observado neste trabalho, uma vez que néo foi realizado a
separacao sexual para a coleta de volateis.

Muitos inimigos naturais usam compostos volateis emitidos por insetos e/ou
plantas infestadas como pistas olfativas para auxiliar na localizagcdo de hospedeiros
(ABRAHAM et al., 2015; DE MORAES et al.,, 1998, HOWE; JANDER, 2008;
SALAMANCA et al., 2015). Espécies de Orius sdo conhecidas para responder a
compostos volateis (JAMES, 2003, 2005; REID; LAMPMAN, 1989), assim como
demostrado que O. insidiosus é atraido por tridecano.

A presenca de uma espécie herbivora invasora pode atrapalhar o complexo de
interacbes quimicamente integradas ja existentes no ambiente introduzido,
principalmente por ser menos atacadas por inimigos naturais inabilitados ou
influenciando o controle das espécies nativas (DESURMONT et al., 2014). No
entanto, os inimigos naturais nativos, eventualmente, irdo se adaptar a capacidade
do fitéfago invasor de evitar a predacao/parasitismo, especialmente quando
espécies exodticas podem compartilhar volateis comuns com espécies nativas
(CHABAANE et al., 2015).

Espécies nativas de percevejos pentatomideos sdo conhecidas por produzirem

compostos quimicos utilizados na comunicacdo intra e interespecifica. Tais
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compostos sao produzidos em glandulas protoracicas e abdominais (ALDRICH et al.,
1978; BORGES; ALDRICH, 1992). H4 uma grande variedade de compostos emitidos
por percevejos pentatomideos, e com funcbes variadas, em que VAarios Sao
compartilhados entre diferentes espécies (ALDRICH, 1988).

Portanto, como observado neste trabalho, varias espécies de pentatomideos
produzem tridecano; para este grupo, o tridecano € um semioquimico importante
para a defesa (HO; MILLAR, 2001); feroménio sexual (ALDRICH, 1988); disperséo e
agregacédo (LOCKWOOD; STORY, 1985). Assim, pode-se considerar que Orius
insidiosus, por ser um predador generalista, pode ser capaz de reconhecer tridecano
como um volatil associavel a uma presa potencial, H. halys, uma vez que também
ataca outras espécies de pentatomideos (TILLMAN, 2011).

Com base nessa perspectiva, pode-se esperar que tridecano influenciaria a
predacdo de ovos de O. nubilalis por O. insidiosus na presenca do composto.
Todavia, sédo poucos os estudos que tem demonstrado que atrair inimigos naturais
afeta positivamente o consumo de presas (JAMES, 2003; KELLY; HAGLER;
KAPLAN, 2014; YU et al., 2008).

Apesar de O. insidiosus ter sido atraido por tridecano nos experimentos em
casa de vegetacéo, olfatbmetro e em campo, nao foi constatado incremento na taxa
de predacao de ovos de O. nubilalis. Isto pode ter ocorrido pelo fato de tridecano ter
um efeito arrestante sobre o comportamento do percevejo predador, de forma que o
mantenha perto da fonte de odor, impedindo a predacdo de ovos (KELLY; HAGLER,;
KAPLAN, 2014).

Além disso, ressalta-se que tridecano por ter desempenhado uma funcao
alternativa sobre a atratividade de O. insidiosus. Este composto € conhecido por ser
um semioquimico também presente em espécies de Orius, sendo relatado como um
composto associado a machos de O. insidiosus (ALDRICH et al., 2007). Desta
forma, O. insidiosus, por ser um predador generalista, pode utilizar o0 mesmo
composto volatil para desempenhar diferentes funcées dentro de um complexo
trofico, tais como o forrageamento em busca de presas, bem como para
comunicacao intraespecifica.

As informacdes apresentadas nesta pesquisa elucidam cada vez mais a o

conhecimento da importancia do uso de compostos volateis para a atracdo de
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inimigos naturais e aumentar o nivel de controle biolégico natural em
agroecossistemas. Apesar do uso de tridecano nao ter influenciado a predacao de
ovos por O. insidiosus neste ensaio, leva a perspectivas futuras sobre o uso de
tridecano em condicbes de campo, tais como O seu uso para a atracdo e
manutencdo da eficiéncia do inimigo natural em areas de liberacdo inundativa, de
forma a contribuir para a sua conservagdo no ambiente. Para fazé-lo, séo
necessarios mais estudos para melhor compreender se ha um limiar para a
utilizacao de tridecano a fim de reduzir o efeito arrestante; e se haveriam impactos
relacionados ao uso de tridecano sobre presas alternativas, bem como sobre o

comportamento de seus respectivos inimigos naturais.
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5. Conclusdes

- O. insidiosus € atraido por tridecano, um volatil emitido pelo fitofago H. halys
e por vagens de feijoeiro danificadas pela praga.

- A atracdo do percevejo predador nao influenciou a predacdo de ovos de
Ostrinia nubilalis, provavelmente porque tridecano tem um efeito arrestante sobre o

comportamento do predador.
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CAPITULO 4 — IMPLICACOES FINAIS

O Controle Biologico Natural ou Conservativo € uma importante, porém
muitas vezes desconsiderada, ferramenta para o controle de pragas em
agroecossistemas. Como base para qualquer programa de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), as causas naturais de mortalidade (acdo de fatores bidticos e
abidticos) auxiliam na regulacéo populacional de insetos-praga, favorecendo a sua
manutencdo abaixo de niveis de dano econdmico. Além disso, consiste em uma
alternativa sustentavel para o manejo destes ambientes, uma vez que 0s impactos
sobre os demais componentes sao baixos.

Os dados obtidos neste trabalho contribuem para o conhecimento da acédo do
parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum sobre os ovos de Chrysodeixis
includens na cultura da soja. Este parasitoide, amplamente estudado no mundo com
vistas a criacdo massal e consequente liberacdo inundativa, ndo € reportado
ocorrendo em ovos desta praga no agroecossistema soja no Brasil. A partir destes
resultados é possivel compreender a dinamica da ocorréncia da praga na cultura,
constantando-se que a acao de T. pretiosum € vital para o0 manejo da cultura da
soja. Isto se deve ao fato de que a ocorréncia de ovos da praga foi detectada
durante o periodo reprodutivo das plantas, época em que a cultura encontra-se mais
suscetivel a danos econdmicos. Sendo assim, estas informacdes sao valiosas para o
entendimento do manejo e consequente controle natural da praga na cultura.

Os resultados desta pesquisa elucidam quais épocas (ou estadios
fenoldgicos) seriam mais adequados para eventuais liberacdes de T. pretiosum na
cultura da soja. Tal constatacdo € pertinente pois, assim como observado para a
praga, a ocorréncia deste parasitoide foi mais intensa durante os estadios
reprodutivos da cultura. Sendo assim, sugere-se que, em um programa de controle
biolégico aplicado de C. includens na soja, liberacbes de T. pretiosum sejam
realizadas no final do periodo vegetativo das plantas, de modo que irdo fornecer um
incremento na populacdo do parasitoide j& existente na area.

Além da importancia do conhecimento da presenca de inimigos naturais em
agroecossistemas, € primordial o estabelecimento de estratégias para a preservacao

e aumento destes agentes de controle nestes locais. Diversos estudos tem focado
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neste assunto, através da utilizacdo de técnicas conservativas como 0 sistema
‘push-pull’, o cultivo de plantas armadilhas, bem como o uso de iscas atrativas a
base de feromoénios de insetos ou outros compostos, tais como volateis de plantas.

Sao apresentados resultados do uso de compostos volateis emitidos pela
praga invasora Halyomorpha halys sobre o comportamento de busca e localizacéo
da presa pelo percevejo predador generalista Orius insidiosus. Foi apresentado que
o predador € atraido por tridecano, um composto emitido pela praga, sob diversas
condicbes (em laboratorio, casa-de-vegetacdo e campo). Sendo assim, este volatil
poderia ser utilizado como um atrativo para auxiliar na conservacdo de predadores
generalistas em agroecossistemas. Além disso, a predacdo de ovos associados ao
composto ndo correspondeu ao seu potencial atrativo, indicando que estudos mais
detalhados sobre o comportamento do predador frente a tridecano devem ser
conduzidos.

Em conclusdo, os resultados apresentados nesta Tese trazem a luz dados
importantes para 0 manejo e conservacdo de inimigos naturais em
agroecossistemas. O Controle Biolégico Natural ou Conservativo esta na vanguarda
da agricultura moderna, uma vez que se busca por alternativas para a associagao de
métodos de controle de pragas. Esta busca muitas vezes é prejudicada pela falta de
informacdes basicas sobre as interacfes existentes entre as plantas, pragas e
inimigos naturais, de modo que estes estudos sdo pilares para o entendimento

aplicado de processos ecolégicos em ambientes agricolas.



