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RESPOSTA DE Cotesia kariyai (WATANABE) E Cotesia flavipes (CAMERON)
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) A VOLATEIS INDUZIDOS POR HERBIVORIA

RESUMO - Cotesia kariyai (Watanabe) e Cotesia flavipes (Cameron) s&o
predominantes agentes de controle biolégico de Mythimna separata (Walker) e
Diatraea saccharalis (Fabricius), dois insetos-praga de importancia econémica em
campos de milho da Asia, e de milho e cana-de-agucar no Brasil, respectivamente.
Compreender os mecanismos utilizados por estes parasitoides na estratégia de
localizagdo do hospedeiro € essencial para melhor desenvolver os programas de
controle biolégico. Na complexidade dos habitats (ambientes naturais e/ou
cultivados), muitos aspectos influenciam a localizagdo do habitat do hospedeiro, a
localizagdo do hospedeiro propriamente dito e a aceitagdo do hospedeiro por esses
parasitoides (por exemplo, a presenca de hospedeiros inadequados). Em distintas
combinagdes de dupla-escolha de tratamentos avaliados em olfatdmetro de quatro
vias, investigamos a influéncia de plantas de milho e de cana-de-agucar infestadas
simultaneamente por ambos os hospedeiros e nédo hospedeiro (hospedeiros
inadequados) na resposta olfativa de C. kariyai e C. flavipes. C. kariyai discriminou
entre plantas de milho infestadas pelo hospedeiro e pelo ndo hospedeiro,
dependendo do nivel de infestacdo do n&o hospedeiro. Plantas de milho infestadas
por ambos os hospedeiros e ndo hospedeiro foram preferidas por C. kariyai em
relagéo as plantas infestadas somente pelo hospedeiro. C. flavipes preferiu volateis
de plantas de cana-de-agucar infestadas pelo hospedeiro aqueles de plantas
infestadas pelo ndo hospedeiro. Plantas de cana infestadas simultaneamente pelo
hospedeiro e pelo ndo hospedeiro foram igualmente preferidas por C. flavipes.

Palavras-chave: Herbivoria multipla, interagdes inseto-planta, ndo hospedeiro,
parasitoide, volateis de plantas induzidos por herbivoria
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Cotesia kariyai (WATANABE) AND Cotesia flavipes (CAMERON)
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) RESPONSE TO HERBIVORE-INDUCED
VOLATILES

ABSTRACT - Cotesia kariyai (Watanabe) and Cotesia flavipes (Cameron) are
predominant biological control agents of Mythimna separata (Walker) and Diatraea
saccharalis (Fabricius), two economically important insect pests in maize fields of
Asia, and maize and sugarcane fields in Brazil, respectively. Understanding the
mechanisms used by these species on their host search strategy is essential for
enhancing biological control programs. In a complex habitat (natural and/or cultivated
environments), several aspects influence host habitat location, host finding and host
acceptance by these parasitoid species (e.g., the presence of unsuitable hosts). We
run many distinct dual-choice treatment combinations in a four-arm olfactometer to
investigate the influence of simultaneously infested maize and sugarcane plants by
both host and nonhost (unsuitable) herbivores, in the olfactory response of C. kariyai
and C. flavipes. C. kariyai could discriminate between host- and nonhost-infested
maize plants depending on the nonhost infestation level. Maize plants infested by
both host and nonhost herbivores were preferred by C. kariyai over than infested by
host alone. C. flavipes preferred host-infested sugarcane plant volatiles over volatiles
from nonhost-infested plants. Sugarcane plants infested by both host and nonhost
herbivores were equally preferred by C. flavipes.

Keywords: Multiple herbivory, plant-insect interactions, non-host, parasitoid,
herbivore-induced plant volatiles



1. INTRODUGAO

As plantas, quando utilizadas como alimento por herbivoros, ativam a
producdo e emissdo de substéncias do metabolismo secundario que s&o quali e
quantitativamente distintas dos compostos emitidos quando as plantas n&o estao
sob herbivoria (McCORMICK; UNSICKER; GERSHENZON, 2012). Essas
substancias, denominadas volateis de plantas induzidos por herbivoria (VPIH),
desempenham papel na defesa indireta de plantas (HOBALLAH; TURLINGS, 2001;
KESSLER; BALDWIN, 2001) por serem responsaveis pela atragdo de inimigos
naturais, predadores e parasitoides, muito embora ainda se discuta qual a sua real
contribuicdo na manutencdo do desempenho reprodutivo das plantas (SCHUMAN;
BARTHEL; BALDWIN, 2012).

As interagbes entre plantas e inimigos naturais sdo alvo de estudos ha muito
tempo e o0 avango no seu entendimento é significativo. Todavia, até a publicagao de
Price et al. (1980), entendia-se que os proprios hospedeiros, em vez das plantas,
eram responsaveis pela atracdo dos inimigos naturais. No entanto, desde entao se
sabe da importédncia dos VPIH no processo de localizagdo da presa ou do
hospedeiro pelos predadores e parasitoides.

Inimigos naturais, especialmente parasitoides, utilizam-se quase que
exclusivamente de sinais quimicos para localizar o habitat do seu hospedeiro e, em
seguida, encontrar o seu hospedeiro propriamente dito. A sofisticada utilizagc&o
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).

Um amplo espectro de fatores influenciam os parasitoides na utilizagao
desses infoquimicos (provenientes das plantas, herbivoros e produtos da interagéo
planta-herbivoro) na tomada de decisédo em busca dos seus hospedeiros. Presentes
em um ambiente bastante complexo, hospedeiros inadequados ao desenvolvimento
dos parasitoides podem afetar o comportamento de forrageamento desses agentes
bioldgicos, tanto na localizagdo do habitat onde se encontra o hospedeiro, quanto na
eficiéncia reprodutiva (tempo de forrageamento/taxas de parasitismo) (RIJK; DICKE;
POELMAN, 2013). Nao obstante, Rostas et al. (2006) verificaram que plantas de



milho afetadas pelo fungo Setosphaeria turcica (Leonard & Suggs) emitiram
qualitativamente os mesmos volateis de plantas injuriadas por Spodoptera litoralis
(Boid.) (Lepidoptera: Noctuidae). Todavia, os autores notaram que plantas
simultaneamente infectadas pelo fungo e injuriadas pelo herbivoro apresentavam
menos da metade da quantidade emitida. Apesar disto, ndo houve redugcdo da
eficacia de atracdo dos parasitoides Cotesia marginiventris (Cresson) e Microplitis
rufiventris (Kok.) (Hymenoptera: Braconidae) quando as plantas estavam
simultaneamente infectadas pelo fungo e injuriadas pelo herbivoro.

Assim, de modo a avangar na compreensdo da interagao tréfica, o objetivo
geral desse estudo foi investigar qual a influéncia da presenca simultdnea de
herbivoros (hospedeiro e ndo hospedeiro) na mesma planta hospedeira sobre o
comportamento de atragédo de parasitoides. Para tanto, considerou-se dois sistemas

como modelo:

1. Zea mays L. (Poaceae) - Mythimna separata Walker (Lepidoptera: Noctuidae) e
Ostrinia furnacalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) - Cotesia kariyai (Watanabe)
(Hymenoptera: Braconidae), parasitoide de M. separata;

2. Saccharum spp. (Poaceae) — Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) - Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae), parasitoide de D. saccharalis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interagdes ecoldgicas mediadas por comunicagao quimica

As interagcbes entre espécies que compdem o0s ecossistemas, naturais ou
modificados, ocorrem em alto grau de complexidade. A comunicagdo quimica entre
espécies dos diferentes niveis troficos € uma das principais vias pelas quais os
organismos se inter-relacionam. Tomadas de decisdo baseadas em componentes
quimicos volateis, assim como a utilizacdo desses odores na comunicacgao intra e
interespecifica s&o extensivamente observadas tanto em ecossistemas naturais
quanto em agroecossistemas (SCHOONHOVEN; van LOON; DICKE, 2005).

Os sinais quimicos sao normalmente denominados de semioquimicos, mas
também chamados de infoquimicos, conforme proposicao de Dick e Sabelis (1988).
Os semioquimicos ou infoquimicos s&o substancias que transmitem informacgdes
numa interagdo entre individuos da mesma espécie e/ou de espécies distintas,
produzindo uma resposta comportamental ou fisiolégica que pode ser vantajosa ou
desvantajosa. Os semioquimicos sao ainda divididos em feromébnios e
aleloquimicos, uma vez que podem mediar interagbes intra e interespecificas,
respectivamente (BENTO; NARDI, 2009).

Os feroménios sdo substancias que medeiam interagdes entre organismos da
mesma espécie, possibilitando vantagens adaptativas para o organismo emissor,
para o organismo receptor, ou para ambos (NORDLUND; LEWIS, 1976). Os
feromdnios sexuais, particularmente, sdo mais amplamente estudados para fins de
monitoramento e manejo de pragas agricolas, havendo significativo avango e
consolidagao de pesquisas no Brasil, incluindo a sintese e comercializagao de varios
compostos (BENTO; VILELA; DELLA LUCIA, 2001; VILELA; MAFRA-NETO, 2001).

Os aleloquimicos s&o semioquimicos que medeiam interagbes entre
organismos pertencentes a espécies distintas. De acordo com as vantagens obtidas
pelo emissor ou receptor, esse grupo de substancias € subdividido em alomoénios,
cairomoénios e sinomdnios (NORDLUND; LEWIS, 1976). Alomdnios sao substancias
liberadas por um emissor (espécie A) que causam mudanga no comportamento do
receptor (espécie B) e que sao favoraveis apenas para a primeira espécie. Em geral,



podem-se citar como alomdnios as substancias de defesas dos artrépodes (VILELA;
DELLA LUCIA, 2001). Por sua vez, os cairoménios sdo definidos como substancias
liberadas por um emissor (espécie A) que causam mudanga no comportamento do
receptor (espécie B) e que séo favoraveis apenas para a segunda espécie. Quando
larvas de D. saccharalis (broca-da-cana) se alimentam do colmo de uma planta de
cana-de-agucar, elas excretam fezes que se acumulam nos orificios (galerias)
resultantes da alimentagdo. Substancias volateis provenientes das larvas, das fezes
e também do regurgito das larvas de D. saccharalis podem ser utilizadas como
sinais confiaveis para fémeas de C. flavipes (parasitoide larval) na localizagdo do
seu hospedeiro (van LEERDAM; SMITH JR.; FUCHS, 1985) e, portanto, agem como
cairoménio. Por ultimo, os sinomdnios s&o substancias liberadas por um emissor
(espécie A) que causam mudanga no comportamento do receptor (espécie B) e que
sdo favoraveis para ambas as espécies. Por exemplo, substancias emitidas por
plantas de milho induzidas por herbivoria de larvas de Chilo partellus (Swinhoe)
(Lepidoptera: Pyralidae) (broca-do-milho em cultivos na Africa) atraem o parasitoide
C. flavipes (POTTING; VET; DICKE, 1995).

Estudos que procuram entender o papel dos aleloquimicos nas relagdes entre
plantas, herbivoros e carnivoros tém sido desenvolvidos com bastante intensidade e
viabilizados pelo envolvimento multidisciplinar e ampliagdo significativa do numero
de técnicas e ferramentas disponiveis, dentre elas técnicas moleculares
(TURLINGS; WACKERS, 2004; DICKE; van LOON; SOLER, 2009).

2.1.1 Defesa de plantas

Por serem fonte de recursos nutricionais de uma ampla quantidade de
consumidores, as plantas desenvolveram ao longo do tempo varias estratégias de
defesa contra ataques de insetos herbivoros, as quais sao classificadas em dois
distintos grupos de estratégia, isto &, defesa constitutiva e induzida. Por defesa
constitutiva consideram-se barreiras fisicas tais como tricomas, camadas de ceras
ou espinhos; além de metabdlitos secundarios como redutores de digestibilidade,
toxinas e repelentes. A segunda estratégia utilizada pelas plantas - defesa induzida -

€ ativada a partir do momento em que ocorrem injurias causadas pela alimentagéo



de fitéfagos. Trata-se da producdo de substancias volateis que, dentre outras
funcdes, sdo capazes de atrair inimigos naturais dos herbivoros das plantas e,
portanto, contribuir para a sua supresséo (PRICE et al., 1980, KARBAN; BALDWIN,
1997, SCHOONHOVEN; van LOON; DICKE, 2005).

2.1.2 Volateis de plantas induzidos

Sob a agao de herbivoros, as plantas passam por alteragbes bioquimicas que
envolvem a liberagdo de compostos organicos volateis, denominados volateis de
plantas induzidos por herbivoria (VPIH). Essas substancias podem se distinguir
quantitativa e/ou qualitativamente daquelas produzidas e liberadas pela planta que
ndo sofreu injuria por herbivoria e/ou oviposicdo (KARBAN; BALDWIN, 1997;
McCORMICK; UNSICKER; GERSHENZON, 2012). Estas substancias podem ser
emitidas de forma restrita ao local onde ocorreu a injuria, assim como de maneira
sistémica (em toda a planta), como é o caso de plantas de milho sob a agéo bidtica
de C. partellus, em que ha liberacdo sistémica de volateis que atraem C. flavipes
(POTTING; VET; DICKE, 1995; KARBAN; BALDWIN, 1997; DICKE; van LOON,
2000). Em um contexto evolutivo, esses volateis podem desempenhar uma fungéo
de atratividade a inimigos naturais (parasitoides e predadores) dos herbivoros que
provocam a indugédo (TURLINGS; WACKERS, 2004).

A inducédo de volateis também pode ser provocada pela oviposicdo dos
herbivoros. Nesse caso, as plantas antecipam a sua defesa contra os herbivoros
antes mesmo que eles causem injurias, que geralmente sao realizadas por
larvas/lagartas. A primeira demonstragcdo de emissdo de volateis induzidos por
oviposigao foi feita por Meiners e Hilker (1997). Esse estudo mostrou que plantas de
Ulmus minor (Miller) produzem e emitem substancias volateis quando o besouro
Xanthogaleruca Iluteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae) deposita seus ovos. Os
autores demonstraram ainda que o parasitoide de ovos Oomyzus gallerucae
(Fonscolombe) (Hymenoptera: Eulophidae) é capaz de identificar essas substancias
e sdo atraidos para plantas de U. minor ovipositadas por X. luteola.

O conhecimento a respeito dos volateis induzidos na defesa das plantas tem
avancado significativamente. Por exemplo, a orientacdo de parasitoides e



predadores para planta sob herbivoria esta geralmente relacionada também com a
fonte de sinais quimicos e ndo apenas com o herbivoro somente foi compreendida
apos Price et al. (1980) revisarem como as interagbes entre herbivoros e seus
inimigos naturais variam entre diferentes espécies de plantas. Vet e Dicke (1992)
propuseram que essa comunicagdo entre o primeiro (plantas) e o terceiro
(carnivoros) niveis troficos é resultado do problema da confiabilidade-detectabilidade
enfrentado pelos inimigos naturais a procura de presas e hospedeiros. Isto €, os
sinais emitidos pelos herbivoros s&o fortes indicadores da presenca do hospedeiro,
ou seja, de alta confiabilidade, porém sao de dificil detectabilidade pelos inimigos
naturais a longas distancias devido a sua pequena biomassa quando comparada a
biomassa das plantas nas quais os herbivoros estdo presentes. Por outro lado, os
volateis emitidos pelas plantas sdo de baixa confiabilidade em relac&o a presenca do
hospedeiro; no entanto possuem biomassa relativa muito maior do que a dos
herbivoros e, portanto, sado facilmente detectaveis.

Apesar do avango no conhecimento, a discussdo a respeito da real
contribuigdo dos volateis de plantas no aumento do sucesso reprodutivo das plantas
pelo processo de atragdo dos inimigos naturais ainda é bastante intensa (DICKE;
van LOON, 2000; HARE, 2011; McCORMICK; UNSICKER; GERSHENZON, 2012;
SCHUMAN; BARTHEL; BALDWIN, 2012). A maioria das pesquisas tem se
empenhado em entender o significado ecoldgico e evolutivo que esses volateis
exercem nas plantas (McCORMICK; UNSICKER; GERSHENZON, 2012). Sabe-se,
por exemplo, que os VPIH emitem informagdes especificas aos inimigos naturais a
respeito da espécie de herbivoro presente na planta, assim como a sua idade e
estagio de desenvolvimento (TAKABAYASHI et al., 1995).

2.1.3 Volateis de plantas induzidos por herbivoria multipla

Na natureza as plantas geralmente sao hospedeiras de mais de uma espécie
de inseto herbivoro, que frequentemente possuem distintos habitos alimentares.
Assim, os perfis quimicos dos volateis emitidos por plantas sob essa condi¢cado de

herbivoria multipla podem alterar as respostas que, por exemplo, os parasitoides



apresentariam em uma condicado de infestacdo/herbivoria realizada por uma Unica
espécie (RIJK; DICKE; POELMAN, 2013).

Na década de 2000, os interesses nos estudos das defesas induzidas de
plantas tém sido direcionados para a herbivoria multipla. Nesses estudos, técnicas
ecoldgicas, quimico-bioldgicas e bioldégico-moleculares tém sido utilizadas de forma
integrada. Até entdo, os cientistas estavam concentrados no entendimento dos
mecanismos de inducdo dos VPIH em sistemas envolvendo uma planta e um
herbivoro. O fato da complexidade envolvida em situacdes reais ser bem maior do
que a interagdo entre uma planta e um herbivoro, somado ao avang¢o das
técnicas/ferramentas disponiveis, fez com que se procurasse entender os meios
pelos quais multiplas infestagbes de plantas por diferentes herbivoros podem
aumentar, atenuar ou, de qualquer modo, alterar as respostas dos VPIH (DICKE;
van LOON; SOLER, 2009).

Desse modo, os esforgcos também tém sido direcionados no intuito de
entender de modo mais realista como os parasitoides reagem a imensa amplitude de
sinais quimicos com os quais eles se deparam em campo. Por exemplo, na maioria
das vezes, as plantas estdo sob a acdo de mais de um tipo de herbivoro que
geralmente possuem habitos alimentares diversos. Portanto, as pesquisas tém
avancgado na compreensao dos efeitos causados pela herbivoria multipla, bem como
do papel que herbivoros ndo hospedeiros exercem sobre parasitoides (ex.,
AGBOGBA; POWELL, 2007; de BOER et al., 2008; DICKE; van LOON; SOLER,
2009; ERB; FORESTI; TURLINGS, 2010; BUKOVINSZKY et al., 2012).

2.2 Sistemas tritroficos adotados como modelo

2.2.1 Zea mays — Mythimna separatal Ostrina furnacalis — Cotesia kariyai
Mythimna separata € um importante inseto-praga na Australia, Nova Zelandia

e em paises da Asia, inclusive no Japdo. As larvas se alimentam das plantas e

causam perdas econémicas predominantemente em lavouras de gramineas (milho,
sorgo e arroz) (KANDA, 1991).



Ostrinia furnacalis (Asian corn borer) € um inseto-praga que se distribui desde
a China até a Australia (NAFUS; SCHREINER, 1991). As lagartas podem ocasionar
sérias perdas na producdo de milho, tanto pelas injurias causadas ao cartucho,
quanto pelo ato de se alimentar de espigas, folhas e colmo. A sobrevivéncia e o
desenvolvimento das lagartas ocorrem predominantemente nas partes reprodutivas
das plantas de milho. Outras espécies cultivadas como pimentao, gengibre, sorgo e
algodao também s&o hospedeiros de O. furnacalis (NAFUS; SCHREINER, 1991).

Cotesia kariyai € um endoparasitoide gregario especialista de larvas de M.
Sseparata. Varias pesquisas ja foram desenvolvidas no intuito de entender como esse
parasitoide localiza o seu hospedeiro, assim como identificar quais fatores
relacionados as plantas hospedeiras e ao proprio hospedeiro afetam a estratégia de
busca desse agente de controle biolégico (TAKABAYASHI; TAKAHASHI, 1989;
TAKABAYASHI et al., 1995; FUJIWARA; TAKABAYASHI; YANO, 2000a, b;
FUKUSHIMA et al., 2001; FUKUSHIMA et al. 2002; HOU; TAKABAYASHI; KAINOH,
2005; MANDOUR et al., 2011). Apesar das informagbes ja conhecidas sobre a
ecologia quimico-comportamental de C. kariyai em relagédo a M. separata em milho,
questdes como a influéncia da presenca de mais de um herbivoro na planta
hospedeira sobre o comportamento de localizagcdo do hospedeiro por esse agente
biolégico ainda ndo foram respondidas.

2.2.2 Saccharum spp. — Diatraea saccharalisIMahanarva fimbriolata — Cotesia

flavipes

D. saccharalis € um dos mais importantes lepiddpteros-praga do Brasil.
Ocorre em todas as regides produtoras de cana-de-agucar durante todo o ano e em
algumas importantes regides produtoras de milho, causando sérios danos. Até
recentemente era considerada a principal praga da cana-de-agucar. No entanto, com
a recente mudanca do método de colheita manual (com utilizagdo do fogo) para a
colheita mecanica da cana-de-agucar, a cigarrinha-das-raizes M. fimbriolata
atualmente divide essa posicdo de destaque, pois vem ocorrendo em altas
populacdes. Dentre os métodos de controle dessas pragas, os programas de
controle biolégico da broca-da-cana com o braconideo C. flavipes e da cigarrinha-



das-raizes com o fungo Metarhizium anisopliae possuem destaque (ALMEIDA,;
BATISTA FILHO, 2006; PINTO, 2006).

Cotesia flavipes € um himendptero parasitoide de espécies do género Chilo
(Lepidoptera: Crambidae) e de outros crambideos, tanto quanto de brocas de
colmos de gramineas do sudeste da Asia e da Australia (BOTELHO; MACEDO,
2002). Essa espécie € mundialmente estudada e utilizada para o controle biolégico
desses insetos-praga (OVERHOLT et al., 1994) e, particularmente no Brasil, € o
agente principal de um dos maiores programas de controle bioldégico aplicado do
mundo, no controle da broca-da-cana em extensas areas de cana-de-agucar. Esse
agente bioldgico foi inicialmente trazido para o Brasil no ano de 1971, e no estado de
Sé&o Paulo as pesquisas comegaram em 1975 com material proveniente do Nordeste
do Brasil (GALLO, 1980). As primeiras libera¢gdes massais ocorreram em 1977 e
desde entdo cresceram significativamente, atingindo valores médios de 35% de
parasitismo nos anos 90, com redugao da intensidade de infestagao de 7 para cerca
de 2% no final dessa década (BOTELHO, 1992; BOTELHO; MACEDO, 2002). Nos
ultimos anos, as liberagbes de C. flavipes tém sido efetuadas em uma area em torno
de 2 milhdes de hectares de cana-de-agucar, a uma taxa de 12 bilhdes de
parasitoides/ano.

Apesar do sucesso desse programa de controle biolégico aplicado, justificado
pelo grande periodo de tempo no qual ele vem sendo utilizado e pelas grandes
dimensdes de area nas quais ele é realizado, ainda ndo se conhece o mecanismo
pelo qual C. flavipes consegue localizar D. saccharalis em plantas de cana-de-
acgucar, tampouco o comportamento de forrageamento desse parasitoide. Somente
foi verificado por van Leerdam, Smith Jr. e Fuchs (1985) que uma substéancia soluvel
em agua presente nas fezes larvais frescas de D. saccharalis medeia o

comportamento de localizacao deste hospedeiro por C. flavipes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Plantas

Sementes de milho (Zea mays L., Honey-Bantam Peter 619, Sakata Seed
Co., Kanagawa, Japao) foram semeadas isoladamente em recipientes plasticos (5,5
cm diametro x 7 cm altura) e mantidas em camara incubadora sob luzes
fluorescentes. Aproximadamente 20 dias apés, as plantulas foram transplantadas
para vasos plasticos (11 cm didmetro x 9 cm altura) e mantidas em casa-de-
vegetagdo climatizada em constante termoperiodo (25+1°C luz: 20£1°C escuro) e
fotoperiodo (16h luz: 8h escuro). Plantas com cerca de 30 cm (aprox. 15 dias) foram
utilizadas nos experimentos.

Mudas de cana-de-agucar (variedade IAC SP 95-5000, tecnologia Plene®,
Syngenta Co., Itapolis/SP, Brasil) foram transplantadas para vasos plasticos (13 cm
didmetro x 10 cm altura), adubadas (4-14-8, NPK) e mantidas em casa-de-
vegetacdo sob regime natural de luz, temperatura e umidade relativa. Plantas com

cerca de 70 cm (aprox. 30 dias) foram utilizadas nos experimentos.

3.2 Herbivoros

Larvas de M. separata foram alimentadas com dieta artificial (Silkk Mate 2M®,
Nosan Co., Yokohama, Japao), seguindo metodologia proposta por Kanda (1991). A
colénia foi mantida em sala climatizada (25+2°C, 40-70% de umidade relativa,
fotoperiodo de 16h luz: 8h escuro), na Universidade de Tsukuba, Japao.

A criacédo de O. furnacalis foi iniciada a partir de individuos procedentes da
colénia do Laboratério de Entomologia da Universidade de Kyoto, Japdo. Pupas
foram colocadas em gaiolas cilindricas transparentes (15 cm didmetro x 30 cm
altura) e revestidas internamente com papel seda branco-transparente como
substrato para oviposi¢do. Os adultos foram alimentados com solu¢cdo de acgucar
(5%) embebida em pedago de algodao. A remocéo e substituicdo das folhas de
papel seda contendo massas de ovos de O. furnacalis foi realizada semanalmente.
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As massas de ovos foram distribuidas em placas de Petri (9 cm didmetro x 2 cm
altura) com dieta artificial (Silk Mate 2M®, Nosan Co., Yokohama, Jap&o). Larvas de
segundo e terceiro instares foram transferidas para caixas plasticas (24 cm largura x
30 cm comprimento x 10 cm altura), com pedacos de papelao ondulado colados nas
laterais da caixa como substrato para a pupacdo. A criagado foi mantida em sala
climatizada (25+2°C, 40-70% de umidade relativa, fotoperiodo de 16h luz: 8h
escuro), na Universidade de Tsukuba, Japéo.

As larvas de D. saccharalis utilizadas para os experimentos foram obtidas da
criagdo massal do Laboratério de Entomologia da Usina Sdo Martinho S/A
(Pradopolis, SP, Brasil). A metodologia de manutencdo da colénia foi realizada
segundo os procedimentos descritos por Viel (2009).

Para a realizacdo dos experimentos com M. fimbriolata, ninfas de quarto
instar foram coletadas manualmente em cultivo comercial organico de cana-de-
acucar (Fazenda Sao José, Jaboticabal, SP) e levadas para o laboratorio em caixas
térmicas juntamente com parte da rizosfera de plantas de cana-de-agucar.

3.3 Parasitoides

Para a manutencéo da colbnia de C. kariyai, larvas de quarto instar de M.
separata foram individualmente oferecidas a fémeas do parasitoide com dois a trés
dias de idade em placas de Petri (5 cm diametro) para oviposigdo. Apds o
parasitismo, as larvas hospedeiras foram transferidas para recipientes plasticos (10
cm didmetro x 6 cm altura) com dieta artificial (Silk Mate 2M®, Nosan Co.,
Yokohama, Japao). Aproximadamente 10 dias apos o parasitismo, as pupas de C.
kariyai foram coletadas e colocadas em caixas plasticas transparentes (16 cm
largura x 28 cm comprimento x 17 cm altura) contendo chumacgos de algodao
umedecidos e gotas de mel pinceladas nas laterais da caixa para a alimentacdo dos
parasitoides. A emergéncia dos adultos ocorreu cerca de cinco dias apos a formagéo
das pupas e a copula ocorreu imediatamente apds a emergéncia. Fémeas de dois a
trés dias de idade, alimentadas, copuladas e sem experiéncia de oviposi¢do foram

utilizadas em todos os experimentos. A colénia de C. kariyai foi mantida em sala
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climatizada (25+2°C, 40-70% de umidade relativa, fotoperiodo de 16h luz: 8h
escuro).

Pupas de C. flavipes foram obtidas da criacdo massal do Laboratério de
Entomologia da Usina S&o Martinho S/A (Pradopolis/SP, Brasil), a qual € mantida
segundo metodologia descrita por Viel (2009). As pupas foram mantidas em caixas
cubicas de acrilico transparentes (30 cm de lado), com disponibilidade de mel
(pincelados nas paredes da caixa) e agua (disponibilizada em pequenos chumacgos
de algodéo) para a emergéncia dos adultos. Fémeas de dois a trés dias de idade,
alimentadas, copuladas e sem experiéncia de ovipois¢éo foram utilizadas em todos
os experimentos. As condigbes ambientais das salas onde foram mantidas as pupas
e os adultos de C. flavipes foram 25+2°C, 50-70% de umidade relativa, fotoperiodo
de 12h luz: 12h escuro.

3.4 Olfatometro e procedimentos experimentais

Um olfatdmetro de quatro vias (Fig. 1), segundo modelo proposto por Vet et
al. (1983), foi utilizado para os bioensaios com C. kariyai e C. flavipes. A arena (Fig.
2) consiste em uma base de aluminio (24 cm x 24 cm) com uma cavidade em forma
de “X”, que fica coberta com tampa de vidro transparente de mesmas dimensdes. A
liberacdo do parasitoide para as observacgbes foi realizada na regido central da
arena ao retirar a tampa e recoloca-la imediatamente apés a colocagdo do
parasitoide na arena.

Campos de odor de mesma area foram estabelecidos a partir de ar
succionado por bomba de vacuo e filtrado em carvao ativado. Apds passar pelas
camaras contendo as fontes de odor, o ar foi introduzido na arena de observacéo
(Fig. 1) através das quatro vias (250 mL/min/via). Em seguida, o ar foi removido pela
abertura central abaixo da arena e retirado da sala através de tubos de silicone.
Todo o conjunto (arena + outros componentes do olfatdmetro) estava sob lampadas
fluorescentes de modo a garantir distribuicdo homogénea da luz.
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O tempo de residéncia de cada fémea foi registrado para distintas areas da
arena, denominadas de area marginal (T1+T4 e C1+C4) e central (T2+T3 e C2+C3)
(ver Fig. 2). Também foi registrada a primeira fonte escolhida pelo parasitoide. Cada
fémea foi utilizada somente uma vez para observagdo. Fémeas que ficaram
imoveispor 300s foram descartadas. Em cada experimento foram realizadas dez
observacdes. Para cada observacéo foi utilizada uma fémea. A arena foi rotacionada
90° no sentido horario sempre apos cinco observagdes. O sistema foi limpo com
alcool 70% sempre antes e depois de cada experimento, assim como no momento
de rotacionar a arena.

Os experimentos foram sempre conduzidos entre 12:00 e 17:30h, em dias
distintos. A temperatura do ar durante os experimentos foi de aproximadamente
25°C, com minima de 22,6°C e maxima de 28,1°C. As demais condigdes ambientais
foram idénticas as ja descritas para as salas de criagéo dos insetos.

As observagdes foram feitas por um periodo de 10 minutos e o registro dos
eventos foi realizado com o software The Observer® (Noldus Information
Technology, Wageningen, The Netherlands). A utilizacdo desse software também
permitiu a posterior extracdo dos dados de tempo de residéncia aos cinco minutos

de observacéo, para fins de comparagdo com os dados de 10 minutos.

3.5 Fontes de estimulos olfativos

A resposta de C. kariyai foi observada em diferentes combinagbes das
seguintes fontes de odor (tratamentos) com plantas de milho: volateis de plantas
sadias (sem injuria) [SADIA]; ar puro [AR]; volateis de plantas induzidas pelo
hospedeiro, o desfolhador M. separata [HOSP]; volateis de plantas induzidas pelo
nao hospedeiro, o broqueador O. furnacalis [NHOSP]; volateis de plantas induzidas
pela herbivoria simultdnea do hospedeiro + ndo hospedeiro [HOSP + NHOSP]; e
volateis do complexo planta hospedeiro (plantas induzidas pelo hospedeiro, mais
lagartas, fezes e regurgito das lagartas) [CPH].

De modo idéntico, a resposta olfativa de C. flavipes também foi avaliada a
partir de distintas combinagdes dos seguintes tratamentos estabelecidos em plantas
de cana-de-agucar: volateis de plantas sadias (sem injuria) [SADIA]; ar puro [AR];
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volateis de plantas induzidas pelo hospedeiro, o broqueador D. saccharalis [HOSP];
volateis de plantas induzidas pelo nao hospedeiro, o sugador M. fimbriolata
[NHOSP]; volateis de plantas induzidas pela herbivoria simultdnea do hospedeiro +
nao hospedeiro [HOSP + NHOSP]. O tratamento HOSP consiste da combinacao
planta, lagartas e produtos associados (lagartas, fezes e regurgito), pela
impossibilidade de remover as lagartas de D. saccharalis do interior do colmo das
plantas sem danifica-las, antes dos experimentos.

3.6 Tratamentos

A infestacao das plantas foi realizada sempre no dia anterior a condug¢do dos
bioensaios (aprox. as 18:00h). Minutos antes do inicio das observagbes (aprox.
12:00h), fez-se a remocao dos herbivoros e seus produtos associados, quando
possivel. Assim, a exposicdo das plantas aos seus hospedeiros durou 18 horas
(MANDOUR et al., 2011). Durante o periodo de exposi¢cao, sempre se tomou o
cuidado de manter as plantas com tratamentos distintos em ambientes separados
para evitar possivel interferéncia dos volateis entre os tratamentos.

Os vasos contendo as plantas de milho foram recobertos com dupla camada
de papel aluminio para evitar a mistura do substrato de desenvolvimento das plantas
com as fezes das lagartas, e para impedir a mistura de volateis do solo com volateis
da planta no momento de realizagc&o dos bioensaios.

ApOs receber as lagartas, os vasos com as plantas de milho foram
acondicionadas em recipientes plasticos transparentes e cilindricos (15 cm diametro
x 30 cm altura) para evitar a fuga das lagartas. O conjunto (plantas e recipientes
cilindricos) foi mantido em casa de vegetagéo a 25+2°C e iluminag&o natural.

Os seguintes tratamentos foram utilizados para avaliar a resposta de C.

kariyai:

1. Plantas de milho com M. separata (HOSP): Cinco lagartas de quarto instar
(MANDOUR et al., 2011) foram cuidadosamente transferidas com pincel de cerdas
finas para as folhas das plantas. Antes da realizagdo dos bioensaios, as lagartas e
os seus produtos associados (fezes e regurgito) foram cuidadosamente removidos
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das plantas, utilizando pinga de pontas arredondadas para retirar as lagartas e evitar
qualquer injuria a plantas, bem como pincel de cerdas finas para remover as fezes.
Quando se testou a influéncia do complexo planta-hospedeiro (CPH), as lagartas e
os seus produtos associados nao foram retirados.

2. Plantas de milho com O. furnacalis (NHOSP): Dois niveis de infestagédo (cinco e
dez lagartas) foram utilizados para plantas que receberam o tratamento NHOSP.
Nos primeiros experimentos, cinco lagartas de quarto instar foram colocadas no
colmo das plantas com pincel de cerdas finas. Uma vez que a area foliar consumida
foi visivelmente inferior a area consumida por lagartas do tratamento HOSP,
aumentamos para a quantidade de dez lagartas, também de quarto instar, nos
experimentos seguintes. O fato de O. furnacalis ser essencialmente um broqueador,
apesar de inicialmente se alimentar das folhas, dificulta muito a quantificacdo da
area vegetal consumida e, consequentemente, a comparacdo com a area
consumida das plantas que receberam o tratamento HOSP. Nao foi possivel a
remogao das lagartas da planta quando estavam no interior do colmo.

3. Plantas de milho com infestagdo dupla (HOSP + NHOSP): Cinco lagartas de M.
separata mais dez lagartas de O. furnacalis, todas no quarto instar, foram colocadas
simultaneamente nas folhas e no colmo de plantas de milho. Do mesmo modo como
em HOSP, as lagartas foram removidas; e em NHOSP, quando as lagartas estavam

dentro do colmo, ndo houve possibilidade de remocé&o.

4. Plantas de milho sem injuria (SADIA): Plantas sem herbivoros foram mantidas nas

mesmas condi¢des daquelas que receberam outros tratamentos.

Para o estudo da resposta olfativa de C. flavipes, os seguintes tratamentos
foram adotados:

1. Plantas de cana-de-agucar com D. saccharalis (HOSP): Dez lagartas de quarto
instar foram cuidadosamente transferidas com pin¢a de pontas arredondadas para a
regido entre a bainha das folhas e o colmo das plantas, para facilitar a entrada das
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lagartas no colmo. As lagartas e os seus produtos associados (fezes e regurgito) ndo
foram removidos das plantas para a realizacdo dos experimentos, dada a
impossibilidade de remové-los de dentro de colmo sem destruir a planta.

2. Plantas de cana-de-agucar com M. fimbriolata (NHOSP): Dez ninfas de quarto
instar foram colocadas cuidadosamente na base do colmo da planta, com pincel de
cerdas finas, para facilitar o contato com as raizes e, portanto, a suc¢ao de seiva.

Antes da realizagdo dos experimentos, as ninfas foram removidas das plantas.

3. Plantas de cana-de-agucar com infestacao dupla (HOSP + NHOSP): Dez lagartas
de D. saccharalis em quarto instar, mais dez ninfas de M. fimbriolata em quarto
instar foram simultaneamente expostas a plantas de cana-de-agucar para
alimentagao. A transferéncia para as plantas foi feita cuidadosamente para a regiéo
entre a bainha das folhas e o colmo das plantas, no caso de lagartas de D.
saccharalis, e para a base do colmo, no caso das ninfas de M. fimbriolata. Do
mesmo modo como em HOSP, as lagartas ndo foram removidas da plantas; e em
NHOSP, as ninfas foram removidas antes dos experimentos.

4. Plantas de cana-de-agucar sem injuria (SADIA): Plantas sem herbivoros foram

mantidas nas mesmas condi¢des daquelas que receberam outros tratamentos.

3.7 Analise dos dados

Todos os bioensaios foram conduzidos como testes de dupla escolha. O teste
t de Student para amostras pareadas foi utilizado na analise do tempo de residéncia.
Os dados da primeira escolha do parasitoide foram analisados pelo teste qui-
quadrado (x?), com corregdo de Yates para continuidade (ZAR, 2010). Apds serem
extraidos do Observer, os dados foram tabulados no software Excel (Microsoft) e os
testes de hipotese foram realizados no software R (R Development Core Team,
2012).
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4. RESULTADOS

4.1 Preferéncias olfativas de Cotesia kariyai

Fémeas de C. karivai de dois a trés dias de idade mostraram-se
significativamente atraidas por volateis de plantas de milho infestadas pelo
hospedeiro M. separata comparados com ar puro e volateis de plantas sadias
(P<0,001) (Fig. 3). Os parasitoides mostraram igual preferéncia entre volateis de
plantas sadias e ar puro (P=0,18) (Fig. 3), muito embora tenha havido diferenca
significativa na preferéncia por plantas sadias quando considerada a area central do
olfatdmetro (P=0,02) (Fig. 4).

Quando foram comparadas plantas infestadas pelo ndao hospedeiro O.
furnacalis com plantas sem injuria, a resposta as plantas infestadas foi
significativamente maior (P<0,001) (Fig. 3).

A comparagao entre plantas infestadas por M. separata e plantas infestadas
por O. furnacalis evidenciou que a preferéncia olfativa de C. kariyai varia em funcao
da densidade dos herbivoros que se alimentam das plantas. Ao considerar
conjuntamente os resultados de todos os experimentos com essa combinagéo de
tratamentos, verifica-se maior preferéncia por volateis provenientes de plantas
infestadas pelo hospedeiro (P<0,01) (Fig. 3). Todavia, ao avaliar isoladamente as
respostas olfativas de C. kariyai nos distintos bioensaios, percebe-se modificagdo na
preferéncia de escolha do parasitoide quando o numero de lagartas de O. furnacalis
que se alimentaram da planta foi alterado. A exposicdo aos odores de plantas
infestadas com cinco lagartas de M. separata e cinco de O. furnacalis fez com que
os parasitoides preferissem significativamente mais os odores provenientes do seu
hospedeiro (P<0,001) (Fig. 5). Por outro lado, quando apresentados aos volateis de
plantas infestadas com cinco lagartas de M. separata e dez de O. furnacalis, nao
houve discriminagao entre as duas fontes de odor (P=0,39) (Fig. 5).

Os volateis provenientes de plantas infestadas pelo hospedeiro na presenca
do nao hospedeiro foram preferidos por C. kariyai aqueles provenientes de plantas

infestadas unicamente pelo hospedeiro (P<0,001) (Fig. 3).
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Por fim, a comparacao entre volateis do complexo planta-hospedeiro (planta +
lagartas + fezes + regurgito) com volateis de plantas sadias, a fim de se verificar a
influéncia de substancias relacionadas ao hospedeiro na atratividade de C. kariyai,
mostrou uma forte preferéncia por plantas infestadas e com presenca do hospedeiro
(P<0,001) (Fig. 3).
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Figura 3. Tempo de residéncia (s) (média + EP) de fémeas de Cotesia
kariyai em olfatbmetro de quatro vias expostas a diferentes
estimulos olfativos. SADIA, planta sadia (sem injuria); AR, ar puro
contido em cémara de vidro vazia; HOSP, planta de milho
infestada com hospedeiro M. separata; NHOSP, planta de milho
infestada com nao hospedeiro O. furnacalis; HOSP + NHOSP,
planta de milho infestada simultaneamente por M. separata e O.
furnacalis; CPH, planta de milho infestada por M. separata, mais
lagartas, fezes e regurgito. *** P<0,001; ** P<0,01; e NS néao
significativo, de acordo com o teste t de Student para tratamentos
pareados.
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Figura 5. Tempo de residéncia (s) (média £ EP) de fémeas de Cotesia kariyai
quando comparados os tratamentos HOSP (barras cheias) e
NHOSP (barras vazias) em dois niveis de infestacdo de Ostrinia
furnacalis (cinco e dez lagartas). *** P<0,001; e NS n&o significativo,
de acordo com o teste t de Student para tratamentos pareados.
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A atratividade de C. kariyai, avaliada pela primeira escolha das fémeas as
diferentes fontes de odor (Fig. 6), foi coerente com a resposta apresentada quanto
ao tempo de residéncia. Conforme esperado, as fémeas n&o discriminaram volateis
de plantas sadias do ar puro. No entanto, também de modo semelhante ao
observado no tempo de residéncia, se mostraram atraidas por plantas infestadas
pelo hospedeiro, tanto quando comparadas ao ar puro, quanto quando expostas a
plantas sadias. Ao se observar a primeira escolha de C. kariyai quando exposta aos
volateis de plantas infestadas pelo ndo hospedeiro, ndo se observa preferéncia em
relagdo a plantas sem injuria. A comparagao entre plantas infestadas com o
hospedeiro e plantas infestadas com o n&o hospedeiro também n&o mostrou
preferéncia do parasitoide. De maneira idéntica ao observado com o tempo de
residéncia, fémeas de C. kariyai discriminaram entre volateis de plantas infestadas
pelo hospedeiro na presenca e na auséncia do nao hospedeiro, preferindo plantas
infestadas com os dois herbivoros. Por ultimo, também ndo houve discriminagao
entre complexo-planta-hospedeiro e plantas sem injuria quanto a primeira escolha
do parasitoide, apesar de ter havido significativa diferenca quando ao tempo de

residéncia.
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Figura 6. Respostas de fémeas de Cotesia kariyai em olfatbmetro de quatro vias
expostas a diferentes estimulos olfativos. SADIA, planta sadia (sem
injuria); AR, ar puro contido em camara de vidro vazia; HOSP, planta de
milho infestada com hospedeiro M. separata; NHOSP, planta de milho
infestada com n&o hospedeiro O. furnacalis; HOSP + NHOSP, planta de
milho infestada simultaneamente por M. separata e O. furnacalis; CPH,
planta de milho infestada por M. separata, mais lagartas, fezes e
regurgito. *** P<0,001; ** P<0,01; e demais n&o houve diferenca
significativa, de acordo com o teste de qui-quadrado (x°).

4.2 Preferéncias olfativas de Cotesia flavipes

Fémeas de C. flavipes, também de dois a trés dias de idade, mostraram-se
fortemente atraidas por volateis de plantas de cana-de-agucar infestadas pelo
hospedeiro D. saccharalis comparados com ar puro e volateis de plantas sadias
(P<0,001) (Fig. 7). Assim como C. kariyai, as fémeas de C. flavipes nao
discriminaram entre volateis de plantas sadias e ar puro (P=0,84) (Fig. 7).

Quando foram comparadas plantas infestadas pelo n&o hospedeiro M.
fimbriolata com plantas sem injuria, C. flavipes também n&o discriminou os
tratamentos (P=0,90) (Fig. 7). A comparag¢do entre plantas infestadas por D.
saccharalis e plantas infestadas por M. fimbriolata mostrou que C. flavipes
discriminou os volateis dos dois tratamentos (P<0,001) (Fig. 7).
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Figura 7. Tempo de residéncia (s) (média + EP) de fémeas de Cotesia flavipes
em olfatbmetro de quatro vias expostas a diferentes estimulos
olfativos. SADIA, planta sadia (sem injuria); AR, ar puro contido em
camara de acrilico vazia; HOSP, planta de cana-de-acucar infestada
com hospedeiro D. saccharalis; NHOSP, planta de cana-de-agucar
infestada com nao hospedeiro M. fimbriolata; HOSP + NHOSP, planta
de cana-de-acgucar infestada simultaneamente por D. saccharalis e M.
fimbriolata. *** P<0,001; ** P<0,01; e NS nao significativo, de acordo
com o teste t de Student para tratamentos pareados.

Por dultimo, quando comparados os volateis provenientes de plantas
infestadas pelo hospedeiro na auséncia e na presenga do n&o hospedeiro, C.
flavipes também nao discriminou entre os dois tratamentos (P=0,49) (Fig. 7).

As respostas de C. flavipes aos diferentes estimulos quimicos testados pela
primeira escolha (Fig. 8) foram idénticas as obtidas na avaliagdo do tempo de
residéncia em todas as condi¢des experimentais, exceto para a combinagcdo em que
as fémeas foram expostas aos volateis de plantas infestadas pelo hospedeiro e ar

puro.
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Respostas de fémeas de Cotesia flavipes em olfatdmetro de quatro vias
expostas a diferentes estimulos olfativos. SADIA, planta sadia (sem
injuria); AR, ar puro contido em camara de acrilico vazia; HOSP, planta de
cana-de-agucar infestada com hospedeiro D. saccharalis; NHOSP, planta
de cana-de-agucar infestada com nao hospedeiro M. fimbriolata; HOSP +
NHOSP, planta de cana-de-agucar infestada simultaneamente por D.
saccharalis e M. fimbriolata. ** P<0,01; e demais ndo houve diferenca
significativa, de acordo com o teste de qui-quadrado (X?).
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4.3 Avaliagdao dos parametros de tempo e area nos bioensaios com C. kariyai

em olfatébmetro de quatro vias

Os resultados indicaram que a resposta olfativa de C. kariyai aos cinco e dez
minutos de observagao é idéntica em todas as combinacgdes testadas com diferentes
estimulos quimicos (Fig. 9). No entanto, ao verificar a resposta do parasitoide
quando expostos a plantas sem injuria e ar puro (Fig. 9a-a'), notou-se diferenca
entre os dois tempos de observagéo (cinco e dez minutos), na area central da arena,
o que implicou também em diferenca significativa na area total da arena. Em outra
combinacdo de tratamentos (HOSP vs. NHOSP), o aumento do tempo de
observagédo (10 minutos) implicou em resposta nao significativa na area central da
arena, diferentemente do ocorrido aos cinco minutos, quando houve diferenga
(P<0,05).

Essas observagdes permitem inferir que cinco minutos de observagao sao
suficientes para registrar de forma confiavel a resposta de fémeas C. kariyai a
estimulos quimicos usando um modelo de olfatdmetro de quatro vias semelhante ao
adotado neste estudo. Além disso, a area marginal da arena parece ser mais
adequada para o registro das observagdes nas condi¢cdes testadas, uma vez que
considerar o tempo de permanéncia dos parasitoides na regido central do
olfatdmetro poderia implicar em erro no caso da combinagédo dos tratamentos com
plantas sadias e ar puro.

A adocéo de cinco minutos, ao invés de dez, para avaliar a resposta olfativa
do parasitoide implica na reducao do esfor¢co de observagao.
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Figura 9. Tempo de residéncia (s) (média £ EP) de fémeas de Cotesia kariyai nas areas
marginal, central e total do olfatdmetro de quatro vias nos tempos de
observagédo de 5 (a — g) e 10 minutos (@’ — g’) expostas a distintas
combinagdes de estimulos olfativos. As barras cheias e vazias referem-se,
respectivamente, aos tratamentos descritos em cada grafico. *** P<0,001; **
P<0,01; * P<0,05; e NS nao significativo, de acordo com o teste t de Student
para tratamentos pareados.
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5. DISCUSSAO

Fémeas de C. kariyai sem nenhuma experiéncia prévia de oviposigdo e/ou
contato com plantas se mostraram fortemente atraidas por volateis de plantas
infestadas pelo hospedeiro M. separata quando comparados com ar puro € com
plantas sem injuria. No entanto, ndo conseguiram discriminar entre plantas sem
injuria e ar puro. Essas respostas mostram que esse parasitoide ndo responde a
plantas de milho sem injuria, mas tem grande preferéncia por plantas infestadas pelo
hospedeiro M. separata. Outras situagbes em que parasitoides ndo conseguiram até
mesmo discriminar entre volateis de plantas infestadas pelo hospedeiro e de plantas
sem injuria foram entendidas apo6s avaliar a influéncia do aprendizado ou
experiéncia de oviposicdo (GIRLING et al., 2006; BLANDE; PICKETT; POPPY,
2007). Especificamente para C. kariyai, compostos volateis induzidos pelo
hospedeiro e compostos volateis ndo especificos (provenientes de injuria mecanica
e de plantas sadias) parecem ter importante papel na localizagédo do hospedeiro,
conforme demonstrado por Fukushima et al. (2002). Esses autores mostraram que
compostos quimicos nao especificos que sao reconhecidamente liberados por
plantas de milho infestadas pelo hospedeiro, mas também por plantas de milho com
injuria mecanica e sem injuria (ex. (Z)-3-Hexen-1-yl acetato, TAKABAYASHI et al.,
1995), aumentaram significativamente a resposta de C. kariyai ap6s o
condicionamento. Assim, n&o se esperava discriminacdo entre esses dois
tratamentos por C. kariyai.

Plantas infestadas pelo ndo hospedeiro O. furnacalis foram preferidas pelo
parasitoide quando comparadas com plantas sem injuria. Quando comparadas com
plantas infestadas pelo hospedeiro, a densidade de lagartas do n&o hospedeiro
influenciou a resposta de C. kariyai. Comparag¢des entre a area vegetal consumida
pelos dois herbivoros s&o dificeis de serem estabelecidas, em fungdo de O.
furnacalis possuir habito broqueador além do habito desfolhador. No entanto,
observacbes visuais da area vegetal consumida pelos dois herbivoros permitem
estimar e associar a densidade de lagartas com o consumo vegetal, bem como com
a atratividade do parasitoide. Nos experimentos em que as plantas foram infestadas

com um maior numero de lagartas (dez) de O. furnacalis, o consumo foliar nesse
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tratamento (NHOSP) foi visualmente maior do que quando na densidade de cinco
lagartas e, consequentemente, mais proximo ao consumo do tratamento HOSP. A
combinagdo entre consumo foliar mais consumo do interior do colmo parece ter
aumentado a atracdo ao parasitoide e implicado em ndo discriminagdo dos
tratamentos por C. kariyai (P=0,39) (Fig. 5). Nessa perspectiva, Girling et al. (2011)
demonstraram, por exemplo, que Cotesia vestalis (Haliday) (Hymenoptera:
Braconidae) foi capaz de identificar diferengas quali e quantitativas em volateis
emitidos por plantas de repolho infestadas com Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae). A semelhanca do que foi observado com C. kariyai, Girling et al. (2011)
mostraram que C. vestalis preferiu plantas com mais herbivoros e mais injuria.

Cotesia kariyai mostrou grande preferéncia por plantas infestadas com o
hospedeiro na presenca do n&do hospedeiro, quando comparadas com plantas
infestadas com o hospedeiro sozinho. No entanto, em teste para observagdo do
comportamento de oviposicdo de C. kariyai quando expostas a lagartas de O.
furnacalis (n&o hospedeiro), foi possivel verificar a completa rejeicdo do parasitoide
por esse herbivoro. Nenhuma fémea inseriu ovipositor nas lagartas oferecidas,
exceto quando houve insisténcia em manter a lagarta em contato com a fémea de C.
kariyai até que houvesse aceitagdo e oviposigcdo. No entanto, em nenhum desses
casos em que se forgou a oviposicdo houve emergéncia de parasitoides. Esse
comportamento se distingue, por exemplo, ao de Cotesia plutellae Kurdjumov
(Hymenoptera: Braconidae) que nado reconhece Pieris rapae (L.) (Lepidoptera:
Pieridae) como ndo hospedeiro e oviposita as lagartas quando as encontra nas
folhas das plantas, conforme descrito por Shiojiri et al. (2000).

Cotesia glomerata (L.) (Hymenoptera: Braconidae) também nao reconhece P.
xylostella como nao hospedeiro e tenta ovipositar as lagartas, porém com frequente
insucesso devido ao agressivo comportamento das lagartas de P. xylostella em
resposta ao contato antenal do parasitoide (SHIOJIRI et al., 2000). Takabayashi e
Takahashi (1990) identificaram em fezes de Acantholeucania loreyi (Watanabe)
(Hymenoptera: Braconidae) uma substancia aleloquimica idéntica ao cairomdnio
emitido por M. separata e que foi capaz de atrair f€meas de C. kariyai. No entanto, o
parasitismo de A. loreyi (nao hospedeiro) por C. kariyai ndo originou nenhuma prole.
Essa situagao foi idéntica ao ocorrido nas nossas observacdes, com a diferenca que
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C. kariyai ndo se sentiu atraida por fezes de O. furnacalis. Diante disso, pode-se
considerar que a presenca simultanea de M. separata e O. furnacalis em uma
mesma planta nao deve ter efeito negativo sobre desempenho do parasitoide, por
ser improvavel o sucesso de parasitismo em hospedeiro inadequado.

Os produtos relacionados ao hospedeiro (lagartas, fezes e regurgito) néo
mostraram ter importancia na preferéncia do parasitoide, uma vez que a resposta
olfativa de C. kariyai na presenca (HOSP vs. SADIA) e na auséncia (CPH vs. SADIA)
desses produtos foi idéntica. Todavia, em geral, esses produtos liberam volateis que
podem servir de pistas quimicas aos parasitoides em curtas distancias, enquanto
que em longas distancias os volateis de plantas exercem importante papel (PRICE
et al., 1980; TAKABAYASHI; TAKAHASHI, 1990; VET; DICKE, 1992).

A importancia de volateis de plantas sem injuria na localizagdo do hospedeiro
a longa distancia por parasitoides € reconhecidamente importante (AGELOPOULOQS;
KELLER, 1994; MATTIACCI; DICKE; POSTHUMUS, 1994). Diferentemente do
esperado, fémeas de C. flavipes nao fizeram distingdo entre plantas sadias de cana-
de-acgucar e ar puro. Ngi-Song et al. (1996) mostraram, por exemplo, que fémeas de
C. flavipes sem experiéncia prévia de oviposicao (naive) respondem a volateis de
plantas sadias de gramineas como milho, sorgo e capim napier quando comparadas
com ar puro. Por outro lado, no estudo conduzido por Jembere, Ngi-Song e Overholt
(2003), fémeas de C. flavipes também sem experiéncia prévia de oviposicdo nao
distinguiram entre volateis de plantas sem injuria de capim napier e ar puro. No
entanto, ao utilizar uma planta graminea (cana-de-agucar) como modelo para o
estudo, se esperava uma preferéncia por fémeas de C. flavipes sem prévia
experiéncia de oviposi¢cao. Uma possivel explicagdo para esse resultado pode estar
associada a idade das plantas utilizadas para os experimentos e, desse modo, ao
perfil de volateis liberado por essas plantas. Ngi-Song et al. (1996) utilizaram plantas
de milho, sorgo e capim napier de dois a trés meses de idade (~ 120 cm), enquanto
que as plantas de cana-de-agucar utilizadas nesses estudo tinham idade maxima de
um més (~ 70 cm). Ainda, considerando a relacdo de especificidade entre
parasitoides, seus hospedeiros e as plantas hospedeiras (McCORMICK;
UNSICKER; GERSHENZON, 2012), plantas de cana-de-agucar podem n&o ser
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atrativas a fémeas de C. flavipes sem experiéncia de oviposicdo, mesmo se tratando
de uma planta graminea.

Cotesia flavipes néo discriminou entre plantas infestadas com o hospedeiro D.
saccharalis e o ndo hospedeiro M. fimbriolata. Também mostrou igual preferéncia
por plantas de cana-de-agucar infestadas com o hospedeiro na auséncia e presenca
do ndo hospedeiro. Esses dados sao consistentes com os resultados obtidos por
Obonyo et al. (2008). Esses autores mostraram que fémeas de C. flavipes sem
experiéncia prévia de oviposigao foram igualmente atraidas por plantas de sorgo
infestadas por espécies de lepidopteros hospedeiras e ndao hospedeiras quando
comparadas com plantas sem injuria, mesmo que tenham sido detectadas
diferencas qualitativas e quantitativas na mistura de volateis emitidos por essas
distintas espécies. Os autores discutem que C. flavipes pode né&o ser capaz de
distinguir entre hospedeiros apropriados e inapropriados mesmo apds picadas de
prova e concluem que hospedeiros inapropriados (ndo hospedeiros) podem ser um
entrave reprodutivo para C. flavipes.

Apesar de nao se ter avaliado o comportamento de C. flavipes em contato
direto/proximo com M. fimbriolata, € muito improvavel que fémeas desse parasitoide
tenham alguma atracdo por esse herbivoro. No entanto, observagdes do
comportamento de C. flavipes diretamente em plantas infestadas com ambos os
herbivoros pode elucidar se a presenca de M. fimbriolata pode afetar negativamente
a eficiéncia de localizagao do hospedeiro desse parasitoide.

Rijk, Dicke e Poelman (2013) revisaram o efeito de multipla herbivoria no
comportamento de forrageamento de parasitoides. ldentificaram, por exemplo, que
em metade dos casos publicados (13 de 26 casos) que compararam a preferéncia
de parasitoides entre plantas infestadas pelo hospedeiro e ndo hospedeiro, os
parasitoides nao discriminaram entre esses dois tratamentos. Da outra metade, nove
estudos demostraram que os parasitoides preferiram plantas infestadas pelo nao
hospedeiro. Esses dados revelam que herbivoros n&o hospedeiros tém grande
potencial de afetar negativamente a eficiéncia de forrageamento de parasitoides
(RIJK; DICKE; POELMAN, 2013).

Outras pesquisas envolvendo os sistemas tréficos aqui estudados devem ser
realizadas para verificar a resposta de voo de Cotesia spp. (em tunel de vento, por
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exemplo) aos VPIH emitidos em distintas combina¢des envolvendo as plantas e os
hospedeiros. O comportamento de forrageamento dessas espécies de parasitoide
diretamente na planta é outro aspecto que merece ser estudado.

Estes resultados permitem inferir que é possivel a ocorréncia de C. kariyai e
C. flavipes em ambientes em que os herbivoros ndo hospedeiros estudados também
estejam presentes. Ao conseguir discriminar substancias volateis provenientes de
plantas infestadas pelos seus hospedeiros quando também expostos aos volateis de
plantas infestadas pelos n&do hospedeiros, esses agentes bioldégicos podem ter
desempenho satisfatério no controle dos seus hospedeiros, que por sua vez sao
importantes insetos-praga em lavouras de milho e cana-de-agucar. No entanto,
outros estudos que verifiquem o comportamento e o desempenho (taxa de
parasitismo, por exemplo) com outras abordagens (tunel de vento, identificacdo de
volateis) ajudariam a melhor elucidar as interagbes ecolégicas entre as espécies
desses sistemas.
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6. CONCLUSOES

Cotesia kariyai consegue discriminar entre volateis emitidos por plantas de
milho infestadas pelo hospedeiro (M. separata) e pelo nédo hospedeiro (O.
furnacalis), dependendo da intensidade de infestagdo do n&o hospedeiro.

Plantas infestadas pelo hospedeiro na presenca do nao hospedeiro sdo mais
atrativas a C. kariyai do que na auséncia.

Cotesia flavipes discrimina volateis emitidos por plantas de cana-de-agucar
infestadas pelo hospedeiro (D. saccharalis) e pelo néo hospedeiro (M. fimbriolata).

Plantas infestadas pelo hospedeiro na presenca e na auséncia do nao
hospedeiro sdo igualmente atrativas a C. flavipes.
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