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RESUMO

Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae) tem se destacado nos
altimos quatro anos causando perdas econémicas em plantios de eucalipto no Brasil.
Além disso, seu principal parasitoide, Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera:
Encyrtidae) ndo tem apresentado taxas efetivas de controle dependendo da regiao do
pais. Os principais objetivos desse trabalho foram: prospectar endossimbiontes
associados a G. brimblecombei e P. bliteus de populacbes coletadas no Brasil e do
centro de origem desses insetos, a Australia, e avaliar as possiveis interacdes destes
com o0s hospedeiros. Descrever comportamentos do parasitoide, P. bliteus,
relacionados a oviposi¢do, copula-corte, cortes histolégicos dos ovéarios de fémeas
virgens a copuladas e a longevidade dos mesmos quando submetidos a quatro
diferentes dietas (mel 100%, solucédo de mel 50%, concha de G. brimblecombei e sem
alimento) e temperaturas (18, 21, 25, 27, 30 e 35 °C) e também os volateis emitidos
por G. brimblecombei. Os endossimbiontes alvos foram Arsenophonus, Carsonella,
Hamiltonella, Rickettsia e Wolbachia foram avaliados em: Goias, Maranhdo, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana e Sao Paulo, e trés localidades da cidade de
Brisbane, Queensland, Austrélia. As populacbes de G. brimblecombei, de maneira
geral, foram positivas para endossimbiontes primario e secundario, como Carsonella
rudii e Arsenophonus, respectivamente. O endossimbionte facultativo Wolbachia
pipientis, foi encontrado em algumas populacbes do psilideo-de-concha e do
parasitoide, caracterizando transmissao horizontal. Além disso, esse endossimbionte
aumentou a capacidade de oviposi¢cdo de G. brimblecombei. Os comportamentos de
oviposicao e corte-coOpula de P. bliteus foram observados diretamente em microscopio
esteroscopio, com parasitoides recém-emergidos e sem conhecimento prévio. O
comportamento de oviposicao de P. bliteus foi caracterizado por dois tipos distintos, o
primeiro com a insergdo do ovipositor na juncdo concha-folha, e o segundo ao morder
a concha e inserir o ovipositor. O comportamento de corte, desse parasitoide, foi
caracterizado por machos tocando as fémeas com as antenas nas antenas e/ou térax-
abdomen das mesmas, e forcando a copula mas as fémeas os repelem. Além disso,
fémeas disponiveis para o acasalamento tem um comportamento de “danga” com
movimentos das asas e abdémen fazendo com que o macho se prepare para a monta.
A idade de todas as fémeas que copularam foi de 48 horas de idade ou mais. A

morfologia, nos cortes histolégicos dos ovarios das fémeas virgens ou copuladas de



P. bliteus foi semelhante, com ovocitos maduros e em desenvolvimento. A
longevidade desse parasitoide foi mais longa com dietas ricas em carboidratos, mel
100% ou solucado de mel a 50%, em todas as temperaturas estudadas, por isso a
suplementacdo alimentar é imprescindivel para a manutencdo em criagbes em
laboratorio ou liberacbes em campo de P. bliteus. A longevidade desse parasitoide foi
maior a 18 e 21°C, o que tem alta correlagdo com o baixo parasitismo em campo de

G. brimblecombei por P. bliteus.

Palavras-chave: = Comportamentos. Cortes histolégicos. Endossimbiontes.
Parasitoide de ninfa. Psilideo-de-concha.



ABSTRACT

Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae) has been highlighted as a
past in the last four consecutive years, causing economic losses to eucalyptus
plantations in Brazil. Furthermore, its main parasitoid, Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae) has not shown effective control rates. Within this context,
the main objective of this thesis was to prospect endossymbionts associated with G.
brimblecombei and P. bliteus from populations collected in Brazil, and from their
original center, Australia, evaluating their impact on the hosts. Also describe some
behaviors of the parasitoid, P. bliteus, related to oviposition, courtship-mate,
histological cuts of unmated and mated females, and their longevity when submitted
to four different diets (100% honey, 50% honey, lerp of G. brimblecombei and no food)
and temperatures (18, 21, 25, 27, 30 and 35 °C). The target endosymbionts were
Carsonella, Arsenophonus, Wolbachia, Rickettsia and Hamiltonella. The survey was
conducted in six Brazilian states: Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul,
Parana, Goias and Maranhdo and in three locations in the city of Brisbane,
Queensland, Australia. In general, all the populations of G. brimblecombei were
positive for primary and secondary endosymbionts, such as Carsonella rudii and
Arsenophonus, respectively. Some populations of red gum lerp psyllid and parasitoid
are carriers of the facultative endosymbiont Wolbachia pipientis, characterizing
horizontal transmission, this endosymbiont provides increased oviposition capacity of
G. blrimblecombei. The oviposition and courtship-mate behaviors were performed with
direct observations under the ZEISS® steroscope, where newly emerged parasitoids
were selected without randomly. P. bliteus have two oviposition behaviors, which are
to insert the ovipositor into the lerp-leaf junction and bite the lerp and insert the
ovipositor. The insects also presents courtship behaviors, where males touches the
females with the antennas on the antennas and/or on thorax-abdomen, these can force
copulation but females has the capability to repel it. In addition, females has shown
their availablility for mating with a "dance" where they move their wings and abdomen
making the male prepare to mount, in all copulation observations the females were 48
hours old or more. The histological sections of the ovaries of virgin and copulated
females of P. bliteus show similarity, with mature and developing oocytes. The highest
rates of longevity of the parasitoids is given with diets rich diets in carbohydrates, such

as honey 100% or 50%, in all the studied temperatures, so for maintenance in



laboratory rearing or field releases of P. bliteus it is essential the food supplementation.
Besides, they longevity is higher under 18 and 21 °C, which has high correlation with

low parasitism in G. brimblecombei field.

Keywords: Behaviors. Endosymbionts. Histological sections. Nymph parasitoid. Red

gum lerp psyllid.
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INTRODUCAO GERAL

Espécies exoticas tem sido detectadas fora de seus ambientes nativos
com frequéncia maior, em escala mundial, com média de 1,4 ano em um novo
pais. Além disso, as pragas exéticas do eucalipto mais que dobraram nas Ultimas
trés décadas fora do centro de origem, Australia (Hurley et al., 2016).

O primeiro relato do psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei Moore
(Hemiptera: Aphalaridae) foi nos EUA em 1998 (Dahlsten et al., 2001). No Brasil,
a primeira ocorréncia foi em 2003, estado de S&o Paulo, com desfolha de 20 a
30% em Eucalyptus camaldulensis e E. tereticornis (Berti-Filho et al., 2003,
Wilcken et al., 2003; Wilcken et al., 2015). A infestacdo, por esse inseto, é
caracterizada por estruturas cbnicas brancas, as conchas, produzidas durante a
fase ninfal e composta por polissacarideos e ceras (Phillips, 1992, Sdnchez, 2003,
Halbert et al., 2001).

A importancia de G. brimblecombei tem aumentado no Brasil com danos
e desfolhas em anos sucessivos em plantios de eucalipto. Adultos e ninfas, desse
inseto, se alimentam da seiva das plantas preferindo brotacdes e folhas novas, e
em altas infestacbes podem ocasionar secamento de ponteiro, descolorimento das
folhas, reducéo da area foliar e diminuicdo na atividade fotossintética das plantas,
afetando seu desenvolvimento e producdo. Arvores danificadas por G.
brimblecombei sdo mais suscetiveis a estresses nutricionais, doencas e ao ataque
por outras pragas (Brennan et al., 1999; Dahlsten et al., 2000, Wilcken et al., 2003).

O principal agente de controle biolégico do psilideo-de-concha,
Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae), foi introduzido
acidentalmente junto com essa praga (Berti-Filho et al., 2003). Esse inimigo
natural parasita ninfas, ovipositando de um a quatro ovos por ninfa de G.
brimblecobei, entre o térax e 0 abdome das mesmas, preferindo aquelas de
terceiro ou quarto instares (Daane et al., 2005). As larvas, desse parasitoide, séo
vermiformes e esbranquicadas, se alimentam e desenvolvem na cavidade
abdominal das ninfas, consumindo-as, deixando-as com um aspecto de “mumia”
(corpo dilatado e imével), antes de se transformarem em pupas. Adultos de P.
bliteus emergem por um primeiro orificio de saida no abdomem da mumia e outro

na parte lateral da concha de G. brimblecombei (Plascecia-Gonzalez et al., 2005).
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Psyllaephagus bliteus foi responsavel por 64% do controle de G.
brimblecombei em campo (Margiotta et al., 2017) mas isto varia com fatores
bidticos e abidticos. As taxas de parasitismo, desse inimigo natural, tém diminuido,
0 que contribuiu para o aumento dos surtos populacionais de G. brimblecombe,
como relatado no Brasil, EUA, Italia e Portugal (Daane et al., 2012, Ferreira-Filho
et al., 2015, Caleca et al., 2018, Boavida et al., 2016).

O efeito bidtico das interacdes de G. brimblecombei e P. bliteus, incluindo
a ocorréncia de bactérias simbiontes ou mesmo patégenos, que podem influenciar
0 comportamento e “fitness” desses insetos com reflexos direto e imediato no
campo séo pouco conhecidos.

Os objetivos desta tese foram: (I) prospectar endossimbiontes associados
ao G. brimblecombei e P. bliteus de populacfes coletadas em campo no Brasil e
Australia, e estudar a dindmica e como estes manipulam seus hospedeiros, (ll)
observar e descrever comportamentos associados a oviposi¢céo de P. bliteus e os
principais odores emitidos por ninfas de psilideos-de-concha e se essas se
associam ao desempenho do parasitoide, (Ill) corte, copula e cortes histoldégicos
de fémeas virgens e copuladas de P. bliteus, e (IV) a longevidade e a
sobrevivéncia de P. blilteus sob diferentes dietas e temperaturas.
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CAPITULO 1 - DETEC(;AO E TRANSMISSAO DE BACTERIAS SIMBIONTES
EM Glycaspis brimblecombei (HEMIPTERA: APHALARIDAE)

RESUMO

O psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Apahalaridae), causa surtos em plantios de eucalipto desde 2017 e a taxas de
parasitismo por seu principal inimigo natural, Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae) sdo baixas em regibes mais quentes. Bactérias
endossimbiontes podem causar a manipulagdo reprodutiva de hospedeiros,
aumentando ou diminuindo a capacidade de oviposi¢cdo dos mesmos. O objetivo
desse estudo foi identificar, por analise de PCR, bactérias endossimbiontes em
treze populacdes de G. brimblecombei e oito de P. bliteus, coletadas no Brasil e
Australia, e estudar a transmissao e relacdo das mesmas com o hospedeiro. Trés
espécies de bactérias, todas P e S-endossimbiontes, Arsenophonus, Carsonella
ruddi, e Wolbachia pipientis, foram identificadas em algumas populacdes de G.
brimblecombei com transmisséo horizontal e vertical, entre as geracdes da praga
e de seu parasitoide P. bliteus. A oviposicédo de G. brimblecombei, infectado com

Wolbachia, foi maior.

Palavras-chave: Capacidade de oviposi¢ao. Psilideo-de-concha. Psyllaephagus
bliteus. Wolbachia.
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ABSTRACT

The red gum lerp psyllid, Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Apahalaridae), causes outbreaks in eucalyptus plantations since 2017 and at
parasitism rates, by its main natural enemy, Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae) are low. Endosimbionts bacteria can cause the
reproductive manipulation of hosts, increasing or decreasing their oviposition
capacity. The objective of this study was to identify, by PCR analysis,
endosimbionts bacteria in thirteen populations of G. brimblecombei and eight of P.
bliteus, collected in Brazil and Australia, and to study their transmission and
relation with the host. Three species of bacteria, all P and S-endosimbionts,
Arsenophonus, Carsonella ruddi, and Wolbachia pipientis, were identified in some
populations of G. brimblecombei with horizontal and vertical transmission, between
generations of the pest and its parasitoid P. bliteus. The oviposition of Glycaspis

brimblecombei, infected with Wolbachia, was higher.

Key-words: Psyllaephagus bliteus. Red gum lerp psyllid. Oviposition capacity.
Wolbachia.



21

1 INTRODUCAO

Associacdes com micro-organismos sao estimadas em 60% dos insetos,
0S quais co-evoluiram juntos em células especializadas, extra ou intracelulares, e
essa relacéo de “simbioses” passou a ser denominada endossimbiontes (Ishikama
et al., 2003, Bauman, 2005, Aurora et al., 2012).

Psilideos sdo hospedeiros obrigatérios de Carsonella rudii,
endossimbionte primério, P-endossimbionte, importantes para a sobrevivéncia de
insetos hospedeiros por serem responsaveis pela sintese de aminoacidos
essenciais, pois o floema é pobre nesses compostos (Dowie 2004, Moran 2007,
Hansen et al., 2014). O genoma de Carsonella é o menor entre 0s
endossimbiontes com aproximadamente, 160 pb, vivendo em células
especializadas denominadas bacteriomos. A transmissdo dessas bactérias €,
maternalmente. Perdas completas no DNA, pelo endossimbionte, requer o
complemento por endossimbiontes secundarios ou facultativos, como S-
endossimbionte (Bauman 2005, Sloan 2012).

A transmissao de S-endossimbiontes, pode ser vertical, de uma geracao
para outra, ou horizontal, via alimentacdo em plantas hospedeiras e na cadeia
alimentar (Le Clec'h et al. 2013, Chrostek et al., 2017), mantendo ou aumentando
a diversidade da microbiota (Hansen et al., 2014). Arsenophonus, Cardinium,
Fritschea, Hamiltonella, Regiella, Rickettsia, Serratia, Sodalis, Spiroplasma e
Wolbachia sdo endossimbiontes facultativos, com relagdes com os hospedeiros
mas ndo essenciais para os mesmos (Kikuchi, 2009, Chrostek et al., 2017).

A relacdes entre S-endossimbiontes com insetos, mutualistica ou ndo, sao
pouco conhecidas (Dedeine et al., 2003, Monticelli et al., 2020). A infeccao por
Wolbachia reduziu a longevidade do parasitoide de pupas Trichospilus
diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) em cerca de 50%,
mas permite a reproducao por partogenese telitoca nesse inseto (Favoreto, A.L.,
dados néo publicados). Além disso, esses micoorganismos podem alterar a cor,
induzir outras manipulacdes reprodutivas, como incompatibilidade citoplasmatica
e reduzir ou aumentar a capacidade de oviposicao de insetos (Bagheri et al., 2019,
Furihata et al., 2015, Fleury et al., 2000).

A Australia € o centro de origem do psilideo-de-concha, Glycaspis
brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae), mas esse inseto foi detectado no
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Brasil em 2003 se dispersando por todo o pais (Masson et al., 2009, Wilcken et
al., 2015, Dias et al., 2017). Glycaspis brimblecombei, em seu primeiro ano de
ocorréncia, desfolhou entre 20-30% das plantas de E. camaldulensis e E.
tereticornis e arvores com desfolha de 100% néo se recuperaram (Wilcken et al.,
2003).

O objetivo foi avaliar endossimbiontes de G. brimblecombei, e do seu
parasitoide P. bliteus, coletados em diferentes regifes do Brasil e seu centro de
origem, Australia, e avaliar o impacto dessas bactérias em seus hospedeiros e 0s

meios de transmissao das mesmas.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 AMOSTRAS DE Glycaspis brimblecombei E Psyllaephagus bliteus

Adultos de psilideo-de-concha e do seu parasitoide, P. bliteus, foram
coletados em plantios comerciais de eucalipto e arvores da composicdo da
paisagem, entre maio de 2017 e marco de 2020, em localidades de seis estados
do Brasil e em trés localidades da cidade de Brisbane, Australia (Figura 1). Ramos
de Eucalyptus spp. foram levados para o laboratério, onde os adultos de psilideo-
de-concha foram coletados com auxilio de sugador manual portatil, e suas ninfas
parasitadas foram acondiconadas em placas de Petri (3 cm diametro) sob
condi¢Bes controladas (25 + 2°C, 60 + 10% UR e 12:12 fotoperiodo) até a
emergéncia do parasitoide P. bliteus. Individuos da praga e de seu parasitoide
foram mantidos em alcool 90° em freezer -20 °C até a identificacdo molecular dos

endossimbiontes.
1.2.2 TESTES PRELIMINARES PARA PADRONIZAQAO DE PCR

Testes preliminares para padronizacdo da PCR foram realizados com
ovos (n= 40), ninfas de 1° (n= 40), 2° (n= 40), 3° (n= 30), 4° (n= 30), 5° (n =30)
instares e adultos (n= 1, n= 4, n=10 e n=20) de G. brimblecombei e P. bliteus.
Sendo o resultado positivo para amostras de ninfas grandes, 4° e 5° instares, e 20

insetos adultos. Assim, padronizando a PCR com insetos adultos.
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1.2.3 EXTRACAO GENOMICA E DETECCAO DE ENDOSSIMBIONTES

A analise de PCR foi conduzida usando todo o genoma de 20 insetos
adultos de cada populagéo. Os insetos foram macerados e homogeneizados em
solugcéo de 40 pl de resina Chelex 100 (Bio-Rad Laboratories) a 10% e 4ul de
proteinase K (20 ug/ml) em microtubos de 1,5 mL com as amostras colocadas em
bloco térmico a 95°C por 20 min. O DNA extraido de cada amostra foi usado para
screening de cinco endossimbiontes: Carsonella, Hamiltonella, Rickettsia,
Wolbachia e Arsenophonus, usando primers alvos de genes especificos da regido
16S ou 23S rDNA. Sequéncia de primers e anelamento das temperaturas das
reacoes de PCR estdo descritos (Tabela 1). A presenca de endossimbiontes foi
confirmada pelo sequenciamente e amplificacdo das sequéncias das populagdes
no sequenciador automatico DNA Sanger sequencer (Modelo: ABI 3500 — Applied
Biosystems) no Instituto Biotecnolégico (IBTEC/ UNESP) em Botucatu, e
comparado com as sequencias depositadas no GenBank, usando o programa
BLAST (https: // blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

1.2.4 CAPACIDADE DE OVIPOSICAO E TRANSMISSAO DE
ENDOSSIMBIONTE

As populacdes de G. brimblecombei de Botucatu e Mogi-Guacu, foram
mantidas por seis geracdes em Eucalyptus camaldulensis (Pereira et al., 2015)
sob condi¢des controladas de 25 + 2 °C; 60 £ 10% UR e 12h de fotoperiodo.
Individuos parentais e das geracfes F1, F3 e F5 submetidas ao teste de PCR para
avaliar a influéncia da planta hospedeira na microbiota do inseto, sem resultados
positivos. Por isso, essas plantas foram usadas na avaliacdo da capacidade de
oviposicéo de G. brimblecombei.

A capacidade de oviposicdo de G. brimblecombei foi avaliada nas
condi¢gbes controladas citadas. Dez mudas de E. camaldulensis dispostas em
mosaico e equidistante em 5 centimetros, foram colocadas por gaiola de madeiras
(40 cm x 45 cm x 80 cm), sendo cada muda uma repeticéo. Isto foi feito em duas
gaiolas. Vinte casais do psilideo-de-concha foram liberados no centro da gaiola,
com densidade de dois casais por muda. A oviposicdo foi quantificada dez dias

apos, com microscopio estereoscopico ZEISS®. As populacdes, Mogi-Guagu x
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Botucatu (FCA) e Sao Jeronimo da Serra x Botucatu (FCA), foram cruzadas em
laboratério, e a capacidade de oviposi¢ao e analise molecular da transmissao dos
endossimbiontes avaliadas na geracéo F2.

O numero de de ovos, por localidades, foram ajustados a modelo lineares
generalizados (Nelder & Wedderburn, 1972) com a distribuicdo binomial negativa
e funcdo de ligacdo logaritmica A qualidade dos ajustes, de todos os modelos
lineares generalizados ajustados, foi avaliada por analise de desvios (deviance),
graficos dos residuos de Pearson padronizados do procedimento genmod do
programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical Software, SAS University
Edition e as médias entre tratamentos comparada utilizando o teste de Tukey-
Kramer (Westfall, et al., 1999).
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Figura 1. Pontos amostrais em Brisbane, Australia, e diferentes estados do Brasil.

® Ponto de amostragem

Y Ponto de amostragem
1-University of Queensland
2-Riverstage
3- Kangaroo point

Ponto de amostragem
1-Botucatu 6-Trés Lagoas
2-Anhembi 7-Itamaramdiba
3-Mogi Guacgu 8-Montes Claros
4-Agudos 9-Niquelandia
5-S&o Jerénimo da Serra10-Trecho Seco
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Tabela 1. Populacbes, hospedeiro, coordenada geografica latitude (Lat.) e longitude (Long.), local e ano de coletas (Ano) de
Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) (G.b.) e Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) Brasil e Australia de

2017-2020.

Populacoes Hospedeiro Latitude Longitude Local de coleta Ano
1 G. brimblecombei E. camaldulensis -22,823524  -48,431460 Botucatu (FCA), Sao Paulo, Brasil 2017
2 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -22,350647 -46,978422 Mogi-Guacu, Sdo Paulo, Brasil 2017
3 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -22,812689 -48,158610 Anhembi, Sdo Paulo, Brasil 2018
4 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla Agudos, Sao Paulo, Brasil 2019
5 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -22,774889 -48,357394 Botucatu (ECT), Sao Paulo, Brasil 2019
6 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -20,517335 -51,753981 Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul, 2017

Brasil

7 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -17,816400 -42,900575 Itamarandiba, Minas Gerais, Brasil 2018
8 G. brimblecombei  E. grandis x E. urophylla -14,166763 -48,342316 Niquelandia, Goias, Brasil 2018
9 G. brimblecombei  E. grandis x E. camaldulensis -23,74529 -50,763389 Séao Jerdnimo da Serra, Parana, Brasil 2019
10 G. brimblecombei E. grandis x E. urophylla -5,195670 -47,558397 Trecho Seco, Maranhéo, Brasil 2019
11 G. brimblecombei E. tereticornis -27,47936 153,029837 Brisbane (Riverstage), Queensland, 2020

Australia



12 G.

13 G.
14 P.
15 P.
16 P.
17 P.

18 P.
19 P.
20 P.
21 P.

brimblecombei

brimblecombei
bliteus
bliteus
bliteus

bliteus

bliteus
bliteus
bliteus

bliteus

m m m m

. tereticornis

. tereticornis

. grandis x E.
. grandis x E.

. grandis x E.

. grandis x E.
. grandis x E.
. grandis x E.

. tereticornis

. camaldulensis

urophylla
urophylla
urophylla

urophylla
urophylla

camaldulensis

-27,47226

-27,493961
-22,823524
-22,350647
-22,452751
-20,517335

-16,595965
-17,816400
-23,74529
-27,47936

153,02861

153,016702
-48,431460
-46,978422
-48,925572
-51,753981

-44,010107
-42,900575
-50,763389
153,029837

Brisbane (Kangaroo Point),

Queensland, Australia

Brisbane (UQ), Queensland, Australia
Botucatu (FCA), Sao Paulo, Brasil
Mogi-Guacu, Sao Paulo, Brasil
Agudos, Sao Paulo, Brasil

Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul,
Brasil

Montes Claros, Minas Gerais, Brasil
Itamarandiba, Minas Gerais, Brasil
S&o Jerdnimo da Serra, Parand, Brasil
Brisbane (Riverstage), Queensland,

Australia
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2020

2020
2017
2017
2019
2017

2017
2018
2019
2020
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Tabela 2. Caracterizacdo dos Endossimbiontes: genes e area de amplificacéo, sequéncia do primer, ciclo da PCR e referéncia.

Gene Sequéncia do primer (5'>3’) Ciclo da PCR Referéncia
Carsonella F'CACGTGCTACAATGAGTAAAACAA 2: u(; deO; égnjg“t?r;g?sgcfj dg: 2‘;225’0232 Nachappa et
16S rDNA R'GGTTCCCCTACAGCTACCTTG 9 : por s seg PO L a1, 2011)
minuto; 72 °C por 10 minutos.
Hamiltonella ~ FTGAGTAAAGTCTGGAATCTGG zg’ ucr:] dp;’; éé“jé”tzsr;siosce'cfs dgz gizfcpogf’(l) Zchori-Fein e
16S rRNA R'AGTTCAAGACCGCAACCTC gundos, por 54 5eg POT " Brown (2002)
minuto; 72 °C for 5 minutos.
Arsenonhonus FCGTTTGATGAATTCATAGTCAAA 95 °C por 2 minutos; 30 ciclos de 95 °C por 30 Thao,
23S rRIF\)IA R'GGTCCTCCAGTTAGTGTTACCCAA segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 Baumann
C minuto; 72 °C por 5 minutos. (2004)
Rickettsia F'GCTCAGAACGAACGCTATC 2;5 u(; dpg’sr é:jg“tc;?; 3?6032(::?; dg‘: 227 2(2 é’orof’g Gottlieb et al.
16S rRNA R'GAAGGAAAGCATCTCTGC gundos, o6 "L por sUseg POT> " 2006)
minuto; 72 °C por 5 minutos.
Wolbachia FCGGGGGAAAAATTTATTGCT zg uf] dp:; 3;;”:2““(’)?; ;;)Osce'cfrf dgg 3572(5(:"0;?(1) Heddi et al.
16 rRNA R'AGCTGTAATACAGAAAGTAAA g ! P g POT 2 (1099)

minuto; 72 °C por 5 minutos
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1.3 RESULTADOS

Os endossimbiontes especificos 16S/23S rDNA PCR Carsonella rudii, P-
endossimbionte, e Arsenophonus, S-endossimbionte, foram identificados em todos as
populacdes de G. brimblecombei. O endossimbionte facultativo Wolbachia pipientis foi
detectado em populacdes de G. brimblecombei de Agudos, Itamarandiba, Mogi-
Guacu, Sdo Jerbnimo da Serra e daquelas de cruzamento em laboratério entre
individuos de Mogi-Guagu x Botucatu (FCA) e S&o Jerbnimo da Serra x Botucatu
(FCA) (Tabela 3).

P e S-endossimbiontes de psilideos, Carsonella e Arsenophonus, nao foram
detectados em nenhuma populacdo do parasitoide P. bliteus. Os endossimbionte
facultativo, Hamiltonella, Rickettsia e Wolbachia, n&o foram detectados em
populacdes deste parasitoide, coletados em Botucatu (FCA), Brisbane (BBG), Montes
Claros e Trés Lagoas, mas aqueles de populacdes de G. brimblecombei de Agudos,
Itamarandiba, Mogi-Guacu e Sao Jerdnimo da Serra, os quais foram também,
positivas para para Wolbachia, a mesma espécie de bactéria, caracterizando

transmissao horizontal.

Tabela 3. Bactérias, pares de base (Pb), porcentagem de identidade (P%) e nimero
de acesso no Genbank de identidade (Genbank) encontrada nos hospedeiros
Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) e Psyllaephagus bliteus

(Hymenoptera: Encyrtidae)

Hospedeiro Bactéria Pb P% Genbank
Glycaspis brimblecombei  Carsonella rudii 212 99 MW086624.1
Glycaspis brimblecombei  Arsenophonus 700 99 MWO079849.1
Glycaspis brimblecombei  Wolbachia pipientis 600 99 MW086624.1
Psyllaephagus bliteus Wolbachia pipientis 600 98 MWO079901

A oviposicao de algumas populacdes de G. brimblecombei foi maior quando
infectadas com Wolbachia, e o cruzamento entre populagbes ndo hospedeiras com
hospedeira resultou em progénie portadora de Wolbachia, a qual teve oviposi¢ao

intermediaria quando comparada com os parentais (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero (média + E.P.) e intervalo de variacdo (Int. Var.) total de ovos de
populacdes de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) portadoras ou nao

do endossimbionte Wolbachia pipientis.

Populacdes Portador Ovos (Int. Var.)
Mogi-Guacu, Sao Paulo, Brasil + 33,70 £ 6.06 a
Sao Jerdnimo da Serra, Parand, Brasil + 31,20+ 4,78 a
Mogi-Guacu x Botucatu (FCA), Sao Paulo, Brasil + 16,85+ 4,50 ab
Séao Jerbnimo da Serra x Botucatu (FCA), Sao Paulo, 14,25 + 2,91 abc
Brasil ’

Botucatu (FCA), Sao Paulo, Brasil - 7,55+ 1,55bc
Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul, Brasil - 4,65+ 1,05 cd
Botucatu (ECT), Sao Paulo, Brasil - 2,15+£0,57d

Médias seguidas de mesma letra, para o numero de ovos, ndo diferem pelo teste de

Tukey-Kramer.

1.4 DISCUSSAO

A presenca de bactérias dos géneros Carsonella e Arsenophonus em 100%
das populacdes de G. brimblecombei do Brasil e da Australia concorda com relatos
de co-especifidade, universais, desses endossimbiontes para Psylloidea (Baumann,
2005). O primeiro relato de G. brimblecombei para o continente Americano, na
Califérnia, identificou C. rudii, e o S-endossimbionte Arsenophonus em todas as
populacdes desse inseto, exceto naquelas de Bakersfield (Hansen et al., 2007), a
gual, provavelmente, tinha outro S-endossimbionte. Psilideos-de-concha, como
Cardiaspina sp., estdo, também, associados com C. rudii como P-endossimbionte, e
diversas espécies de S-endossimbionte, como Arsenophonus e Sodalis (Hall et al.,
2016). Diferentes linhagens de Carsonella como P-endossimbionte, foram relatadas
nos psilideos de vida livre Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae),
Diaphorina cf. continua e Diaphorina lycii Loginova (Hemiptera: Liviidae), mas as
mesmas podem variar com o inseto e a planta hospedeira (Nakabashi et al., 2020). O
endossimbionte facultativo Wolbachia detectado em nove populagdo de G.
brimblecombei, em campo e laboratério no Brasil, sdo Enterobacterias responsaveis

por diversas manipulagcbes reprodutivas, assim como Rickettsia e Lariskella, no
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mesmo clado e detectadas nos psilideos C. fiscella, Glycaspis sp.2 e C. maniformis
(Morrow et al., 2017).

A falta de identificacéo de Carsonella e Arsenophonus em populac¢des de P.
bliteus do Brasil e Australia concorda com relatos para esse parasitoide na Califérnia
(Hansen et al., 2007). A transmissao horizontal de Wolbachia de G. brimblecombei
para o P. bliteus, se deve ao desenvolvimento do parasitoide dentro da ninfa
hospedeira, a qual consome o contetdo interno de G. brimblecombei (Sullivan et al.,
2006). Parasitoides que se desenvolvem em fases ninfais de seus hospedeiros, como
Encarsia berlesei Howard e Eretmocerus mundus Mercet (Hymenoptera:Aphelinidae),
parasitoides de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae), foram também,
positivas para Rickettsia e Wolbachia assim como seu hospedeiro (Qi et al., 2018).

A maior oviposicdo de individuos de algumas populacbes de G.
brimblecombei quando infectadas com Wolbachia evidencia o transporte desse
endossimbionte facultativo para a prole por transmisséo vertical. Isto € semelhante ao
relatado para a transferéncia dos S-endossimbionte, Rickettsia e Wolbachia em
populacbes de B. tabaci e Hylyphantes graminicola (Araneae: Linyphiidae),
respectivamente, por geracdes subsequentes, apds o cruzamento entre individuos de
populacdes hospedeiras e ndo (Liu et al., 2020, Su et al., 2019). Além disso, S-
endossimbiontes facultativos e manipuladores de reproducdo sobreviverem e se
mantem em seus hospedeiros por transmisséo vertical, como nas geracdes F2 de
populacées de G. brimblecombei obtidas de cruzamentos em laboratério, melhorando
a capacidade de oviposicdo das mesmas. Este efeito pode variar, pois espécies
portadoras de Wolbachia como Asobara japonica (Hymenoptera: Braconidae)
aumentaram a atividade de parasitismo e triplicaram o nimero de insetos emergidos,
mas reduziram a capacidade reprodutiva de Leptopilina heterotoma Thompson
(Hymenoptera: Figitidae) (Furihata et al., 2015, Fleury et al., 2000).

A falta de identificacdo de endossimbiontes S-endossimbiontes
introduzidos em populacdes de G. brimblecombei difere do relatado para B. tabaci (de
Moraes et al., 2018) e evidencia ser baixa a diversidade genética de G. brimblecombei
no Brasil (Santos et al., 2020). Além disso, esses endossimbiontes podem aumentar
a capacidade reprodutiva dos hospedeiros, passam para popula¢cdes néo portadoras
e se mantem por geracdes, favorecendo surtos dessa praga em campo. Por outro
lado, ao serem transferidas para o parasitoide, P. bliteus, também podem aumentar a

taxa de oviposicao e, consequentemente, o parasitismo por esse inimigo natural.
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Tabela 4. Endossimbiontes Arsenophonus (Ars.), Carsonella (Car.), Hamiltonella

(Ham.), Rickettsia (Ric.) e Wolbachia (Wol.) prospectados em Glycaspis

brimblecombei (Gb) e Psyllaephagus bliteus (Pb). Sinal positivo indica presenca no

hospedeiro, e negativo auséncia
Espécie Ars. Car. Ham. Ric. Wol.
G.b. Botucatu (FCA), SP + + - - -
G.b. Botucatu (ECT), SP + + - - -
G.b. Mogi-Guacu, SP + + - - +
G.b. Agudos, SP + + - - +
G.b. Itamarandiba, MG + + - - +
G.b. S&o J. da Serra, PR + + - - +
G b. Anhembi, SP + + - - -
G.b. Trecho Seco, MA + + - - +
G.b. Niquelandia, GO + + - - -
G.b. Trés Lagoas, MS + + - - -
G.b. Brisbane (BBG), QLD + + - - -
G.b. Brisbane (UQ), QLD + + - - -
G.b. Brisbane (KGP), QLD + + - - -
P.b. Montes Claros, MG - - - - -
P.b. Trés Lagoas, MS - - - - -
P.b. Botucatu (FCA), SP - - - - -
P.b. Agudos, SP - - - - +
P.b. Mogi-Guacu, SP - - - - +
P.b. Itamarandiba, SP - - - - +
P.b. Sédo J. da Serra, PR - - - - +
P.b. Brisbane (BBG), QLD - - - - +
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CAPITULO 2 - COMPORTAMENTO E ESTRATEGIA DE PA~RASITISMO'DE
Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) E EMISSAO DE VOLATEIS
POR Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)

RESUMO
O psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae),
praga exética, causa prejuizos em plantios de eucalipto no Brasil. Psyllaephagus
bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) € o principal agente de controle biologico
deste inseto. A interacdo praga-parasitoide € complexa e o comportamento de P.
bliteus durante o parasitismo e compostos volateis emitidos por G. brimblecombei, sdo
pouco conhecidos. O objetivo foi avaliar o comportamento e a estratégia de
parasitismo por P. bliteus e correlacionar estes parametros com a emissao de volateis
por G. brimblecombei. Ninfas de G. brimblecombei, com ou sem conchas, e conchas
vazias, foram expostas a fémeas de P. bliteus, em laboratério a 25 + 1 °C, 60 + 20%
U.R. e 12:12 h C:E e observadas com microscopio estereoscoépico. Ninfas, ninfa +
concha e conchas vazias de G. brimblecombei sédo observadas em campo e, por isto,
foram analisadas por cromatografia gasosa (GC-SM) em altas temperaturas
acopladas a espectrometria de massas. A estratégia de parasitismo por P. bliteus
inclui, inicialmente, busca ativa por ninfas de G. brimblecombei sem conchas, seguido
por ninfas + conchas, as quais sdo detectadas por sondagem com o ovipositor e/ou
tamborilar de antenas. Volateis emitidos por ninfas, ninfa + concha e conchas vazias
diferiram, mas os acidos organicos e hidrocarbonetos de cadeia longa com alta
proporc¢éo de acido oleico, pentacosano e tetracosano foram majoritarios e, altamente,
correlacionados com o comportamento de parasitismo por P. bliteus. FEémeas de P.
bliteus identificaram a presenca e/ou auséncia de ninfas de G. brimblecombei sob as
conchas, por volateis emitidos, e as estratégias de parasitismo desse inimigo natural
séo a insercao do ovipositor na juncéo entre concha e a folha e mordida no topo da

concha para insergéo do ovipositor.

Palavras-chave: Controle biolégico. Parasitoide de ninfas. Psilideo-de-concha.

Volateis.
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ABSTRACT
Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae) damages eucalyptus plants
in Brazil and Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) is its main natural
enemy. The pest-parasitoid interactions are complex and the parasitism behaviour of
P. bliteus and volatile compounds emitted by G. brimblecombei are poorly studied. The
objective was to evaluate the behaviour and strategy of parasitism by P. bliteus and to
correlate them with the volatiles emitted by G. brimblecombei. Nymphs of G.
brimblecombei, with or without lerps, and empty lerps, were exposed to P. bliteus
females in laboratory at 25 + 1 °C, 60% + 20 RU and 24:12 h L:D and observed with a
stereomicroscope. These materials are observed in the field and they were analyzed
by gas chromatography (GC-SM). Volatiles emitted by nymphs, nymphs with lerps and
empty lerps differed, but long chain organic acids and hydrocarbons were the majority
and highly correlated with parasitism behaviour of P. bliteus. The parasitoid identified
the presence and/or absence of G. brimblecombei nymphs under the lerps, by volatiles
emitted, and the parasitism strategies of this natural enemy are the insertion of its
ovipositor between the lerp and the leaf and biting the lerp at its top to insert its

ovipositor.

Keywords: Biological control. Nymph parasitoid. Red gum lerp. Volatile.
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2.1 INTRODUCAO

Plantios de eucaliptos ocupam 6,97 milhdes de hectares do territério brasileiro
(Iba, 2020) e pragas exoéticas, como o psilideo-de-concha, Glycaspis brimblecombei
Moore (Hemiptera: Aphalaridae), podem limitar a produtividade dos mesmos. Esse
inseto é originario da Australia e foi relatado em mais de vinte paises, nos continentes
americano, europeu, africano e oceania (Bicep, 2020). Os danos pelo psilideo-de-
concha séo ocasionados pela alimentacéo por suas ninfas e adultos, sugando floema
das folhas (Dreistadt, 1999), resultando, em desfolha, seca dos ponteiros e “dieback”
das plantas de eucalipto (Dahlsten et al., 2003, Wilcken et al., 2015).

A primeira deteccgédo de G. brimblecombei fora do seu centro de origem, foi no
estado da Califérnia, EUA, em 1998 (Brennan et al., 1999), causando mortalidade de
15% e 40% das arvores, respectivamente, no primeiro e segundo ano de ocorréncia
(Gill, 1998). No Brasil, foi detectado pela primeira vez em 2003 na regido de Mogi-
Guacu, estado de S&o Paulo, causando desfolha de 20 a 30% e reducédo da
produtividade de Eucalyptus camaldulensis e E. tereticornis (Wilcken et al., 2003;
Wilcken et al., 2015), além da mortalidade de 40 a 95% das arvores de E.
camaldulensis durante trés anos consecutivos de infestacao (Bicep, 2020).

Ninfas de G. brimblecombei constroem estruturas brancas conicas,
denominadas conchas, para protecao contra altas temperaturas, predadores e perda
de agua, onde permanecem até a fase adulta (Hodkinson, 1974; Ferreira-Filho et al.,
2017), sendo rapidamente reconstruidas se removidas (Firmino-Winckler et al., 2009).
Glycaspis brimblecombei pode ser manejado com controle quimico e bioldgico,
incluindo agentes microbianos (Dal Pogetto et al.,, 2011) e predadores como
Atopozelus opsimus Elkins (Hemiptera: Reduviidae), joaninhas (Coleoptera:
Coccinellidae), moscas sirfideos (Diptera: Syrphidae), crisopideos (Neuroptera:
Chrysopidae) e vespas (Hymenoptera: Vespidae) (Berti-Filho et al, 2003; Wilcken et
al., 2003; Dias et al., 2012; Cuelo et al., 2019). Entretanto, a protecdo pela concha,
desse inseto, pode reduzir a eficiéncia de inimigos naturais (Wilcken et al., 2003) e,
por isto, parasitoides especificos, que conseguem vencer a barreira estabelecida pela
concha, sao mais eficientes.

O parasitoide Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae),
originario da Australia, € o principal agente de controle biologico de G. brimblecombei

(Wilcken et al., 2015). Este parasitoide foi introduzido, acidentalmente, no Brasil com
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a praga (Berti-Filho et al., 2003) e uma nova introducéo foi realizada em 2007 do
México (Wilcken, C. F. informacé&o pessoal). A fémea de P. bliteus parasita ninfas de
G. brimblecombei de todos os instares mas prefere aquelas de terceiro e quarto e
completa seu desenvolvimento quando o hospedeiro atinge o quarto ou quinto instares
(Daane et al., 2005; Plascenia-Gonzélez et al., 2005).

Condicdes climaticas, como temperatura e umidade relativa, afetam
populacbes de G. brimblecombei como relatado na Califérnia (EUA) (Daane et al.,
2012), Brasil (Ferreira-Filho et al., 2017, Tuller et al., 2017), Italia (Caleca et al., 2018)
e Portugal (Boavida et al., 2016). Esse parasitoide ndo controla, totalmente, G.
brimblecombei, mas estudos sobre biologia, comportamento e testes de parasitismo
podem melhorar sua eficiéncia (Paine et al., 2015).

O comportamento de forrageamento de parasitoides inclui, as etapas de
pesquisa do habitat (1); localizacdo (2), exame (3) e aceitacdo (4) do hospedeiro
(Godfray, 1994). Semioquimicos sao sinais importantes de comunicacao, com funcdes
inter e intraespecificas mediando interagBes entre pragas, plantas hospedeiras e
inimigos naturais (Pena-Flor et al., 2017). Artrépodes podem detectar volateis a longas
distancias e suas fémeas os distinguem reduzindo gastos energéticos (Saitho et al.,
2020) e encontrando hospedeiros ou plantas com herbivoria (Tognon et al., 2020,
Naranjo-Guevara et al, 2017). Interacfes entre pragas e parasitoides sdo complexas
e emissodes de volateis, pelos hospedeiros, sao importantes para discriminacao destes
altimos e o parasitismo (Laumann et al., 2020).

O objetivo foi avaliar o comportamento e a estratégia de parasitismo por
Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) e correlacionar estes parametros

com a emissao de volateis por Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae).

2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 CRIACAO DE Glycaspis brimblecombei E DE Psyllaephagus bliteus

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Biologico de
Pragas Florestais (LCBPF) da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas na Universidade
Estadual Paulista (UNESP-Botucatu), em Botucatu, estado de S&o Paulo, Brasil.
Glycaspis brimblecombei foi criado em mudas de Eucalyptus camaldulensis e/ou E.

grandis x E. camaldulensis em gaiolas (40 cm x 45 cm x 80 cm) a 25+ 2 °C; 60 £ 10%
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UR e 12h de fotoperiodo. Cem adultos de G. brimblecombei foram liberados por gaiola
e depositaram ovos sobre as folhas das mudas de eucalipto onde suas ninfas
passaram por cinco instares (Wilcken et al., 2010).

Adultos de P. bliteus, proveniente de mumias de G. brimblecombei, coletadas
em infestacdes naturais, em E. camaldulensis, na Fazenda de Ensino, Pesquisa e
Extensdo (FEPE) da UNESP-Botucatu, foram criados e multiplicados nas mesmas
gaiolas com G. brimblecombei sob as mesmas condi¢des controladas. Dez a quinze
casais de P. bliteus foram liberados, por gaiola, quando as ninfas de G. brimblecombei
estavam no terceiro instar e os parasitoides foram alimentados com goticulas de mel.
As conchas, de ninfas de G. brimblecombei, foram verificadas, apds aproximadamente
15 dias, e as pupas dos parasitoides individualizadas até a emergéncia de adultos
(Wilcken et al., 2010).

2.3.2 EXTRACAO DO PSILIDEO-DE-CONCHA

Amostras do psilideo-de-concha foram coletadas em infestacdes naturais
sobre Eucalyptus camaldulensis no campus da UNESP-Botucatu. Trés diferentes
amostras com um grama de conchas, ninfas (a partir do 3° instar) e concha + ninfa (a
partir do 3° instar), foram maceradas com um mL de n-heptano (Merck, Darmstadt,
Alemanha), por 30 min a 1.400 rpm e 30 °C para a extracao de 100 mg de solucéo e
0s extratos coletados com papel de filtro no Laboratério Central da Faculdade de

Ciéncias Agrondmicas da UNESP-Botucatu.

2.3.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA EM ALTAS TEMPERATURAS
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As analises foram desenvolvidas em Cromatografo a Gas acoplado a detector
de massas (Shimadzu GCMS QP2020, Quioto, Japdo), com um auto injetor (AOC-
20i). As separacg0Oes foram feitas em coluna capilar de 30m x 25 mm; 0,25 ym (Zebron
ZB-5HT Inferno, Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A presséo foi mantida constante
em 103,8 kPa. O hélio a uma vazao fixa de 7,0 mL/min. foi o gas de arraste utilizado
com temperatura do injetor de 380 °C.. A temperatura inicial do forno foi de 180 °C,

mantida por 1 minuto, e depois elevada a uma taxa de 8 °C/min até 380 °C, a qual foi
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mantida por 10 minutos. O gas de arraste foi injetado de maneira automatica (volume
de injegao de 2 uL por amostra) com uma razéo de Split 3:1. A temperatura da fonte
do espectrometro de massas por impacto eletronico foi de 290 °C, o qual operou com
varredura (scan) de relacdo massa/carga de 30 a 1000 u.m. Os dados foram coletados
com o auxilio do software LabSolutions GCMSsolution v.4.41 (Shimadzu, Quioto,
Japao) e os compostos identificados por comparacédo com padrées de fragmentacéo
com espectros contidos nas bibliotecas NIST14 e WILEY pela integracado dos picos
com inclinagao igual a 2500 pV/min.

2.3.4 OBSERVACOES DO COMPORTAMENTO DE OVIPOSICAO

O comportamento de oviposicdo de P. bliteus foi descrito durante o
parasitismo e as atividades desse inseto registradas em observacdes sob microscopio
estereoscopico ZEISS® Leica Application Suite (versdo 2.1.0). Os experimentos
foram conduzidos em sala climatizada (25 + 2 °C) com arenas de forrageamento
compostas por placas de Petri (5 cm de diametro x 1 cm de altura) com folhas
infestadas por ninfas de G. brimblecombei coletadas da criacdo estoque. Fémeas de
P. bliteus, com 24h de idade e sem experiéncia prévia de parasitismo e alimentadas
ou nao, receberam hospedeiros com presenca ou auséncia de concha protetora ou
conchas sem hospedeiros.

Dez fémeas de P. bliteus, individualmente, por 20 minutos, foram expostas a
preferéncia entre ninfas com e sem concha. Onde, oito ninfas de G. brimblecombei,
com ou sem conchas, foram dispostas na arena para avaliar a preferéncia e o
comportamento relacionados ao parasitismo, propriamente ditos.

O comportamento de oviposicdo em conchas vazias foi observado,
individualmente, por 20 minutos, para quinze fémeas de P. bliteus, cada uma
representando uma repeticdo. Cada fémea de P. bliteus, alimentada com goticulas de
mel, foi exposta a quatro conchas vazias, sem ninfas de G. brimblecombei.

O comportamento de oviposi¢cao em ninfas sob a protecdo de conchas foi
estudado em trinta fémeas de P. bliteus, sendo quinze alimentadas com goticulas de
mel, e quinze em jejum por 12 horas. Folhas infestadas com trés a cinco ninfas, no
terceiro e/ou quarto instares, de G. brimblecombei, cada uma, foram dispostas por

arena (placas de Petri com 5 cm x 1 cm). Cada fémea de P. bliteus, representando
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uma repeticdo, foi observada individualmente por 40 minutos e substituida quando
nao apresentou comportamento de parasitismo por cinco minutos.

O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos (fémeas alimentadas ou em jejum) com 15 repeti¢des. Os dados de busca
do hospedeiro pelo parasitoide foram submetidos a analise ndo-paramétrica de
Kruskal-Wallis Ranking, software Minitab (Minitab, 2010).

Fémeas, sem apresentavam comportamento de oviposicdo apds cinco
minutos de observacéo, foram substituidas. E os comportamentos de tamborilar de
antenas, desse parasitoide, e estratégias para ovipositar, ingestdo de hemolinfa e

demarcar a superficie da concha, apo6s a oviposicao, foram estudados.

2.4 RESULTADOS

Fémeas de P. bliteus parasitaram 100% das ninfas de G. blimblecombei,
comecando por aquelas sem conchas, e praticaram host-feeding em hemolinfa e
fluidos corporais das mesmas antes de realizarem o parasitismo (Figura 1 A, B e D).

Psyllaephagus bliteus, exposto a conchas vazias de G. brimblecombei, iniciou
0 processo de parasitismo tamborilando com as antenas e/ou batendo o ovipositor na
concha do hospedeiro (Figura 1C). No entanto, esse parasitoide interrompeu,
imediatamente, este processo ao detectar a auséncia da ninfa hospedeira, mantendo-
se em repouso ou caminhando pela arena durante o tempo observado.

Fémeas de P. bliteus, em jejum e expostas a ninfas com concha, encontraram
o hospedeiro 2,6 vezes mais rapido que aquelas alimentadas (Tabela 1). Inicialmente,
tamborilaram as antenas para detectar a ninfa protegida pela concha, subindo na
mesma, fazendo movimento de «, perfurando a concha com o aparelho bucal (Figura
2A), inserindo o ovipositor nesse orificio para alcancar o corpo do hospedeiro,
raspando a concha com seu ovipositor para marca-la ao terminar o processo. Esse
comportamento de parasitismo foi executado por 60,00% e 26,67% das fémeas de P.
bliteus em jejum e alimentadas, respectivamente. O segundo comportamento, com a
fémea inserindo o ovipositor sob a concha translicida e iniciando o parasitismo na
juncéo entre a concha e a folha, enquanto a ninfa hospedeira tentava se esquivar foi
executado por 73,33% e 40,00% das fémeas de P. bliteus alimentadas ou em jejum,

respectivamente (Figura 2B). O parasitoide, em algumas tentativas, deslocou a
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concha ou perfurou toda a sua lateral para facilitar o parasitismo (Figura 2 C, D) e,

novamente, marcou a concha raspando o abdome sobre a mesma.

Tabela 1. Tempo mediano de busca em segundos (média * erro padréo) pelo
parasitoide Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) por ninfas de
Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) a 25 = 1 °C, 60 £ 10% de

umidade relativa.

Psyllaephagus bliteus Tempo médio (s) Amplitude (s) P
Sem alimento 87,00+ 20,64B 52-120 0,0001
Alimentada 229,00£39,22A 156-296

Médias seguidas de mesma letra por coluna nao diferem (p<0,05).

Os perfis quimicos, dos cromatogramas 1 e 2, de individuos de G.
brimblecombei, coletados nas trés infestacées, sdo semelhantes e com maiores
nameros de picos que no 3 (Figura 3). Os acidos orgéanicos e hidrocarbonetos de
cadeia longa, como hexadecadien-7,11 ol-1 (A); &cido palmitoleico (B); acido palmitico
(©); lauril-3-mercaptopropionato (D); acido linolelaidico (E); é&cido oleico (F);
tetracosano (G); pentacosano (H); heptacosano (I); nonacosano (J); triacontano (K);
dilauril tiodipropionato (L) foram os compostos, majoritarios nesses extratos. O perfil
volatil do cromatograma de ninfas (cromatograma 1) foi mais intenso e com maior
namero de compostos identificados que o de conchas (cromatograma 3). Os
compostos F (acido oleico), G (tetracosano) e H (pentacosano) foram majoritarios nos
cromatogramas 1 e 2 e 0s A, B, C, E, F e K ndo foram detectados no 3.
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Figura 1. Fémea de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae)
parasitando ninfa de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) sem
concha (A); praticando host-feeding em ninfa de G. brimblecombei (B),
verificando com o ovipositor, a presenca da ninfa embaixo da concha (C) e ninfa
de G. brimblecombei, de terceiro instar com duas cicatrizes de oviposi¢cdo por
esse parasitoide (D) (Fotos: A, B e D, Prof. Carlos F. Wilcken).

Figura 2. Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) com dois
comportamentos de parasitismo, mordendo a concha antes de parasitar (A) e
inserindo o ovipositor e a ninfa tentando se esquivar na parte oposta da concha
(B) e conchade Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) antes e ap6s
0 parasitismo por P. bliteus inserindo o ovipositor sob a concha sobre a folha
(CeD).




47

Figura 3. Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa dos extratos
heptanicos de ninfas (1), concha + ninfas (2) e, somente, conchas (3) de
Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae). Os compostos de A-
L foram majoritarios nas amostras.

x100000
e o]
—

10

Relative abundance

B H

ro

45 9.5 145 19.5 245 29.5 345

Time (min)

(3]

x100000

12

10

Relative abundance

[

45 9.5 145 19,5 245 295 345

Time (min)



x100000

Relative abundance

48

10

45 9.5 14.5 19.5 245 29.5 345

Time (min)

2.5 DISCUSSAO

O parasitismo de todas as ninfas de G. blimblecombei, com ou sem concha,
confirma a capacidade do parasitoide P. bliteus localizar o hospedeiro e a escolha do
local de oviposicao estd, geralmente, associado a pistas visuais, olfativas e tateis
(Tognon, 2020; Liu et al., 2019). A preferéncia inicial de P. bliteus por ninfas de G.
brimblecombei sem concha protetora se deve a maior vulnerabilidade das mesmas,
como relatado para fémeas de Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera:
Eulophidae) que preferiram parasitar ninfas de terceiro, quarto e quinto instares de
Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera: Liviidae) (Liu et al., 2019), devido a esse
hospedeiro ndo ter casca protetora. Por outro lado, a prote¢cdo cotonosa com cera
branca ndo reduziu ou impediu o parasitismo de ninfas de Blastopsylla occidentalis
(Taylor) (Hemiptera: Psylloidea) por Psyllaephagus blastopsyllae (Tamesse)
(Hymenoptera: Encyrtidae) (Floris et al., 2018, Tamesse et al., 2014). O
comportamento de host-feeding, importante e negligenciado no controle bioldgico, é
considerado predacdo e confirma o fato de fémeas de parasitoides obterem
substancias como acucares, glicogénio, proteinas e agua de seus hospedeiros, com
picadas alimenticias além de parasita-los (Jervis et al., 1986, Kidd et al., 1991, da Silva
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et al., 2019). Este comportamento foi relatado para P. bliteus em G. brimblecombei
em laboratorio na Califérnia, EUA (Daane et al. 2005), P. pilosus (Noyes) em ninfas
de Ctenarytaina eucalypti (Maskell) (Hemiptera: Psyllidae) (Fidalgo et al., 2005) e 140
espécies de himenopteros de 17 familias (Heimpel et al., 1996). O host-feeding néo é
um comportamento exclusivo de fémeas, pois machos o praticam em ninfas
perfuradas, como relatado para T. radiata (Chen et al., 2014). O parasitoide P. bliteus
se enquadra nas categorias nao destrutiva (hospedeiro sobrevive a picada de prova e
mantem os embrides do parasitoide) e destrutiva (pode causar a morte do
hospedeiro).

O comportamento inicial de antenacdo e/ou batendo o ovipositor na concha
vazia de G. brimblecombei por P. bliteus, indicam que esse parasitoide reconhece a
qualidade de hospedeiros com auxilio das antenas e do ovipositor. O tamborilar de
antenas permite ao parasitoide inspecionar e reconhecer o hospedeiro, além de
detectar odores por 6rgdos quimo-sensiveis nas antenas, pernas e no ovipositor, as
quais sédo complementadas com a viséo (Klinner et al., 2016; Haverkamp et al., 2018,
Laumann et al., 2020). Isto é semelhante ao relatado para o parasitoide Cleruchoides
noackae (Lin e Huber) (Hymenoptera: Mymaridae) em ovos do hospedeiro
Thaumatoscoris peregrinus (Carpintero and Dellapé) (Hemiptera: Thaumastocoridae)
(Haas et al., 2018) e para Cotesia flavipes (Cameron) e C. sesamiae (Cameron)
(Hymenoptera: Braconidae) parasitando larvas de Busseola fusca (Fuller)
(Lepidoptera: Pyralidae) e Sesamia calamitis (Hampson) (Lepidoptera: Noctuidae),
examinando o hospedeiro, externamente, com as antenas e tarsos antes do
parasitismo (Obonyo et al., 2010).

A localizacéo e o parasitismo mais rapido de ninfas de G. brimblecombei por
fémeas de P. bliteus, em jejum, que por aquelas alimentadas pode ser devido ao fato
das primeiras estarem buscando, inicialmente, carboidratos, proteinas e acucares
primarios, presentes na concha do hospedeiro e importantes como fonte energética
antes de iniciarem o parasitismo (Godfray, 1994). No entanto, isto varia entre
parasitoides, pois fémeas, alimentadas ou ndo, de Paratelenomus saccharalis (Dodd)
(Hymenoptera: Platygastridae) encontraram ovos do hospedeiro (tamborilar as
antenas, parasitar e demarcar os ovos) em tempo semelhante (Takano et al., 2019).
A perfuracgdo da concha de G. brimblecombei por P. bliteus com a mandibula, discorda
do primeiro relato para esse parasitoide, perfurando a concha, diretamente, com o

ovipositor (Daane et al. 2005). O parasitismo da ninfa de G. brimblecombei, entre a
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insercao da concha e a folha, concorda com o descrito para esse inimigo natural na
Califérnia (Daane et al., 2005; Sullivan et al., 2006). Parasitoides podem utilizar mais
de uma estratégia de oviposi¢cao, como observado em P. bliteus e para os parasitoides
Exorista larvarum (Linnaeus) e E. japonica (Townsend) (Diptera: Tachinidae) e
Protaphidius nawaii (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) (Takada 1983; Maryama
et al.,, 2013; Dindo et al., 2018). O comportamento de parasitismo pode variar,
também, entre linhagens de uma mesma espécie parasitoide, como relatado para P.
nawaii com distanciamento genético de 0,03 interespecifico de COI se distribuindo
alopatricamente mas co-habitando e compartilhando colénias de pulgbes no Japao
(Yamamoto et al., 2020).

Diferencas entre os perfis quimicos, com maior numero de compostos
detectados nos cromatogramas 1 e 2, de individuos coletados nas trés infestacoes de
G. brimblecombei, confirma o fato de insetos hospedeiros, como G. brimblecombei,
produzirem acidos organicos, hidrocarbonetos e proteinas, normalmente, associados
ao comportamento de alimentacdo (Murali-Baskaran et al., 2018). Os compostos
pentacosano e tetracosano sao, altamente, difusos no reino vegetal com fungéo de
cairomdnio, importantes para atracdo e localizacdo de presas e hospedeiros por
inimigos naturais (Lewis et al., 1982, Murali-Baskaran et al., 2020, Ji et al., 2016). O
perfil volatil mais intenso e diverso do cromatograma 1, com a volatilizacdo de &cido
oleico, pentacosano e tetracosano por ninfas sem a protecdo da concha, aumenta a
atracao para P. bliteus. Tetracosano, detectado na superficie dos ovos de Bactrocera
dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae) foi, altamente, atrativo para fémeas do
parasitoides Fopius arisanus (Sonan) (Hymenoptera: Braconidae) (Ji et al., 2016).
Esse composto quimico foi detectado na cuticula e frass de Scirpophaga incertulas
(Walker) (Lepidoptera:Pyralidae) e ovos, desse hospedeiro, tratados com tetracosano
sintético foram mais atrativos para o parasitoide Trichogramma japonicum (Ashmead)
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) que os nao tratados (Rani et al., 2007). A falta de
emissao de acido oleico, pentacosano e tetracosano por conchas (cromatograma 3)
confirma o fato desses compostos serem produzidos pelas ninfas de G.
brimblecombei. Isto pode explicar a falta de atratividade e parasitismo, de conchas
vazias, por P. bliteus e que volateis emitidos pelos hospedeiros sdo importantes para
parasitoides como acido hexadecanoico, acido linoleico, e acido (Z)-9-octadecenoico
em ovos de Euchishus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) para T. podisi

(Michereff et al.,, 2016) e o acaro predador, Gynaeseius liturivorus (Ehara) (Acari:
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Phytoseiidae) evitando ovos da propria espécie e a competicdo por sitios de
oviposicéo, reduzindo o canibalismo (Saitho et al., 2020). Além disso, danos pelo
psilideo galhador, Baccharopelma dracunculifoliae (Burckhardt, Espirito-Santo,
Fernandes, Malenovsky) (Hemiptera: Psyllidae) aumentaram a producéo de volateis
em, aproximadamente, 14-22% em folhas danificadas, enquanto as saudaveis

emitiram menos de 1% dos mesmos (Besten et al., 2015).

2.6 CONCLUSAO

Os &cido oleico, pentacosano e tetracosano sdo os principais volateis emitidos
por ninfas de G. brimblecombei, os quais atraem P. bliteus. Esse parasitoide
discriminou, eficientemente, a qualidade e presenca do hospedeiro sob as conchas e
desenvolveu duas estratégias para parasita-lo, a insercdo do ovipositor na juncao

entre a concha e a folha e a mordida no topo da concha para insergéo do ovipositor.
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CAP[TULO 3 - COMPORTAMENTO DE CORTE E COPULA E HISTOLOGIA DOS
OVARIOS DE FEMEAS DE Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae)

RESUMO

O parasitoide de ninfas, Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae), tem
alto potencial para o controle biolégico de Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Aphalaridae). O objetivo foi analisar o comportamento de corte e cépula de P. bliteus,
na proporcédo 1:1 e 2 machos: 1 fémea, e descrever a histologia dos ovarios de fémeas
virgens e copuladas desse parasitoide. Em 1:1, a antena¢do nas antenas e no térax-
abdomen das fémeas, por machos, foram registradas durante a corte. Essas fémeas
evitaram as investidas mostrando-se disponiveis, para cOpula, apenas, com 48h de
idade. Em 2:1, o comportamento de rivalidade entre parasitoides machos inibiu a
copula. Os cortes histologicos dos ovarios de fémeas virgens e copuladas foram
semelhantes, com duas regides bem definidas, germario e vitelario, e ovécitos em
diferentes fases de desenvolvimento, incluindo maduros com deposi¢éo de cérion e
ricos em vitelo. A descricdo da histologia e do processo reprodutivo de P. bliteus

melhora a compreenséo da biologia desse parasitoide.

Palavras-chave: Abanar as asas. Controle biolégico. Criacdo em laboratério.

Parasitoide de ninfas.
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ABSTRACT

The parasitoid Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) has high
potential for the biological control of the eucalyptus pest Glycaspis brimblecombei
Moore (Hemiptera: Aphalaridae) nymphs. This research aimed was to analyze the
courtship and mating behavior of P. bliteus at the proportion of 1:1 and 2 males: 1
female in Petri dish (5 cm diameter), and to describe the ovary histology of virgin and
mated females of this parasitoid. At 1:1, males touch the antennae and thorax-
abdomen of females during the courtship but females avoid being touched before they
were 48 hours old. At 2:1 the competition between male parasitoids inhibit mating. The
ovaries histology of virgin and mated P. bliteus females are similar, with two well-
defined germarium and vitellarium regions, with oocytes at different development
stages, including mature ones rich in yolk and with eggshell. The reproductive behavior
and histology of P. bliteus improves the knowledge on this parasitoid for the biological

control of G. brimblecombei.

Key-words: Biological control. Mass rearing. Nymph parasitoid. Wing fanning.
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3.1 INTRODUCAO

O parasitoide de ninfas Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera:
Encyrtidae), € importante no controle da praga psilideo-de-concha, Glycaspis
brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae), ambos endémicos da Australia (Atlas
of Living Australia, 2020).

Psyllaephagus bliteus foi introduzido acidentalmente com G. brimblecombei
em 2003 na regido de Mogi-Guacu, estado de Sao Paulo, Brasil (Berti-Filho et al.,
2003). Esse inimigo natural parasita os cinco instares do psilideo-de-concha,
entretanto prefere as de terceiro e quarto instares, depositando até dois ovos na regiao
do térax e abdome por ninfa dessa praga (Daane et al., 2005). Esse parasitoide
modifica a fisiologia das ninfas de G. brimblecombei, as quais aumentam a excrecao
de carboidratos e proteinas para a confeccéo de conchas mais espessas e com maior
protecdo para 0 mesmo que inicia seu desenvolvimento quando a ninfa de G.
brimblecombei atinge o quinto instar (Sullivan et al., 2006).

O aspecto de ninfas parasitadas do psilideo-de-concha, denominadas
“‘mumias”, é dilatado com cores opacas e a larva do parasitoide na cavidade abdominal
consumindo os 6rgaos internos do hospedeiro (Plascencia-Gonzalez et al., 2005).
Pupas de P. bliteus permanecem no interior das ninfas e sdo exaradas e pretas, sendo
possivel identificar o sexo das mesmas baseado na terminalia pontiaguda ou
arredondada de fémeas e machos, respectivamente. O adulto abre, com suas
mandibulas, a por¢céo posterior do abdémen da ninfa, de G. brimblecombei, e a parte
lateral da concha, desse parasitoide, para emergir (Plascencia-Gonzalez et al., 2005).

Psyllaephagus bliteus ndo suprime totalmente a populacédo do psilideo-de-
concha, controlando cerca de 64% dos individuos dessa praga (Margiotta et al., 2018).
Fatores climaticos podem afetar as populacdes e taxas de parasitismo de P. bliteus,
com relato de 0,21 a 7,03% no Brasil (Ferreira-Filho et al., 2015), 1,67 a 33% na
Califérnia (Daane et al., 2012) e inferiores a 15% na Itéalia (Caleca et al., 2018) e
Portugal (Boavida et al., 2016). Contudo, libera¢gbes inundativas aumentaram a taxa
de parasitismo, em campo, por P. bliteus (Ferreira-Filho et al., 2015, Tuller et al., 2018)
em G. brimblecombei, reduzindo perdas por esse inseto (Paine et al., 2015).

O uso de P. bliteus, no manejo de G. brimblecombei, depende de
conhecimentos sobre a biologia reprodutiva, comportamento, maturacdo e

fecundidade desse parasitoide para sua criacdo em laboratério. O objetivo desse
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estudo foi descrever o comportamento de corte e cOpula e a histologia dos ovarios de

fémeas virgens e copuladas de P. bliteus.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 CRIACAO DE Glycaspis brimblecombei E Psyllaephagus bliteus

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Controle Bioldgico de
Pragas Florestais (LCBPF) da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu, estado de S&o Paulo, Brasil. Glycaspis
brimblecombei foi mantido em gaiolas (40 cm x 45 cm x 80 cm) com mudas de
Eucalyptus camaldulensis e/ou de E. grandis x E. camaldulensis, a 25 + 2 °C; 60 *
10% UR e 12: 12h (claro: escuro) fotoperiodo. Cem adultos de G. brimblecombei foram
liberados por gaiola e, apds, sete dias 0os ovos depositados nas mudas de eucalipto
foram contados. As mudas de eucalipto foram monitoradas, a cada trés dias, para
acompanhar o desenvolvimento ninfal de G. brimblecombei até a fase adulta (Firmino-
Winckler et al., 2009, Wilcken et al., 2010).

Adultos de P. bliteus foram obtidos de mumias de G. brimblecombei, coletadas
em plantio de E. camaldulensis na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da
UNESP. Esses adultos foram coletados com auxilio de aspirador manual, sexados
(Riek, 1962), alimentados com gotas de mel e criados em G. brimblecombei nas
condi¢Bes citadas. Dez a 15 casais de P. bliteus foram liberados por gaiola quando
50% das ninfas de G. brimblecombei estavam no terceiro instar. As conchas, de ninfas
de G. brimblecombei, foram verificadas, apos 15 dias, e as pupas do parasitoide
individualizadas em placas de Petri (3 cm didmetro) até a emergéncia de seus adultos
(Wilcken et al., 2010), os quais foram individualizados e alimentados com mel ad

libitum disponibilizado na parede da placa.

3.2.2 OBSERVACAO DE COPULA

Os comportamentos de pré-cépula e cépula de P. bliteus foram obtidos por
observagfes diretas com microscopio estereoscopico ZEISS® Leica Application Suite

(versdo 2.1.0). As observacdes foram realizadas por 20 minutos durante o periodo
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vespertino, pois testes anteriores ndo identificaram variacdes na atividade de copula
nos periodos matutino, vespertino, crepuscular ou noturno, em observacdes por 60,
40, 30 ou 20 minutos.

Os experimentos foram conduzidos a 25 + 2 °C, com cada casal ou
combinacgdes por placa de Petri (5 cm diametro) observados por 20 minutos. Machos
e fémeas permaneceram individualizados até 0 momento do teste e, também, apds a
observacgéo. Os casais virgens, sem experiéncia prévia de copula, foram analisados
diariamente, até a morte sem a substituicdo de machos ou fémeas. Onde cinquenta
casais (1 macho: 1 fémea), sendo dez casais recém-emergidos, 10 com fémeas
recém-emergidas e machos com 24 horas de idade, 10 com fémeas de 24 horas de
idade e machos recém-emergidos, 10 com fémeas de 48 horas de idade e machos
recém-emergidos, 10 com fémeas recém-emergidas e machos com 48 horas de idade
e 10 com fémeas. E 20 combinacdes com 2 machos: 1 fémea, todos recém-
emergidos.

Tentativas com sucesso ou ndo de copula foram analisadas, onde as
sequéncias comportamentais de identificacdo, corte, nimero de copula (duracéo) e

pos-copula foram analisadas.
3.2.3 HISTOLOGIA DOS OVARIOS

Dez fémeas virgens recém-emergidas com menos de 24 h de idade, e outras
10 copuladas com 10 dias de idade e mantidas com machos foram transferidas para
o fixador Carnoy’s (cloroférmio: etanol: acido acético, 6:3:1) e encaminhadas ao
Laboratério de Ultraestrutura Celular da Universidade Federal de Vicosa em Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Essas fémeas foram desidratadas em série crescente de etanol
(70, 80, 90 e 95%) por 10 minutos, em cada concentracdo, e embebidas em
historesina (Leica). Amostras foram seccionadas com 2 um de espessura, coradas

com hematoxilina (12 min) e osina (30 s) e analisadas em microscopio de luz.

3.3 RESULTADOS

Na proporgéo 1:1, machos de P. bliteus foram mais ativos na corte,
enquanto a fémea se mantinha passiva, com pouco movimento de resposta. Os

parasitoides machos, recém-emergidos, andavam pela arena (laténcia) como
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reconhecimento da area, antes de detectar a presenca da fémea e iniciar a corte,
enquanto a fémea permanecia parada ou, algumas vezes, reconhecendo o ambiente.
O macho, ao encontrar a fémea, aproximava-se, pareando em frente a mesma e
antenando-a pelas antenas e, em alguns momentos, entrelagava suas antenas com
as da fémea com leve movimento para frente e para tras. Na sequéncia, 0 macho
antenava o térax e abdome da fémea caminhando atras da mesma e for¢cando a
copula. Fémeas ndo receptivas repeliram as investidas, andando pela arena ou
voaram para longe do macho. A sequéncia observada foi a mesma para casais recém-
emergidos, com mais de 24h de idade, ou quando macho e fémea tinham idades
diferentes. Machos ao serem liberados na arena, iniciavam imediatamente a corte,
repetindo o processo de investidas, antena-antena e/ou antena/térax-abdome e
repudios, mas algumas fémeas, com 48h de idade ou mais, mudavam o
comportamento sendo receptivas com movimentos do abdome e abanar as asas em
movimentos de semicirculo. Nesta situacdo, 0 macho se preparava para a monta ou
alinhava o corpo de maneira oposta por baixo do corpo da fémea (Figura 1A). Machos,
na combinacdo de 2 machos: 1 fémea, por arena, caminharam (laténcia) e, ao se
encontrarem, confrontaram pelas antenas, algumas vezes abriram as asas e voltaram
a procurar o rival para novo confronto por meio das antenas. Nesse caso, nao foi
observada corte ou copula com a fémea (Figura 2).

Oito cépulas foram observadas com duracdo de 5-32 segundos, média
de 15,4 s, em que as fémeas receptivas com mais de 48h de idade, movimentavam
as asas e abdome e copularam mais de uma vez com machos diferentes. Machos

copularam logo apds emergirem, assim, cortejando as fémeas. (Figura 1B).
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FIGURA 1. Copula de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) (A) e

macho recém-emergido com detalhe do aedeagus (B).

O trato reprodutivo de fémeas de P. bliteus, copuladas ou nédo, foi semelhante
(Fig. 3A-D, Fig. 4A-D). Os ovariolos, dessas fémeas, s@o do tipo meoristico politrofico
com as regifes do germario e vitelario evidentes. Células grandes e indiferenciadas
caracterizando as ovogobnias, e células pré-foliculares menores ocorreram no
germario. Os foliculos comecaram a se diferenciar, na porcao basal do germario, com
as camaras nutridoras maiores que as ovociticas e ambas delimitadas por camada
Unica de células foliculares (Fig 3A, 4A). Os ovécitos, a medida que se deslocavam
para a regido do vitelario, aumentaram de tamanho e estavam revestidos por células
foliculares colunares resultando em uma camara ovocitica maior que a nutridora (Figs.
3B, 4C). A formacao do cérion em ovdcitos maduros foi seguida pela degeneracéo

das células nutridoras e as foliculares com aspecto achatado (FiglB-C, 2D).
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FIGURE 2. Sequéncia do comportamento de corte e copula de Psyllaephagus
bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae).

Fémeas: recém-emergidas ou mais velhas Macho competidor
que 24 horas
Macho caminhando pela arena (laténcia) »|  Machos se confrontam pelas antenas
v v
Macho encontra a fémea, pareando-se Fémea caminhando ou parada
antena-antena

Macho toca o torax e abdomen da fémea com Fémeas ndo receptivas repulsam os
as antenas machos (caminhando e/ou voando)

A 4

Fémea receptiva com 48 hours de idade

Fémea receptlva: abana as asas e sincroniza ou mais

com suaves movimentos do abdomen

\4
Macho se prepara para a monta

Copula e desmonta
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FIGURA 3. Ovério de fémeas copuladas de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera
Encyrtidae) com 240 horas de idade. (A) ovocito em desenvolvimento (OO1) e
células foliculares colunares (FC) e camara nutridora com as células nutridoras
(NC) e bainha peritoneal (PS), (B) ovécitos desenvolvidos (OO3) com cérion
depositado (CH), ovécitos em desenvolvimento (O02) com células foliculares
achatadas (FC) e ovocitos jovens (OO1) e células foliculares colunares (FC),
células nutridoras (NC), algumas muito ativas como reveladas pelos nucleos
grandes (n), (C) ovécitos desenvolvidos (OO3) proximo do pedicelo, (D) detalhe

de ovocito (OO3) rico em vitelo com células folicular achatada (FC) e cérion (CH).

Scale bar 10 pum.
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FIGURA 4. Ovario de fémeas virgens de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera:
Encyrtidae) com 24 horas de idade. (A e B) ovocito em desenvolvimento (O01)
e células foliculares colunares (FC) e camara nutridora com as células
nutridoras (NC) com nucleos grandes (n), (C) ovocitos em desenvolvimento
(O01), células nutridoras (NC) e folicular (FC) e ovocito desenvolvido (O03), (D)
detalhe de ovocito (O03) rico em vitelo com células folicular achatada (FC) e
corion (CH), muitos ovécitos em desenvolvimento (OO1) com células foliculares
colunares (FC). Scale bar 10 um.

3.4 DISCUSSAO

Movimentos de toque das antenas nas antenas e/ou torax-abdome das
fémeas, executados pelos machos de P. bliteus, sdo comportamentos de corte que
podem estimular a receptividade das fémeas, como sugerido para Ibalia japonica
Matsumura (Hymenoptera: Ibalidae) e Sphex ingens Smith (Hymenoptera:

Sphecidae) reduzindo o periodo de corte e aumentando o sucesso reprodutivo
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(Kuramitsu et al., 2019, Souza et al., 2015, Souza et al., 2016). As investidas dos
machos de P. bliteus, entrelacando as fémeas pelas antenas, ndo garantiu a copula,
ao contrario dos parasitoides Cephalonomia tarsalis Ashmead (Hymenoptera:
Bethylidae) que cortejam as fémeas com o toque das antenas e estas permitem a
copula (Cheng et al., 2004). As fémeas de P. bliteus, com mais de 48h de idade, estédo
disponiveis para copula, com sutil movimentacéo das asas e do abdome, fazendo com
que os machos se preparem para a copula, assim como descrito para outro parasitoide
Encyrtidae, Leptomastidea abnormis Girault (Hymenoptera: Encyrtidae) em que as
fémeas dispostas to bend their abdomen dorsally and spread their wings, fazendo com
gque o macho se prepare para a copula (Romano et al., 2016). A coépula de
Cleruchoides noackae Lin & Huber (Hymenoptera: Mymaridae) ocorre logo apés
emergirem sem corte e receptividade das fémeas para outras cépulas Psyllaephagus
bliteus (Mutitu et al., 2013). A repulsa a tentativa de cépula tem um padrdo comum
entre as fémeas, assim como descrito para P. bliteus, no qual saem caminham ou
voam para longe do macho (Avila et al., 2016, Romani et al., 2016), porém as fémeas
de S. ingens sdo mais agressivas, abrindo as mandibulas parcialmente e inclinando o
corpo na vertical (Souza et al., 2015). A presenca do macho competidor em P. bliteus
resulta em combate antena-antena, mas o0s de Ceratosolen gravelyi Grandi
(Hymenoptera: Agaonidae) se agridem violentamente, mordendo a perna média ou
posterior do oponente por tras (Liu et al., 2019). Machos de Cotesia urabae Austin &
Allen (Hymenoptera: Braconidae) tentam interromper a copula puxando o macho bem-
sucedido para longe da fémea (Avila et al., 2016). O insucesso da copula por um
macho de S. ingens faz com que este manipule o tempo de exposicdo da fémea,
reduzindo as chances de machos competidores (Souza et al., 2016).

A duracao das coOpulas de P. bliteus variam de 5 a 32 segundos, e para que
ocorra, as fémeas se mostram disponiveis para os machos com movimentacéo de
asas e abdome. Esse comportamento em que a fémea “danca” também foi relatado
para L. abnormis, no qual a cépula tem tempo meédio de 5,7 s (Romano et al., 2016).
Contudo, esse tempo é variavel entre as espécies, para C. noackae a cOpula é curta,
com 2-5 segundos (Mituti et al., 2013) e C. tarsalis tem média de 23,3 segundos
(Cheng et al., 2004). Além disso, machos recém-emergidos de P. bliteus cortejam
fémeas, virgens ou copuladas, assim como relatado para Anastatus disparis
Motschulsky (Hymenoptera: Eupelmidae) (Liu et al., 2019), enquanto C. urabae sao

atraidos, apenas, por fémeas virgens (Avila et al., 2016).
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Ovariolos com ovocitos em diferentes estagios de maturacéo, incluindo
ovécitos maduros de fémeas de P. bliteus, virgens ou copuladas, caracterizam esse
parasitoide como sinovigénico, tendo, logo que emergem, a maioria de seus ovocitos
maduros e outros que continuam se desenvolvendo e maturando durante a vida adulta
do mesmo (Jervis et al., 2001). A presenca de células pré-foliculares se
desenvolvendo durante a maturacao do ovécito associado é caracteristica de ovarios
meroistico politréficos, como o de P. bliteus e de outros parasitoides como
Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) (Andrade et al.,
2012), Therophilus javanus Bhat & Gupta (Hymenoptera: Braconidae) (Souna et al.,
2017) e Eibesfeldtphora tonhascai Brown (Diptera: Phoridae) (Farder-Gomes et al.,
2018), os quais também séo sinovigénicos, com ovocitos maduros em fémeas virgens
com até 24 horas de idade. A sincronia entre a maturagéo de ovos e a longevidade de
P. bliteus permite que suas fémeas ovipositem em varias ninfas em curto periodo de
tempo logo apdés sua emergéncia, com maior oviposicdo nos primeiros 22 dias de
vida em laboratério (Daane et al., 2005) sem a necessidade de cépula, pois a
maturacdo dos Ovulos ocorre assim que os parasitoides emergem. Contudo, a
longevidade de P. bliteus é menor em campo (Daane et al., 2012), e reflete na taxa
de parasitismo, aumentando apos liberacdes inoculativas do parasitoide, atingindo
mais de 70% nos primeiros 15 dias de avaliacdo e reduzindo, em aproximadamente,
37% apds 30 dias (Ferreira-Filho et al., 2015). A queda na taxa de parasitismo por P.
bliteus esta correlacionada com a producao de ovos e a longevidade, mas varia com
a partenogénese arrenotoca (Wilcken C.F., informacéo pessoal), em que machos se
desenvolvem de ovos nao fertilizados (Godfray, 1994; Heimpel et al., 2008), sendo
essa uma desvantagem para o controle biolégico uma vez que as fémeas sao
responsaveis pelo parasitismo.

Fémeas e machos de P. bliteus sao parasitoides solitarios, ndo emergem
concomitantemente, mesmo a cépula sendo considerada um comportamento social,
estes ainda copulam com mais parceiros durante a vida adulta. Além disso, fémeas
de P. bliteus emergem com Ovulos prontos e com capacidade de parasitismo, e a
copula pode ocorrer, principalmente, apés 48 horas de idade das mesmas. Individuos
de ambos 0s sexos devem permanecam juntos, por pelo menos 48h, para garantir

gue copulem em criagbes em laboratorios.
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CAPITULO 4 - Longevidade e sobrevivéncia de Psyllaephagus bliteus
(Hymenoptera: Encyrtidae) em diferentes temperaturas e dietas

RESUMO

Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) € a principal estratégia de
manejo integrado de Glycaspis brimblecombei. O sucesso de liberacdes de
parasitoides no controle biolégico classico e/ou aumentativo depende do
conhecimento de aspectos bioldgicos para multiplicacdo desses inimigos naturais em
laboratoério. O objetivo foi determinar a longevidade e a sobrevivéncia de adultos de
P. bliteus com diferentes dietas e temperaturas. As “mumias” de G. brimblecombei
foram coletadas em campo e mantidas em laboratorio até a emergéncia de P. bliteus.
A longevidade desse parasitoide foi avaliada em camaras climatizadas a 18, 21, 25,
27, 30 e 35 °C, e 60 + 10 % UR e 12h:12h C:E de fotoperiodo, recebendo mel de
abelha a 100% e 50%, concha de G. brimblecombei ou sem alimento, diariamente,
até a morte. Os dados da longevidade foram submetidos a andlise estatistica com
modelo linear generalizado ajustado em funcao logaritmica pelo produto-limite de
Kaplan-Meier, tendo os fatores temperatura, alimento e sexo, e as curvas de
sobrevivéncia por Sidak pelo teste de Log-Rank ajustado. A longevidade e a
sobrevivéncia de P. bliteus variaram com a dieta e temperatura com melhores
resultados para mel a 100% ou 50% e maior periodo de vida a 18 °C e menor a 25 e
35 °C. Além disso, as taxas de mortalidade de P. bliteus, geradas com os modelos de
regressdo, mostram reducao da longevidade com o aumento da temperatura, mas

com maior valor com alimentos com baixo valor cal6rico, concha ou sem alimento.

Palavras-chave: Controle biologico. Criacao de laboratorio. Glycaspis brimblecombei.

Taxa de mortalidade.
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ABSTRACT

Psyllaephagus bliteus is the main strategy of integrated management of Glycaspis
brimblecombei. The sucess of parasitoid releases in classic and/or augmented
biological control depends on the knowledge of biological aspects for multiplication of
these natural enemies in the laboratory. The aim was determinate the longevity and
survival of adults of P. bliteus with different diets and temperatures. The "mummies" of
G. brimblecombei were collected in the field and kept in the laboratory until the
emergence of P. bliteus. The longevity of this parasitoid was evaluated in climatized
chambers at 18, 21,25, 27, 30 e 35°C, and 60 £ 10% RH and 12:12 C:E of photoperiod,
receiving honey from bees at 100% and 50%, lerp of G. brimblecombei or no food,
daily, until death. The longevity data were submitted to sttical analyses with a
generalized linear model adjusted in logarithmic function by the Kaplan-Meier limit
product, having the factors temperature, food and sex, and the survival crves by Sidak
by the Log-Rank test adjusted. The longevity and survival of P. bliteus varied with diet
and temperature, with better results for honey at 100% or 50% and longer life span at
18 °C and below 25 and 35 °C. In addition, the mortality rates of P. bliteus, generated
with regression models, show a reduction in longevity with the increase in temperature,

but a higher value with low caloric value food, lerp or no food

Key-words: Biological control. Glycaspis brimblecombei. Insect rearing. Mortality rate.
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4.1 INTRODUCAO

Programas de controle biologico classico com Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae), principal inimigo natural no manejo de Glycaspis
brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae), teve inicio nos EUA em 1999
(Dahlsten et al., 2005), seguido por México e Chile (Plascencia et al., 2005; Ide et al.,
2006). Esse parasitoide foi introduzido, acidentalmente, com G. brimblecombei em
outros paises, como Brasil (Berti-Filho et al., 2003; Wilcken et al., 2003), Portugal e
Espanha (Dhabhri et al., 2014, Otero et al., 2011), Italia (Caleca et al., 2011) e Grécia
(Bella and Rapisarda, 2013). Além disso, P. bliteus foi relatado na Tunisia (Dhahri et
al., 2014) e esta em processo de introducéo nos demais paises da Africa Ocidental
(Ndela, 2016, Jere et al., 2018).

Psyllaephagus bliteus reconhece odores emitidos pelas ninfas de G.
brimblecombei (Favoreto et al., dados nao publicados) e parasita, preferencialmente,
aquelas de terceiro e quarto instares (Daane et al., 2005), desenvolvendo-se na
cavidade abdominal das mesmas (Sullivan et al., 2006).

A tolerancia de P. bliteus a temperaturas mais elevadas parece ser mais baixa
gue a de seu hospedeiro, G. brimblecombei (Boavida et al., 2016). O crescimento
populacional desse parasitoide depende da disponibilidade de ovos e ninfas
hospedeiras na fase ideal de parasitismo. A populacdo de P. bliteus pode exceder a
da praga ou diminuir até proximo de zero, enquanto a de G. brimblecombei pode se
manter alta e garantir as geracées subsequentes em estagios ndo-alvo do parasitoide,
como ovos, ninfas pequenas e adultos (Margiotta et al., 2017) como observado no
Brasil (Ferreira Filho et al., 2017).

Baixas taxas de parasitismo em campo foram atribuidas a oscilacbes da
populacdo e ndo adaptacdo e estabelecimento de P. bliteus como relatado nos
Estados Unidos, Brasil, Portugal e Italia (Daane et al., 2012, Ferreira Filho et al., 2015,
Boavida et al., 2016, Caleca et al., 2018).

A liberacdo de P. bliteus no controle bioldégico aumentativo pode elevar as
taxas de parasitismo de G. brimblecombei em campo a mais de 70% (Ferreira Filho et
al., 2015), mas requer a producdo massal desse parasitoide com qualidade e
guantidade (Van Lenteren, 2012, Tuller et al., 2017). A adaptagéo, resposta imune,
comportamento e sobrevivéncia dos insetos varia com parametros climaticos por

serem pecilotérmicos (Colinet et al, 2015, Abram et al., 2017). Além disso, a
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sobrevivéncia e a taxa de oviposicdo, por parasitoides alimentados com
suplementacdo de néctar, antes da liberacdo, sdo maiores no campo (Winkler et al.,
2006).

A definicdo da temperatura e de dietas ideais podem melhorar os métodos de
criacao e os parametros biologicos de P. bliteus, liberado para o manejo do psilideo-
de-concha. O objetivo desse trabalho foi determinar a longevidade e a sobrevivéncia

de adultos do parasitoide P. bliteus, alimentado ou ndo, em diferentes temperaturas.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 COLETA DO PARASITOIDE Psyllaephagus bliteus

Ramos infestados, naturalmente, por G. brimblecombei foram coletados no
municipio de Mogi-Guacu, estado de Sédo Paulo, e trazidos para o Laboratorio de
Controle Biolégico de Pragas Florestais (LCBPF) da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, estado de S&o
Paulo, Brasil. As conchas desse inseto foram retiradas a procura de ninfas parasitadas
por P. bliteus (mumias). Essas mumias foram individualizadas em placas de Petri (5
cm de diametro x 1 cm de altura), mantidas a 25 + 1 °C, 60 £ 10% UR e 12L:12D e

observadas, diariamente, para acompanhar a emergéncia desse parasitoide.

4.2.2 FONTE DE ALIMENTO E VIDA UTIL

Adultos de P. bliteus, recém-emergidos, foram sexados (Riek, 1962),
individualizados em placas de Petri (5 cm de didametro x 1 cm de altura) e alimentados
com mel 100% (T1), mel 50% (T2), lerp de G. brimblecombei (T3) e no food (T4) nas
temperaturas de 18, 21, 25, 27, 30 e 35 + 2°C em camaras climatizadas com 60 + 10%
UR e 12h:12h L:D. A longevidade e a sobrevivéncia dos adultos de P. bliteus foi
avaliada, diariamente, quando o alimento era reposto até a morte de todos o0s
parasitoides. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 15
repeticdes (oito fémeas e sete machos) por dieta e temperatura, exceto a 18 °C lerp
(cinco fémeas e dez machos) e no food (sete fémeas e oito machos), 21 °C honey

100% (nove fémeas e seis machos), 25 °C lerp (cinco fémeas e dez machos) e no
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food (nove fémeas e seis machos) e 35 °C, apenas, com machos, devido a menor
emergéncia dos parasitoides.

A temperatura de 25 °C foi a padrdo de criacdo em laboratorio e as demais
(18, 21, 27, 30 e 35) representam as condi¢cdes de campo no Brasil, sendo 35 °C,
extrema, em novas areas de plantio no norte da regido Centro-Oeste e em alguns

estados do Nordeste brasileiro (Masson et al., 2009, Dias et al., 2017).

4.2.3 METODOLOGIA ESTATISTICA

Tempo de vida dos insetos

O periodo de vida dos insetos foi ajustado por um modelo linear generalizado
(Nelder & Wedderburn, 1972) com a distribuicdo gama e funcéo de ligacao logaritmica
tendo como fatores temperatura, alimento e sexo. A qualidade dos ajustes dos
modelos lineares generalizados foi feita por andlise de desvios (deviance), graficos
dos residuos de Pearson, padronizados com o procedimento genmod do programa
estatistico SAS — Free Statistical Statistical Software, SAS University Edition, e as

meédias submetidas ao teste de Tukey-Kramer (Westfall, et al., 1999).

Sobrevivéncia dos insetos

A sobrevivéncia no tempo de vida dos insetos foi analisada com o estimador
produto-limite de Kaplan-Meier (Lee, 1992) para estimar as curvas desse parametro e
os dados submetidos ao teste Log-Rank ajustado por Sidak (Westfall et al., 1999) para
comparar as curvas de sobrevivéncia, considerando o alimento como fator por nivel
de temperatura. A analises estatisticas foram feitas pelo procedimento lifetest do
programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical Software, SAS University
Edition.

Modelo de regressédo do tempo de vida dos insetos em fung¢ao da temperatura
Modelos de regressao linear generalizados foram ajustados com dados do
tempo de vida dos insetos, em funcdo das temperaturas e alimento (Nelder &
Wedderburn, 1972) com a distribuicdo gama e funcdo de ligacdo logaritmica. A

gualidade dos ajustes dos modelos lineares generalizados foi feita através da analise
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de desvios (deviance), graficos dos residuos de Pearson padronizados do

procedimento genmod do programa estatistico SAS — Free Statistical Statistical

Software, SAS University Edition:

Modelo: tempo médio de vida= exp(ﬁo + b1 temperatura) (1), em que

Boe B1 sio parametros estimados da taxa de mortalidade de Psyllaephagus bliteus.

4.3 RESULTADOS

A longevidade de P. bliteus variou com as dietas, com maiores valores com

mel 100% e 50% e menores com concha de G. brimblecombei ou sem alimento

(Tablea 1).

Tabela 1. Longevidade dos adultos de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera:
Encyrtidae) (mean = SE) em dias sob diferentes dietas e temperaturas (Temp.)

Temp. Mel 100% Mel 50% Concha Sem alimento
18 °C 38,67+4,77aA  41,07+3,80aA  2,93+0,52bA  1,93+0,07bA
21°C 31,67+3,61aAB 22,67+4,11aAB 1,53+0,17bAB 1,33%0,13bA
25°C 10,87+1,65aBC 15,07+4,13aBC 1,60+0,13bB 1,07+£0,07bA
27 °C 16,40+2,73aCD 17,40+2,12aBC 1,33+0,13bB 1,47+0,13bA
* *
30°C 19,93+1,73aCD 16,20+1,97aBC
*
35°C 6,87+1,04aD  9,13+0,61aC 1,33 £ 0,13bA

Médias seguidas de mesma letra minuscula, por linha, ou maiuscula, por coluna, nao
diferem pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05) entre si. *Dados originais sem

variabilidade

A longevidade de P. bliteus diferiu entre as temperaturas, com maior valor a
18 °C e menor a 25 °C com 21,15 + 2,86 e 7,15 + 1,34, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Longevidade média (média + EP) dos adultos de Psyllaephagus bliteus
(Hymenoptera: Encyrtidae) em diferentes temperaturas (60 £ 10% UR em fotoperiodo
de 12h).

Temperatura Longevidade (dias)

18 °C 21,15+2,86A
21°C 14,30+2,18AB
25°C 7,15+1,34C
27 °C 9,15+1,32BC
30°C 9,53+1,30BC

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05)

A longevidade de P. bliteus fémeas (14,37 + 1,40) foi maior que a de machos
(8,41 £ 0,79) (Tabela 3).

Tabela 3. Longevidade média (média + EP) de fémeas e machos de Psyllaephagus

bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) em funcéo das dietas e temperaturas.

Sexo Longevidade (dias)

Fémea 14,37 £ 1,40A

Macho 8,41 +0,79B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey-Kramer (p<0,05)

A sobrevivéncia de P. bliteus foi maior com dietas de mel, 100% e 50%, que
com concha de G. brimblecombei e sem alimento. A sobrevivéncia desse parasitoide,
com conchas e sem alimento, foi semelhante, de 0% no segundo dia de avaliacédo a
30 °C comparado aos 46,67% e 33,34%, apos o vigésimo dia, com mel 100% e 50%,
respectivamente. A 18 °C, a sobrevivéncia no segundo dia foi de 93,3%, 100,00% e
de 40% com mel 100%, mel 50% e conchas, e de 0% na dieta sem alimento. A
sobrevivéncia a 25 °C, temperatura padrao para criagdes em laboratorio, foi de 100%,
86,67%, 60,00% e 6,67% no segundo dia com mel 100%, mel 50%, concha e sem

alimento, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia de Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae)
nas temperaturas de 18, 25 and 30 + 2 °C a 60 £ 10 % U.R. and 12:12 L:D
alimentado com mel 100% (T1), mel 50% (T2), concha de G. brimblecombei (T3)
e sem alimento (T4).
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A qualidade de ajuste dos modelos de regressao foi melhor com a equacao 1,
onde ha correlagdo negativa entre a longevidade de P. bliteus e a temperatura,
principalmente, com alimentos com baixo teor caldrico (Tabela 4, Figura 2).
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Tabela 4.

Modelos do tempo médio de vida de Psyllaephagus bliteus

(Hymenoptera: Encyrtidae) alimentado com mel, 100% e 50%, concha de G.
brimblecombei e sem alimento, sob as temperaturas de 18, 21, 25, 27,30 e 35°C
a60+10% UR e 12h:12h L:D.

Alimento Bo b1 Scaled  Residuos padronizados de
devianc Pearson
e
Mel 5.1835 -0.0872 1.1032
100%
(p<0.001) (p<0.001)
(4.4988; (-0.1129; -
5.8683) 0.0614)
Mel 50%  4.8966 -0.0762 1.1092
(p<0.001) (p<0.001)
(4.2076; (-0.1021; -
5.5855) 0.0504)
Concha  1.9297 -0.0592 1.0457
(p<0.001) (p<0.001)
(1.5861, (-0.0721; - . -
2.2734) 0.0463) e
Sem 0.8227 -0.0202 1.0397 .
alimento
(p<0.001) (p<0.001)
(0.5299; (-0.0312; -
1.1154) 0.0092) e
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Figura 2. Correlacdo entre a longevidade e a temperatura para Psyllaephagus
bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) (A), alimento mel 100% e 50% (B) e

alimentados com lerp e no food e temperatura (C).
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4.4 DISCUSSAO

A maior longevidade de P. bliteus, com mel, 100% ou 50%, confirma a
necessidade de suplementacao alimentar para parasitoides por dependerem de fontes
energeéticas, ricas em carboidratos, independente da temperatura (Jervis et al., 1996,
Zimba et al.,, 2020). Além disso, reforca a qualidade do mel com mais de 200
substancias (Escuredo et al., 2013), incluindo acUcares, acidos organicos, proteinas,
vitaminas e minerais, com 75% de monossacarideos e 10-15% de dissacarideos,
como fonte de energia, além de agua (da Silva et al., 2016; Kamal et al., 2011). A
longevidade e a reproducdo dos parasitoides de ovos Cleruchoides noackae
Carpintero and Dellapé (Hymenoptera: Mymaridae), Trichogramma japonicum
Ashmead (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Trichogramma chilonis Ishii
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) e do ectoparasitoide de larvas, Bracon hebetor
Say (Hymenoptera: Braconidae) foram, também, maiores quando alimentados com
mel (de Souza, 2016; Ashraf et al., 2017; Tian et al., 2016).

A maior longevidade de P. bliteus a 18 °C se deve ao centro de origem deste,
regido de Adelaide, estado da Australia Meridional, Australia (Lawson, S., informacéao
pessoal), com temperaturas médias anuais inferiores a 25 °C ([Australian
Government, 2020), o que pode dificultar a adaptacdo e estabelecimento, desse
parasitoide, em temperaturas mais elevadas (Daane et al., 2012) e,
consequentemente, sua capacidade de parasitismo, como relatado na Califérnia, 1,67
a 33% (Daane et al., 2012), Brasil, 0,2 a 11% (Ferreira Filho et al., 2015), Italia e
Portugal, abaixo de 15% em algumas areas (Margiotta et al., 2017, Caleca et al., 2018,
Boavida et al., 2016). Liberacdes aumentativas de P. bliteus podem aumentar as taxas
de parasitismo até 70%, mas podem cair drasticamente (Ferreira Filho et al., 2015)
em periodos de temperaturas altas devido ao aumento do metabolismo e gasto
energético (Keil et al., 2015, Boavida et al., 2016). Isto ndo deve ser ignorado em
regides com expansédo dos plantios de eucalipto e ocorréncia de G. brimblecombei,
como nos estados do Mato Grosso e Bahia com temperaturas maximas diarias acima
de 35 °C. Além disso, G. brimblecombei suporta temperaturas mais elevadas (Boavida
et al., 2016) e seu potencial de colonizar novas areas e paises entre as latitudes 20°
e 40° em ambos hemisférios € alto (de Queiroz et al., 2013), ao contrario do parasitoide
P. bliteus. Além disso, a longevidade de P. bliteus € drasticamente menor, a 25 °C
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(Daane 2005), aumentando a importancia de se multiplicar este parasitoide em
temperaturas mais baixas.

A maior sobrevivéncia de P. bliteus com mel, 100% e 50%, concorda com o
relatado para Anagrus virlai Triapitsyn (Hymenoptera: Mymaridae), de 100% ao sexto
dia com mel, duas vezes maior que com honeydew ou sem alimento (Hill et al., 2020).
A sobrevivéncia semelhante de P. bliteus sem alimento e conchas de G.
brimblecombei, composta por polissacarideo, proteinas e ceras (Sullivan et al., 2006),
se deve a falta de carboidratos e acgucares primarios (Godfray, 1994). Dietas com
baixo valor calérico ndo garantem a sobrevivéncia de P. bliteus, assim como
Leptocybe invasa Fisher & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae), que sobreviveu 6 e
2,4 vezes menos, com dietas a base de folhas de Eucalyptus sp. e agua destilada,
respectivamente (de Souza, 2018). Temperaturas mais baixas reduziram o
metabolismo de P. bliteus e, por isso, a sobrevivéncia desse parasitoide, mesmo com
dieta de baixo valor calérico foi maior a 18 °C que a 25 e 30 °C (Brown et al., 2004,
Keil et al., 2015).

A maior longevidade de fémeas que de machos de P. bliteus concorda com o
relatado para esse parasitoide na Califérnia, quando suas fémeas viveram,
aproximadamente, 10 dias a mais que os machos, em cinco temperaturas quando
alimentadas com mel 50% (Daane 2005). A producao de fémeas é um dos principais
parametros de qualidade (Stouthamer, 2003) e a maior longevidade das mesmas é
importante para o controle biolégico de G. brimblecombei.

A gualidade de ajuste dos modelos de regressdo, com correlacdo negativa
entre a longevidade de P. bliteus e a temperatura, promove a catalise das reacfes
metabdlicas, as quais aumentam o0s gastos energéticos reduz a longevidade dos
parasitoides (Keil et al., 2015). Em que a inclinagdo negativa dos modelos de
regressao entre a longevidade de P. bliteus e a temperatura foi maior para dietas sem
carboidrato, como no food, -0,0202 que com mel 100%, -0,0872. Isto é semelhante ao
observado para Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae) com
coeficiente de correlacdo de -0.819 e -0.867 para fémeas e machos, respectivamente
(Moton et al.,, 2020), o parasitoide Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:
Platygastridae), a praga Thaumastocoris peregrinus Carpintero & Dellape
(Heteroptera: Thaumastocoridae) (Barbosa et al., 2019, Silva et al., 2018), e o
hiperparasitoide, Psyllaphycus diaphorinae Hayat (Hymenoptera: Encyrtidae) com

longevidade menor a 32 °C (Milosavljevi¢ et al., 2020). A longevidade de insetos pode
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variar com a estacdo e local (Rosewell et al., 1987, Motoh et al., 2020), cujas
condicbes determinam as reacfes metabdlicas com maiores ou menores gastos
energéticos e efeitos deletérios (Kiritani, 2013).

A multiplicagdo em laboratério e/ou para liberagdes de P. bliteus em campo
depende da suplementacdo com dietas a base de mel, como 100 ou 50%, para
aumentar a longevidade desse parasitoide. Esse inimigo natural deve ser criado em
laboratério, com temperaturas constantes, menores que 21 °C. O desempenho e a
sobrevivéncia de P. bliteus em campo podem ser maiores com introducbes de

populacdes desse parasitoide, provenientes, de regides mais quentes da Australia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos sao de grande valia e poder&o auxiliar na melhora da
criacdo de P. bliteus em laboratorio e, consequentemente, no manejo de G.
brimblecombei. A identificacdo de espécies de endossimbiontes como a Wolbachia
pipientis favorecem surtos populacionais de psilideo-de-concha devido a manipulacao
reprodutiva, como constatado para as popula¢gdes de Mogi-Guacgu (SP), Agudos (SP),
Itamarandiba (MG), Sao Jeronimo da Serra (PR), sendo que esses endossimbiontes
se mantém nas populacdes de G. brimblecombei pela transmissao vertical e também
sdo transferidos para os parasitoides, P. bliteus, pela transmissdo horizontal. Os
aspectos bioecologicos das téticas de parasitismo e os volateis extraidos do corpo
das ninfas de G. brimblecombei podem ser caminhos para estudos futuros de
sintetizacdo dos compostos acido oleico, tetracosano e pentacosano para maior
atratividade do parasitoide para a area. Psyllaephagus bliteus é caracterizado por
inseto solitario, ovarios sinogénicos favorecem o ndo interesse imediado pela cépula,
reforcando que ambos 0s sexos devem ser mantidos na propor¢cao de 1:1, em
laboratorio, e por mais de 48 horas juntos para que copulem, ja que emergem com
0oVvOos prontos para o parasitismo. Quanto a longevidade e sobrevivéncia de P. bliteus
sob temperaturas controladas, ambas sédo afetadas quando acima de 25 °C, sendo
aconselhavel repensar o protocolo de criacdo do mesmo em laboratério. Além disso,
a suplementacao alimentar dos parasitoides deve ser feita com mel 100% ou 50%,

tanto em laboratorio quanto para liberagdes em campo.
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