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RESUMO

Telenomus podisi se destaca como principal agente no controle de
Euschistus heros no Brasil, sendo amplamente distribuido e utilizado em programas
de manejo integrado. Apesar do avango, ainda existem lacunas no conhecimento
sobre variagdes biologicas e comportamentais entre populagdes desse parasitoide,
possivelmente associadas a existéncia de espécies cripticas. Essas diferengas
podem impactar diretamente sua eficacia no campo, tornando essencial a
caracterizagao biolégica e comportamental para otimizar programas de controle
bioldgico. O objetivo deste estudo foi descrever os aspectos da biologia reprodutiva
e do comportamento de populagdes de Telenomus podisi de diferentes origens
geograficas, Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Sdo Paulo (SP) e Parana
(PR) avaliando se a variabilidade em parametros biolégicos e comportamentais
entre as populagdes pode influenciar seu desempenho como agente de controle
bioldgico. Para isso, a dissertacdo foi dividida em dois capitulos. No primeiro
capitulo foram realizados estudos para a avaliagdo dos parametros bioldgicos,
utilizando metodologias de tabela de vida e fertilidade, adicionalmente com
cruzamentos interpopulacionais. Foram observadas diferencas entre as
populagcdes em: respeito a proporgao de parasitismo, sobrevivéncia dos imaturos,
o periodo de desenvolvimento do estagio imaturo e a sobrevivéncia das fémeas. A
idade das fémeas também exerceu influéncia sobre os parametros reprodutivos nas
quatro populagdes. Os valores dos parametros a partir da tabela de fertilidade
indicaram que a taxa liquida de reproducao nao diferiu entre as populacdes,
entretanto foram observadas diferengas na taxa intrinseca de aumento e na taxa
finita de aumento, mostrando que a populagcao de S&o Paulo exibiu os parametros
mais propicios para um agente de controle biolégico. Nos cruzamentos
interpopulacionais, observou-se que nos cruzamentos entre individuos da
populacao do Distrito Federal com individuos das outras populacdes avaliadas, ndo
houve emergéncia de fémeas, apresentando incompatibilidade reprodutiva. No
segundo capitulo foram realizados estudos em olfatometria para avaliar a influéncia
de semioquimicos volateis, o (E,E)-a-farneseno e o 2,6,10-trimetil tridecanoato de
metila, no comportamento de forrageamento de fémeas de diferentes populagdes;
e em arenas para estudo comparativo do comportamento de oviposicao em ovos

de E. heros. Os resultados obtidos a partir da exposigcao das diferentes populagdes

Xii



de Telenomus podisi aos compostos (E,E)-a-farneseno e 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila indicam que esses semioquimicos sao capazes de modular
os padrdes comportamentais das fémeas. As fémeas das populagdes do DF e PR
mostraram quimiotaxismo positivo frente a estes compostos os que também
modificaram o padrdo de movimentagao dos insetos com aumento das variaveis
ortocinéticas o que indicam uma maior exploracao das areas tratadas com estes
semioquimicos. Ja na avaliagdo do comportamento de oviposicdo, os
comportamentos de reconhecimento e aceitacao de hospedeiros apresentaram-se
relativamente constantes sendo observadas sequéncias de comportamentos
similares. Entretanto, o tempo médio investido pelos individuos de cada populagao
em cada categoria do comportamental apresentou diferencas para o
comportamento de tamborilamento, prova, oviposicdo e marcagao. Os resultados
desta pesquisa ressaltam a importancia de considerar a variacao intraespecifica e
a origem populacional na selegdo de agentes de controle biolégico, uma vez que

essas diferengas podem impactar diretamente a eficacia do parasitoide.
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ABSTRACT

Telenomus podisi is the primary agent for controlling Euschistus heros in
Brazil, being widely distributed and used in integrated pest management programs.
Despite advances, significant gaps remain in our understanding of the biological and
behavioral variation among T. podisi populations, potentially related to the presence
of cryptic species. These differences can directly impact its effectiveness in the field,
making biological and behavioral characterization essential to optimize biological
control programs. Thus, the objective of this study was to describe aspects of the
reproductive biology and behavior of Telenomus podisi populations from different
geographical origins, Federal District (DF), Mato Grosso (MT), Sao Paulo (SP), and
Parana (PR), evaluating whether variability in biological and behavioral parameters
among populations can influence their performance as biological control agents. To
this end, the dissertation was structured into two chapters. In Chapter 1, studies
were conducted to evaluate biological parameters, using life table and fertility
methodologies, in addition to interpopulation crosses. Differences were observed
between populations in terms of the proportion of parasitism, immature survivorship,
developmental period of the immature stage, and the survival of females. The age
of females also influenced reproductive parameters in the four populations. The
values of the parameters from the fertility table indicated that the net reproduction
rate did not differ between populations, however, differences were observed in the
intrinsic rate of increase and finite rate of increase, showing that the S&o Paulo
population exhibited the most suitable parameters for a biological control agent. In
interpopulation crosses, it was observed that in crosses between individuals from
the Federal District population and individuals from the other populations evaluated,
there was no emergence of females, presenting reproductive incompatibility. In
Chapter 2, olfactometry assays evaluated the influence of volatile semiochemicals,
(E,E)-a-farnesene and Methyl 2,6,10-trimethyltridecanoate, assessing the foraging
behavior of females from different populations; and in arenas for a comparative
study of the oviposition behavior of E. heros eggs. The results obtained from
exposing different populations of Telenomus podisito (E, E)-a-farnesene and Methyl
2,6,10-trimethyltridecanoate indicate that these semiochemicals modulated female
behavioral responses. In the evaluation of oviposition behavior, host recognition and

acceptance behaviors were relatively constant, with similar behavior sequences
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being observed. However, the time invested by individuals from each population in
each behavioral category showed differences in antennal drumming, probing,
oviposition, and marking behavior. Overall, the findings underscore the importance
of considering intraspecific variation and geographic origin in selecting effective
biological control agents, as these factors can significantly influence the success of

parasitoid-based control programs.
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Introducéo geral

Atualmente o Brasil € o maior produtor de soja do mundo, com uma area
plantada de soja de aproximadamente 45 milhdes de hectares e uma produgéo de
cerca de 3,5 ton/ha, alcancando uma produtividade total de aproximadamente 154
milhdes de toneladas por ano (CONAB, 2023). A relevancia da sojicultura brasileira
decorre da elevada demanda no mercado interno e externo de graos, farelo e éleo,
que desempenham papel estratégico no fortalecimento do agronegécio e na
economia nacional (Ramos et al., 2024). Entretando, milhdes de toneladas de graos
sao perdidos a cada ano em virtude dos danos causados por pragas,
principalmente pelos percevejos fitéfagos (Guedes et al., 2012).

Os percevejos fitéfagos sdo um dos grupos de insetos com maior impacto
em culturas de grdos no Brasil, devido aos danos causados a produgédo, por se
alimentar diretamente dos graos (Panizzi & Slansky, 1985; Panizzi, 1997),
reduzindo significativamente a produtividade (Bueno et al., 2015). Sua importancia
econdmica varia entre espécies e, também, dentro de uma mesma espécie,
dependendo da planta atacada (Ademokoya et al., 2022). O impacto desses insetos
pode reduzir a producao de 30 a 125 kg/ha, considerando a presencga de um unico
percevejo por metro quadrado (Guedes et al., 2012).

O percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1798) (Hemiptera:
Pentatomidae), € uma das espécies neotropicais mais abundantes no cultivo de
soja (Glycine max L. [Fabaceae]), ao se alimentar de varias estruturas da planta,
os danos causados incluem desde a ma formacéo a perda dos gréaos, além de atuar
como vetores de patdégenos, como fungos e bactérias (Panizzi, 1997; Depieri &
Panizzi, 2010; Sosa-Gomez et al., 2014). Esta espécie se distribui desde América
Central (Panamad) até o sul da América do Sul (Argentina) e esta presente em todas
as regides produtoras de soja no Brasil, desde o extremo Sul até a regido Norte
(Sosa-Gomez et al., 2014; Aquino et al., 2019).

Atualmente, o principal método de controle de percevejos fitéfagos em
cultivos de soja € o uso de inseticidas quimicos (Bueno et al., 2020). Portanto, o
desenvolvimento de métodos alternativos, como o controle biolégico, pode ajudar
a reduzir o impacto da praga em um contexto mais sustentavel (Gallo et. al., 2002;
Laumann, et al., 2010; Borges et al., 2011), uma vez que esse método apresenta
diversas vantagens. Entre elas, destaca-se a protecao da diversidade biologica, por

atuar diretamente sobre as populacdes-alvo com alta especificidade, proporcionar
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maior sustentabilidade ao sistema produtivo, e com menor probabilidade de causar
desequilibrios ambientais (Gallo et. al.,, 2002). Nos ultimos anos, o interesse
crescente dos agricultores em programas de manejo integrado de pragas na soja
aumentou a procura por tecnologias de controle biolégico (Bueno et al., 2023).

Diversos insetos parasitoides empregam artrépodes como seus hospedeiros
para o desenvolvimento de suas fases imaturas (Austin et al., 2005). Vespas
parasitoides de ovos pertencentes a Familia Scelionidae (Hymenoptera) sé&o
inimigos naturais importantes de percevejos fitéfagos. O desenvolvimento pos-
embrionario destes parasitoides ocorre inteiramente dentro do hospedeiro, onde a
larva, ao eclodir, consome o conteudo do ovo hospedeiro, transformando-se em
pupa dentro deste (Suijii et al., 2002; Austin et al., 2005). Nessa familia sdo
reconhecidas atualmente trés subfamilias: Telenominae, Teleasinae e Scelioninae
(Chen et al., 2021).

Devido a sua eficiéncia e potencial de parasitismo, espécies dos géneros
Telenomus Haliday e Trissolcus Ashmead (Telenominae), sao utilizados
mundialmente em programas de controle biolégico de percevejos, atuando como
regulador populacional de diversas espécies (Colazza et al., 2004; Austin et al.,
2005; Ramos et al.,, 2024; Bueno et al., 2024). Os Scelionidae possuem
caracteristicas biolégicas e comportamentais que permitem respostas denso
dependentes em relagcdo as populacbes dos seus hospedeiros, 0s que os torna
agentes eficientes para regular as populacdes de percevejos (Laumann et al.,
2008). Assim, o uso de parasitoides de ovos é considerado uma ferramenta valiosa
para o controle de percevejos (Bueno et al., 2020).

No Brasil, a espécie que atua como principal agente de mortalidade do
percevejo E. heros é Telenomus podisi (Ashmead, 1893) (Johnson, 1984; Austin et
al., 2005, Tognon et al., 2013). Este parasitoide mostra alta eficiéncia de parasitismo
em areas de produg¢do organica com indices de parasitismo que podem atingir até
70% (Bueno et al., 2022). Telenomus podisi possui ampla distribuicdo geografica
em areas tropicais e temperadas do continente americano, desde o sul dos Estados
Unidos até o centro da Argentina (Powell & Shepard, 1982; Johnson, 1984). No
Brasil, estd amplamente distribuido com registros desde o Centro-Oeste ao Sul do
pais (Ramos et al., 2024), ocorrendo em pelo menos 10 dos 26 estados brasileiros
(Paz-Neto et al., 2015).



Destacando-se como um agente eficiente de controle biologico, T. podisi tem
sido amplamente utilizado em programas de liberac&o inoculativa ou inundativa na
cultura da soja (Bueno et al., 2020; Ramos et al., 2024). A partir de 2019, T. podisi
estdo disponiveis ho mercado brasileiro e vém sendo comercializado por diversas
empresas (MAPA, 2019; Parra et al., 2023; Bueno et al., 2024) para uso, pelos
agricultores como parte das estratégias integradas de manejo de percevejos
(Bueno et al.,, 2022; Bueno et al.,, 2024). Atualmente, aproximadamente 60.000
hectares de soja no Brasil sdo alvo de liberacdes de T. podisi para controle de E.
heros (Parra, 2021), evidenciando um cenario promissor para a ampliacdo dessa
estratégia de controle bioldgico nos proximos anos (Parra et. al., 2023; Hoback et
al., 2024).

Apesar disso, had pouco conhecimento comparativo em relacdo as
caracteristicas bioldgicas, comportamentais e ecoldgicas de diferentes populacdes
deste parasitoide (Aquino et al., 2019; Wengrat, 2022), associado a uma resolucéo
taxondmica pouco precisa e a possibilidade dessas populacdes serem um conjunto
de espécies cripticas classificadas como T. podisi (Kenis et. al., 2019; Wengrat,
2022). Essa limitacéo é ampliada pelo fato do género Telenomus incluir um grande
namero de espécies e apresentar ampla variacdo morfolégica e comportamental, 0
gue torna dificil uma revisdo taxondmica genérica, mesmo quando restritas a uma
Unica regido biogeogréfica (Borges et al, 2003). Adicionalmente, o
desenvolvimento de pesquisas para estabelecer parametros de qualidade dos
insetos comercializados ainda € incipiente.

Frequentemente, insetos da mesma espécie e provenientes de diferentes
localidades geograficas apresentam variagdes bioldgicas, ecoldgicas e
comportamentais (Foster & Endlers, 1999; Wolf & Weissing, 2012, Jomaa et al.,
2024), que podem modificar a sua eficiéncia como agentes de controle biolégico
(Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998). Dessa maneira, o estudo dos aspectos
biolégicos de diferentes populagdes torna-se essencial para o aprimoramento de
programas de controle biolégico, uma vez que possibilita a selecdo de populagdes
com maior desempenho e eficacia naregulagao de pragas (Wengrat, 2022; Hoback
et al., 2024). Em todas as situacdes, além das caracteristicas biolégicas e
ecoldgicas proprias dos inimigos naturais, o éxito na regulagdo de uma praga esta
ligado as decisbes comportamentais que o parasitoide realiza ao procurar e

parasitar seus hospedeiros (Mills & Wajnberg, 2008), utilizando-se estimulos
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visuais ou mecanicos, quimicos (Lagba et al., 2024) ou bioquimicos como pistas
(Mills & Waijnberg, 2008). Dessa forma, o conhecimento da ecologia
comportamental dos parasitoides representa um componente fundamental para a
implementacdo bem-sucedida de programas de controle bioldégico (Mills &
Wajnberg, 2008).

Portanto, estabelecer e interpretar as variagdes entre populagdes junto com
uma resolucao taxondmica precisa, € relevante para compreender as diferencas
ecoldgicas e evolutivas de populagdes de diferentes origens geograficas (Laumann
et al., 2010, Wolf & Weissing, 2012; Laumann & Sampaio, 2020; Hopper et al.,
2024). Essa abordagem emerge como uma ferramenta essencial para promover o
desenvolvimento de ferramentas de manejo, com o objetivo de utilizar o controle
biolégico no manejo de pragas, de forma a aprimorar a qualidade dos produtos
agricolas, também minimizar a poluigdo ambiental e desempenhar um papel crucial

na preservagao dos recursos naturais (Suijii et al., 2002; Mills & Wajnberg, 2008).

Caracteristicas morfolégicas e biolégicas da espécie modelo: Telenomus podisi

Telenomus € um género, com 628 espécies descritas, de microvespas da
familia Scelionidae, todas endoparasitoides de ovos de diversas ordens de insetos
(Polaszek et al., 2021). Telenomus podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera:
Scelionidae) € o parasitoide de ovos mais comum de E. heros. Os adultos desta
espécie, com cerca de 1 mm de comprimento, apresentam coloragéo do corpo e
cabegca variando do marrom-escuro ao preto; as coxas anteriores variam de
marrom-amarelado a marrom-escuro enquanto as coxas médias e posteriores
podem ser amarelas ou pretas. As demais por¢cdes das pernas sdo geralmente
amarelas, com variagdes nos fémures de coloragcdo marrom-amarelada a marrom-
escura, especialmente nas extremidades. Os tarsos, trocanteres e tibias mantém a
coloracdo amarela a amarelo-amarronzada. As antenas apresentam base
geralmente amarelada, com machos (antena filiforme) podendo ser diferenciadas
das fémeas (antena clavada) pela sua anatomia (Johnson, 1984).

O ciclo de vida de T. podisi é intimamente ligado ao hospedeiro,
desenvolvendo-se inteiramente dentro dos ovos parasitados. Apés a oviposi¢ao, o
desenvolvimento embrionario ocorre rapidamente, eclodindo uma larva que
consome o conteudo do ovo do hospedeiro. O periodo de desenvolvimento

completo (Figura 1), do ovo ao adulto, varia de acordo com as condi¢gdes

4



ambientais, podendo durar entre 12 a 15 dias em condi¢gbes laboratoriais. A
emergéncia dos adultos ocorre por um pequeno orificio perfurado no cérion do ovo
do hospedeiro. Entre os principais parametros bioldgicos de T. podisi, destacam-se
a alta fecundidade das fémeas, que podem parasitar mais de 100 ovos ao longo da
vida (Bueno et. al., 2022), e uma longevidade que varia de 15 a 20 dias,
dependendo das condigbes ambientais.

Esta espécie apresenta um espectro relativamente amplo de hospedeiros
dentro dos Pentatomidae, embora demonstre maior eficiéncia e preferéncia por
ovos de E. heros. Caracteristicas biolégicas como sobrevivéncia, periodo de
desenvolvimento das fases imaturas, longevidade, fecundidade e razao sexual sdo
essenciais para avaliar seu potencial e eficiéncia. Nesse contexto, a combinagao
de caracteristicas biolégicas, como o curto ciclo de vida, alta taxa de parasitismo e
adaptabilidade a diferentes hospedeiros, torna T. podisi um agente promissor para

programas de controle bioldgico de percevejos fitéfagos em culturas como a soja.

Fémea parasitando
Dimorfismo sexual

-9

Periodo adulto Periodo embrionario
(=15 a 20 dias) (= 1 dia)
Ecloséo

) (=14°dia)

Periodo pupal
(= 6 dias)

Figura 1. Dimorfismo sexual e ciclo de vida de Telenomus podisi.



Objetivos

Objetivo geral

Descrever aspectos da biologia reprodutiva e do comportamento de diferentes
populacdes de Telenomus podisi, verificando se a variabilidade em parametros
biolégicos e no comportamento entre as populagdes podem influenciar no

desempenho como agentes de controle bioldgico.

Objetivos especificos

- Descrever os aspectos biolégicos de diferentes popula¢des de Telenomus podisi,
incluindo a analise do potencial de crescimento populacional; e verificando a
compatibilidade reprodutiva dos parasitoides das diferentes populagdes por meio
de cruzamentos interpopulacionais;

- Avaliar comparativamente a influéncia de semioquimicos volateis, o (E,E)-a-
farneseno, composto majoritario dos volateis de soja com herbivoria de E. heros, e
um dos componentes do feromoénio sexual de E. heros, o 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila no comportamento de forrageamento de fémeas de
diferentes populacdes;

- Avaliar o comportamento de oviposicao de fémeas de diferentes popula¢cdes de
T. podisi em ovos de E. heros, por meio de observacdo dos comportamentos de

reconhecimento e aceitagéo do hospedeiro.
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CAPITULO 1

Aspectos bioldgicos de diferentes populacfes de Telenomus podisi

(Hymenoptera: Scelionidae)

Introducéao

Devido a suas caracteristicas bioldgicas como o elevado potencial de
parasitismo, o parasitoide Telenomus podisi € considerado um dos principais
agentes de controle biolégico de percevejos, principalmente Euschistus heros, uma
das principais pragas da soja na América do Sul (Sosa-Gémez et al., 2014; Aquino
et al., 2019; Bueno et al., 2024; Ramos et al., 2024). A eficacia desse controle esta
associada a capacidade do inimigo natural de apresentar um potencial maior de
crescimento populacional em relagdo ao da praga, o que lhe permite responder de
forma eficiente as variagcdes na densidade populacional do hospedeiro (Mills &
Wajnberg, 2008; Laumann & Sampaio, 2020).

Considerando parasitoides de ovos, como Telenomus podisi, aspectos
biolégicos como sobrevivéncia, periodo de desenvolvimento das fases imaturas,
longevidade, fecundidade e raz&o sexual sdo fundamentais para avaliar seu
potencial de multiplicagcéo e eficiéncia no campo como agente de controle bioldgico
(Yeargan, 1982; Laumann & Sampaio, 2020; Hoback et al., 2024). Entretanto,
essas caracteristicas biol6gicas podem variar entre populacbes de insetos da
mesma espécie (Foster & Endlers, 1999; Jomaa et al., 2024).

O conhecimento comparativo acerca dessas caracteristicas biolégicas de
diferentes populagBes de T. podisi ainda é limitado, somado a uma resolugao
taxondmica ainda restrita e grande semelhanca morfologica entre as espécies
(Wengrat, 2022; Wengrat et al., 2021). Devido a sua ampla distribuicdo geografica,
h& a possibilidade dessas populacées serem um complexo de espécies cripticas
denominadas como Telenomus podisi (Wengrat, 2022; Kenis et al., 2019). A
existéncia de mecanismos de isolamento reprodutivo entre linhagens
geograficamente distantes (Borges et al., 2003), reforca a possibilidade de que a

atual denominacéo T. podisi inclua mais de uma espécie.

13



O uso de linhagens de parasitoides mal adaptadas ao clima local ou com
menor eficiéncia de busca frequentemente resultam em falhas nas estratégias de
controle biologico (Parra et al., 2002). Assim, a caracterizacdo biolégica e sua
variabilidade intraespecifica de diferentes populacbes de um parasitoide pode
impactar decisivamente nos programas de controle biolégico uma vez que permitiria
utilizar em campo, populagdes/espécies mais eficientes como agentes de controle
bioldgico, e reduzir os impactos negativos em organismos nao-alvo (Borges et al.
2003; Seehausen et al., 2020; Hoback et al., 2024).

Portanto, os objetivos deste capitulo foram: (i) descrever os aspectos
biolégicos de diferentes populacdes de Telenomus podisi, incluindo a analise do
potencial de crescimento populacional; e (ii) verificar a compatibilidade reprodutiva
entre os parasitoides das diferentes populacbes, por meio de cruzamentos

interpopulacionais.
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Material e métodos

Criagdo e manejo dos insetos

As colbnias de laboratério de Telenomus podisi utilizadas foram originarias
de quatro regides do Brasil. Uma populacdo foi obtida da colénia previamente
estabelecida no Laboratorio de Semioquimicos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, com origem em insetos coletados no Distrito Federal (DF)
(15°43'51"S, 47°54'10"W). Enquanto as outras popula¢gdes foram originarias de
Botucatu, Sdo Paulo (SP) (22°53'09" S, 48°26'42" W); Embrapa Soja - Londrina,
Parana (PR) (23°11'32.0"S, 51°10'57.3"W); e Tangara da Serra, Mato Grosso (MT)
(14° 37" 40" S, 57° 30" 25" W). Todas as colonias foram originadas a partir de
individuos obtidos de ovos de E. heros coletados em campo. As criagdes de T.
podisi, foram mantidas sob as condi¢des de 25 £+ 1°C, 60 £ 10% UR e 14L:10D

horas de fotofase (Figura 1).

A

Figura 1. (A) fémea de Telenomus podisi (antena clavada). (B) macho de T. podisi
(antena filiforme). (C) emergéncia de um adulto de T. podisi a partir de um ovo de
percevejo parasitado. (D) criacdo de parasitoides. (E) bandeja com as gaiolas de
T. podisi.
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As criagbes de T. podisi, s&o mantidas utilizando ovos do percevejo marrom
Euschistus heros (Fabricius) como hospedeiros (Figura 2A), em recipientes de
plastico do tipo cultura de células, com tampa de pescogo inclinado (9,0 x 5,0 x 2,0
cm) (Figura 2B). Os ovos dos hospedeiros foram expostos aos parasitoides por 24
horas e, em seguida, removidos e colocados em novos recipientes para incubagao,
até a emergéncia dos adultos do parasitoide (Figura 2B e C). Os adultos do
parasitoide foram alimentados com gotas de mel de abelha. Todas as col6nias tem
historico de criagdo em laboratério por mais de 24 meses. Para aclimatagcdo as
novas condigdes os experimentos foram iniciados apds a terceira geragdo das

colbnias estabelecidas a partir das populacdes de MT, SP e PR.

-----

i o , e (XN, v b\
Figura 2. (A) ovos de Euschistus heros (Fabricius) (50x) retirados das telas
de voile. (B) gaiola com parasitoides recém-emergidos e ovos de E. heros
parasitados. (C) ovos de E. heros parasitados (50x).

As colbnias do percevejo-marrom, E. heros (Figura 3), foram mantidas em
gaiolas de plasticos de 8,0 L identificadas e forradas com papel (Figura 3A e B), em
sala climatizada, sob as condi¢cdes de 26 + 1°C, 49 + 10% UR e 14:10 horas de
fotofase, no Prédio da Criagdo, na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
A dieta natural foi baseada em sementes de girassol (Heliantus annus L.
[Asteraceae]), amendoim (Arachis hypogaea L. [Fabaceae]), soja (Glycine max L.
[Fabaceae)), e vagens de feijao (Phaseolus vulgaris L. [Fabaceae]), coladas com
cola branca (nao toéxica e lavavel) em cartelas de papel (10 cm de comprimento x 8
cm de largura. Como complemento da alimentagdo e fonte de umidade foram
utilizados brotos de boldo (Plectranthus barbatus Andrews [Lamiaceae]) colocados
em potes com vermiculita (Figura 4A) (Laumann et. al., 2010). Para permitir a

circulagcao de ar, a parte superior da gaiola foi forrada com tecido tipo organza. No
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interior das gaiolas foram colocadas telas de voile como substrato de oviposi¢ao
(Figura 4B). Diariamente os ovos dos percevejos foram coletados das telas de voile

e separados em dois grupos, um para a criagao de percevejos e 0 outro para a

criagao de parasitoides.

Figura 3. (A) sala de criagdo de Euschistus heros. (B) gaiola identificada de

adultos. (C) E. heros adulto.

Figura 4. (A) adultos de Euschistus heros nas gaiolas de criagao. (B) dieta

natural na gaiola de adultos e telas de voile com posturas.

17



Avaliagcdo dos parametros biolégicos
Para a estimativa dos parametros biologicos, 25 casais (1 fémea e 1 macho,
< 24 horas ap6s a emergéncia) de cada populacédo de T. podisi foram formados e
mantidos juntos em tubos de ensaio de vidro (7,5 cm comprimento x 1 cm diametro),
devidamente identificados com a populacéo de origem e o nimero correspondente
a cada casal (Figura 5), permanecendo assim até a morte dos individuos. Em
intervalos de 24 horas foi oferecida, para cada casal, uma massa de ovos contendo
20 ovos de E. heros. Os ovos foram colados com goma arabica, em tiras de papel
de coloracédo verde (1 cm x 1 cm). ApGs 24 horas, a massa de ovos foi substituida
por um nova. Esse procedimento foi mantido por um periodo de 10 dias. Este
periodo foi estabelecido com base no pico de oviposi¢cdo de fémeas de T. podisi
guando tem acesso diario a massas de ovos, que se concentra nos primeiros 10
dias de vida (~90% dos ovos sao depositados neste periodo), com pico maximo no
primeiro e segundo dia (Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998). Ap6s serem oferecidos
aos parasitoides, as massas de ovos foram colocadas em tubos de ensaio de vidro
e mantidas em sala de criagdo para o desenvolvimento das fases imaturas do
parasitoide e posterior avaliagdo do parasitismo.
Apb6s o término do periodo de exposicdo dos ovos de E. heros, as
observacdes diarias do casal de parasitoides nos tubos de vidro foram mantidas,
sob as mesmas condicdes ambientais e de alimentagcdo, para registro da

longevidade dos machos e fémeas de T. podisi.

07/11/24

Casal 10

@DFe J PR

Figura 5. Esquema representativo da formagdo do casal de cada
populagcdo de Telenomus podisi em tubos de ensaio com a massa de
ovos em tira de papel.
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Os tubos de ensaio com 0s ovos expostos aos parasitoides, foram
observados diariamente sob microscopio estereoscopico Zeiss SV6 (Carl Zeiss
Microimaging GmBh, Munique, Alemanha) para avaliar o numero de ovos
parasitados, o numero de ninfas de E. heros emergidas e o nimero de parasitoides
emergidos das massas de ovos. Também foram registrados o periodo de
desenvolvimento (em dias) da fase imatura, e a sobrevivéncia das fémeas. Com
esses dados, foram calculados os seguintes parametros demogréaficos de cada
populacado: proporcdo de ovos parasitados (nimero de ovos parasitados pelo
namero de ovos oferecidos), sobrevivéncia dos imaturos (proporcao de ovos
parasitados com desenvolvimento bem sucedido do parasitoide), razdo sexual
(numero de fémeas/numero total de descendentes) e o periodo de desenvolvimento
da fase imatura. Posteriormente, utilizando metodologias de tabela de vida e
fertilidade descritas em Laumann et al. (2010), foram calculados os parametros de

fertilidade das populagbes avaliadas.

Cruzamentos interpopulacionais

Para avaliar a compatibilidade reprodutiva dos parasitoides das diferentes
populacdes foram realizados cruzamentos entre todas as combinacdes possiveis
de populacbes e sexo dos individuos, totalizando 12 cruzamentos
interpopulacionais e, 4 cruzamentos intrapopulacionais (Tabela 1). Para cada
combinacao se formaram 10 casais (1 fémea e 1 macho virgens, < 24 horas apés
a emergéncia), e mantidos juntos até a morte dos individuos em tubos de ensaio
de vidro devidamente identificados com as popula¢cfes e o niumero de cada casal.
Prévio ao inicio do experimento, cada casal foi mantido junto por um periodo de 24
horas para acasalamento. Posteriormente, durante 2 dias, uma massa de ovos por
dia, com 10 ovos de E. heros colados com goma arabica em tiras de papel de
coloracao verde (1 cm x 1 cm) foi oferecida para cada casal. Apds 24 horas, a
massa de ovos foi substituida por um nova. Os ovos retirados foram colocados em
tubos de ensaio de vidro para incubacdo. Foram realizadas observagdes diarias
sob microscépio estereoscopico Zeiss SV6 para avaliar o niumero de ovos
parasitados e a razdo sexual da prole (numero de fémeas/namero total de
descendentes). Considerando que pelo sistema de determinacdo do sexo
haplodiploide de Hymenoptera, as fémeas que produziram somente descendéncia

de machos nao foram fertilizadas.
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Tabela 1. Esquema de cruzamento interpopulacionais dos 10 casais entre as
quatro populacdes de Telenomus podisi

Cruzamentos
DF x PR Q@ DFxJd PR
Q PR x & DF
DF x MT Q@ DF x & MT
Q MT x & DF
DF x SP ? DF x4 SP
Q SP x d DF
PR x MT ® PRxJd MT
QMT xJd PR
SP x MT @ SPx Jd MT
Q MT x4 SP
SP x PR Q SPxd PR
? PRxJd SP

MT = Mato Grosso (Tangara da Serra), SP = Sao Paulo (Botucatu), DF = Distrito

Federal, PR = Parana (Londrina). Q@ fémea e & - macho.

Analise de dados

A proporcao média de parasitismo, a sobrevivéncia dos imaturos e o periodo
de desenvolvimento do estagio imaturo (dias) das diferentes populagdes foram
comparadas utilizando modelos lineares generalizados (GLM) e andlise de
devianca (ANODEV) com distribuigc&o binomial e fun¢éo de liga¢éo logaritmica para
proporcao de parasitismo e sobrevivéncia de imaturos e com distribuicdo gaussiana
e funcao de ligacao identidade para o tempo de desenvolvimento. Quando os dados
apresentaram sobre dispersdo um fator de correcdo foi adicionado ao modelo
(funcéo quasi da plataforma R). Quando constatadas diferencas significativas entre
0s parametros das populacbes foram utilizados contrastes ortogonais para
comparagao par a par.

Os dados da oviposi¢cao e sobrevivéncia foram condensados em tabela de
fertiidade (TF) para estimar os parametros da fertilidade: taxa reprodutiva liquida
(RO, fémeas/fémea), taxa liquida de aumento populacional (rm, producéo

instantdnea de progénie fémea/fémea) e a taxa finita de aumento (A,
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fémeas/fémea/dia) durante o periodo de observacdo (10 dias). Para calcular estes
parametros foi utilizado o pacote Lifertable (Maia et al., 2014), desenvolvido a partir
do pacote lifetable.sas (Maia et al., 2000) para ambiente R (Development Core
Team, 2024). O pacote R lifertable usa algoritmos para o calculo dos parametros
de tabela de fertilidade e seus respectivos parametros de disperséo utilizando o
método iterativo jackknife (25 iteracdes) (Meyer et al., 1986).

Com ajuste do modelo, o programa R fornece graficos que exibem
pseudovalores, modelos ajustados e respectivas faixas de confianca de 95% para
cada parametro e uma tabela contendo estimativas dos parametros do modelo
linear, respectivos erros padrdo e niveis de significancia nominal associados aos
testes de hipdtese. Para realizar comparacfes de pares entre as populacdes foi
usado o teste t de Student.

A longevidade (em dias) de fémeas e machos das diferentes populagdes foi
analisado com teste de Kruskal-Wallis e para comparacdo de médias par a par,
pelo teste de Mann-Whitney com correcdes de Bonferroni, para avaliar a
significancia entre os valores médios. A sobrevivéncia das fémeas, durante o
periodo do experimento, foi comparada com a Analise de Sobrevivéncia de Kaplan-
Meier com comparacdes entre pares usando o teste Log-Rank, os niveis de
significancia foram ajustados com correcao de Bonferroni.

A compatibilidade reprodutiva dos parasitoides das diferentes populacodes,
foi avaliada com base na razdo sexual (niUmero de fémeas/nimero total de
descendentes), e na analise da proporcdo média de parasitismo, esta Ultima
conduzida por meio de modelos lineares generalizados (GLM) com distribuicao
binomial e funcdo de ligacdo logaritmica, com correcdo de sobre dispersdo dos
residuos. Adicionalmente, foi realizada uma andlise de devianca (ANODEV) e
analise de contrastes para avaliar a significancia entre os valores medios das

populagdes.
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Resultados

Parametros biolégicos

Foram observadas diferencas entre as populacfées quanto a proporcdo de
parasitismo (y?= 1199,4, df = 3, P = 0,029), sobrevivéncia dos imaturos (y2 = 2456,5,
df =3, P < 0,001) e o periodo de desenvolvimento do estagio imaturo (y= 1538.6,
df =3, P <0,0001). A proporcdo de parasitismo resultou significativamente maior
para as fémeas da populacdo de Mato Grosso (MT) e Parana (PR) em relacéo as
fémeas do Distrito Federal (DF). A populacdo do DF mostrou maior sobrevivéncia
dos estagios imaturos e maior tempo de desenvolvimento em comparagdo aos
imaturos das outras populagdes avaliadas. As populacbes do MT e do PR
apresentaram valores intermediérios e estatisticamente semelhantes para todos os
parametros estudados (Tabela 2).
Tabela 2. Parametros biolégicos de Telenomus podisi de quatro populagdes

durante os 10 primeiros dias de vida das fémeas (")

Origem da Proporcao de Sobrevivéncia dos Periodo de
populagao parasitismo imaturos (propor¢do)  desenvolvimento
imaturo (dias)
Distrito Federal 0,39+0,02 a 0,79+ 0,01 a 15,5+ 0,10 a
N = 1902 N = 1506 N = 1506
Mato Grosso 0,48+ 0,02b 0,68+0,17b 14,3+ 0,11 b
N = 2051 N = 1387 N = 1387
Parana 0,47+0,02b 0,64+017Db 14,4+ 0,11 b
N =2141 N = 1419 N = 1419
Séo Paulo 0,40 £ 0,02 ab 0,68+0,18 b 13,7+ 0,12c
N =1769 N=1214 N=1214

@ Médias + erro padrdo seguidos pelas mesmas letras na coluna ndo diferem
significativamente de acordo com analise GLM e contrastes entre as médias (P > 0,05%).

A idade das fémeas exerceu influéncia similar sobre os parametros
reprodutivos nas quatro populacdes de T. podisi avaliadas. Verificou-se uma
reducéo progressiva na propor¢do media de ovos parasitados e na sobrevivéncia
dos imaturos com o avanc¢o da idade das fémeas (Figura 6A e B), indicando um
impacto negativo da idade na capacidade de oviposi¢cao e na viabilidade da prole.
Adicionalmente, observou-se uma diminuicdo na razdo sexual das fémeas na
progénie, ao longo do tempo houve um aumento no niumero de machos (Figura
6C). Esse efeito € observado mais claramente na populacdo de Sao Paulo (SP),
pois nessa populacao a proporcéo de fémeas na progénie caiu abaixo de 0,1 apés

0 6° dia, em comparacdao as outras populacdes.
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Figura 6. Potencial reprodutivo de Telenomus podisi de quatro popula¢des: Distrito Federal

(DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sao Paulo (SP) durante os primeiros dez dias de
vida das fémeas. (A) Proporgéao de ovos parasitados (numero de ovos parasitados/numero
de ovos oferecidos), (B) Proporcédo de sobrevivéncia dos imaturos (numero de adultos
emergidos/numero de ovos parasitados), (C) Razdo sexual (humero de fémeas/numero total

de descendentes).
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A analise dos parametros da tabela de fertiidade ndo mostrou diferencas
significativas entre as popula¢des quando considerada a taxa liquida de reproducgao
(RO), as populacdes do DF e SP mostraram taxas intrinsecas de aumento (rm)
maiores do que as populacdes de MT e PR, entretanto a rm da populacdo do DF
nao deferiu das populagcbes de MT e PR. Resultados similares foram observados
ao comparar a taxa finita de aumento com as populacdes do DF e SP mostrando

valores significativamente maiores as popula¢cées de MT e PR (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros da tabela de vida de fertilidade de Telenomus podisi de
guatro populacdes. Letras diferentes em cada coluna indicam diferencas

significativas (teste-t de Student P < 0,05, com corre¢cdes de Bonferroni).

Origem da Taxa reprodutiva Taxa liquida de aumento Taxa finita de

Populagao liquida (RO) populacional (rm) aumento (A)

Distrito 45,80 + 2,55 a 1,05+ 0,05 ab 2,86+ 0,15 ab
Federal N =25 N =25 N =25

Mato Grosso 44,20 £ 5,48 a 0,93+0,04b 254+012Db
N =25 N =25 N =25

Parana 44,45 + 6,02 a 0,90+ 0,04 b 246+0,11b
N =25 N =25 N =25

Sao Paulo 46,70 £ 4,85 a 1,14+ 0,08 a 3,11 +£0,26 a
N =25 N =25 N =25

Alongevidade, em dias, de machos e fémeas variou significativamente entre
as populagdes avaliadas. Observou-se que individuos da populacdo do DF
apresentaram os maiores valores medios de longevidade, especialmente os
machos (DFm), com valores superiores a 80 dias, com alta variabilidade, diferindo
significativamente dos machos das outras trés populacdes (y?= 29,87, df = 3, P <
0,0001). As fémeas do DF (DFf) também exibiram longevidade elevada, diferindo
significativamente das fémeas das populagdes do MT (x2= 17,05, df =3, P = 0,01)
e SP (x?= 17,05, df = 3, P < 0,001). Em contraste, quando comparados, os tempos
de longevidade entre fémeas e machos dentro da mesma populagdo néo

apresentaram diferencas entre os sexos (Figura 7).
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Figura 7. Longevidade (em dias) de machos e fémeas de Telenomus podisi de quatro
populagdes: Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sao Paulo (SP),
m = macho e f = fémea. As caixas mostram o intervalo interquartil e as linhas
horizontais indicam medianas. Letras maiusculas acima das caixas indicam
comparagdes entre populagdes dentro do mesmo sexo. Letras minusculas indicam
comparagdes entre machos e fémeas dentro da mesma populacao. Letras diferentes

representam diferencas significativas segundo o teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).

A anadlise da probabilidade de sobrevivéncia das fémeas indicou diferencas
significativas entre as populagdes avaliadas (Kaplan-Meier = 9,3, df =3, P = 0,03).
A populagao de Sao Paulo mostrou uma sobrevivéncia menor a do Distrito Federal
(x2=19,3, P =0,01). Observou-se que, ao longo do periodo de 10 dias, a proporgao
de fémeas das populagbes do DF, MT e PR se manteve relativamente constante
(Figura 8).
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Figura 8. Curvas de sobrevivéncia de fémeas de Telenomus podisi de diferentes
populagdes: Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sao Paulo
(SP) durante os primeiros dez dias de vida das fémeas. Eixo Y: Proporgdo de
sobrevivéncia de fémeas. Eixo X: [dade das fémeas (dias). As diferengas entre as
curvas de sobrevivéncia foram estatisticamente significativas (Kaplan-Meier, Log-
Rank = 9,3, df = 3, P = 0,03).

Cruzamentos interpopulacionais

A andlise da proporcéo de parasitismo revelou variacdes significativas entre
os cruzamentos (x2 = 130,607, df = 15, P = 0,049) (Figura 9). O cruzamento DFm
x DFf exibiu elevada variabilidade e uma média inferior de parasitismo. Em
contraste, os cruzamentos entre as populacbes do MT, SP e PR mostraram
proporcdes de parasitismo consistentemente elevadas e com menor variagao
(Figura 9). Nos cruzamentos realizados entre a populacdo do DF e as demais
populacdes (MT, SP e PR) ndo houve emergéncia de fémeas. Em contrapartida, os
cruzamentos interpopulacionais realizados entre as populacdes de MT, SP e PR
mostraram propor¢do de fémea iguais ou superiores a 0,7 em todos 0s casos.
Adicionalmente, cruzamentos entre individuos da mesma populacao
(intrapopulacionais), apresentaram todos propor¢éo de fémeas maior de 0,6 (Figura
10).
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indicam diferengas significativas entre na proporgao de ovos parasitadas entre os cruzamentos

assinalados e os outros cruzamentos avaliados (andlise de GLM e analises de contraste,

respectivamente P < 0,05 e 0,01 (y2= 130,607, df = 15, P = 0,049)).
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Figura 10. Proporcéo de fémeas e machos observados em cruzamentos entre individuos
de diferentes populagdes geograficas: Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana
(PR) e Sao Paulo (SP). m = macho e f = fémea. Eixo X: Razdo sexual (proporgéo de
fémeas e machos). As barras representam a proporgéo de descendentes de cada sexo
na descendéncia de cada cruzamento.
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Discussao

As caracteristicas biolégicas séo ferramentas fundamentais na comparacao
entre espécies de inimigos naturais, auxiliando na selecdo dos agentes mais
efetivos para o controle biologico. Os parametros bioldgicos como, sobrevivéncia
dos imaturos, fecundidade e periodo de desenvolvimento da fase imatura, podem
fornecer informagdes sobre o potencial do parasitoide como agente de controle
bioldgico (Laumann & Sampaio, 2020), permitindo inferéncias sobre sua eficacia e
adaptabilidade.

Os resultados obtidos indicaram variagdes significativas entre populacdes de
diferentes origens geogréficas quanto a propor¢cao de parasitismo, sobrevivéncia
dos imaturos e tempo de desenvolvimento, sugerindo que mecanismos de
adaptacao a condi¢bes especificas do local de origem podem estar moldando o
desempenho biologico das populacdes de T. podisi. As fémeas das quatro
populagcdes estudadas apresentaram a maior parte das posturas, bem como o
namero de descendentes, nos primeiros quatro dias de vida, seguida por uma
gueda acentuada na fecundidade e sobrevivéncia da progénie nos dias
subsequentes, indicando um padréo tipico de declinio reprodutivo ao longo da vida
adulta, padréo constatado também para T. podisi por Yeargan (1982) e Pacheco &
Corréa-Ferreira (1998), evidenciando um impacto negativo da idade na capacidade
de oviposicédo e na viabilidade da prole que também é caracteristico em espécies
de Trissolcus (Laumann et al., 2010).

A maior sobrevivéncia dos estagios imaturos e o periodo de desenvolvimento
mais prolongado observados na populacéo do Distrito Federal em relacéo as outras
populacfes, podem estar relacionados com adaptacBes especificas a forma de
exploracdo dos hospedeiros, um desenvolvimento mais lento pode contribuir para
melhor aproveitamento dos nutrientes, que no caso de parasitoides de ovos sao
fixos, aumentando a sobrevivéncia dos imaturos (Jervis et al., 2008; Van Baalen &
Hemerik, 2008). Entretanto, o desenvolvimento mais lento pode contrastar com a
aptiddo do parasitoide uma vez que alonga o tempo generacional e aumenta a
exposicao a riscos de mortalidade o que pode reduzir a taxa de crescimento
populacional e a resposta numérica do parasitoide (Pennacchio & Strand, 2006;
Jervis et al., 2008; Kraaijeveld & Godfray, 2008).
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A maioria dos himendpteros parasitoides se reproduz por partenogénese,
sendo a determinacao do sexo por haplodiploidia, em que um ovo néo fertilizado se
desenvolve em um macho haploide e um ovo fertilizado em uma fémea diploide
(Heimpel & de Boer 2008; Laumann & Sampaio, 2020). Sendo assim, as fémeas
acasaladas podem controlar a propor¢cdo de sexo de sua progénie, para adaptar-
se a condi¢cbes especificas (Ode & Hardy, 2008; Cingolani et al., 2014). Com o
avanco na idade das fémeas, ocorreu diminuicdo do numero de fémeas e aumento
do nimero de machos gerados, fato apresentado também por Pacheco & Corréa-
Ferreira (1998), a diminuicdo na razdo sexual na progénie sugere uma possivel
deplecdo do esperma ao longo do tempo. Esse efeito € observado principalmente
na populacdo de S&do Paulo, havendo um grande declinio na proporcédo de fémeas
apos o 6° dia, em relacdo as outras populacdes.

Para compreender a dinamica populacional, é essencial analisar o potencial
de crescimento populacional, de forma a poder estabelecer estratégias de manejo
no controle populacional de pragas, com o objetivo de responder de forma eficiente
as variacfes na densidade dos organismos-alvo do controle (Maia et al., 2000;
Bonsall & Bernstein, 2008; Laumann & Sampaio, 2020). A estimativa do
crescimento populacional pode ser realizada por meio de tabela de fertilidade,
procedimento matematico que integra informacdes sobre os dados de reproducao
e mortalidade de uma populacdo (Maia et al., 2000). Esses parametros funcionam
como indicadores quantitativos importantes para avaliar as interacfes entre
populacdes e o ambiente (Maia et al., 2014) e no caso dos parasitoides a adaptacao
aos hospedeiros.

Com nossos resultados, os dados de potencial reprodutivo, em condigdes de
laboratério, mostraram que as fémeas das quatro populagdes de T. podisi podem
parasitar uma média de, aproximadamente, 70 a 80 ovos, durante o periodo de
oviposicdo de 10 dias, com uma prole estimada de 44 a 46 fémeas/fémea,
mostrando uma constancia na média do nimero de fémeas geradas entre as
populagdes. A populacdo de SP destacou-se com os maiores valores de rm (1.15)
e A (3.15) sugerindo maior potencial de multiplicacdo por unidade de tempo. No
entanto, as demais populacfes também exibiram caracteristicas biologicas e

reprodutivas favoraveis a sua utilizacdo para o controle biolégico.
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Considerando essas conclusdes, bem como os dados disponiveis sobre o
potencial reprodutivo de fémeas de E. heros, no qual podem ovipositar 130 ovos
durante sua vida, e com uma prole estimada de 40 fémeas/fémea (Costa et al.,
1998; Malaguido & Panizzi, 1999), observa-se que todas as populacdes de T. podisi
avaliadas apresentaram uma producéo de progénie feminina (RO) maior a de E.
heros, isso indica que o parasitoide possui potencial para aumentar sua populacao
mais rapidamente do que o percevejo. Essa vantagem é refletida diretamente nas
taxas intrinsecas de crescimento (rm) do parasitoide, que também foram
consistentemente elevadas, indicando maior capacidade de expansao populacional
por unidade de tempo, mantendo padrdes constantes de fecundidade e mortalidade
(Maia et al., 2000). Considerando que taxas liquidas de reproducéo e de aumento
populacional mais elevadas estdo diretamente relacionadas ao potencial de
controle do inimigo natural (Van Baalen & Hemerik, 2008; Laumann & Sampaio,
2020), os resultados reforcam o potencial de T. podisi como agente no controle
biologico de E. heros.

Os resultados obtidos apresentaram variagdes significativas na longevidade
de machos e fémeas entre as quatro populacbes analisadas. A tendéncia
observada, com fémeas apresentando maior longevidade que os machos, é
coerente com o que se observa em diversas espécies de Scelionidae, nas quais 0
investimento energético é diferente entre os sexos. Na fase adulta, os machos
podem ser selecionados para priorizar o periodo intenso de esfor¢o reprodutivo em
detrimento da longevidade (Kraaijeveld & Godfray, 2008).

A populacao do DF apresentou maiores valores médios de longevidade tanto
para fémeas (31,56 + 19,87) quanto para machos (32,52 + 21,66). Esse padrao
pode estar relacionado a menor taxa reprodutiva observada nas fémeas de T. podisi
desta populacéo, o que favoreceu o aumento da longevidade. Em geral, uma maior
taxa reprodutiva estd associada a um maior gasto de energia e, conseguentemente,
menor longevidade das fémeas (Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998; Van Baalen &
Hemerik, 2008). Além disso, diversos fatores podem influenciar a longevidade de
parasitoides, como alimentacdo, condicbes ambientais e o custo energético

relacionado a copula (Pacheco & Corréa-Ferreira, 1998).
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As curvas de sobrevivéncia das fémeas de T. podisi apresentaram
diferencas entre as populacfes avaliadas. A populacdo do DF apresentou maior
longevidade, com elevada proporgcao de fémeas vivas até o 10° dia, sugerindo que
a maior longevidade em fémeas do DF pode refletir, possivelmente, a menor taxa
de parasitismo observada. Em parasitoides, € comum observar um trade-off entre
fecundidade e longevidade, no qual fémeas com maior investimento reprodutivo
tendem a ter vida mais curta (Pexton & Mayhew, 2002; Jervis et al., 2008). Em
contraste, a populacdo de SP apresentou uma queda mais acentuada na
sobrevivéncia a partir do 6° dia, sugerindo menor expectativa de vida sob as
condicBes experimentais, o qual pode comprometer sua eficiéncia em ambientes
com menor disponibilidade de hospedeiros.

Ao analisar a propor¢éo de parasitismo, observou-se que o cruzamento DFm
x DFf apresentou uma elevada variabilidade na propor¢éo de ovos parasitados, no
entanto, a meédia de parasitismo foi inferior em comparacdo aos demais
cruzamentos, isso pode refletir em efeitos negativos quando o macho é da mesma
populacdo. Esses resultados apontam para uma caracteristica intrinseca da
populacdo, e que a origem populacional pode influenciar significativamente o
desempenho reprodutivo das fémeas.

Nos cruzamentos interpopulacionais, observou-se que nos cruzamentos
entre individuos (machos e fémeas) da populagdo do DF com individuos das outras
populacdes avaliadas (MT, SP e PR), ndo houve emergéncia de fémeas. Esse
resultado sugere a ocorréncia de incompatibilidade reprodutiva, possivelmente
indicando que a populacdo do DF é morfologicamente semelhante as demais
populacdes, mas geneticamente isolada e reprodutivamente incompativel.
Resultado similar apresentado por Borges et al. (2003), utilizando duas linhagens
nos cruzamentos, uma linhagem de parasitoide originaria do Brasil (DF) e uma
segunda linhagem originaria de Maryland (EUA), resultando em todos
descendentes machos, sugerindo incompatibilidade reprodutiva entre as duas
linhagens. Esse padrao reforca a hipotese de que T. podisi seja, na verdade, um
complexo de espécies cripticas, considerando sua ampla distribuicdo geografica
(Kenis et al., 2019; Wengrat, 2022) e que a linhagem do DF pode ser uma espécie

diferente.
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Em contraste, os cruzamentos interpopulacionais entre as populacdes de
MT, SP e PR apresentaram propor¢cOes elevadas de fémeas, indicando alta
compatibilidade entre essas popula¢des, sugerindo que tais populagdes constituem
uma Unica espécie. Além disso, 0os cruzamentos intrapopulacionais resultaram em
proporcdes de fémeas superiores a 0,6, reforcando a viabilidade reprodutiva dentro
das proéprias populagdes.

As populacbes de Telenomus podisi analisadas apresentaram variac0es
marcantes em parametros bioldgicos e reprodutivos, refletindo possiveis
adaptacOes locais. Esses achados destacam a importancia de considerar a origem

populacional na selecéo de linhagens para programas de controle biolégico.
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CAPITULO 2

Comportamento de forrageamento e de oviposi¢ao de diferentes

populagcdes de Telenomus podisi

Introducéao

O controle biol6gico é uma pratica que promove a regulacdo ou supressao
de populacdes de pragas por meio da atuacdo de inimigos naturais. Nesse
contexto, o sucesso na regulacdo de pragas esta diretamente relacionado as
decisdes comportamentais dos parasitoides durante a busca e o parasitismo dos
hospedeiros (Mills & Wajnberg, 2008). Esse processo é mediado por estimulos ou
pistas de natureza fisica (visuais ou mecanicos), quimica (semioquimicos) ou
bioguimica, sendo os semioquimicos os mais frequentemente utilizados por vespas
parasitoides na localizacdo de seus hospedeiros (Godfray, 1994; Vinson, 1998;
Michereff et al., 2011). A manipulacdo do comportamento de parasitoides por meio
de semioquimicos e pistas fisicas, visando aumentar seu recrutamento e
permanéncia no campo, representa uma abordagem eficiente no fortalecimento de
estratégias de controle biolégico por conservacao (Blassioli-Moraes et al., 2016,
2022).

O forrageamento de fémeas dos parasitoides envolve sequéncias
comportamentais, que incluem a localizagdo do habitat do hospedeiro, a busca e
localizagdo do hospedeiro, o reconhecimento e a aceitagdo do hospedeiro e
adequagao para o desenvolvimento (Laumann & Sampaio, 2020). Estes
comportamentos estdo submetidos a pressdo de selegcdo, visando otimizar a
oviposi¢ao e garantir o sucesso do desenvolvimento de sua prole. Dessa forma, o
sucesso reprodutivo dos parasitoides depende de estratégias de busca que
maximizem o0s encontros bem-sucedidos com hospedeiros, resultando na sua
morte e, consequentemente na reducao da populagdo da praga (Aquino, 2011;
Laumann & Sampaio, 2020). A utilizagao de sinais e pistas do ambiente como fonte
de informagdo sado fundamentais para tornar as estratégias de busca de

hospedeiros mais eficientes (Waschke et al., 2013; Laumann & Sampaio, 2020).
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Os estimulos recebidos pelo inseto durante as etapas de localizacdo do
habitat e localizacdo do hospedeiro, modificam seus padrbes de movimentagéo,
podendo gerar respostas taxicas (de orientacdo), etapas que acontecem em longas
distancias (varios metros), ou respostas cinéticas (modificacdo do padréo geral de
movimentag¢&o) (Laumann et. al., 2011), que se observam em curtas distancias, em
geral quando os insetos permanecem nos substratos onde estdo os hospedeiros.
Durante as etapas de reconhecimento e aceitacdo, as pistas contribuem para
identificar e selecionar o hospedeiro. A ecologia comportamental de parasitoides
de ovos da familia Scelionidae ainda ndo € totalmente elucidada, existem
informacdes em relac&o a diversas etapas do comportamento de forrageamento e
os estimulos associados. E conhecido que em Scelionidae as fémeas respondem
as mudancas sutis na quimica das plantas (Blassioli-Moraes et. al.,, 2008),
utilizando semioquimicos como pistas de médio e longo alcance durante o processo
de busca de hospedeiros (Borges et al., 2003).

Plantas danificadas por herbivoros liberam uma mistura complexa de
compostos organicos volateis, conhecidos como volateis induzidos por herbivoros
(VPIHS), que atuam como sinais utilizados por parasitoides durante o
forrageamento, auxiliando na localizacdo de seus hospedeiros (Dicke, 1999;
Blassioli-Moraes et al., 2005; D’Alessandro et al., 2009). Processos similares
podem ser observados como resultado da oviposicdo de insetos herbivoros nas
plantas (Hilker & Meiners, 2006; Heil, 2008). A influéncia dos VPIHs no
comportamento de Scelionidae tem sido estudada em varios sistemas tri-tréficos
envolvendo plantas hospedeiras-percevejos-parasitoides de ovos (Colazza et al.,
2004, Blassioli-Moraes et al., 2016). Em particular para Telenomus podisi varios
trabalhos tém demonstrado que os voléateis induzidos por percevejos em plantas de
soja sdo atrativos para as fémeas do parasitoide (Blassioli-Moraes et al., 2005,
2008; Michereff et al., 2013, 2015). Entre os compostos identificados nos VPIHs
produzidos pela soja dois compostos, (E,E)-a-farneseno e salicilato de metila, se
destacam pela sua influéncia taxica e quinética no comportamento do parasitoide
(Michereff et al., 2013, Lagba et al., 2024). Estes compostos aplicados no campo
sao eficientes para recrutar fémeas de Telenomus podisi e incrementar os indices

de parasitismo (Michereff et al., 2024).
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De forma similar, T. podisi reconhece e responde tanto a sinais quimicos
guanto fisicos associados ao percevejo, utilizando esses sinais na localizagéo do
hospedeiro durante seu comportamento de busca (Godfray, 1994; Borges et al.,
1999; Laumann et al., 2009; Lagba et al., 2024). Por exemplo, compostos quimicos
presentes nos rastros deixados pelos hospedeiros sobre o substrato (Borges et al.,
2003, Lagb6a et al.,, 2020); e volateis (cairomonios) produzidos pelos proprios
hospedeiros, como os feromoénios sexuais (Borges et al., 1998) ou feromonios de
alarme (Laumann et al., 2009) sao atrativos para o parasitoide. Nesse contexto, um
componente do feromdnio sexual produzido pelo macho de Euschistus heros, o
2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, apresenta efeito atrativo sobre T. podisi,
indicando que constitui uma pista particularmente relevante na localizagdo do
hospedeiro (Borges et al., 1998, 1999).

Portando, os VPIHs e os cairomoénios auxiliam os parasitoides na localiza¢éo
do habitat do hospedeiro. Uma vez no habitat, utiizam uma combinacdo de
estimulos quimicos, volateis ou néo, e sinais fisicos para localizar e reconhecer os
hospedeiros (Lagba et al., 2024)

Uma vez localizado o hospedeiro, 0 parasitoide de ovos executa uma
sequéncia de comportamentos que, dependendo das informacdes obtidas, pode
levar ou ndo a oviposicdo (Vinson, 1984, 1998; Godfray, 1994). Esses
comportamentos tém como objetivo obter informacfes necessarias para o
reconhecimento e a selecdo do hospedeiro (Aquino, 2011). Inicialmente, a fémea
realiza uma inspecao externa do hospedeiro com pequenos golpes das antenas no
coérion dos ovos, um comportamento conhecido como tamborilamento, antes de se
concentrar em um ou dois ovos (Bin et al., 1993; Laumann & Sampaio, 2020), esse
comportamento esta diretamente associado a obtencédo de informagdes quimicas
que lhe permite a identidade, o estagio de desenvolvimento e o tamanho do
hospedeiro, informagdes fundamentais para sua aceitacdo (Laumann & Sampaio,
2020).

Apbs o reconhecimento, a fémea realiza o comportamento de prova do
hospedeiro, buscando um local adequado para perfurar o cérion do ovo com seu
ovipositor. Durante esse processo, as sensilas presentes no ovipositor (Vinson,
1984) auxiliam na avaliacédo das condi¢des fisico-quimicas internas do hospedeiro
(Vinson, 1984; Laumann & Sampaio, 2020). Finalmente, a fémea procede a

oviposicdo ou o abandono do hospedeiro (Aquino, 2011). Posteriormente a
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oviposicao, a fémea pode realizar o comportamento de marca¢ao, no qual apos a
oviposicao, retira-se seu ovipositor, esfregando-o repeditamente na superficie do
ovo, tem por funcao sinalizar a presenca de um ovo ja parasitado (Bin et al., 1993).
Nesse contexto, a aceitacdo e adequacédo estdo condicionadas a uma série de
comportamentos especificos (Vinson & Iwantsch, 1980).

A ecologia comportamental dos parasitoides da subfamilia Telenominae em
relacdo aos mecanismos de busca e selecdo de hospedeiros ainda € pouco
conhecida (Lagbda, 2021). As informacdes disponiveis sdo restritas a aspectos
isolados de determinadas etapas de forrageamento e, ainda sdo insuficientes para
uma compreensao abrangente desse comportamento (Laumann & Sampaio, 2020,
Lagba, 2021). Nesse contexto, a compreensdo do comportamento de
forrageamento de parasitoides exige o entendimento dos estimulos envolvidos, dos
comportamentos que eles desencadeiam e possiveis variagdes decorrentes da
experiéncia prévia do inseto. Esses conhecimentos sdo fundamentais ndo apenas
para elucidar os aspectos basicos do comportamento desses organismos, mas
também para compreender a dinamica temporal e espacial da interacdo do
hospedeiro e parasitoide, e dessa forma desenvolver ferramentas que
potencializem seu uso em programas de controle bioldgico (Mills & Wajnberg, 2008;
Laumann & Sampaio, 2020).

Quando se analisa o comportamento de forrageamento de parasitoides é
relevante também considerar a diversidade genética, como fonte de variabilidade
na resposta a estimulos e como meio para explicar as diferencas inter e
intrapopulacionais muitas vezes observadas em estudos de comportamento (Mills
& Wajnberg, 2008).

Esta diversidade genética pode se expressar em diferentes fenotipos tanto
a nivel individual (personalidade ou tipos comportamentais, definida com a
consisténcia dos individuos para executar um comportamento determinado) como
coletivo (sindrome comportamental, quando os individuos de uma populacéo
exibem consisténcia/correlagcao entre dois ou mais comportamentos) (Garamszegi
& Herczeg, 2012). Embora estes tipos ou sindromes comportamentais tenham
sido mais profundamente estudados em insetos sociais e sirvam para explicar a
divisdo da labor e desenvolvimento de castas nestes insetos (Pinter-Wollman,
2012, Wright et al., 2014) também tém sido pesquisados em relacdo a decisdes

de forrageamento ou atitudes defensivas em insetos como percevejos (Hemiptera:
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Pyrrochoridae) (Gyuris et al.,, 2011), afideos (Hemiptera: Aphididae) (Schuett et
al., 2011), besouros (Coleoptera: Chrysomelidae) (Tremmel & Miller, 2013) e
também em parasitoides (Gomes et al., 2019).

O estado do conhecimento atual sugere que diferencas nos tipos e
sindromes comportamentais, uma vez que determinam como uma populacéo
explora recursos do ambiente e influenciam o sucesso reprodutivo dos individuos,
devem ser consideradas como uma dimensdo-chave nas variacdes ecologicas e
evolutivas intraespecificas (Wolf & Weissing, 2012). A selecdo de alguns tipos
comportamentais (como por exemplo, individuos mais agressivos, com maior
capacidade de dispersdo ou com maior potencial de explorar pistas durante o
forrageamento) podem ser determinantes para o sucesso de programas de controle
biolégico ou para entender a dindmica das relagdes hospedeiros e parasitoides (Sih
et al., 2012).

Considerando os conhecimentos prévios e 0 marco teorico descrito, este
capitulo tem como objetivo principal estudar o comportamento de forrageamento e
de oviposicéao de quatro populagdes do parasitoide Telenomus podisi com diferente
origem geografica visando estabelecer se existem diferengas que possam
influenciar a sua eficiéncia como agentes de controle biolodgico de percevejos.

Os objetivos especificos foram: (i) avaliar a influéncia de semioquimicos
volateis, o (E,E)-a-farneseno, composto majoritario dos volateis de soja com
herbivoria de E. heros, e o 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila, composto
majoritario do feromdnio sexual de E. heros; e se influenciam de diferentes formas
o0 comportamento de forrageamento de fémeas de diferentes populac¢des; (ii) avaliar
o comportamento de parasitismo de fémeas de diferentes populagdes de T. podisi
em ovos de E. heros, por meio de observagcdo de reconhecimento e aceitagéo do

hospedeiro.
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Materiais e métodos

Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram mantidos como descrito no
capitulo 1. Foram utilizadas fémeas com idade entre 24 e 48 horas apods a
emergéncia, sempre em contato com machos para fecundacéo e sem experiéncia

prévia de oviposic¢ao.

Comportamento de forrageamento

Foi avaliada a resposta comportamental de forrageamento de fémeas das
populacdes de Telenomus podisi em relacdo a influéncia dos semioquimicos
volateis ((E,E) a-farneseno e 2,6,10 trimetil tridecanoato de metila). Como foi
detalhado anteriormente estes dois compostos tém comprovada agédo no
comportamento de forrageamento dos insetos atuando como estimulos volateis
atrativos para os parasitoides (Borges et al., 1998, Michereff et al., 2013). Para os
bioensaios foi utilizado olfatdmetro de dupla escolha em formato de “Y”. Este
equipamento consiste em uma arena com circulagao ativa de ar. O olfatdmetro é
formado por um bloco quadrado de acrilico (19 x 19 x 1 cm) com uma cavidade em
forma de Y (2,0 cm largura), o tronco (brago comum) medindo 8,0 cm e cada brago
com 7,0 cm de comprimento (Figura 1A). Os bragos atuam como areas de escolha
dos semioquimicos que foram avaliados. Para fechar o bloco, duas placas de vidro
(19 x 19 x 0,4 cm) foram colocadas por cima (vidro transparente), e abaixo (vidro
translucido) (Figura 1B). Todo o sistema foi ensamblado com prendedores plasticos

para manter as pec¢as unidas e impedir a entrada de ar do ambiente no sistema.

Figura 1. (A) olfatbmetro de dupla escolha. (B) arena com (a) bloco de acrilico e (b) placas
de vidro.

42



Os olfatébmetros foram ligados a uma corrente de ar gerada utilizando
bombas de aquario. O fluxo de ar criado pela bomba foi conduzido utilizando
mangueiras de silicone para um filtro com carvao ativado, para filtragem, e para um
umidificador. Posteriormente a corrente de ar foi dividida em dois ramos cada um
dos quais se conecta a uma seringa de vidro de 20 mL (Arti-Glass, Due Carrare,
Italia), conectadas ao olfatbmetro com mangueiras de silicone (Figura 2A). Nestas
seringas foram colocados os compostos semioquimicos avaliados. Finalmente o ar
€ conduzido para o interior do olfatdbmetro. No extremo oposto da entrada das
seringas (base do tronco ou bragco comum), foi adaptada uma bomba de vacuo,
para succionar o ar para fora da arena. Desta forma, estabeleceu-se um sistema
de tipo “push-pull” com fluxo de ar de entrada de 0,6 I/min e fluxo de saida de 0,4
I/min. O fluxo foi regulado mediante fluxdmetros e a diferenga entre o fluxo de
entrada e o fluxo de saida assume uma leve pressao positiva no interior do sistema

para evitar contaminagdo com ar do ambiente (Figura 2B).

Figura 2. (A) Arena de experimentagao adaptada para bioensaios com fluxos
de ar, (a) seringa com tratamentos, (b) arena. (B) Arena de experimentagao
adaptada para bioensaios com fluxos de ar, (a) fluxémetro, (b) bombas (c)
mangueiras para a entrada de ar (d) mangueira para o escoamento de ar.
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Os compostos utilizados nos bioensaios foram testados em concentragdes
previamente estabelecidas de: 0,002 mg/ml, para o (E,E)-a-farneseno, com uma
aliquota de 10 uL (Michereff et al., 2013); e 1 mg/ml de 2,6,10—-trimetil tridecanoato
de metila (Borges et al., 1998), com uma aliquota de 10 pyL (Lagba, 2021). As
solucdes foram preparadas a partir de padrdes sintéticos puros diluidos em n-
hexano. Foram feitas 35 repeticdes para cada composto volatil, nas quatro
populacgdes, totalizando 140 bioensaios com o (E,E)-a-farneseno e 140 bioensaios
com 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila. Adicionalmente, foram feitas 35
repeticbes controle (ar x ar) para cada uma das quatro populagdes, totalizando

também 140 bioensaios.

Os semioquimicos foram contrastados com o solvente n-hexano, como
controle. Uma aliquota de 10 uL das solug¢des avaliadas ou de n-hexano foi aplicada
em pedacgos de papel filtro (~1 cm? (Qualy J Prolab, Parand, Brasil). Antes de serem
colocados dentro das seringas de vidro, o papel filtro foi deixado a temperatura
ambiente por 40 segundos até a evaporacao do solvente. O mesmo procedimento
foi realizado para o papel filtro contendo somente o solvente n-hexano. Os papéis-
filtro contendo os compostos testados e o solvente, bem como a posigcao dos bragos
do olfatdmetro foram trocados a cada trés bioensaios para evitar qualquer viés de

posicao sobre a escolha das fémeas.

Para cada bioensaio foi introduzida uma unica fémea do parasitoide de cada
populacao no olfatbmetro, na base do brago comum e seu padrdo de movimento
foi registrado durante 600 segundos. Cada fémea foi usada apenas uma vez no

bioensaios.

Os insetos foram monitorados por uma camera de video (Basler ace 2 USB
3.0 — Sensor Sony IMX392), com resolugdao 1600 x 1200 pixels. Para garantir
condigbes homogéneas de iluminagado sobre a arena, foram utilizados dois painéis
de LED (Quantum Barra 120W PRO UV+IR, Master Plants) posicionadas na parte

superior (Figura 3), com intensidade de 45%.
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Figura 3. Equipamentos utilizados para os bioensaios, (a)

camera para captura de imagens, (b) painéis de LED.

As imagens capturadas foram digitalizadas e enviadas para um computador.
Os dados foram registrados e processados utilizando o software de rastreamento
EthoVision XT 17 (Noldus), com o qual se obtiveram as trilhas que descrevem o
padrdo de movimento do inseto. A partir destas trilhas e da informacao espacgo
temporal registrada pelo software € possivel calcular uma série de variaveis que
descrevem e caracterizam diferentes aspectos do forrageamento dos insetos
(Tabela 1).

As variaveis selecionadas permitem comparar o padrdo geral de
forrageamento das fémeas de cada populagcdo em presenga dos estimulos e
comparar em cada populagdo o padrdao de forrageamento em presenca
(tratamento) ou auséncia (controle) dos estimulos. Assim, algumas variaveis
caracterizam a resposta de orientagdo para um estimulo (taxismo, quimiotaxismo
no caso de substancias quimicas) e outras definem o padrao geral de movimento
doinseto (cinese). Neste ultimo caso algumas variaveis sdo indicativas de atividade
geral ou variagbes na velocidade de deslocamento do inseto (ortocinese) e outras
indicam variagdes no padrdo geral de movimento em relagdo a tortuosidade,
linearidade e curvatura do deslocamento (clinocinese). Ao mudar o padrao geral
de movimentagao do inseto aumentando a exploracdo das areas em presenca a
um estimulo, os efeitos cinéticos dos mesmos estdo diretamente relacionados a

retencdo dos insetos nestas areas.
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Tabela 1. Tipos de variaveis medidas em bioensaios de olfatometria e tipos de
comportamentos associados.

Variavel Descricao Tipo de
comportamento
Escolha Braco do olfatbmetro onde o inseto entrou Quimiotaxismo
inicial pela primeira vez e permaneceu por ao
menos 10s
Distancia Total da distancia (mm) percorrida pelo Ortocinese
inseto durante todo o bioensaio (600s)
Velocidade Velocidade média (mm/s) do deslocamento Ortocinese
do inseto durante todo o bioensaio (600s)
Tempo em Duragéo total do movimento do inseto, Ortocinese
movimento considerado inseto em movimento em
deslocamentos em distancias > de 3 mm/s
Alternancia Numero de vezes que o inseto troca entre Clinocinese
entre zonas areas do olfatdbmetro previamente definidas
Angulo de Angulo de rotagao (valor médio) relativo com Clinocinese
giro base na dire¢cédo do inseto, sendo a diferenca
de diregao entre duas amostras
Velocidade Velocidade angular relativa com base na Clinocinese
angular trajetoria do inseto (o)

Nota: para escolha inicial somente foram considerados os insetos que fizeram a

escolha nos primeiros 300 s do bioensaio.

Andlises estatisticas

A preferéncia pelos bracos do olfatbmetro tratamento ou controle nos
bioensaios com (E,E)-a-farneseno e 2,6,10-trimetil tridecanoato foi avaliada para
cada populacdo por separado utilizando teste y2 (P < 0,05) com hipétese nula de

nao preferéncia (50% de chance de escolha para cada brago do olfatdmetro).

Para avaliar o efeito dos tratamentos em comparacao a situacdo controle
foram utilizados os dados dos bioensaios realizados em presenca ou em auséncia
(bioensaios controle) dos estimulos. Em principio foram considerados os

bioensaios realizados em individuos de cada populacdo separadamente.
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As variaveis de distancia, velocidade, tempo em movimento, velocidade
angular e angulo de giro foram utilizados modelos GLM com distribuicdo Gamma;
para alternancia entre zonas foram utilizados modelos GLM com distribuicdo de
Poisson. Para as variaveis angulo de giro e velocidade angular, quando mostraram
sobredispersdo dos dados, foram analisadas com teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis e comparagao par a par com teste de Mann-Whitney (comparagéao
entre populagdes e comparagao de cada populagdo com seus controles). Os
mesmos modelos foram utilizados para comparar as variaveis entre as populacdes
medidas em bioensaios em presenca dos semioquimicos. Neste caso as
populacdes foram consideradas efeitos fixos. A analise se complementou com uma
analise de devianca e contrastes par a par entre as populacdes. As andlises foram
realizadas utilizando o software R (R Development Core Team, 2024). Em todos

0s casos cada fémea avaliada foi considerada uma repetigéo.

Comportamento de oviposi¢cdo

Posturas de E. heros (n=8 ovos/postura) foram inseridas individualmente no
centro de arenas formadas por placas de Petri (3,5 cm de didmetro x 1 cm de
altura). Fémeas de T. podisi (< 24 horas ap6s a emergéncia) foram introduzidas
nas arenas para observagdo das categorias comportamentais. Foram registradas
as categorias comportamentais e o tempo de duragdo de cada uma delas. Para
identificagdo das categorias comportamentais foram utilizadas como referéncias as
estabelecidas previamente por Bin et al. (1993) para Trissolcus basalis (Figura 4) e
utilizadas em trabalhos prévios com T. podisi (Borges et al., 1999; Aquino 2011):

Encontro — que corresponde o tempo decorrido desde a liberagdo da fémea
na arena até o encontro com a postura.

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

Prova - exploragéao da lateral do ovo e insergao do ovipositor através do cérion
alcancando o interior.

Oviposic¢ao — caracterizada por movimentos ritmicos do abdémen no sentido
do eixo longitudinal do corpo.

Marcagao — caracterizada por movimentos em zig-zag realizados com o

ovipositor estendido sobre a superficie do ovo, varios autores indicam que com
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este movimento a fémea deposita um ferombdnio de marcagdo no ovo,

entretanto, o mesmo nao foi isolado até o momento.

encontro tamborilamento

e 5 &
) R s

prova oviposi¢cao marcacao

Figura 4. Esquemas representativos das diferentes categorias
comportamentais de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros

observadas em T. basalis, segundo Bin et al. (1993).

Em observagdes prévias dos comportamentos de T. podisi foram registrados
com relativa frequéncia alguns comportamentos complementares aos descritos por
Bin et al. (1993). Esses comportamentos foram detalhados a seguir e também
foram inclusos nas observagdes e andlises deste trabalho (Aquino 2011):

Retorno — corresponde ao retorno a um ovo previamente visitado e onde a

fémea ja realizou alguns dos comportamentos anteriormente descritos

(tamborilamento, prova ou oviposi¢ao).

Abandono — corresponde a saida da fémea do parasitoide de perto da

postura apdés a exploracdo da mesma, se deslocando a uma distancia

consideravel (periferia da placa), apds 1 minuto sem retorno a postura.

As observacbes de comportamento foram conduzidas sob microscopio
estereoscopico Zeiss SV6. Fémeas de cada populagdo (n=8/postura) foram
observadas individualmente. As observacdes foram realizadas até o abandono da
postura pela fémea. Adicionalmente, e com o intuito de estabelecer se existe algum
padrao de exploragao da postura, a posigéo dos ovos escolhidos para parasitar foi
registrada seguindo o critério de sequéncia de ovos escolhidos para oviposi¢gédo. No
qual, a partir de cada ovo selecionado para oviposigao, foi registrado se o préximo
ovo selecionado foi um vizinho (ovo em contato fisico com o anteriormente

selecionado) ou nao vizinho (ovo sem contato fisico com o parasitado previamente).
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Com os dados da observacao da sequéncia de comportamentos foram construidos
etogramas para verificar a sequéncia comportamental seguida por cada parasitoide

das quatro populagdes.

Analises Estatisticas

O tempo de cada categoria comportamental observada para cada populagao
de parasitoide no hospedeiro foi comparado através de teste de Kruskal-Wallis e
teste de Mann Whitney para comparagdes multiplas par a par, com corregdes de
Bonferroni. A frequéncia de observacao dos comportamentos no hospedeiro foi
utilizada para construgcédo de etogramas. Para isto, os dados das observacdes dos
comportamentos das fémeas foram utilizados para criar uma matriz de transicao de
primeira ordem (Matriz de Markov) onde foram consideradas as frequéncias totais
de cada uma das transi¢gdes (passagem de uma categoria comportamental para
outra). As probabilidades de transicao foram calculadas a partir da frequéncia de
transicao observada entre dois eventos divididos pelo numero total de observagoes
do primeiro evento. Os valores esperados das células da matriz foram obtidos
multiplicando-se os valores totais de cada coluna e linha da respectiva célula e
dividindo-os pelo total geral da matriz (numero total de transicdes observadas).
Para testar a hipdtese de que as transigdes ndo ocorrem ao acaso, a significancia
estatistica das transi¢des individuais foi avaliada pelo teste y2 (valores observados

vs. valores esperados), com significancia ajustada pela corregao de Bonferroni.

Para analisar o numero de ovos parasitados foi utilizada analise de modelos
lineares generalizados (GLM) e analise de devianga (ANODEV) com distribuicéo
binomial e fungao de ligagao logaritmica. As escolhas realizadas pelos parasitoides
relativas a sequéncia de oviposigao (ovo vizinho ou n&o vizinho) foram analisadas
através de regresséo logistica estimando a probabilidade de escolha de ovo vizinho
apo6s uma oviposicao. As hipoteses de nao preferéncia entre os ovos vizinho e ndo
vizinho na sequéncia de selegao (50% de selegao em cada uma das opgdes) foram

avaliadas através de teste ¥ de Wald (Aquino, 2011).
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Resultados
Comportamento de forrageamento

Nos bioensaios de olfatometria, ao considerar a primeira escolha quando as
fémeas do parasitoide foram expostas ao (E,E)-a-farneseno, foi observado que as
fémeas das populacdes de Mato Grosso e Sdo Paulo ndo mostraram preferéncia
para o tratamento. Em contraste, as fémeas da populagéo do Parana (¢ = 6,43, df
=1, P = 0,01) e Distrito Federal (2 = 3,90, df =1, P = 0,048), exibiram preferéncia
inicial pelo tratamento (Figura 5A). Resultado semelhante foi observado para as
fémeas do DF ao serem expostas ao componente do feromdnio do percevejo,
2,6,10 trimetil-tridecanoato de metila, (x> = 4,24, df =1, P = 0,04), exibindo
preferéncia inicial pelo brago com o tratamento (Figura 5B). No apéndice 1 (Pagina
75) se apresentam exemplos de uma trilha caracteristica das fémeas de cada
populagdao em bioensaios com (E,E)-a-farneseno x n-hexano; 2,6,10 trimetil-

tridecanoato de metila x n-hexano; e controle (ar x ar).
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Figura 5. Primeira escolha de fémeas de Telenomus podisi de quatro populagdes: Distrito
Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sdo Paulo (SP), utilizando os tratamentos
(A) (E,E)-a-farneseno, e (B) 2,6,10 trimetil-tridecanoato de metila. As barras coloridas
indicam o numero de individuos que escolheram o estimulo testado, enquanto as barras
cinzas indicam o numero de fémeas que escolheram o controle. Teste y2 de Wald. * =P <
0,05 indica diferengas significativas. ns = diferengas nao significativas.
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As analises comportamentais utilizando o tratamento com o (E,E)-a-
farneseno, indicaram diferengas significativas entre as populagdes de T. podisi para
todas as variaveis avaliadas. A distancia total percorrida foi maior em fémeas da
populagdo do PR, diferindo significativamente daquelas do DF (y? = 70,87, df = 3,
P = 0,01), cuja média foi a menor entre as populagdes analisadas. Quando

comparados aos respectivos controles (n-hexano), as populacdes do DF (y? =

54,768, df = 1, P = 0,0008), do PR (2 = 33,054, df = 1, P < 0,0001) e de SP (y? =
33,054, df = 1, P= 0,04) diferiram significativamente de seus controles, sendo que
no caso do DF e PR as fémeas percorreram maiores distancias em presenca do

estimulo e as fémeas de SP menores distancias (Figura 6A).

Comportamento semelhante foi observado na velocidade, visto que as
fémeas do PR apresentaram maiores valores médios de velocidade, diferindo das
populagdes do DF (32 = 51,024, df = 3, P = 0,04) e do MT (x*> = 51,024, df =3, P =
0,03), que exibiram menores valores de velocidade. Quando comparados aos
respectivos controles, as populagdes do DF (y? = 31,825, df = 1, P = 0,04), do PR
(x*> = 26,689, df = 1, P < 0,0001) e de SP (y? = 23,573, df = 1, P= 0,02) também
apresentaram diferengas significativas, com as fémeas do DF e PR movimentando-
se a velocidades maiores em presenga do estimulo e as fémeas de SP em

velocidades inferiores a observada em auséncia do estimulo (Figura 6B).

Quanto ao tempo em movimento, fémeas da populagdo do MT
permaneceram ativas por mais tempo, diferindo significativamente das populagdes
do DF (x? = 23,138, df = 3, P = 0,001) e SP (y* = 23,138, df = 3, P = 0,01). Quando
comparados aos respectivos controles, apenas a populacéo do DF (y2 = 28,242, df
=1, P =0,005), diferiu significativamente do seu controle (Figura 6C). A alternancia
entre zonas foi maior na populagdo do PR superando significativamente (x? =
423,04, df =3, P = 0,03) todas as demais. Ja quando comparados aos respectivos
controles, somente as populagdes do PR (y? = 227,20, df = 1, P < 0,0001) e de SP
(x? = 254,61, df = 1, P= 0,04) exibiram diferencas significativas (Figura 6D) mas de
efeito inverso. A populagdo de DF mostrou menor alternancia entre zonas e a do

PR maior alternancia nos bioensaios nos quais o estimulo esteve presente.
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Na analise do angulo de giro, os maiores valores foram registrados na
populacdo do PR que diferiu significativamente das demais populagées (2 = 26,56,
df = 3, P < 0,0001). A populacdgo de SP também apresentou valores
significativamente superior em relagdo a de MT (x? = 26,56, df = 1, P = 0,03).
Quando comparados aos respectivos controles, somente as populagdes do PR (y?
= 68,507, df = 1, P = 0,002) e de SP (x* = 107,64, df = 1, P < 0,0001) diferiram
significativamente de seus controles (Figura 6E). A velocidade angular foi
significativamente maior na populagéo de SP, que diferiu da populagdo do PR (2 =
201,64, df = 3, P < 0,03). Esta, por sua vez, apresentou valores intermediarios,
semelhante aos observados nas populacdes do MT e do DF, sem diferencas
significativas entre si. Em comparagdo aos respectivos controles, somente a
populagdo de SP (y2 = 108,52, df = 1, P < 0,0001) diferiu significativamente de seu
controle (Figura 6F).

Em presenc¢a do componente do feroménio de E. heros, o composto 2,6,10
trimetil-tridecanoato de metila, a populagcdo do DF apresentou deslocamento
significativamente menor em comparadas as populagées de SP, MT e PR (y2 =
54,878, df = 3, P =0,01), cujas fémeas se deslocaram em maiores distancias. Estas
trés populagdes, por sua vez, nao diferiram significativamente entre si. Quando
comparados aos seus controles (bioensaios em auséncia de estimulos), as
populagdes do PR (y? = 31,970, df = 1, P = 0,03), de SP (y? = 24,752, df =1, P <
0,001) e do MT (32 = 42,355, df = 1, P = 0,04) diferiram significativamente de seus
controles (Figura 7A) com deslocamentos em menores distancia em presenca do

estimulo nas populacdes de MT e SP e em maiores distancias na populagao de PR.

Ao considerar a velocidade média de deslocamento, ndo foram observadas
diferencas expressivas entre si, com excecao da populagcdo de SP que exibiu
valores significativamente maiores em relagao a populagao do DF (32 = 47,525, df
= 3, P = 0,02). Quando comparados aos respectivos controles, apenas as
populagdes de SP (x? = 16,982, df =1, P < 0,001) edo MT (3% = 38,916,df =1, P =
0,02) diferiram significativamente de seus controles, fémeas de ambas as
populagdes se movimentaram em menores velocidades em presenca do estimulo
(Figura 7B).
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Figura 6. Médias * erro padréo (EP) das varidveis medidas em bioensaios de olfatometria com fémeas de Telenomus
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O tempo total em movimento também variou entre as populagdes. As fémeas
de populacdo do DF permaneceram em atividade por menos tempo, diferindo
significativamente das populagdes de SP (¥2 = 118,068, df = 3, P = 0,02) e PR (2
= 118,068, df = 3, P = 0,007), que apresentaram os maiores tempos de atividade.
Quando comparados aos seus controles, apenas a populagdo de DF (x2 = 23,039,
df = 1, P = 0,007) mostrou diferengas significativa em relagdo a situagao controle,

mostrando um tempo em movimento maior em presenca do estimulo (Figura 7C).

A alternéncia entre zonas foi mais frequente nas populagdes do SP e PR,
que nao diferiram significativamente entre si, mas contrastaram com populagéo do
DF (y2 = 423,04, df = 3, P = 0,03), a qual exibiu menor alternancia entre as zonas.
Em comparagdo aos respectivos controles, foram observadas diferengas
significativas nas populacdes de PR (32 = 215,85, df = 1, P < 0,001), SP (y? =
216,47, df = 1, P = 0,001) e MT (y? = 267,23, df = 1, P = 0,006) com menor
alternancia na presenga do estimulo em MT e SP e situagao oposta em PR (Figura
7D).

Em relacdo ao angulo de giro, as fémeas das populagdes do MT e SP
exibiram os maiores valores, diferindo significativamente das popula¢des do DF e
PR (x? = 11,17, df = 3, P = 0,01). Quando comparados aos respectivos controles,
todas as populagdes, DF (3% = 3,871, df = 1, P = 0,049), PR (x*> =4,082, df =1, P =
0,04), de SP (y? = 8,796, df = 1, P = 0,003) e do MT (y? = 4,545, df =1, P = 0,03)
apresentaram diferengas significativas mas com sentidos opostos as fémeas de DF
e PR em presenga do estimulo mostraram menores valores do angulos de giro do
que as fémeas das respectivas populagbes em situagdo controle. O oposto foi
observado para as fémeas das populacdes de MT e SP (Figura 7E). Quanto a
velocidade angular, ndo houve diferencas significativas entre as quatros
populagdes (x? = 263,02, df = 3, P = 0,08). Em contraste, quando comparados aos
respectivos controles, as fémeas de todas as populagdes, DF (y?>=3,917,df=1,P
=0,047), PR (y* = 4,034, df =1, P =0,04), SP (¢ = 8,692, df =1, P = 0,003) e MT
(x? = 4,52, df = 1, P = 0,03) diferiram significativamente em situacédo controle,

mostrando o mesmo padrdo em relag&o aos controles (Figura 7F).
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Comportamento de oviposicdo

Os comportamentos de oviposigcdo das fémeas das diferentes populagcdes
apresentaram-se estereotipados sendo observadas as mesmas sequéncias de
comportamentos. Em relagdo aos tempos investidos em cada comportamento nao
houve diferengas significativas em relagéo ao encontro (y2 = 4,64, df = 3, P = 0,20),
apresentando médias de tempo similares para encontrar as posturas de E. heros.
Entretanto, o tempo investido por individuos de cada populagdo em cada categoria
comportamental foi diferente para o tamborilamento (2 = 26,36 df = 3, P < 0,0001),
as fémeas das populagdes do PR mostraram tempo de tamborilamento menor nos
ovos, em relacdo as fémeas do MT e SP. As fémeas da populacdo do DF
apresentaram tempos de tamborilamento intermediarios. O comportamento de
prova apresentou diferencgas significativas (32 = 14,02, df = 3, P = 0,003) com a
populacdo do DF mostrando o menor tempo em relagdo as outras populagcdes
(Tabela 2).

A duragdo do comportamento de oviposi¢gao apresentou diferengas entre as
populagdes (y2 = 9,78, df = 3, P = 0,02) as fémeas da populagado de SP demoraram
significativamente mais tempo para ovipositar do que as fémeas da populagao de
PR. O tempo de oviposi¢cao das populagdes do DF e de MT resultou semelhante.
As fémeas da populagdo do DF consumiram menor tempo para marcagao dos ovos
apos a oviposigao do que as fémeas das outras trés populagdes estudadas (Tabela
2).

A analise dos etogramas revelou que o comportamento de oviposi¢cao das
fémeas das quatro populagdes de T. podisi € composto por etapas claramente bem
definidas, com transicbes comportamentais, ou seja, a passagem de um
comportamento para o outro, estatisticamente significativas (Figura 12). A
frequéncia de cada categoria comportamental das populagdes, indicou que todas
as fémeas de T. podisi foram igualmente eficazes em localizar os ovos oferecidos,
entretanto, a cada categoria comportamental ha uma redugdo na proporgdo de

fémeas que realiza o comportamento seguinte.
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Tabela 2. Tempo (média *+ desvio padrao) em segundos das categorias comportamentais desenvolvidas pelas fémeas das
diferentes populacdes de Telenomus podisi"

Encontro Tamborilamento Prova Oviposicao Marcagao
Distrito 74,88 + 104,70 a 11,46 £ 19,64 ab 3,77 £ 2,61a 11,1 +44,73 ab 19,27 £+ 6,87 b
Federal n=48 n=134 n==65 n=45 n=15
Mato Grosso 96,77 + 122,83 a 15,63 + 25,69 a 6,58+ 12,30 b 108,22 + 45,38 ab 27,5+ 10,82 a
n=70 n=183 n=385 n =380 n=46
Parana 117,28 + 129,78 a 7,02+463b 489+265b 95,8+41,96 b 26,46 + 7,52 a
n =51 n=146 n=061 n=59 n=26
Sao Paulo 103,87 + 115,72 a 12,42 + 20,40 a 463+ 3,97 ab 121,93+ 52,30 a 3211+ 12,32 a
n=46 n=139 n=65 n=64 n=36
2 =4,64, df = 3, x2 = 26,36 df = 3, 2 =14,02, df = 3, 2 =9,78, df = 3, y2=17,97,
P=0,20 P < 0,0001 P = 0,003 P=0,02 df =3, P <0,0001

() Médias + desvio padrdo seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com teste Kruskal-Wallis e

teste de Mann-Whitney com corregdes de Bonferroni (P < 0,05).
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As fémeas apresentaram um padrdo comportamental sequencial bem
definido durante a exploragdo dos ovos, com uma frequéncia alta do
comportamento de tamborilamento. Posteriormente, duas trajetorias foram
seguidas. A maioria das fémeas testaram o hospedeiro por meio da prova: 68%
(DF), 73% (MT), 63% (PR) e 68% (SP). Em contrapartida, parte das fémeas: 27%
(DF), 21% (MT), 27% (PR) e 23% (SP) prosseguiu para o abandono, ou seja, as
fémeas abandonaram os ovos sem ovipositar. Uma menor fragdo de fémeas
retornou ao tamborilamento apds os comportamentos intermediarios como a prova,
0 que pode indicar possivelmente reavaliagdo da qualidade do hospedeiro; ou a
oviposi¢do, apresentando menores frequéncias para os dois comportamentos. No
entanto, mais de 60% das fémeas retornaram ao tamborilamento apds realizarem
a marcacgao, esse retorno foi evidente na populacdo do MT, sendo a Unica a

apresentar diferenga significativa nessa transicao (Figura 8).

A populagédo do DF, em particular, demonstra diferengcas comportamentais
sutis em relagdo ao comportamento de oviposigdo e de marcagao (Figura 8A),
mostrando menor frequéncia comparadas as outras populagdes. Diferentemente
das outras trés populagdes (MT, PR e SP) que apresentaram maiores frequéncias
de oviposigdo, mostrando uma porcentagem acima de 80% de fémeas que
seguiram da prova para a oviposigao. Nas quatro populagbes, as fémeas
executaram marcagao significativa, mesmo apresentando esse comportamento
com menor frequéncia, mostrando padrdes semelhantes. A outra porcentagem das
fémeas, apos ovipositarem prosseguiu para o abandono da postura, entretanto nao
se mostrou significativo. Foi possivel observar que a prova e oviposigao, foram

realizadas preferencialmente na metade inferior dos ovos.

O comportamento de retorno resultou mais aleatorio, entretanto e, em geral,
apresentou transigdes significativas em trés populagbes. O comportamento de
transicdo do encontro para o abandono também se mostrou aleatério, e foi
observado apenas nas populagdes de SP e PR (Figura 8C e D), ou seja, apos o
encontro com postura oferecida, uma porcentagem das fémeas nao realizou
nenhum dos comportamentos, seguindo diretamente para o abandono da postura,

entretanto esse comportamento ndo se mostrou significativo.
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Quanto a proporgao de ovos parasitados, nao foram observadas diferengas
significativas entre as populagdes (y?= 90,451, df =3, P =0,17) (Figura 9). As quatro
populagdes apresentaram proporgdes médias semelhantes, ndo ultrapassando a
média de 30% de ovos parasitados. Esses resultados indicam que,
independentemente da origem populacional, as fémeas parasitaram uma
quantidade semelhante de ovos, o numero de ovos parasitados por fémea variou

entre 1 a 5, do total de 8 ovos oferecidos.

Arespeito da sequéncia de oviposi¢cao, ao encontrar as posturas, as fémeas
das diferentes populagbes de T. podisi preferiram parasitar os ovos posicionados
na borda das posturas. A analise de regressao logistica mostrou que as fémeas das
populagdes do MT (teste x2 de Wald = 1,58, P < 0,001) e de SP (teste y2 de Wald =
1,05, P = 0,02) (Figura 10) apresentaram uma probabilidade significativamente
maior que 0,5 de escolher ovos vizinhos ap6s uma oviposicdo, ou seja, apos
parasitar um ovo, as fémeas escolheram na sequéncia, ovos que tinham contato

fisico com o previamente parasitado (ovo vizinho).

Por outro lado, esse padrdo nao foi observado em fémeas das populagdes
do DF (teste y2 de Wald = 0,34, P = 0,57) e do PR (teste 2 de Wald = 0,49, P =
0,28), que nao diferiram significativamente de uma escolha do ovo vizinho e de um
ovo nao vizinho selecionados para ovipositar (Figura 10), mostrando que as fémeas

nao demonstraram uma preferéncia significativa por ovos vizinhos.
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Figura 8. Etogramas do comportamento de reconhecimento e oviposigdo de fémeas de Telenomus podisi das quatro populagdes. (A) - Distrito
Federal — DF, (B) - Mato Grosso — MT, (C) - Parana — PR, (D) - S&o Paulo - SP. Os numeros nas linhas indicam a probabilidade de transicao entre
comportamentos. Os numeros entre parénteses dentro dos retangulos indicam a frequéncia observada de cada comportamento. As linhas
tracejadas indicam probabilidades n&o diferentes do acaso (P > 0,05). As linhas completas indicam as transigcbes de um comportamento para
outro que resultaram significativas (P < 0,05).
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Figura 9. Proporgao de ovos parasitados (nUmero de ovos parasitados por nimero
de ovos oferecidos) entre individuos de diferentes populagdes geograficas: Distrito
Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sao Paulo (SP). Médias seguidas
de mesmas letras minusculas na coluna ndo apresentam diferencas significativas
por GLM (P > 0,05).
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Figura 10. Propor¢cédo de ovos (média + 1C95%) das diferentes populagdes de
Telenomus podisi selecionados para oviposicdo em relacdo a sequéncia de escolha
(vizinho ou nao vizinho). Distrito Federal (DF), Mato Grosso (MT), Parana (PR) e Sao
Paulo (SP). Os valores médios e os 1C95% foram calculados mediante regressé&o
logistica. Teste y? de Wald. ** = P < 0,001 e * = P < 0,05 indica diferengas
significativas na propor¢édo de ovos parasitados vizinhos ou ndo vizinhos nas
posturas de diferentes populagdes, ns = diferencas nao significativas entre a
propor¢ao de ovos parasitados vizinhos ou ndo vizinhos nas posturas.
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Discussao

Os padrdes de locomogao tendem a variar entre os individuos dentro da mesma
especie (Drost et al., 2000). Os resultados obtidos a partir da exposi¢cao das diferentes
populagdes de Telenomus podisi aos compostos (E,E)-a-farneseno e 2,6,10-trimetil
tridecanoato de metila indicam que esses semioquimicos sao capazes de modular os

padrées comportamentais das fémeas.

Embora somente as fémeas das populacdes do DF e do PR mostraram
resposta quimiotaxicas positivas (atragao), indicadas pela escolha inicial dos bragos
do olfatdmetro que receberam os semioquimicos avaliados (no caso da populagao do
PR a resposta ao componente do feroménio foi marginal, P = 0,063), quando
comparadas as variaveis que identificam componentes cinéticos, em todas as
populagbes as respostas dos insetos permitem inferir que os insetos foram

estimulados pelos semioquimicos avaliados.

A resposta quimiotaxica das fémeas de T. podisi do DF aos semioquimicos
avaliados coincide com trabalhos prévios com insetos desta mesma populagao
(Borges et al., 1998; Michereff et al., 2013; Lagba, 2021).

Embora as fémeas das populagdes do DF e do PR, quando expostas ao (E,E)-
a-farneseno mostraram quimiotaxismo positivo ao analisar os componentes cinéticos
dos seus movimentos foi constatado que as variaveis que identificam mudancas nos
padrées de movimentagao (ortocinese) foram diferentes com as fémeas da populagéo
do PR percorrendo maiores distancias a velocidades maiores, embora o nivel de
atividade (tempo em movimento) tenha resultado similar. Entretanto em ambas as
populagcdes e, em comparacao com as fémeas de cada populacdo em auséncia de
estimulos (n-hexano), o (E,E)-a-farneseno modificou o padrao de movimentagao dos
insetos com aumento das variaveis ortocinéticas que indicam uma maior exploragao
das areas tratadas pelas fémeas. Isto claramente representa uma vantagem
adaptativa, pois 0 aumento de procura em areas onde a probabilidade de encontrar o
hospedeiro € maior pode incrementar os indices de oviposi¢cdo e a descendéncia do
parasitoide (Laumann et al., 2011). Da mesma forma em presenga do (E,E)-a-
farneseno, as variaveis clinocinéticas indicam um deslocamento com maior grau de
curvatura, nas trilhas das fémeas de ambas as populagdes. Um resultado similar com

fémeas da populagdo do DF expresso pelo tempo de residéncia em areas tratadas, o
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que indica maior retengdo do inseto nas mesmas, foi previamente relatado por
Michereff et al. (2013). Um padrao similar de respostas se observou quando os insetos
foram expostos ao componente do feroménio sexual do percevejo marrom, E. heros,

2,6,10-trimetil tridecanoato de metila.

As fémeas das populagcées de MT e SP ndo mostraram respostas quimiotaxicas
e somente as variaveis que descrevem comportamentos relacionados a clinocinese
(velocidade angular e angulo de rotagdo) foram significativamente diferentes em
relagdo as das fémeas nao expostas aos semioquimicos (n-hexano). Entretanto ao
comparar a resposta em relagdo as fémeas de outras populagdes algumas das
variaveis cinéticas foram superiores nas fémeas destas populacdes em relacao as
fémeas do DF, principalmente, indicando que nestas populagdes os insetos podem

apresentar comportamento de forrageamento mais ativos que na populagao do DF.

Variaveis cinéticas tém sido medidas previamente em espécies de Scelionidae,
incluindo T. podisi quando respondem a rastros quimicos (ndo volateis) (Borges et al.,
2003; Conti et al., 2004; Colazza et al., 2007, 2014; Lagba et al., 2020) e componentes
de feromoénios de alarme (Laumann et al., 2009). Em geral, estes trabalhos mostram
resultados similares em relagdo ao aumento dos parametros ortocinéticos e redugcéao
dos parametros clinocinéticos indicando retencdo e estimulo de procura dos
parasitoides. Os resultados apresentados neste trabalho coincidem com esse padrao

geral.

Os comportamentos de reconhecimento e aceitacdo de hospedeiros
observados durante a oviposi¢cao de fémeas das quatro populagdes de T. podisi foram
consistentes com relatos anteriores para parasitoides dos géneros Telenomus e
Trissolcus (Strand & Vinson, 1983; Bin et al., 1993; Aquino, 2011).

A anadlise dos tempos envolvidos em cada etapa comportamental néo
apresentou diferengas significativas no tempo de encontro do hospedeiro entre as
populagdes. Em contraste, o tempo investido no comportamento de tamborilamento
variou entre as popula¢gdes. O comportamento de tamborilamento é caracteristico em
parasitoides relacionado com o reconhecimento e aceitagdo do hospedeiro utilizando
as sensilas presentes nas antenas (Strand & Vinson, 1983). As fémeas do PR

investiram, em média, metade do tempo de tamborilamento nos ovos, 0 que sugere
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que as fémeas desta populagcdo do PR tendem a reconhecer e aceitar rapidamente

seu hospedeiro ou sdo menos seletivas.

A populagao do Distrito Federal investiu menos tempo no comportamento de
prova (3,77 £ 2,61s), contrastando com o maior tempo observado para a populagéo
do MT (6,58 + 12,30s). Como esse comportamento envolve a introdugao do ovipositor
no ovo do hospedeiro (Bin et al., 1993) para a avaliar suas condigdes internas, de
forma a evitar a oviposicdo em hospedeiros que néo oferegam condigdes ideais para
o desenvolvimento de sua progénie (Laumann & Sampaio, 2020), o que pode indicar
que as fémeas do DF realizam essa avaliagdo de forma mais rapida e possivelmente

mais direta.

O tempo destinado a oviposi¢cao por fémeas da populacdo do PR foi menor em
comparagdo com as fémeas das outras populagdes. Isto pode indicar diferengas
fisiolégicas ou ainda pode refletir diferentes estratégias de exploracdo de massas de
ovos. O comportamento seguinte a oviposi¢gao, a marcagéo, que foi menos frequente
na populacdo do DF, também resultou menor quando comparados os tempos
investidos pelas outras trés populagdes. De acordo com observagdes de Weber et al.
(1996) os scelionideos somente marcam os ovos onde tem realizado oviposi¢céo
satisfatéria. Dessa forma, as observagcdes da baixa frequéncia da populagéo do DF
na marcagao na massa de ovos estariam diretamente associadas com os baixos
indices de parasitismo observado nesta populacdo. A marcagao € um mecanismo de
discriminacdo de hospedeiros, mediado pela deposicdo de substancias quimicas
pelas fémeas posterior a oviposi¢do, como um sinal indicativo de que o hospedeiro ja
foi parasitado (Rosi et al. 2001; Nufio & Papaj 2001; Stelinski et al., 2009). Esse
comportamento reduz a ocorréncia de superparasitismo (multiplos ovos no mesmo
hospedeiro) ou o hiperparasitismo (parasitismo por mais de uma espécie de
parasitoide) (Rosi et al., 2001).

Os padrées comportamentais descritos nos etogramas das quatro populagdes
reforcam o observado ao analisar os tempos dos comportamentos de reconhecimento
e aceitagcao de hospedeiros. A sequéncia de comportamentos desde o encontro até a
marcacao € estereotipada e sem variagbes expressivas entre as fémeas das
diferentes populagbes. A cada categoria comportamental ha uma reducdo na
proporcao de fémeas que realiza o comportamento seguinte, seguindo probabilidades
distintas, indicando tomada de decisdo seletiva em cada etapa do processo de
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parasitismo. Este padrao observado nas quatro populacdes de T. podisi estudadas
coincide com o previamente relatado para T. podisi parasitando diferentes espécies
de hospedeiros (Aquino, 2011). Este padrdo parece ser altamente conservado,

estereotipado, de natureza inata e independentes das caracteristicas das populagdes.

Apesar das variagbes comportamentais observadas entre as populagdes no
reconhecimento e aceitacdo do hospedeiro, a proporcao de ovos parasitados nao
diferiu significativamente entre as populagdes avaliadas, conforme demonstrado na
Figura 12 (P > 0,05). Esse resultado sugere que, embora aspectos do comportamento
de cada populagédo possam variar, o desempenho de parasitismo, sob as condi¢cdes

controladas, se manteve relativamente estavel entre as populagdes.

As fémeas das populagdes do MT e SP seguem um padrao na escolha de ovos
para parasitar, pois apresentaram uma probabilidade significativamente maior para
selecionar, imediatamente apds uma oviposi¢cao, ovos que estavam em contato fisico
direto com o ovo previamente parasitado (ovo vizinho). Tal comportamento pode
sugerir uma estratégia de otimizag&o e redugao de custos energéticos e exploragao
do recurso disponivel. Em contraste, com as fémeas das populagdes do DF e PR, no
qual ndo seguiram um padrdao na escolha de ovos para parasitar, ndo tendo
preferéncia entre ovo vizinho e n&o vizinho, resultado semelhante relatado por Aquino
(2011) em fémeas de T. podisi da populagdo do DF parasitando ovos de diferentes
espécies de percevejos. O padrao de exploragao das posturas, realizado sem uma
sequéncia estereotipada para o parasitismo, como ja observado em diferentes
hospedeiros, pode ser uma das explicagdes da evolugcdo de um feromébnio de
marcacao nos scelionideos. Esse mecanismo permitiria a exploracado eficiente de
posturas com elevado numero de ovos, como as de pentatomideos, ao minimizar os

riscos e, otimizando assim, o sucesso reprodutivo (Aquino, 2011; Abram et al., 2023).

As populacdes de Telenomus podisi apresentaram variagcdes comportamentais
frente aos semioquimicos e na sequéncia de oviposigao, indicando diferengcas na
sensibilidade a estimulos e estratégias de forrageamento. Apesar dessas diferengas,
a sequéncia comportamental foi conservada entre as populagdes. Esses resultados
reforcam a influéncia da origem populacional sobre o comportamento de busca e
parasitismo, com implicagdes para o uso de linhagens adequadas para programas de

controle biologico.
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Consideragoes finais

Os parasitoides das quatro populagdes, apesar das variagdes nos parametros
reprodutivos, apresentaram desempenho satisfatorio, com o esperado, para um
eficiente agente de controle bioldgico. Nesse contexto, os resultados deste trabalho
destacam a importancia de considerar variacdes intraespecificas e a origem
populacional na selecdo de agentes de controle biologico, uma vez que diferencas
biol6égicas e comportamentais podem impactar diretamente a eficacia do parasitoide
em campo. A identificacdo de variacdes nos parametros demogréaficos entre as
populacdes de Telenomus podisi de diferentes origens geograficas, evidencia a
influéncia de mecanismos locais de adaptacdo sobre o desempenho biolégico da
espécie.

A incompatibilidade reprodutiva encontrada entre a populagdo do DF com as
demais populac¢des estudadas (MT, PR e SP) destaca a importancia da caracterizagao
genética complementar e um estudo taxonémico integrativo para estabelecer uma
classificagdo atualizada e precisa de T. podisi. Isto é de grande importancia para
assegurar a eficacia e estabilidade do uso de T. podisi em programas de manejo
integrado de pragas.

Do ponto de vista aplicado, as diferengas nas sindromes comportamentais
entre as populagdes podem refletir adaptagdes locais relacionadas as caracteristicas
dos ambientes de origem, além de possivelmente estarem associadas a variagdes
genéticas que influenciam o comportamento de busca e decisdo durante a oviposigao.
As diferengcas observadas na dinamica comportamental no forrageamento das
populagbes do parasitoide devem ser consideradas ao escolher populagdes para
programas de controle biolégico, uma vez que populagdes com maior sensibilidade e
responsividade comportamental frente a semioquimicos podem maximizar a eficiéncia
de localizagao e parasitismo em campo, resultando em estratégias de liberagdo mais
eficazes. Assim, a caracterizacao do perfil comportamental das diferentes populagcdes
deve ser considerada como etapa fundamental na selegcdo de linhagens para uso

comercial.

Este trabalho enriquece o conhecimento acerca da biologia reprodutiva e do
comportamento de forrageamento e oviposicdo de T. podisi, contribuindo com
informacgdes relevantes para a selegao de linhagens mais eficazes. Assim, trabalhos

futuros devem objetivar aprofundar estes estudos sobre os parametros bioldgicos,
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incluindo a utilizagdo de hospedeiros de diferentes origens geograficas, além da
realizagao de analises genéticas e morfolégicas complementares das populagdes do
parasitoide. Além disso, € importante conduzir novos bioensaios sob diferentes
condi¢gdes experimentais e com diferentes dosagens dos semioquimicos avaliados,
bem como a jungdo dos semioquimicos avaliados e outros semioquimicos, pode ser
essencial para elucidar variagdes nas respostas quimiotaxicas entre as populagdes e
aprimorar o uso de semioquimicos na aplicagdo em programas de controle bioldgico,
de forma a aumentar o recrutamento de inimigos naturais, e consequentemente,

aumentar as taxas de parasitismo em campo.
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Apéndice 1

Material suplementar referente ao Capitulo 2.

Trajetérias de fémeas de Telenomus podisi em bioensaios de olfatometria quando

expostas a diferentes tratamentos.
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Trajetorias de fémeas de Telenomus podisi da populagdo do Distrito Federal em arena em “Y” sob
diferentes estimulos quimicos. (A) (E,E) a-farneseno, (B) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila e (C)
controle (sem estimulo). T — tratamento; C — controle (n-hexano). As linhas representam os caminhos
percorridos pelos individuos durante o ensaio comportamental.
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Trajetorias de fémeas de Telenomus podisi da populagdo do Mato Grosso em arena em “Y” sob
diferentes estimulos quimicos. (A) (E,E) a-farneseno, (B) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila e (C)
controle (sem estimulo). T — tratamento; C — controle (n-hexano). As linhas representam os caminhos
percorridos pelos individuos durante o ensaio comportamental.
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Trajetorias de fémeas de Telenomus podisi da populagdo do Parana em arena em “Y” sob diferentes
estimulos quimicos. (A) (E,E) a-farneseno, (B) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila e (C) controle (sem
estimulo). T — tratamento; C — controle (n-hexano). As linhas representam os caminhos percorridos
pelos individuos durante o ensaio comportamental.
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Trajetorias de fémeas de Telenomus podisi da populagdo de Sao Paulo em arena em “Y” sob diferentes
estimulos quimicos. (A) (E,E) a-farneseno, (B) 2,6,10-trimetil tridecanoato de metila e (C) controle (sem
estimulo). T — tratamento; C — controle (n-hexano). As linhas representam os caminhos percorridos
pelos individuos durante o ensaio comportamental.
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