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RESUMO

O controle bioldgico natural do bicudo-do-algodoeiro, no Brasil, € realizado principalmente
por parasitoides. Entre eles, Bracon vulgaris Ashmead (Hymenoptera: Braconidae), um
ectoparasitoide larval, constitui o principal agente bioldgico responsavel pela reducdo natural das
populagdes do bicudo no agroecossistema algodoeiro no Nordeste brasileiro. Embora possua
importancia na cotonicultura, sdo escassos os dados referentes a acdo de parasitismo de B.vulgaris
sobre Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) tais como o efeito da idade,
fotoperiodo e disponibilidade de hospedeiro no comportamento de parasitismo deste parasitoide,
assim como o0s mecanismos morfolégicos envolvidos nesta interacdo parasitoide/hospedeiro.
Deste modo, este estudo avaliou 0s componentes sensoriais envolvidos no sucesso do parasitismo
de B. vulgaris sobre A. grandis, bem como o efeito da idade, fotoperiodo e disponibilidade de
hospedeiro no comportamento de parasitismo. Através de técnicas de microscopia eletrénica de
varredura foi verificado que o ovipositor de B. vulgaris € um 6rgdo multifuncional cuja
morfologia e composicdo estdo intimamente relacionadas as fungdes que exerce, e suas antenas
apresentaram quatro tipos de sensilas (tricéides, basiconicas, coelocdnicas e placdides) que atuam
como receptores olfativos e gustativos e ou expressam funcdo tatil, termo e de higrorrecepcéo. Os

testes comportamentais, por sua vez, mostraram que fémeas de B. vulgaris com cinco dias de



idades, quando submetidas as densidades de seis e 12 larvas hospedeiras por parasitoide,
apresentaram as maiores taxas de parasitismo, sendo que o menor tempo para localizacdo do
hospedeiro ocorreu apds 8h de exposicéo a luz, onde os parasitoides se mostraram mais ativos em
busca do hospedeiro. Quanto ao repertorio comportamental de parasitismo, B. vulgaris apresentou
0S seguintes eventos comportamentais em sequéncia: busca, parada, autolimpeza, aceite,
oviposicdo e repouso. Através da avaliacdo associativa da morfologia das estruturas sensoriais e
de estudos comportamentais, foi possivel compreender melhor os altos indices de parasitismo

apresentados por B. vulgaris sobre A. grandis.
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ABSTRACT

The biological control of the boll weevil in Brazil is realized mostly by insect parasitoids, in
which Bracon vulgaris Ashmead, a gregarious larval ectoparasitoid, is the most important
biocontrol agent responsible for natural reduction of boll weevil populations in cotton ecosystem
in the Northeast of Brazil. Even though it has a major importance in cotton production, there is no
much data referring to parasitism of A. grandis by B.vulgaris, such as the effect of age,
photoperiod and host availability in the parasitism behavior of this braconid wasp, as well as the
morphological mechanisms involved in the parasitoid-host interaction. Therefore, this study
investigated the morphological components involved in the success of parasitism of boll weevil
by B. vulgaris, and the effects of age, photoperiod and host availability in the parasitism behavior
of this natural enemy. Through techniques of scanning electron microscopy that the B. vulgaris
ovipositor is a multifunctional structure whose composition and morphology are closely related to
the role they play, and the parasitoid’s antennae present four types of sensilla (trichoids,
basiconical, coeloconical, and placodes) that act as olfactory and gustatory receptors and or
express tactile, therm, and hygro-reception functions. Behavioral tests showed that female five
days old, the shortest time to host location occurred 8h after light exposure, when parasitoids were

most active searching for the host. In relation to the behavioral repertoire of parasitism, B.



vulgaris showed the sequence of following behaviors: host search, static, grooming, host
acceptance, oviposition and resting. An associative evaluation of the morphology of sensory
structures and behavioral studies allowed the better understanding the high rates of parasitism

presented by B. vulgaris on A. grandis.

KEY WORDS: Ectoparasitoid, Anthonomus grandis, parasitism behavior,

ultrastructure, sensory organs, biological control.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O algodoeiro (Gossypium hirsutum L, Malvaceae) constitui uma das principais atividades
agricolas do Nordeste visto sua importancia na geracdo de empregos e producdo de fibras para a
industria téxtil. Estudos realizados indicam um crescimento da producdo e demanda mundial de
algoddo a uma taxa anual de 1,5%, e estimativas para a safra de 2015/2016 indicam que a area
colhida devera alcancar 37.453 milhdes de hectares, com uma producdo de 28.774 milhdes de
toneladas (Soares & Bussoli 2000, Alves & Serikawa 2006). No entanto, um dos grandes entraves
na cotonicultura continua sendo o ataque de pragas que, quando ndo controladas, podem reduzir
drasticamente a producdo (Bastos & Torres 2006, Torres 2008, Miranda 2010, Fonseca et al.
2011).

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera: Curculionidae), é
considerado a principal praga do algodoeiro nas Américas. No Semiarido de Pernambuco e na
Paraiba, o bicudo causa reducdo na produtividade do algodao herbéaceo que varia entre 54 a 87%;
tanto na fase adulta quanto na fase larval, este inseto causa injdrias a planta através de perfuragdes
nos botdes florais e nas macas, bem como destruindo, internamente, as fibras e sementes de modo
que esta praga é citada como a principal limitacdo para a cotonicultura em qualquer regido onde ha
sua ocorréncia (Gallo et al. 2002, Ramalho & Dias 2003, Santos et al. 2003, Busoli et al. 2004,
Torres 2008, Neves 2010, Grigolli et al. 2013).

No Brasil, cerca de 20% dos custos totais na producdo do algoddo sdo destinados a
defensivos agricolas visto que em sua maioria o controle do bicudo-do-algodoeiro é realizado com

inseticidas sintéticos a base de piretrdides de alta toxicidade (niveis toxicoldgicos I e 1), largo



espectro e baixa seletividade. Dentre as 96 marcas comerciais de inseticidas e acaricidas registradas
para uso no controle de pragas do algodoeiro, nenhuma das recomendadas para o controle do
bicudo é caracterizado como de baixo impacto para inimigos naturais (0 a 30% de mortalidade),
fazendo necessario a busca por formas de controle que minimizem os efeitos adversos acarretados
pelo uso continuo dos inseticidas sintéticos (Morales et al. 2004, Alves & Serikawa 2006, Bastos
& Torres 2006, Agrofit 2011).

De acordo com Ramalho & Wanderley (1996), nos cultivos de regides tropicais € muito rica
a fauna de inimigos naturais (parasitoides, predadores e entomopatdgenos), e as acOes
inadequadas na conducdo de cultivos, sobretudo no controle de pragas e doencas, tém causado
prejuizos a acdo benéfica desses organismos. Assim, a adocdo de estratégias para reducdo de
populacdes do bicudo, que contribuam para a preservacdo e incremento do seu controle biologico
natural € indicada para implantacdo de uma cotonicultura sustentavel. Para tanto, se faz necessario
reconhecer previamente a praga em questdo, os danos gerados por estes na cultura-alvo, assim
como 0s seus inimigos naturais, essa filosofia proposta pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP)
proporcionou o desenvolvimento em larga escala de pesquisas com insetos entoméfagos, vistos
entdo como uma alternativa viavel e vantajosa (Bellows & Fisher 1999, Parra et al. 2002, Hajek,
2004).

Programas de controle biologico utilizando parasitoides tém sido desenvolvidos com
sucesso atraves de estudos biologicos, fisiologicos e comportamentais desses inimigos naturais e
seus respectivos insetos hospedeiros (Omwega et al. 1995, Barbalho & Penteado-Dias 1997, Parra
et al. 2002). Dentre os parasitoides, himenopteros da familia Braconidae tém se destacado nos
programas de controle de pragas agricolas em agroecossistemas tropicais e subtropicais; a

importancia deste grupo deriva do efeito regulador que exercem sobre uma vasta gama de insetos



hospedeiros, conseguida através de adaptacdes fisioldgicas e comportamentais (Matthews 1974,
Marinho et al. 2009, Wang et al. 2010, Obonyo et al. 2008, Zikic et al. 2011).

Os Braconideos constituem um grande e benéfico grupo de himenopteros parasitoides de
alta relevancia no controle biologico de pragas, com aproximadamente 40.000 espécies
distribuidas por diversas regides do mundo. A biologia desses insetos é bastante diversa, visto que
esta familia comporta parasitdides primarios e secundarios, espécies solitarias e gregarias, tanto
ectoparasitoides quanto endoparasitoides; que atacam todos os estagios de vida do hospedeiro
(Berta & Colomo 2000, Toscano & Carvalho 2000a, Dey & Akhtar 2007, Fujihara et al. 2011,
Triplehorn & Jonhson 2011).

Diversas Ordens de insetos, dentre elas Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera,
Hymenoptera, Neuroptera e Psocoptera; sdo descritas sendo parasitadas por uma ou mais espécies
de braconideos (Matthews 1974, Foerster et al. 1999, Huber 2009, Marinho et al. 2009, Zikic et
al. 2011).

O controle bioldgico do bicudo-do-algodoeiro, no Brasil, é realizado principalmente por
parasitoides que atuam sobre 0s estagios imaturos dessa praga, ao todo 13 espécies de parasitoides
sdo descritas atacando este curculionideo (Ramalho & Wanderley 1996, Evangelista Junior et al.
2006). Dentre elas, quatro espécies de braconideos sdo encontradas parasitando as populacdes do
bicudo: Bracon mellitor (Say), Bracon sp., Urosigalphus rubicorpus (Gibson) e Bracon vulgaris
Ashmead (Pierozzi Jr 1989, Ramalho & Wanderley 1996, Ramalho et al. 2007); sendo este ultimo
um ectoparasitoide gregario e larval que juntamente com o Catolaccus grandis (Burks)
(Hymenoptera: Pteromalidae) constituem os principais agentes bioldgicos responsaveis pela
reducdo natural das populagGes de bicudo nos agroecossistemas do algodoeiro no Nordeste

brasileiro (Wanderley 1998, Ramalho et al. 2007, Ramalho et al. 2009a).



As fémeas de B. vulgaris paralisam as larvas de A. grandis enquanto realizam a oviposicao.
Os ovos depositados externamente ao corpo do hospedeiro medem 0,92 + 0,03 mm e apresentam
coloracdo branca transllcida. Destes, eclodem larvas que imediatamente passam a se alimentar
externamente do hospedeiro, inserindo as mandibulas através da cuticula. Ao final do quarto
instar a larva do parasitoide cessa a alimentacdo e inicia a construgdo de um casulo, dentro do
qual, permanece por toda a fase de pupa até a emergéncia dos adultos (Peydrd et al. 1996,
Wanderley 1998, Ramalho et al. 2009 a, b). Toscano & Carvalho (2000b) e Carvalho et al. (2000)
relataram que populacbes de B. vulgaris foram encontradas, em condi¢des naturais, com indices
de parasitismo superiores a 70% em cultivos de algodoeiro infestados com A. grandis e
Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae); ao ponto que Ramalho et al.
(2009b) citaram este parasitoide como o agente de controle biolégico de maior expressdo no
agroecossistema algodoeiro do Nordeste do Brasil.

Parasitar € uma acdo complexa que envolve diversas etapas, dentre elas a localizacdo do
habitat do hospedeiro, do hospedeiro propriamente dito e aceitacdo deste. Nesta interacdo, as
condicBes ambientais (temperatura, umidade e fotoperiodo) e fatores inerentes ao hospedeiro
(idade, tamanho, fase de desenvolvimento, auséncia de parasitismo e ou patdgenos, habito e
habitat, variabilidade genética e imunidade) e ao proprio parasitoide (capacidade de busca, idade,
longevidade, fecundidade, competicdo) podem interferir tanto no comportamento de parasitismo
do inimigo natural, como em seu ciclo biologico (Amalin et al. 2005, Gunduz & Gulel 2005, Ha
et al. 2006, Rukmowati-Brotodjojo & Walter 2006, Gullan & Cranston 2008, Obonyo et al. 2008,
Xiaoyi & Zhongqi 2008, Silva-Torres et al. 2009, Denis et al. 2012).

Como afirma Hohmann & Luck (2004), o fator que determina a eficiéncia de um parasitoide
estd intimamente ligada a sua capacidade de busca pelo hospedeiro, para tanto este agente de

controle bioldgico se baseia em pistas liberadas pelo hospedeiro e pela planta que o abrigam, tais
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como cores, volateis, fezes, exdvia, dentre outras pista quimicas e fisicas (Quicke 1997,
Schoonhoven et al. 2005). Nessa etapa do parasitismo 0s 0rgaos sensoriais sdo imprescindiveis, ja
que além de localizar o hospedeiro, o parasitoide precisa avaliar as condi¢des fisioldgicas deste e
manipular o nimero de ovos a serem depositados, visto que o desenvolvimento de sua prole
essencialmente depende da adequacéo e qualidade nutricional do hospedeiro por ela selecionada
(Ceballo & Walter 2004, Klowden 2007, Silva-Torres et al. 2009).

Dentre as estruturas que compdem o aparelho sensorial dos parasitoides, as antenas e
ovipositor se destacam na acdo de parasitismo. As antenas sdo estruturas sensoriais responsaveis
pela percepcdo de odores, condigbes ambientais e informacdes tateis. O ovipositor por sua vez, é
um 6rgdo multifuncional que perfura a cuticula do hospedeiro, injeta o produto de secrecdo das
glandulas de veneno e realiza a deposi¢do dos ovos; além disso, percebe as vibragdes provenientes
da alimentacéo e locomocdao do hospedeiro, participando da selecdo deste. Assim, quando a fémea
se deparam com um hospedeiro, para avaliar o seu estado fisiol6gico, bem como seleciona-lo, ou
ndo, como apto a oviposicao, este inimigo natural recorre a atuacdo conjunta de suas antenas e
ovipositor (Quicke 1997, Vilhelmsen 2003, Klowden 2007, Dweck et al.2008, Dweck 2009, Li et
al. 2011).

A associacdo de estudos fisiol6gicos e comportamentais tem implicagdes importantes para o
desenvolvimento de metodologias no controle de pragas (Bueno 2009). Como afirmam Imenes et
al. (2002), a busca de eficiéncia e competitividade para a solucdo de problemas fitossanitarios
gerou estudos associativos acerca do comportamento e fisiologia de insetos pragas resultando, por
exemplo, nas técnicas do confundimento e de coleta massal por meio de armadilhas adesivas
contendo feromdnios sintéticos e, consequentemente, na reducdo dos custos da producdo e dos

residuos de inseticidas.



Para o estabelecimento de programas eficazes de controle bioldgico utilizando parasitéides,
como B.vulgaris, se faz necessario compreender como este se comporta mediante ao aumento no
numero de hospedeiro, identificar o periodo ao longo da fotofase no qual o inimigo natural & mais
ativo e apontar a melhor idade para liberacbes em campo; podendo assim resultar na
comercializacdo em larga escala desses inimigos naturais (Gunduz & Gulel 2005, Larious et al.
2007, Pereira et al. 2009, Ramalho et al. 2009b, Denis et al. 2012 ).

Embora B. vulgaris se apresente como o parasitoide de maior relevancia na reducéo natural
das populacbes de A. grandis, ainda sdo bastante escassos os dados referentes a acdo de
parasitismo desse inimigo natural, no que ser refere aos seus mecanismos comportamentais
envolvidos na interacdo parasitoide/hospedeiro. Deste modo, espera-se que os resultados obtidos
na presente pesquisa fornecam dados que potencializem o uso do B. vulgaris nos programas de

controle bioldgico do bicudo-do-algodoeiro.
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RESUMO - Bracon vulgaris Ashmead (Hymenoptera: Braconidae) € um ectoparasitoide larval do
bicudo, Anthonomus grandis (Boh.) (Coleoptera: Curculionidae), que exerce importante
parasitismo natural desta praga. Apesar dessa importancia sdo escassos 0s dados referentes ao
parasitismo desta espécie. Assim, fémeas de B. vulgaris foram estudadas com cinco e 10 dias de
idade e expostas a trés, seis, 12 e 24 larvas do bicudo por fémea. Também, o periodo de maior
atividade de parasitismo foi avaliado ao longo da fotofase. Fémeas de B. vulgaris com cinco dias
de idade foram submetidas a luz artificial nos intervalos de uma, trés, seis, oito e 10 h de luz apds a
escotofase. Fémeas com cinco dias de idade apresentaram maior taxa de parasitismo, respondendo
positivamente ao aumento da densidade do bicudo até 12 larvas, parasitando em meédia (£EP) 1,3
(x0,12), 3,4 (£ 0,35) e 4,4 (£ 0,45) larvas respectivamente, nas densidades de trés, seis e 12 larvas
do bicudo. Os parasitoides mostraram-se mais ativos apés 8h de exposicdo a luz obtendo menor
tempo para a localizacdo do hospedeiro. Quanto ao repertorio comportamental de parasitismo, B.
vulgaris apresentou 0s seguintes eventos comportamentais em sequéncia: busca, parada,
autolimpeza, aceite, oviposicdo e repouso. Os resultados apontam que fémeas necessitam passar
por um periodo de maturacdo sexual e que apds esse periodo, em torno de cinco dias, elas ficam

avidas a oviposicao, e que este comportamento é estereotipado.

PALAVRAS-CHAVE: Ectoparasitoide, comportamento de parasitismo, bicudo-do-algodoeiro,

controle bioldgico
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BEHAVIORAL STUDIES OF THE PARASITOID Bracon vulgaris ASHMEAD
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

ABSTRACT - Bracon vulgaris (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) is a larval ectoparasitoid
of Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera: Curculionidae), which plays an important
parasitism of the pest. Even though it has a major importance, there is no much data referring the
parasitism behavior of this braconid wasp. Thus, to investigate the influence of those factors, B.
vulgaris females were divided into two groups with 5 and 10 days after emergence. Parasitoids
were exposed to A. grandis in the densities of three, six, 12 and 24 larvae per female, aiming to
investigate the parasitism behavior of B. vulgaris with increasing host density. Next, the period of
most parasitism activity during the photophase was determined. Thus, B. vulgaris females 5 days
old were submitted to artificial light in climatic chamber, being different interval durations of
light exposure after darkness (1, 3, 6, 8 and 10 h of light). Five days old females showed higher
parasitism rate, with a positive increase in parasitism rate up to 12 larvae, parasitizing an average
(£SE) of 1.3 (= 0.12), 3.4 (x 0.35) and 4.4 (x 0.45) larvae in the densities of 3, 6 and 12 larvae,
respectively. Regarding the influence of photoperiod in the parasitism by B. vulgaris, the shortest
time to host location occurred 8h after light exposure, when parasitoids were most active
searching for the host. In relation to the behavioral repertoire of parasitism, B. vulgaris showed
the sequence of following behaviors: host search, static, grooming, host acceptance, oviposition
and resting. Results show that females go through a sexual maturation period, for about five days,
and after that they are ready to oviposition, and this behavior is stereotyped.

KEY WORDS: Ectoparasitoid, parasitism behavior, boll weevil, biological control
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Introducéo

O controle de pragas agricolas é um dos fatores que mais onera 0s custos de producao, visto
0 desenvolvimento de resisténcia por muitas das pragas e a grande diversidade de espécies
encontradas nos agroecossitemas. Por exemplo, o algodoeiro (Gossypium hirsutum L,
Malvaceae), hospeda entre 300 e 600 espécies de herbivoros, das quais, cerca de 32 podem
ocasionar reducdo significativa na producdo do algoddo cultivado no Brasil, onde
aproximadamente 20% dos custos totais da producdo sdo destinados a defensivos agricolas (Alves
& Serikawa 2006, Torres 2008, Fonseca et al. 2011).

Dentre as pragas que afetam a cotonicultura no Brasil, o bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus
grandis (Boheman) (Coleoptera: Curculionidae), se destaca como a de maior importancia, de
modo que esta praga € citada como a principal limitacdo para o cultivo do algodoeiro em qualquer
regido onde ha sua ocorréncia. Este curculionideo causa injurias a planta através de perfuragdes
nos botdes florais e nas macas, o que pode levar a queda prematura dos mesmos, ou pelo
desenvolvimento interno das larvas quando ocorre a destruicao das fibras e sementes (Gallo et al.
2002, Ramalho & Dias 2003, Santos et al. 2003, Busoli et al. 2004, Grigolli et al. 2013).

O controle natural do bicudo-do-algodoeiro, no Brasil, é realizado principalmente por
parasitoides que atuam sobre os estigios imaturos dessa praga. Ao todo 13 espécies de
parasitoides sdo descritas parasitando o bicudo (Araujo et al. 2000, Ramalho & Wanderley 2006,
Evangelista Janior et al. 2006) dos quais, Bracon vulgaris (Ashmead) juntamente, com o
pteromalideo Catolaccus grandis (Burks) constituem os principais agentes bioldgicos
responsaveis pela reducdo natural das populac¢Ges de bicudo no agroecossistema do algodoeiro do
Nordeste brasileiro (Ramalho et al. 2007, Ramalho et al. 2009b).

Carvalho et al. (2000) verificaram que B. vulgaris pode contribuir para a supressédo de

populacdes de A. grandis com elevados indices de parasitismo natural, principalmente, nas fases
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finais do ciclo do algodédo, parasitismo este em torno de 70%. No entanto, € necessario se
conhecer como € possivel o favorecimento deste alto indice de parasitismo no inicio da
colonizacdo da lavoura pelo bicudo, a fim de evitar perdas significativas na producao de algodao.
As fémeas deste parasitoide paralisam as larvas do bicudo enquanto realizam a oviposicao pela
deposicdo de veneno. Dos ovos, 0s quais sdo depositados externamente ao corpo do hospedeiro,
eclodem larvas que imediatamente passam a se alimentar através da insercdo das mandibulas na
cuticula do hospedeiro, ao final do quarto instar, cessam a alimentacao iniciando a construcédo de
um casulo, dentro do qual, permanece por toda a fase de pupa até a emergéncia dos adultos
(Toscano & Carvalho 2000, Ramalho et al. 2009 a, b).

Mesmo em um habitat adequado, 0s recursos alimentares ndo estdo distribuidos de maneira
uniforme, logo, o parasitoide precisa ser eficaz na sua busca pelo hospedeiro ja que este pode
estar em niveis muito baixo ou inexistente, previamente parasitados ou em idade inadequada.
Além disso, no forrageamento ocorre gasto energético e de tempo, exposicao a predadores e aos
fatores ambientais. Nessas condi¢fes, o estado fisiolégico do parasitoide tem implicacGes
importantes para garantir o sucesso do parasitismo. O aumento na idade de parasitoides, por
exemplo, pode afetar sua capacidade de aprendizado e, consequentemente, a localizagdo do
hospedeiro, bem como reduzir seu potencial e taxa de parasitismo, producdo de descendentes
totais e afetar a razdo sexual da prole (Honda & Kainoh 1998, Harbinson et al. 2001, Cooperband
et al. 2003, Persad & Hoy 2003, Hohmann & Luck 2004, Amalin et al. 2005, Gunduz & Gulel
2005, Pereira et al. 2009).

Para tanto, se faz necessario conhecer previamente a influéncia dos fatores abidticos
(fotoperiodo, temperatura, umidade, sazonalidade) e bidticos (idade do parasitoide, densidade e
estagio de desenvolvimento do hospedeiro) no comportamento de parasitismo, de modo que se

fornecam as condic¢des adequadas que promova a acao do inimigo natural em detrimento da praga.

16



O parasitismo é um processo complexo com sequéncia estereotipada de eventos que envolve a
busca, localizacdo, aceitacdo e manipulacdo do hospedeiro; logo, conhecer como os parasitoides
sdo influenciados pela variacbes ambientais tais como o fotoperiodo, e como respondem as
variacdes na distribuicdo e na densidade do hospedeiro é essencial para que se determine a sua
eficiéncia como agente de controle biolégico (Flin & Hagstrum 2002, Gullan & Cranston 2008,
Silva-Torres et al. 2009, Denis et al. 2012).

Embora B. vulgaris possua importancia no agroecossistema algodoeiro no Brasil e
especificamente na regido Nordeste, sdo escassos 0s dados basicos referentes a acdo deste
parasitéide sobre o bicudo, tais como a influéncia da idade do parasitoide, a disponibilidade de
hospedeiro e 0s eventos comportamentais envolvidos nesta interacdo parasitoide-hospedeiro.
Deste modo, o presente trabalho objetivou fornecer dados que potencializem o uso do parasitoide
B. vulgaris para o controle biolégico do bicudo-do-algodoeiro, preenchendo lacunas ainda
existentes no que se refere a localizacdo, manipulacéo e aceitacdo do hospedeiro por este inimigo
natural. Assim, buscou-se determinar a idade ideal, o ritmo diério de atividade de busca, o efeito
da disponibilidade de hospedeiro na capacidade de parasitismo, e 0 comportamento de parasitismo
de B. vulgaris sobre larvas do bicudo-do-algodoeiro.

Nesse contexto, foram testadas a seguintes hipoteses: i) a taxa de parasitismo de B. vulgaris
é dependente da idade do parasitoide, ii) o ritmo de parasitismo € influenciado pela fotofase, de
modo que exista um horario cujo parasitoide atinja seu pico de atividade, iii) 0 comportamento de
parasitismo de B. vulgaris segue uma sequéncia inata de eventos comportamentais. Assim, espera-
se que B. vulgaris aumente sua taxa de parasitismo quando submetido a uma maior quantidade de
hospedeiro e que este parasitoide apresente uma diferenca no tempo de busca e manipulagdo do

hospedeiro ao longo da fotofase.
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Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Comportamento de Insetos do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e na
Unidade de Controle Biologico da Embrapa Algodao — Campina Grande, PB.
Obtencédo dos Insetos Hospedeiros. Larvas de A. grandis, terceiro instar, foram obtidas mediante
a coleta de botdes florais atacados pelo bicudo-do-algodoeiro e caidos ao solo. Os botdes foram
oriundos de plantas de algodoeiro BRS 7H de 45 dias de idade cultivadas em casa telada, no
campus da UFRPE — Recife,PE, em vasos de 5L e previamente expostas ao bicudo-do-algodoeiro.
Em seguida, os botdes coletados foram conduzidos ao laboratorio, onde foram examinados, por
meio de estereomicroscopio (OLYMPUS SZ-40) para confirmacdo da presenca da larva do
bicudo, seu estagio de desenvolvimento e auséncia de parasitismo e ou patogenicidade no
hospedeiro.
Capacidade de Parasitismo de Bracon vulgaris de acordo com a ldade do Parasitoide e
Densidade de Hospedeiro
Obtencéo e manutencdo dos parasitoides. Para obtencdo dos parasitoides, estruturas reprodutivas,
botbes florais e macds do algodoeiro, foram coletadas no campo experimental da Embrapa,
localizado no municipio de Barbalha, CE. Posteriormente o material coletado foi transportado ao
Laboratorio de Comportamento de Insetos-UFRPE e acondicionado em bandejas plasticas
forradas com papel filtro e inserido em gaiolas de acrilico transparentes de 44 x 35 x 45 cm (altura
X largura x comprimento) até a emergéncia dos parasitdides. Apos a emergéncia, 0s parasitoides
foram sexados e coletados com o auxilio de um sugador, em seguida foram formados os casais.
Os casais dos parasitoides foram transferidos para potes plasticos de polipropileno transparente de
500 mL de volume (Prafesta®, Mairipord, SP) com tela de nailon (2mm) na tampa para

ventilacdo, sendo um casal por pote. Cada pote recebeu além dos parasitoides, recipientes
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plasticos de 10 mL contendo algoddo embebido em &gua para fornecer umidade, e como alimento,
mel de abelha foi fornecido em filetes feitos com alfinete entomoldgico n°1 na parede interna do
pote. Os potes foram acondicionados em camara do tipo BOD regulada a 25 + 2°C, fotoperiodo
de 12h e 70+ 10% de umidade relativa. Os insetos permaneceram nestas condicGes até sua
utilizacdo nos experimentos, sendo 0s machos removidos dos potes 24 horas apds a montagem
dos casais.

Capacidade de parasitismo de Bracon vulgaris. Botdes florais coletados de plantas de algodoeiro
BRS 7H com aproximadamente 45 dias de idade e infestadas com larvas de bicudo-do-algodoeiro,
foram expostas ao parasitismo por B. vulgaris em laboratério. Com o intuito de acompanhar a
resposta de parasitismo de B. vulgaris mediante o aumento da densidade do hospedeiro, larvas de
A. grandis no terceiro instar de desenvolvimento foram ofertadas a cada fémea do parasitoide.
Assim, foram formados dois grupos do parasitoide, fémeas com 5 e 10 dias ap6s emergéncia,
sendo que todas as fémeas estavam previamente acasaladas e sem experiéncia de parasitismo. As
fémeas de B. vulgaris foram acondicionadas individualmente em potes plasticos de polipropileno
transparente de 250 mL de volume (Prafesta® Mairipord, SP) com abertura telada na tampa,
fechada com néilon (malha de 2 mm) para ventilacdo. Recipientes plasticos de 10 mL contendo
algoddao embebido em agua foram adicionados dentro dos potes para fornecer umidade aos
parasitoides, e como alimento, mel de abelha foi fornecido em filetes na parede do pote. Para cada
grupo de idade das fémeas, foram testadas quatro densidades de hospedeiro sendo estas: 3,6, 12 e
24 larvas por pote, com 10 repeticdes por densidade, respectivamente. Potes contendo larvas e
fémeas do parasitoide permaneceram por um periodo de 48h em uma cédmara do tipo BOD
regulada a 25 + 2°C, fotoperiodo de 12h e 70 = 10% de umidade relativa. Para a determinagéo do
numero de larvas parasitadas, as larvas foram coletadas dos potes, acondicionadas

individualmente em placas de Petri (35 mm x 10 mm) e mantidas na camara BOD até emergéncia
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dos adultos. Para determinacdo da capacidade de parasitismo do parasitoide, foi observado o
numero de larvas parasitadas, assim como contabilizado o nimero total de ovos depositados por
hospedeiro, através de observacdo das larvas de bicudo em estereomicroscopio (OLYMPUS SZ-
40) logo apds o parasitismo. Por fim, foram examinadas as larvas eclodidas, pupacdo e
emergéncia de adultos do parasitoide ou do bicudo. Dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando o PROC ANOVA do SAS com subsequentes teste de Tukey para a
comparacdo das médias a 5% de probabilidade (SAS Institute 2000).

Comportamento de Parasitismo de Bracon vulgaris em Funcdo da Fotofase. Devido ao
término da safra de algodao e ndo disponibilidade de parasitoides oriundos do campo, fémeas de
B. vulgaris foram obtidas da criacdo estoque da Unidade de Controle Bioldgico da Embrapa
Algodéo- Campina Grande, PB. Nesta coldnia, os parasitoides sdo mantidos em sala climatizada a
28 + 2°C, fotoperiodo de 12h, 70 £ 10% de umidade relativa e criados em larvas de A. grandis (3°
instar). Posteriormente os insetos foram acondicionados em gaiolas de acrilico transparentes de 44
x 35 x 45 cm (altura x largura x comprimento), contendo recipientes plasticos de 10 mL com
algodao embebido em &gua para fornecer umidade, e como alimento, foi fornecido mel de abelha
em filetes na parede interna das gaiolas feitos com alfinete entomoldgico.

Inicialmente foi determinada a idade e o horério do dia de maior atividade de busca do
hospedeiro pelo parasitdide ao longo da fotofase. Para tanto, fémeas de B. vulgaris com cinco dias
de idade previamente alimentadas, acasaladas e sem experiéncia de parasitismo foram submetidas
a luz artificial nos diferentes intervalos de duracdo de fotofase apds a escotofase em BOD,
regulada a 25 £+ 2°C, fotoperiodo de 12h e 70 + 10% de umidade relativa. A exposi¢do do
parasitoide a diferentes intervalos de luz foi obtida logo apds a escotofase, com a exposi¢cdo das
fémeas a 1, 3, 6, 8 e 10h de luz, respectivamente. Apos a exposicao do regime especifico de luz,

30 fémeas do parasitoide foram individualizadas em recipientes de vidro de fundo chato (10 cm
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de altura x 2 cm de didmetro) contendo um bot&o floral infestado com uma larva de 3° instar do
bicudo. As fémeas dos diferentes grupos (regime de luz) foram observadas até a ocorréncia da
localizagdo do hospedeiro, insercdo do ovipositor e o parasitismo efetivo, o qual foi determinado
através da avaliacdo da larva por meio de estereomicroscopio (OLYMPUS SZ-40), sendo esta
classificada como parasitada quando contendo ovos do parasitoides. Os dados referentes ao
numero de larvas parasitadas foram submetidos ao PROC FREQ do SAS para comparacao entre
os diferentes grupos de fémeas para determinar qual o periodo do dia de maior atividade de
parasitismo mediante teste de x* (SAS Institute 2000).

Etograma de Bracon vulgaris para Localizacdo e Parasitismo de Larvas de Anthonomus
grandis. Para elaboracao e descri¢do do repertério comportamental de B. vulgaris ao encontrar e
parasitar o hospedeiro, foi utilizado o método de todas as ocorréncias, “ad libitum” (Yamamoto
& Volpato 2007). Assim, fémeas com idade com cinco dias, sendo estas alimentadas, acasaladas e
sem experiéncia de parasitismo, foram obtidas da criacdo estoque da Unidade de Controle
Bioldgico da Embrapa Algoddo — Campina Grande, PB, e empregadas nas observacdes. Com base
nos resultados do experimento anterior, e no horario da fotofase com maior atividade de
parasitismo, as fémeas do parasitdide foram individualizadas em tubos de vidro de fundo chato
(10 cm de altura x 2 cm de didmetro) contendo um bot&o floral infestado com uma larva de
bicudo de terceiro instar, um chumago de algoddo embebido em &gua para manter a umidade do
ambiente, e como alimento, um filete de mel na parede interna do tubo de vidro. Os tubos foram
fechados com chumaco de algoddo de modo a se permitir a ventilagdo no recipiente. Entdo, as
fémeas do parasitoide foram monitoradas por um periodo continuo desde a sua liberacdo até a
localizagdo, parasitismo e abandono do hospedeiro. Para tanto, 30 fémeas do parasitoide foram
acompanhadas individualmente para a defini¢do das principais categorias e atos comportamentais

de B. vulgaris sobre o hospedeiro. Posteriormente, tambeém foi observado os eventos
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comportamentais, referente ao parasitismo por B. vulgaris, nos demais intervalos de exposicao a
luz avaliados anteriormente, para verificar se houve diferenca significativa na sequéncia e ou
numero de eventos envolvidos no comportamento de parasitismo de B.vulgaris sobre larvas do
bicudo-do-algodoeiro. Desta forma, 30 fémeas foram utilizadas em cada fotoperiodo avaliado e
observacGes procederam de forma continua e semelhante as observacdes iniciais deste

experimento.

Resultados

Capacidade de Parasitismo de Bracon vulgaris de acordo com a ldade do Parasitoide e
Densidade de Hospedeiro. O nimero de larvas parasitadas foi significativamente diferente em
funcdo da idade do parasitoide (Fy, s, = 29,12; P < 0,0001), sendo que fémeas com cinco dias de
idade apresentaram maior taxa de parasitismo quando comparadas as de 10 dias da densidade
(média 5d=2,53 + 0,23 larvas; 10d=1,44 + 0,09 larvas). Além disso, houve diferenca no
parasitismo em funcdo da densidade de larvas (Fs g = 19,01; P< 0,0001) e da interacdo destes
fatores (F3 g,=10,03, P< 0,0001).

Fémeas com cinco dias de idade parasitaram significativamente mais nas densidade de seis
e 12 larvas (F3 41 = 21,55; P < 0,0001), em comparagéo as densidades de trés e 24 larvas ofertadas
(Tabela 1). No entanto ndo houve efeito da densidade do hospedeiro para fémeas de 10 dias de
idade (F3 41=2,23; P = 0,0995), onde a oferta de larvas em diferentes densidades nao resultou em
variacdo significativa do parasitismo (Tabela 1), j& que estas ndo foram capazes de responder ao
aumento no numero de hospedeiro ofertado.

Quando comparamos o numero de larvas parasitadas em funcdo da idade do parasitoide
dentro de cada densidade ofertada, observamos que ndo houve efeito da idade no parasitismo nas

densidades de trés e 24 larvas (P > 0.05). No entanto, houve efeito da idade do parasitoide para as
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densidades de seis larvas (F1 15 = 16,44; P = 0,0007) e 12 larvas (F1 15 = 42,39; P < 0,0001), sendo
que fémeas de cinco dias de idade parasitaram significativamente mais larvas em comparacgéo as
fémeas de 10 dias de idade (Tabela 1).

O numero de ovos depositados se manteve equivalente ao numero de larvas parasitadas.
Assim, o numero de ovos depositados foi significativamente diferente em funcdo da idade do
parasitoide (F; g2 = 9,53; P = 0,0028), sendo que fémeas com cinco dias de idade depositaram
mais ovos quando comparadas as de 10 dias da densidade (média + EP; 5d = 4,8 + 0,54 ovos; 10d
= 3,02 + 0,25 ovos). Além disso, houve diferenca no nimero de ovos em funcao da densidade de
larvas (F3, 3,=13,30; P < 0,0001) e da interacéo destes fatores (F3 g, = 4,04; P < 0,0098).

De forma semelhante ao parasitismo, fémeas com cinco dias de idade depositaram
significativamente mais ovos nas densidades de seis e 12 larvas (F34;=13,25, P < 0,0001), em
comparacao as densidades de trés e 24 larvas ofertadas (Tabela 1). No entanto ndo houve efeito da
densidade do hospedeiro no nimero de ovos depositados por fémeas de 10 dias de idade (F3, 41=
2,26; P = 0,0956).

Comparando-se 0 numero de ovos em funcdo da idade do parasitoide dentro de cada
densidade ofertada, observamos que ndo houve efeito da idade no nimero de ovos depositados
nas densidades de trés larvas (P = 0,9844) e 24 larvas (P = 0,9967). No entanto, houve efeito da
idade do parasitoide no numero de ovos depositados para as densidades de seis larvas (Fpis =
8,32, P =0,0099) e 12 larvas (F1, 13 = 16,98; P < 0,0006), sendo que fémeas de cinco dias de idade
depositaram significativamente mais ovos em comparacdo as fémeas de 10 dias de idade (Tabela
1).

Em relagcdo as pupas, houve diferenca significativa comparando-se as densidades do
hospedeiro, quando foram parasitados por fémeas de cinco dias de idade (F3 41=14,08; P< 0,0001)

e fémeas de 10 dias de idade (F3 41 = 4,78; P = 0,006) (Tabela 1). Alem disso, quando
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comparamos as idades de cinco e 10 dias, ndo houve diferenca no numero de pupas para as
densidades extremas (3L: F1, 23 = 0,08; P = 0,782; 24L: F; 13 = 0,91; P = 0,35). No entanto,
observou-se uma diferenca significativa entre 0 nimero de pupas viaveis entre as idades para as
densidades intermediarias do hospedeiro (6L: Fy, 15 = 6,83; P = 0,0176; 12L: F; 15 = 15,65; P =
0,0009). Assim, o numero de pupas viaveis nas densidades intermediarias de seis e 12 larvas foi
aproximadamente o dobro para parasitoides com cinco dias de idade.

Para adultos emergidos, houve maior taxa de emergéncia nas densidades de seis (F; 15 =
2,72; P< 0,1167) e 12 (F1, 18 = 4,37; P< 0,0510) larvas, tanto para fémeas com cinco (F3, 41 = 6,74;
P< 0,0008), quanto para as de 10 dias de idade (Fs3 41 = 6,57; P< 0,0010).
Comportamento de Parasitismo de Bracon vulgaris em Funcédo da Fotofase. O tempo ap06s
exposicao a luz afetou a atividade de parasitismo de B. vulgaris, havendo diferenca significativa
no tempo para localizagdo do hospedeiro ao longo da fotofase (3% = 120,6; P < 0,0001). O menor
tempo para localizacdo do hospedeiro se deu apds 8h de exposicdo a luz onde os parasitoides se
mostraram mais ativos em busca do hospedeiro (Tabela 2). Apds esse intervalo de tempo a acdo
de parasitismo decresceu proporcionalmente ao aumento de horas. Em contrapartida, ndo houve
diferenca no tempo de parasitismo propriamente dito (x% = 4,77; P = 0,311), ou seja, insercéo do
ovipositor e deposicdo de ovos, ap6s a localizacdo do hospedeiro, demonstrando que mesmo
demorando mais para encontra-lo, ao fazé-lo, o parasitoide ainda & capaz de ovipositar
normalmente.
Etograma de Bracon vulgaris para Localizacdo e Parasitismo de Larvas Anthonomus
grandis. Foram observados os eventos comportamentais referentes a exploracdo do hospedeiro e
oviposicdo. Ao todo, foram descritos seis categorias comportamentais envolvidas no
comportamento de parasitismo de B. vulgaris sobre larvas do bicudo-do-algodoeiro (Fig.1):

Estatica/parada: permanece imdvel (inativa) ao ser liberada (Fig. 1A).
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Deslocamento/ busca: o parasitéide caminha, ou realiza voos curtos, e explora o local,
podendo haver movimento das antenas enquanto caminha (Fig. 1B).

Autolimpeza: limpa partes do corpo (asas e antenas) usando as pernas e ou mandibulas. As
fémeas de B. vulgaris se limpam executando, completa ou parcialmente, a seguinte sequéncia:
primeiro utilizam as pernas anteriores para limpar antenas e cabeca (Fig. 1C), esfregando-as
contra essas partes do corpo. Em seguida, utiliza o terceiro par de pernas contra as asas e gaster
(Fig. 1C"), e por fim, o ovipositor (Fig. 1C ™).

Sondagem/reconhecimento: insere o ovipositor na estrutura vegetal, botdo floral, dentro do
qual se encontra a larva do bicudo, e examina a estrutura internamente para localizacdo do
hospedeiro através de movimentos com o ovipositor e antenas (tamborilamento). Pode ocorrer
apenas uma insercdo do ovipositor ou mais, até que se encontre a localizacdo precisa do
hospedeiro (Fig. 1D).

Aceite e oviposicdo: o parasitoide inclina o abdome para frente e insere ovipositor
permanecendo imdvel enquanto realiza a deposicdo da toxina, utilizada na paralizacdo do
hospedeiro, e do(s) ovo(s) (Fig. 1E).

Repouso: Apos realizar o parasitismo, a fémea permanece imovel sobre o botdo floral. Este
comportamento cessa quando a fémea retorna ao caminhamento/busca (Fig. 1F).

O tempo total maximo que uma fémea levou para localizar e ovipositar a larva do bicudo foi
de 120 minutos, enquanto o tempo minimo foi de 38 minutos. No entanto, 0 tempo medio
observado do comportamento de parasitismo (da liberacdo da fémea até oviposicdo da larva do
bicudo) foi de 41,6 minutos. Deste total de tempo observado, houve predominio da categoria
aceite e oviposigdo, seguido por deslocamento/ busca, sondagem/ reconhecimento, repouso,

estatica/parada, e auto limpeza, respectivamente (Tabela 3).
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O repertorio comportamental, assim como a sequéncia dos eventos ndo variou em todos 0s
fotoperiodos avaliados, embora tenham existido diferencas significativas no tempo gasto para

localizar o hospedeiro (x% = 120,6; P < 0,0001).

Discusséo

A idade do parasitoide é um fator crucial no sucesso do parasitismo. Segundo Silva-Torres
et al. (2009) o potencial de acdo do parasitoide pode ser mais ou menos favorecido com o
aumento de sua idade. Assim, a maior taxa de parasitismo obtida em nosso estudo com fémeas
com cinco dias de idade, em comparacdo com as de 10 dias de idade, indicam que B. vulgaris
diminui sua capacidade de parasitismo com o aumento da idade. Presumivelmente, esse
acontecimento é resultante de implicacdes fisioldgicas do parasitoide, ja que de acordo com Jervis
et al. (2008) acUcares, lipideos e proteinas sdo nutrientes fundamentais utilizados na reproducao
(producdo de ovos) e na realizacdo das funcGes somaéticas do parasitoide (manutencdo e
locomocdo), e cuja concentracdo estd diretamente dependente do metabolismo do parasitoide de
modo que tendem a declinar em conformidade com a longevidade do inseto. Assim, se deduz que
fémeas de B. vulgaris com 10 dias de idade possuem uma menor quantidade desses nutrientes,
sendo justificavel uma menor taxa de parasitismo obtida por este grupo, visto que estas fémeas,
devido ao envelhecimento fisioldgico, devem possuir, por exemplo, menor teor de agucares. De
acordo Azzouz et al. (2004), este recurso, que interfere no sucesso do parasitismo, é disputado
entre a acdo de parasitar (comportamento de busca pelo hospedeiro, producdo de veneno e
maturacao dos ovos) e 0s gastos de energia necessarios a manutencao e locomogéo do parasitoide,
ja que, como afirma Wu et al. (2008) é energeticamente caro ao parasitoide realizar, por exemplo,

0 comportamento de voo.
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Ainda segundo Dossi & Consoli (2010) em algumas espécies de parasitoides o liquido
seminal, provenientes dos machos e recebido pelas fémeas durante a cOpula, atua como reserva
energética para sustentacéo das atividades metabdlicas e do desenvolvimento embrionario, como
a sintese de vitelogenina e maturacdo dos ovarios, podendo assim influenciar na taxa de
parasitismo. Deste modo, como 0s outros recursos energéticos, a quantidade de liquido seminal
nas fémeas de 10 dias de idade também estaria em menor quantidade, visto que as fémeas de
ambos o0s grupos (cinco e 10 dias de idade) foram isoladas dos machos apds 24 horas de
exposicdo para acasalamento, portanto ndo havendo possibilidade de receber uma nova
inseminacao.

Como esperado, a disponibilidade de hospedeiro afetou a atividade de parasitismo do
inimigo natural (Faria et al. 2000, Makundi & Seriah 2005, Matadha et al. 2005, Faria et al.
2008). Fémeas de B.vulgaris com cinco dias de idade responderam positivamente ao numero
crescente de hospedeiros ofertados até a densidade de 12 larvas por parasitoide, em densidades
superiores, houve reducdo no numero de larvas parasitadas caracterizando a estabilizacdo do
parasitismo mesmo com 0 aumento no numero de hospedeiros disponiveis. De acordo com
Sampaio et al. (2001) parasitoides intensificam a sele¢do de hospedeiros quando expostos a uma
maior quantidade de opcdes, assim podemos supor que as fémeas de B.vulgaris na maior
densidade testada, apresentou maior comportamento de busca e selecdo dos hospedeiros
aumentando o namero de larvas avaliadas, no entanto, este esfor¢co ndo foi convertido totalmente
em parasitismo o que resultou em um maior investimento de tempo na selecdo dos hospedeiros
em detrimento de uma maior quantidade de hospedeiros parasitados.

Nas densidades de trés e 24 hospedeiros, as fémeas de B. vulgaris ndo diferiram
estatisticamente quanto ao numero de larvas parasitadas e ovos depositados, tal resultado ja

esperado por se tratar de parametros bioldgicos correlacionados, assim como o numero de pupas

27



viaveis e adultos emergidos. Na menor densidade testada, possivelmente, este acontecimento é
resultante de uma estratégia da fémea para evitar o superparasitismo, visto que este poderia afetar
o0 desenvolvimento da prole devido a competicao intraespecifica pelo recurso alimentar (Hohmann
& Luck 2004, Varaldi et al. 2005, Chen et al. 2006). Assim as fémeas de B. vulgaris, apés avaliar
as condicOes fisioldgicas da larva, depositaram o numero de ovos que julgou viavel a cada
hospedeiro receber (2,6 + 0,49 ovos/48h), tal resultado é similar ao encontrado por Carvalho et al.
(2002) que ao estudar o parasitismo de B.vulgaris sobre A. grandis, verificou uma média de 1,2 (£
0,21) ovos/24h.

O fotoperiodo e a temperatura sdo importantes fatores abioticos que afetam o desempenho
dos parasitoides. Temperaturas mais elevadas e dias mais longos sdo conhecidos por encurtar a
longevidade dos insetos, reduzir sua fecundidade e ou alterar seu comportamento em prol do
favorecimento de seu metabolismo (Sagarra et al. 2000, Larious et al. 2007, Kovac et al. 2009).
Assim, baseados em estudos anteriores que investigaram o efeito da temperatura na reproducéo de
B. vulgaris, utilizamos a temperatura de 25°C para conduzir nossas observagdes, visto que nesta
temperatura ocorre a melhor interagdo entre a velocidade de desenvolvimento do parasitoide e um
maior nimero de descendentes produzidos (Ramalho et al. 2009b).

O melhor tempo de exposicdo, aquele em B.vulgaris levou menor tempo para localizar o
hospedeiro, ocorreu 8h apds exposicéo a luz, quando os parasitoides se mostraram mais ativos em
busca do hospedeiro, confirmando assim, o parasitismo diurno como verificado em outros
himendpteros parasitoides (Quicke 1997, Lewis & Whitfield 1999, Tuncbilek & Ayvaz 2003).
Este periodo, naturalmente de maior luminosidade e maior temperatura que os demais devido ao
calor solar, favorece a movimentacdo do parasitoide, pois como mencionam Kovac et al. (2009)
essas condicdes ambientais, estimulam a atividade dos musculos do voo diminuindo assim, 0s

custos energéticos com a termorregulacdo quando comparados com o inicio da manha e fim da
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tarde, onde as condicGes climaticas ndo sdo tdo favoraveis em comparacdo ao inicio da tarde.
Além disso, € possivel que durante a fotofase também seja o periodo de maior atividade do
bicudo-do-algodoeiro, o que facilitaria sua localizacdo pelo parasitoide através da percepcgédo de
vibrac6es proveniente da locomocao e alimentacdo do hospedeiro (Dweck et al. 2008, Wang et al.
2010, Ahmed et. al. 2013), no entanto esta informacao ndo pode ser verificada no nosso estudo ja
que se trata de um herbivoro que se desenvolve protegido no interior da estrutura vegetal.

Como afirmam Mehrnejad & Copland (2006) e Rukmowati-Brotodjojo & Walter (2006),
além das informacdes acerca da influéncia dos fatores abidticos e bioldgicos na acdo de
parasitismo de inimigos naturais, as observacdes acerca do seu comportamento de parasitismo séo
extremamente importantes em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) por fornecer
dados que viabilizem tanto a criacdo massal desses agentes de controle biolégico quanto
informacBes que maximizem a liberacdo inundativa desses parasitoides. Para tanto, os etogramas
ou repertérios comportamentais sao ferramentas basicas para melhor compreender e avaliar 0s
eventos comportamentais, visto que retratam de forma detalhada os comportamentos observados
(Del-Claro et al. 2002).

No comportamento de parasitismo de B.vulgaris sobre A. grandis foram observados apenas
seis categorias comportamentais. Este nimero reduzido de eventos é justificavel por se tratar
especificadamente do encontro e manipulacdo do hospedeiro pelo parasitoide, ndo envolvendo,
portanto, a observacdo e descricdo dos numerosos e estereotipados comportamentos de cépula,
comunicacgdo e alimentacdo como identificados em outras especies de himenopteros (Sinzato &
Prezoto 2000, Zara & Balestieri 2000, Del-Claro et al. 2002, Torres et al. 2009). Mills &
Kuhlmann (2004) ao estudar o comportamento de parasitismo de Trichogramma platneri

(Nagarkatti) e Trichogramma pretiosum (Riley) obtiveram a mesma quantidade de eventos
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comportamentais que 0s encontrados em nossa pesquisa sendo estes similares aos que observamos
em B.vulgaris.

O comportamento de parasitismo de B. vulgaris pode ser dividido em duas etapas: a
primeira consiste em localizar a estrutura reprodutiva do algodoeiro onde a larva de A. grandis se
encontra acondicionada no interior, a segunda, na localizacdo exata do hospedeiro para posterior
parasitismo. Como afirmam Xiaoyi & Zhongqi (2008), Dweck (2009) e Li et al. (2011), nessas
etapas sdo imprescindiveis as estruturas sensoriais (antenas e ovipositor), visto que esses
componentes atuam de forma conjunta garantindo ao parasitoide o sucesso do parasitismo, seja
captando os volateis da planta atacada ou percebendo os sinais provindos do hospedeiro, como
fezes e outras pistas odoriferas.

Dentre 0s eventos comportamentais observados em B.vulgaris, 0 maior tempo investido na
categoria aceite e oviposicdo (= 26,83 minutos) ja era esperado por se tratar de um
comportamento composto por varias etapas interdependentes onde o parasitoide, através da
interacdo entre as subunidades que compdem seu ovipositor, perfura o botdo floral e o tegumento
do hospedeiro, realiza a deposicdo do produto de secrecdo de seu aparato de veneno e
posteriormente a deposicdo dos ovos (Brown & Anderson1998, Ne non et al.1997, Moreau et al.
2009, Shah et al. 2012), sendo assim um processo que demanda tempo visto a complexidade do
evento (Canale & Raspi 2000, Goubault et al. 2011).

A avaliagdo dos nossos resultados, além de fornecer dados que potencializam o uso de
B.vulgaris em programas de controle biol6gico, como a melhor idade e horério para liberacdo em
campo do parasitoide, contribuiu também para consolidar a importancia da associacdo de estudos
fisioldgicos e comportamentais. Parasitoides nas idades testadas foram mais afetados por fatores
distintos ora fisioldgicos, ora comportamentais. De modo que fémeas de 10 dias de idade ndo

responderam significativamente ao aumento na densidade de hospedeiros ofertados, sendo esta
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uma resultante do envelhecimento fisiolégico e consequentemente do desgaste das reservas
energéticas que lhes sdo favoraveis ao parasitismo. Por outro lado, as fémeas com cinco dias,
foram influenciadas por comportamentos estereotipados, visto que em algumas densidades (trés e
24 larvas) ndo ocorreu aumento na taxa de parasitismo. E provavel que na menor densidade
ofertada, B. vulgaris evitou o superparasitismo, enquanto na maior densidade ofertada, o tempo
investido na selecdo dos muitos hospedeiros encontrados (tempo de manipulacdo do hospedeiro)
ndo foi suficiente e totalmente convertido em parasitismo. Logo, € importante conhecer as
limitacGes comportamentais e bioldgicas de parasitoides para melhor adequar as estratégias de seu

uso, seja pela conservacdo desses inimigos naturais ou utilizacdo dos mesmos de forma aplicada.
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Tabela 1. Caracteristicas do parasitismo de larvas de Anthonomus grandis por fémeas de

Bracon vulgaris com exposicéo de 48h.

Idade do  Densidade Larvas Nu:‘\fgg de NUmero de Adultos
parasitoide hospedeiro parasitadas depositados pupas viaveis  emergidos

3 15 1,3+0,16 b 26+£0,49D 20£047b 15+047b
5 dias 6 10 34+020a 70+133a 49+086a 36+0,93ab
12 10 44+0,16a 8,1+0,86a 7,2+090a 52+099a
24 10 16+0,17b 25+0,67b 19+£043b 15%£0,30b
3 15 14+012a 26+044a 21+0,38ab 09+0,38b
10 dias 6 10 18+030a 33+05la 27+045a 19+056ab
12 10 15+045a 40+053a 33+037a 28%0,35a
24 10 11+033a 23+042a 1,3+0,34b 0,6x0,26b

Valores seguidos pela mesma letra mindscula, na coluna, dentro da idade especifica do

parasitoide ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Influéncia do fotoperiodo no comportamento de parasitismo de fémeas de Bracon
vulgaris com cinco dias de idade, inexperientes e acasaladas expostas a larvas de 3° instar de

Anthonomus grandis.

Periodo de luz Tempo primeira localizagdo ~ Tempo para aceite e Tempo total do
apos escotofase (h) do hospedeiro (min) oviposi¢do (min) parasitismo (min)
1 234,13 243,47 303,16
3 127,27 135,53 192,93
6 58,43 65,5 122,36
8 23,3 26,83 64,96
10 141,75 165,37 204,5
(Z, P) (x* =120,6; P <0,0001)  %*=128,3; P <0,0001) (y°= 134; P < 0,0001)
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Figura 1. Sequéncia de eventos envolvidos no comportamento de parasitismo de Bracon vulgaris sobre
Anthonomus grandis: A - ao ser liberada, a fémea permanece imével (parada/estatica), B - posteriormente
se desloca em direcdo a estrutura vegetal em busca do hospedeiro (deslocamento/ busca), C - ao encontré-
la, realiza a autolimpeza de seu corpo. D - Por fim, avalia as condi¢des fisiologicas e localizacdo exata do
hospedeiro (sondagem/reconhecimento) e E - inicia o processo de deposi¢do dos ovos (aceite/oviposi¢ao).
F - Apos o parasitismo, a fémea permanece inativa sobre o bot&o floral (repouso).
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Tabela 3. Repertorio do comportamento de parasitismo e duracdo dos eventos

comportamentais de Bracon vulgaris sobre larvas de Anthonomus grandis.

Comportamento Duracéo

(min =)
| - Estatica/parade 2,11
I1- Deslocamento/busca 5,18
Il — Autolimpeza 1,22
IV - Sondagem/reconhecimento 3,23
V - Aceite e Oviposicdo 26,83
VI — Repouso 3,12
Total 41,6
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CAPITULO 3

ULTRAESTRUTURA DOS COMPONENTES SENSORIAIS ENVOLVIDOS NO
COMPORTAMENTO DE PARASITISMO DE Bracon vulgaris ASHMEAD

(HYMENOPTERA: BRACONIDAE)
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RESUMO - Bracon vulgaris Ashmead (Hymenoptera: Braconidae) é um ectoparasitoide larval
responsavel pela reducdo natural das populacdes de Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera:
Curculionidae) e Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae), consideradas
as principais pragas da cotonicultura no agroecossistema algodoeiro do Nordeste brasileiro. O
presente trabalhado teve por objetivo analisar as estruturas sensoriais (antenas e ovipositor)
envolvidas na acdo de parasitismo de B. vulgaris, descrevendo e associando a composicao,
morfologia e funcbes dessas estruturas na interacdo parasitoide-hospedeiro. Os resultados
mostraram que o ovipositor de B.vulgaris € uma estrutura multifuncional de 2,7 + 0,3 mm de
comprimento composto por 3 valvulas. As valvulas 1 e 2 sdo alongadas, rigidas e atuam de forma
conjunta para perfurar a cuticula do hospedeiro, injetar o produto de secrecdo das glandulas de
veneno e realizar a deposicdo dos ovos. A terceira valvula recobre as demais conferindo lhes
protecdo, além de possuir anelacdes em toda a sua extensdo, o que conferem flexibilidade ao
ovipositor, e sensilas tricdides, responsaveis por captar vibracGes provenientes da alimentacdo e
locomocdo do hospedeiro, participando da selecdo deste. Foi observada ainda, a presenca de uma
microtriquia cuticular responsavel pela limpeza do ovipositor mantendo-o sempre limpo e
funcional entre as varias inser¢Ges ocorridas durante o parasitismo. As antenas sdo do tipo
filiforme, medem cerca de 2 mm de comprimento e apresentaram 4 tipos de sensilas (tricoides,
basiconicas, coelocbnicas e placoides) que atuam como receptores olfativos e gustativos e ou
expressam funcdo tatil, termo e de higrorrecepcdo. A acdo integrada de seus componentes

sensoriais conferem ao parasitoide B. vulgaris o sucesso de seu parasitismo.

2 Alves, T.J.S., Wanderley-Teixeira, V., Teixeira, A.A.C., Silva-Torres, C.S.A., Cunha, F.M., Malaquias,
J.B., Lima, T.A. & B.F. Pereira. Ultrastructure of the sensory components involved in parasitism by
Bracon vulgaris Ashmead (Hymenoptera: Braconidae). Submetido a Micron.
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PALAVRAS-CHAVE: Parasitoide, sensila, ovipositor, morfologia

ULTRASTRUCTURE OF THE SENSORY COMPONENTS INVOLVED IN BEHAVIORAL

PARASITISM BY Bracon vulgaris ASHMEAD (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

ABSTRACT - Bracon vulgaris (Ashmead) (Hymenoptera: Braconidae) is a larval ectoparasitoid
responsible for natural reduction of Anthonomus grandis (Boheman) (Coleoptera: Curculionidae)
and Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae), which are considered the
main cotton pests in the cotton agro-ecosystem in northeastern Brazil. This study aimed to analyze
the sensory structures (antennae and ovipositor) involved in parasitism by B. vulgaris, describing
and evaluating associations between composition, morphology, and functions of these structures
in the parasitoid-host interaction. Results showed that the B. vulgaris ovipositor is a
multifunctional structure of 2.7 = 0.3 mm in length composed of 3 valves. Valves 1 and 2 are
elongated, rigid, and act jointly to pierce the host’s cuticle, inject the poison glands secretion, and
deposit eggs. Valve 3, in turn, covers the other valves giving them protection, presents
annulations in all its extension, which gives flexibility to the ovipositor, and trichoid sensilla that
capture vibrations from the host’s feeding and locomotion aiding the parasite in the host selection.
The presence of a cuticular microtrichia was observed as responsible for the cleaning of the
ovipositor keeping it functional between the various insertions that occur during parasitism. The
parasitoid’s antennae are filliform like, measure about 2 mm and present four types of sensilla
(trichoids, basiconical, coeloconical, and placodes) that act as olfactory and gustatory receptors
and or express tactile, therm, and hygro-reception functions. The integrated action of these

sensory components corroborte the parasitism success of the parasitoid B. vulgaris.
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Introducéo

Ao longo do curso evolutivo, visando sua sobrevivéncia, parasitoides desenvolveram
mecanismos para driblar as defesas de seus hospedeiros. Muitos realizam o ectoparasitismo, se
alimentando externamente do hospedeiro evitando assim as defesas imunologicas (humoral e
celular), alguns desenvolveram um ovipositor extenso e flexivel para parasitar insetos que se
alojam no interior de frutos e troncos e outros, possuem antenas extensas capazes de captar com
maior precisdo as pistas de localizacdo de seu hospedeiro (Bellows & Fisher 1999, Vilhelmsen
2003, Hajek 2004, Xiaoyi & Zhonggi 2008, Vilhelmsen & Turrisi 2011).

O parasitismo é um processo complexo que envolve diversas etapas, dentre elas a
localizagdo, aceitacdo e manipulacdo do hospedeiro. Para ter sucesso e garantir 0
desenvolvimento de sua prole, o parasitoide tem que ser capaz de perceber as pistas quimicas da
planta atacada e do herbivoro, ao encontra-lo, avaliar as condicGes fisiologicas deste (idade,
tamanho, auséncia de patdgenos) e caso o selecione, manipular o nimero de ovos a serem
depositados. Para tanto, é imprescindivel ao parasitoide possuir um aparato sensorial eficiente que
Ihe oriente na busca, localizagdo, aceite e manipulacdo de seu hospedeiro (Ceballo & Walter
2004, Ha et al. 2006, Rukmowati Brotodjojo & Walter 2006, Gullan & Cranston 2008, Obonyo et
al. 2008, Xiaoyi & Zhongqi 2008, Silva-Torres et al. 2009).

Himenopteros parasitoides séo tipicamente equipados com 0rgéos sensoriais especializados
para favorecer suas fungdes bioldgicas. Ao longo de toda a sua extensao, as antenas desses insetos
sdo revestidas por sensilas, estruturas sensoriais responsaveis pela percep¢do de odores, condi¢oes
ambientais e informac0es tateis. As sensilas variam em forma e distribuicdo de acordo com a

funcdo que exercem, podendo atuar como quimiorreceptoras (receptores olfativos e gustativos) ou
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mecanorreceptoras expressando funcdo tatil, termo e de higrorrecepc¢do (Quicke 1997, Klowden
2007, Dweck 2009, Li et al. 2011).

Vilhelmsen (2003), Dwech et al.(2008) e Xiaoyi & Zhongqi (2008) afirmam que assim
como as antenas, o ovipositor de parasitoides esta grandemente envolvido na acdo de parasitismo,
visto que além de funcionar como equipamento sensorial, devido a presenca de sensilas, esta
estrutura exerce funcdo mecanica (perfurando a cuticula do hospedeiro), injeta substancias
oriundas das glandulas acessorias, participa da sele¢do do hospedeiro e do processo de oviposicao.

Para melhor compreender a comunicacdo quimica envolvida na acdo de parasitismo, a
ultraestrutura dos componentes sensoriais, antenas e ovipositor, tem sido extensivamente
estudadas em varias espécies de parasitoides himenopteras, utilizando técnicas de microscopia
eletronica para identificar os diferentes tipos de sensilas existentes, sua distribuicao, localizacao e
funcBes associadas ao sucesso do parasitismo (Norton & Vinson 1974, Amornsak et al. 1998,
Ochieng et al. 2000, Gao et al. 2007, Onagbola & Fadamiro 2008, Dweck 2009, Li et al. 2011,
Zhou et al. 2013a).

Bracon vulgaris (Ashmead) é um ectoparasitoide gregario e larval que apresentam grande
importancia nos programas de Manejo Integrado do algodoeiro, visto sua atuagdo na reducéo
natural das populagdes do bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis (Boheman) e da lagarta
rosada, Pectinophora gossypiella (Saunders), consideradas as principais pragas da cotonicultura
no agroecossistema algodoeiro do Nordeste brasileiro (Pierozzi & Habib 1993, Carvalho et al.
2000a, Carvalho et al. 2000b, Toscano & Carvalho 2000a).

Toscano & Carvalho (2000b) e Carvalho et al. (2000b) relataram que populacdes de B.
vulgaris foram encontradas, em condic¢des naturais, expressando indices de parasitismo superiores
a 70% em cultivos de algodoeiro infestadas com A. grandis e P. gossypiella; ao ponto que

Ramalho et al. (2009) citaram este parasitoide como o agente de controle bioldgico de maior
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expressao no agroecossistema algodoeiro do Nordeste do Brasil. No entanto, embora B. vulgaris
apresente tamanha relevancia na cotonicultura, pouco se conhece acerca dos mecanismos
fisioldgicos e comportamentais envolvidos no sucesso de seu parasitismo.

O presente trabalhado teve por objetivo analisar as estruturas sensoriais (antenas e
ovipositor) envolvidas na acdo de parasitismo de B. vulgaris, descrevendo e associando a
composicao, morfologia e fungdes dessas estruturas na interacdo parasitoide-hospedeiro, visto que
uma melhor compreensdo desses componentes sensoriais pode expandir o entendimento acerca da
localizagdo, aceitacdo e manipulacdo do hospedeiro por este agente de controle bioldgico,

justificando o sucesso do seu parasitismo.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no
Departamento de Microscopia Eletrénica da UNESP campus Rio Claro/SP.
Obtencdo e Manutencdo dos Parasitoides. Para obtencdo dos parasitoides, estruturas
reprodutivas, botdes florais e magas do algodoeiro, foram coletados em propriedade particular
localizada na comunidade de Furnas, municipio de Surubim - PE (07°53°48,9” S e 35°49°19,2”
W). O material coletado foi acondicionado em gaiolas de acrilico transparentes de 44 x 35 x 45
cm (altura x largura x comprimento) até a emergéncia dos parasitoides. Ap0s emergéncia, 0S
parasitoides foram sexados e coletados com o auxilio de um sugador entomoldgico.
Posteriormente para permitir o acasalamento foram transferidos aos pares para potes plasticos de
polipropileno transparente de 500 mL de volume (Prafesta®, Mairipord, SP) e telados com néilon
(2 mm) para ventilacdo. Cada pote recebeu além dos parasitoides, recipientes plasticos de 10 mL

contendo algoddo embebido em agua para fornecer umidade, e como alimento, mel de abelha foi
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fornecido em filetes feitos com alfinete entomoldgico n°® 1 na parede interna do pote. Os potes
foram acondicionados em camara do tipo BOD regulada a 25 + 2°C, fotoperiodo de 12h e 70 £
10% de umidade relativa. Os insetos permaneceram nestas condi¢Ges até sua utilizacdo nos
experimentos.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). As antenas e ovipositor de 10 fémeas de B.
vulgaris (5 dias de idade) acasaladas e sem experiéncia de parasitismo, foram utilizados para
analise em MEV. As fémeas foram mantidas em baixa temperatura (4°C) até a morte dos insetos.
Posteriormente as amostras fora secadas em estufa (50°C) por 30 minutos, montadas em suporte
de aluminio com fita dupla face de carbono e metalizadas em um Sputtering Balzers SCD 050. As
imagens foram obtidas em microscopio eletronico modelo Hitachi TM3000, no Departamento de
Microscopia Eletrénica da UNESP, campus Rio Claro/SP. A obtencdo das medidas do

comprimento das estruturas sensoriais foi realizada através do programa Image J V1.47p.

Resultados
Morfologia da Antena e Tipos de Sensilas. Bracon vulgaris apresentam antenas do tipo
filiforme com comprimento de 2 mm, cujo flagelo é composto por 29 flagerémeros (Fig. 1A).
Foram identificados 4 tipos de sensilas com base em suas caracteristicas morfoldgicas.

Sensila tricdide (St): Presente em todos os seguimentos da antena das fémeas de B. vulgaris.
Essas estruturas pontiagudas se apresentam de forma inclinada e com a extremidade apical
levemente curvada, além de possuirem sulcos longitudinais em sua superficie (Figs. 1B, 1E e 1F).
A regido basal da sensila esta inserida em uma estrutura flexivel ligeiramente projetada acima da
cuticula (Fig. 1E). O comprimento desta sensila variou de 11 a 27 pm.

Sensila basiconica (Sb): Presentes nas extremidades distais dos flageromeros (Fig. 1C)

sendo visualizadas de forma mais notoria na regido terminal do ultimo segmento antenal (Fig.
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1F). Essas sensilas sd@o gradualmente curvadas da base para o apice, o qual se apresenta no
formato de ponta romba. O comprimento variou de 20 a 29 pm.

Sensila coelocénica (Sc): Esse tipo de sensila apresenta forma de pino com cerca de 2 a 3
pum de comprimento, que se localiza em uma depressdo anelar (Fig. 1D). Apenas no altimo
flagerémero ndo foram encontradas esse tipo de sensila, nos demais, foi encontrado uma sensila
por flagerdmero inserida sempre na regido lateral da antena.

Sensila placoide (Sp): Apresentaram-se numerosas nos segmentos mediais e distais da
antena, o comprimento dessa sensila é de aproximadamente 76-87 um. Esta sensila possui
morfologia alongada e levemente elevada acima da superficie da antena sendo circundada por um
espaco sulcado em toda sua extensdo e coberta por uma crista cuticular (Figs. 1E e 1F).
Morfologia do Ovipositor e sua Funcdo Motora. O ovipositor de B. vulgaris possui 2,7 +
0,3mm, equivalente a metade do comprimento do seu corpo. Este érgdo multifuncional é
composto por trés valvulas (V1, V2 e V3) (Figs. 2A e 2B). V1 e V2 sdo ligadas entre si formando
um canal rigido por onde ocorre a passagem dos ovos e toxinas que sao injetadas no hospedeiro
(Fig. 2B). Além disso, essas valvulas atuam de forma integrada durante o parasitismo
propriamente dito, onde a V2 desliza sobre a V1, que possui menor tamanho e apresenta serrilhas
em sua extremidade distal, com a qual perfura e se fixa a cuticula do hospedeiro durante a
oviposicdo (Fig. 2C).

A V3, comumente denominada bainha, apresenta superficie com anelacdes de espessuras
variadas por toda sua extensdo (Fig. 2D), o que lhe confere flexibilidade, permitindo ao
parasitoide apoiar adequadamente o ovipositor na estrutura vegetal durante a oviposi¢do. Essa
valvula termina em uma ponta de formato lanceolada (Fig. 2E) e quando n&o parasitando, recobre

externamente o conjunto formado pelas valvulas 1 e 2 conferindo-lhe protecdo. A regido interior
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da bainha € abundantemente coberta com uma densa e flexivel microtriquia cuticular
(agrupamento de espinhos cuticulares) que se concentra na regiao apical da estrutura (Fig. 2F).

Equipamento Sensorial do Ovipositor. Dois tipos de sensilas tricoides foram identificados ao
longo do ovipositor de B.vulgaris cobrindo externamente a valvula 3. O primeiro tipo, sensila
tricoide longa (49 a 52 um) distribui-se em toda a superficie da bainha (Fig. 1D), apresentam
sulcos longitudinais que gradualmente védo afinalando em direcdo ao apice. Ja o segundo tipo,
sensila tricoide curta (12 a 15 um), foram encontradas apenas na regiao distal da V3 (Fig. 1E),

estando localizado entre as sensilas tricoide longas.

Discusséo

Os tipos de sensilas encontrados em nossa pesquisa sdo consistentes com estudos realizados
anteriormente com outros himenopteros parasitoides (Norton & Vinson 1974, Ochieng et al.
2000, Gao et al. 2007, Li et al. 2011, Zhou et al. 2013a,b). As sensilas tricdides foram as mais
abundantemente encontradas, ocorrendo em todos os flageromeros. Gao et al. (2007) afirmaram
que sensilas tricéides, de similar tamanho e igual morfologia a que identificamos nas antenas de
B. vulgaris, possuem fungdo mecanorreceptora devido ao seu encaixe na cuticula da antena, seu
arranjo espacial e a auséncia de poros, constatada pelos autores através de Microscopia Eletronica
de Transmissdo (TEM). Essas sensilas respondem as correntes de ar e as vibragdes geradas pelo
tamborilamento das antenas do parasitdide sobre a estrutura vegetal habitada pelo hospedeiro,
auxiliando o inimigo natural na localizagéo deste (Zhou et al. 2013b).

Mesmo em um habitat adequado, 0s recursos alimentares nédo estao distribuidos de maneira
uniforme, logo, o parasitoide precisa ser eficaz na sua busca pelo hospedeiro ja que este pode
estar em niveis muito baixos ou inexistente, previamente parasitado ou em idade inadequada ao

parasitismo; além disso, no forrageamento ocorre gasto energético e de tempo, exposicdo a
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predadores e aos fatores ambientais. Assim, uma localizacdo rapida e precisa do hospedeiro tem
implicacbes importantes para garantir o sucesso do parasitismo (Honda & Kainoh 1998,
Harbinson et al. 2001, Amalin et al. 2005, Gunduz & Gulel 2005, Mehrnejad & Copland 2006,
Pereira et al. 2009). De acordo com Zhou et al. (2013a) as sensilas basiconicas possuem funcéo
bimodal, atuando como quimio e mecanorreceptoras na localizacdo de hospedeiros assim como
evitando, através da interpretacdo de pistas quimicas, seus inimigos naturais. As sensilas
coeloconicas também participam da localizacdo e selecdo do hospedeiro, segundo Butterfield &
Anderson (1994) e Onagbola & Fadamiro (2008) esse tipo de sensila, encontrados em menor
quantidade nas antenas dos parasitoides, presumivelmente desempenha funcdo de termo e higro
percepcao resultando no parasitéide uma resposta comportamental.

Segundo Dweck & Gadallah (2008) as sensilas placoides apresentam morfologia alongada e
sdo amplamente distribuidas nas antenas de parasitoides. Sensilas desse tipo, morfologicamente
idénticas as que encontramos em B. vulgaris, foram descrita por Ochieng et al. (2000) ao estudar
o também braconideo Microplitis croceipes (Cresson), os autores descrevem que estas sensilas
alongadas possuem receptores olfativos (multiplos poros cuticulares) respondendo a volateis de
plantas, de modo que fémeas parasitoides, nos estagios iniciais do parasitismo, se baseiam nessas
pistas quimicas para discriminar o inseto hospedeiro e posteriormente realizar a oviposicao.

Li et al. (2011) afirma que a diversidade de tipos de sensilas nas antenas de parasitoides é
uma adaptacdo que esta intimamente relacionada com o grau de especializacdo na busca pelo
hospedeiro, de modo que, parasitoides generalistas apresentam maior quantidade de tipos de
sensilas em suas antenas, enquanto parasitoides monofagos (especialistas) as possui em menor
numero. Sendo assim, € justificavel a baixa quantidade de tipos de sensilas encontrados nas
antenas de B. vulgaris visto que este ectoparasitoide so foi encontrado parasitando naturalmente

larvas de A. grandis, o bicudo-do-algodoeiro (Toscano & carvalho 2000b) e P. gossypiella, a
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lagarta rosada (Toscano & Carvalho 2000a). Além do mais, de acordo com Zhou et al. (2013b),
machos de espécies parasitoides, usualmente, apresentam maior quantidade de sensilas que
fémeas, ja que as antenas destes sdo adaptadas para captar os feromonios sexuais liberados por
suas fémeas enquanto elas, as utilizam na captacdo dos volateis de plantas atacadas pelo herbivoro
hospedeiro; como o objetivo do nosso trabalho foi descrever os componentes sensoriais de
B.vulgaris e associa-los com 0 sucesso do seu parasitismo, apenas as antenas de fémeas foram
analisadas, visto que somente estas realizam a acdo de parasitismo.

Segundo Le Ralec et al. (1996) e Dweck et al. (2008) parasitoides, em sua maioria, Sa0
dotados de especificidade quanto ao hospedeiro atacado, tanto em quantidade de espécie quanto a
fase de desenvolvimento em que este se encontra. Para tanto precisam apresentar modificacfes
estruturais que lhes favorecam o parasitismo, deste modo, as caracteristicas morfoldgicas e
funcionais do ovipositor do inimigo natural sdo diretamente proporcionais as caracteristicas do
hospedeiro, como o0 seu habito e habitat. Fémeas de B. vulgaris apresentam um ovipositor longo
cujo tamanho é proporcional a metade do comprimento de seu corpo para conseguir alcancar seu
hospedeiro que se desenvolvem no interior da estrutura reprodutiva do algodoeiro, sendo esta
estrutura rigida e com uma espessura variada de acordo com a fenologia da planta, o que poderia
dificultar a localizacéo precisa do hospedeiro.

As subunidades que compBdem o ovipositor de B. vulgaris apontam uma correlacdo entre sua
morfologia e funcdo exercida. As valvulas 1 e 2 sdo rigidas, alongadas e sobrepostas formando
um lamen o qual permite a passagem dos ovos e do produto de secre¢do das glandulas de veneno
através de movimentos gerados pelo deslizamento da segunda valvula sobre a primeira (Brown &
Anderson1998). O deslocamento do hospedeiro poderia acarretar desperdicio de tempo e energia
que sdo investidos no parasitismo e, sendo este um processo complexo, é essencial ao parasitoide

ser preciso na sua investida contra o hospedeiro. Assim, como observado em outras espécies
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parasitoides, a valvula 1 de B. vulgaris apresenta adaptacdes em forma de serrilhas na sua regido
terminal, tanto para perfurar o tegumento do hospedeiro quanto para manté-lo fixado em posi¢édo
adequada a oviposicdo (Ne'non et al.1997, Shah et al. 2012).

O ovipositor de himenopteras parasitoides ndo possui musculatura interna, mesmo assim,
esses insetos conseguem dobrar o ovipositor dando direcionamento a estrutura (Quicke 1997).
Como afirma Vilhelmsen (2003) essa flexibilidade é conferida devido a presenca de anelagcdes em
toda a extensdo da valvula 3. Essa adaptacdo morfoldgica, encontrada em alguns parasitoides,
como o que foi estudado nessa pesquisa, permite ao parasitoide adequar o posicionamento do seu
corpo para alcancar o hospedeiro, que geralmente, estdo bastante protegidos pela morfologia da
estrutura vegetal que habitam, se isolando em locais de dificil localizacdo e manipulacdo pelo
inimigo natural.

Assim como em B. vulgaris, sensilas tricoides de diferentes tamanhos foram encontradas ao
longo da valvula 3 em varias outras espécies de braconideos, dentre eles Macrocentrus cingulum
(Ahmed et. al. 2013), Spathius agrili Yang (Wang et al. 2010a) e Habrobracon hebetor Say
(Dweck et al. 2008). Essas estruturas ndo porosas e mecanorreceptoras detectam correntes de ar e
vibracBes provenientes da alimentacdo e locomocdo do hospedeiro sendo imprescindiveis na
selecdo deste ja que parasitoides precisam distinguir entre hospedeiros parasitados e ndo
parasitados, evitando assim o superparasitismo e, consequentemente, a competicdo larval do
parasitoide, ja que esta reduz a chance de sobrevivéncia da prole (Shah 2012). Dai a importancia
em captar, precisamente, as vibracGes provenientes do hospedeiro visto que a injecdo de toxinas
durante o parasitismo ocasiona paralisia motora deste, assim, nesta etapa do parasitismo, 0s sinais
quimicos aparentam ter pouca ou nenhuma importancia o que justificaria a auséncia de sensilas

porosas no ovipositor (Li et al. 2007, Wang et al. 2010b, Goubault et al. 2011).
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Carvalho et al. (2002) através da avaliacdo do indice de parasitismo e do nimero de ovos
depositados por B. vulgaris quando submetido a diferentes hospedeiros, verificaram que este
parasitoide apresentou alta capacidade de distinguir entre as espécies ofertadas, apresentando
preferéncia por algumas destas. Essa selecdo de hospedeiros mostrou que as espécies de menor
mobilidade foram preferidas pelo parasitoide, presumivelmente essa discrimina¢do ocorreu
através da percepcao das vibracGes provenientes do hospedeiro realizada pelos centros sensoriais
presentes na extremidade do ovipositor. O maior percentual de parasitismo (53,6%) ocorreu nas
larvas de A. grandis, seu hospedeiro natural. Segundo os autores esse resultado era esperado por
se tratar de um fendmeno de co-evolucdo entre duas espécies que se desenvolveu naturalmente na
cultura do algodéo.

Apbs o parasitismo se faz necessario ao inimigo natural realizar a limpeza do seu ovipositor
para manté-lo sempre funcional, logo é preciso remover o0s residuos do tegumento do hospedeiro,
da estrutura vegetal e até mesmo do produto de secrecdo das glandulas de veneno utilizado para
paralisar o hospedeiro (Peydré et al. 1996, Arrekul et al. 2004, Moreau et al. 2009). Segundo
Dweck et al. (2008) cabe a microtriquia cuticular, observada no interior da valvula 3, realizar a
limpeza do ovipositor entre as varias inser¢des ocorridas durante a acdo de parasitismo. Assim
como observado em B. vulgaris, essa estrutura concentra-se na ponta da bainha do ovipositor de
modo que Ahmed et al. (2013) sugere que esta localizacdo e funcionalidade é uma caracteristica
comum desse grupo de himenopteros parasitoides.

De acordo com Le Ralec et al. (1996) a morfologia do ovipositor estd diretamente
relacionada com caracteristicas do hospedeiro e 0 estudo desta estrutura pode fornecer dados
sobre a evolucdo do comportamento de busca, aceite e manipulacdo do hospedeiro ao nivel de
especie, fase desenvolvimento e localizacdo do habitat. Além do mais, é possivel avaliar como

esses himenopteros parasitoides compartilham caracteristicas funcionais importantes, por
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exemplo, o diametro do ovipositor, conseguindo assim perfurar o fino tegumento de um
hospedeiro vivo sem causar saida de hemolinfa ou grandes feridas, 0 que poderia acarretar a
entrada de entomopatdgenos e detrimento do desenvolvimento da prole.

Através da avaliacdo associativa da morfologia de suas estruturas sensoriais e de estudos
comportamentais (dados ndo publicados), foi possivel compreender 0 mecanismo de parasitismo
de B. vulgaris. De um modo geral, assim como citado por Canale & Raspi (2000) e Goubault et
al. (2011), podemos concluir que no primeiro momento do parasitismo, B. vulgaris utiliza as
antenas para captar os estimulos externos, ndo provindos do hospedeiro (volateis da planta
atacada), localizando assim a estrutura vegetal onde este habita, posteriormente, o ovipositor
percebe os sinais internos como vibragdes, localizacdo exata e estagio de desenvolvimento do
hospedeiro, por fim, perfura o tegumento, injeta veneno e realiza a deposicao dos ovos. Essa a¢édo
integrada dos componentes sensoriais justifica a eficacia deste parasitoide, cujos indices de
parasitismo nos estudados ja realizados foram iguais e ou superiores a 70% (Carvalho et al. 2000

a, b ; Toscano & Carvalho 2000 a,b).
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura da antena de fémeas de B. vulgaris. A — Aspecto geral, B — Detalhe dos
segmentos antenais: escapo, pedicelo e flagerdmeros, C- Observar predominéncia de sensilas tricdides e a
disposicdo das sensilas basiconicas distribuidas distalmente nos flagerdmeros. D — Terceiro flagerdmero
destacando a presenca de sensila coeloconica e sua localizacdo lateral, E — Sensilas Tricéides e Placéides.
Observar a morfologia e extensdo das sensilas placoides bem como o sulco que a circunda e a crista cuticular
que a reveste. F — Regido terminal do ultimo flagerémero, observar a diversidade e disposicdo das sensilas na
estrutura. F — flagelomero, E - escapo, P - pedicelo, Sb — sensila basiconica, St - sensila tricoide, asterisco -
sensila placdide, seta - sensila coelocdnica, ponta de seta — insercdo basal da sensila tricdide em projecao
flexivel, seta tracejada — detalhe dos sulcos longitudinais na sensila tricéide.
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Figura 2. Eletromicrografia do ovipositor de B.vulgaris. A — Aspecto geral do ovipositor, em detalhe a
terceira valvula (V3) ou bainha, B — Primeira e segunda valvulas (V1 e V2), C — Detalhe da regido
terminal das Valvulas 1 e 2, observar a justaposicdo dessas estruturas e a divergéncia morfoldgica e de
tamanho, D - Regido dorsal da V3, observar as subdivises desiguais que conferem flexibilidade a
estrutura, E — Sensilas tricoides presentes na regido terminal de V3 e F — Regido ventral da bainha,
observar numerosos microtriquia no apice da estrutura. Estrela — microtriquia, S — serrilhas, Stc — sensila
tricdide curta, Stl — sensila tricéide longa.
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