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Resumo

CEBALLQOS, Amalia Victoria, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio
de 2017. Localizacdao e desenvolvimento de Cotesia flavipes em lagartas
de Diatraea saccharalis alimentadas com diferentes genétipos de cana-
de-acgticar Saccharum sp. Orientador: Eraldo Rodrigues de Lima.

Os parasitoides fazem parte de um sistema tritréfico e seu o sucesso é forte-
mente influenciado pelo segundo e primeiro nivel tréfico. Alguns volateis
induzidos por herbivoros sdo utilizados como sinais por inimigos naturais
dos herbivoros para localizar seus hospedeiros ou presas. Também tem se
demonstrado que o sucesso dos parasitoides também pode mudar com a
qualidade e caracteristicas da planta que serviu de alimento ao hospedeiro.
Nos estudamos a preferéncia de C. flavipes por plantas limpas e infestadas
com lagartas de Diatraea saccharalis de dois genétipos (RB867515 e IM76-
228) de cana-de-agticar. Fémeas de C. flavipes preferem odores emitidos
por plantas infestadas com lagartas de D. saccharalis sobre plantas limpas,
tanto no genétipo RB867515 como no IM76-228. Quando foram contrasta-
dos os odores emitidos por plantas do genétipo RB867515 infestado com
D. saccharalis com plantas do genétipo IM76-228 também infestadas, o pa-
rasitoide ndo mostrou preferéncia. Também avaliamos o tempo de desen-
volvimento, sobrevivéncia de lagartas parasitadas, nimero de parasitoides
e a proporcdo de fémeas de Cotesia flavipes emergidas de lagartas de Dia-
traea saccharalis alimentadas com plantas de cana-de-agticar dos genétipos
RB867515 e IM76-228. O ntimero de adultos de C. flavipes foi maior para
vespas desenvolvidas em lagartas alimentadas com o genétipo IM76-228,
quando comparado com o genétipo RB867515. Por outro lado, ndo houve
diferencas para o tempo de desenvolvimento, sobrevivéncia de lagartas

parasitadas e a proporcdo de fémeas de C. flavipes emergidas de lagartas



alimentadas em plantas de cana-de-agticar nos dois genétipos. Os resul-
tados encontrados mostram que o genoétipo considerado moderadamente
resistente (IM76-228) ndo afeta negativamente a preferéncia, desenvolvi-
mento e fitness de C. flavipes portanto tem potencial para ser utilizado em

programas de MIP.



Abstract

CEBALLOS, Amalia Victoria, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2017. Localization and development of Cotesia flavipes in Diatraea sac-
charalis larvae fed different genotypes of sugarcane Saccharum sp. Ad-
viser: Eraldo Rodrigues de Lima.

Parasitoids are part of tritrophic systems and their success is strongly influ-
enced by the second and first trophic level.Some HIPVs are used as signals
by natural enemies of the herbivores to locate their hosts and prey. It has
been show that the succes of parasitoids can also change with the quality
and characteristics of the plant that serves as food for the host.We studied
the preference of Cotesia flavipes for plants of two genotypes of sugar cane
(RB68515 and IM76-228) that were either infested by caterpillars of the pest
Diatraea saccaralis or were uninfested. Cotesia flavipes showed a significant
preference for the odours of infested plants with caterpillars of D. saccha-
ralis over the odours of intact plants, for both genotypes. When the odours
of infested RB867515 genotype were offered together with the odours of
the infested IM76-228 genotype, the parasitoid did not show a significant
preference. We also studied the development time, survival of parasitized
caterpillars, the number of emerged parasitoids and the sex ratio of Cote-
sia flavipes from Diatraea saccharalis caterpillars fed with sugarcane plants
of genotypes RB867515 and IM76-228. Higher numbers of adults emerged
from caterpillars fed on genotype IM76-228, than on genotype RB867515.
In constrast, there were no differences in devolpment time, the survival pa-
rasitized caterpillars and the proportion of females of C. flavipes emerging
from caterpillars fed on sugarcane plants of the two genotypes. The results
show that the genotype considered moderately resistant (IM76-228) does

not negatively affect the preference, development and fitness of C. Flavipes,
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therefore has potential to be used in IPM programs.



Capitulo 1

Introducad Geral

A interacdo entre plantas e insetos herbivoros, ao longo do tempo, ge-
rou um conjunto de estratégias de defesa e ataque em ambos (Agrawal,
2007). Entre as varias estratégias de defesa das plantas contra insetos her-
bivoros, destacam-se as barreiras fisicas; como ceras, espinhos, tricomas
ou folhagens resistentes (Smith, 1989). Os insetos superam essas barreiras
com garras tarsais, substancias que possibilitam a aderéncia e desenvol-
vendo mandibulas fortemente esclerotizadas para possibilitar a alimenta-
¢do (Schoonhoven et al., 2005; Arimura et al., 2005). As plantas também
evoluiram a capacidade de se defenderem via defesas quimicas, tais como
toxinas, redutores de digestibilidade, repelentes e outros produtos secun-
dérios (Smith, 1989). Por sua vez, alguns insetos superam estas defesas
com uma rdpida excregdo, destoxificagdo dos compostos secunddrios ou
sequestrando e usando esses compostos posteriormente para sua prépria
defesa contra predadores (Schoonhoven et al., 2005). Desse modo, para
este grupo de insetos que conseguem superar tais barreiras, plantas que s6
produzem estas defesas diretas ainda seriam vulneraveis (Price et al., 1980)

Além dessas defesas diretas, as plantas também podem fazer uso das
defesas indiretas e interagindo com o terceiro nivel tréfico, melhorarando
o desempenho dos inimigos naturais dos insetos herbivoros (Dicke and
Sabelis, 1988; Price et al., 1980). Sabe-se que alguns volateis liberados pelas
plantas de forma constitutiva atraem predadores e parasitéides dos insetos
herbivoros (Vinson, 1976; Williams et al., 1988; Vet and Dicke, 1992; Dicke
and Loon, 2000). A libera¢do de alguns volateis pelas plantas é induzida
apenas ap0s injuiria causada pelos herbivoros, e esses compostos atraem os
inimigos naturais de aqueles herbivoros (Vet and Dicke, 1992; Dicke and
Baldwin, 2010).

A liberacdo de voléteis nas plantas, induzido pelo ataque de herbivoros
tém ventagens sobre a liberacdo de volateis em plantas intactas e que sdo
emitidos de forma constitutiva. Por exemplo, sabe-se que a liberagdo de
alguns terpenos usados como sinais pelos inimigos naturais s6 sdo induzi-
dos pela interagdo das plantas com as secre¢des de seus herbivoros (Dicke
and Sabelis, 1988; Dicke et al., 1990). O dano feito pelos herbivoros também
pode aumentar enormemente a emissdo de voldateis nas plantas, o que ndo



acontece com as plantas intactas ou artificialmente danificadas (Turlings
et al., 1990; Dicke et al., 1990). Além disso, plantas que foram atacadas por
herbivoros emitem produtos quimicos ndo s6 no local do dano do herbi-
voro, mas também sistematicamente nas folhas ndo infestadas (Dicke et al.,
1990; Aartsma et al., 2017). Assim, plantas induzidas apresentam um di-
verso conjunto de informagdo quimica, considerdvel em quantidade e que
pode ser aproveitado por inimigos naturais como parasitoides (Turlings
and Benrey, 1998).

As fémeas dos parasitoides tém uma tarefa fundamental, encontrar hos-
pedeiros onde depositar seus ovos (Vet and Groenewold, 1990). A tarefa
nao é facil, devido seus alvos serem pequenos e estarem dispersos num
complexo entorno espacial e quimico. Além disso, os hospedeiros possuem
numerosas adaptagdes que os dificultam de serem descobertos e atacados
pelos parasitoides (Vet and Dicke, 1992). Para localizar os hospedeiros
onde depositardo seus ovos, os parasitoides podem usar a informacédo pro-
veniente diretamente do hospedeiro. Os odores emitidos pelos hospedeiros
sdo muito confidveis, no entanto constituem uma parte diminuta dos odo-
res do ambiente o que os tornam pouco perceptiveis a distancia (Steinberg
et al., 1992). Com essa dificuldade, os parasitoides devem procurar outra
fonte de informagdo e muitas vezes as plantas em que seus hospedeiros se
alimentam podem auxiliar.

A influéncia das plantas na localizagdo do hospedeiro pelos parasitoi-
des tém sido de interesse nas pesquisas em ecologia quimica. Estudos
mostram que parasitoides procuram plantas hospedeiras dos herbivoros e
fazem tentativas de parasitar, mesmo sem a presenca desses herbivoros nas
plantas (Picard and Rabaud, 1914; Vinson, 1975; Elzen et al., 1983; Beyaert
and Hilker, 2014). E comum os parasitoides serem atraidos por voléteis
induzidas por herbivoria nas plantas (Lecomte and Thibout, 1984; Whit-
man and Eller, 1990; McAuslane et al., 1991, Udayagiri and Jones, 1992;
Steinberg et al., 1993; Mattiacci et al., 1994). Além disso, sabe-se que para-
sitoides podem distinguir entre diferentes espécies de plantas (Dicke et al.,
1990; Turlings et al., 1990) e entre cultivares de plantas que sdo infestadas
pela mesma espécie de herbivoro (Dicke et al., 1990). Assim, as plantas pa-
recem apresentar uma boa solugdo para os parasitoides, j4 que ao ter maior
biomassa, sdo mais perceptiveis a distancia (Turlings et al., 1995).

Entre diferentes espécies de plantas, a quantidade e qualidade dos vola-
teis mudam, mas também variedades diferentes de uma mesma espécie de
planta parece produzir diferentes perfis de volateis (Turlings and Benrey,
1998; Abdala-Roberts and Mooney, 2013; Ali et al., 2016; Axelsson et al.,
2015; Chen et al., 2015; Gols et al., 2011; Hare, 2011). Uma das espécies que
tem sido objeto de melhoramento genético é a cana-de-agticar Saccharum
sp. Todos os atuais cultivares da cana sao derivados de hibridos prove-
nientes do cruzamento entre espécies do género Saccharum (Morais et al.,
2015). Através do melhoramento genético feito nessa base de hibridos, tém-
se conseguido cultivares modernos com alta produtividade (Berding et al.,



1997; Hogarth et al., 1997). A cana-de-actcar (Saccharum officinarum L.) é
a principal fonte para a producdo de agtcar, energia e derivados, como o
etanol e fibras (Morais et al., 2015). O melhoramento genético tem seu foco
em adaptagOes ao clima, maior tolerancia ao estresse hidrico, maior resis-
téncia as pragas e doencas (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011). Atualmente
o Brasil conta com inumerdveis variedades que tentam responder a essas
condicoes desfavoraveis.

Um dos fatores que afetam a produtividade nas culturas sdo as pra-
gas. No caso da cana-de-agtcar, a broca da cana, Diatraea saccharalis (Fabr.)
(Lepidoptera:Crambidae) é uma praga que se destaca por provocar sérias
injarias ao perfurar o colmo da planta (Mendoza et al., 1996). Os danos
provocados pelas lagartas de D. saccharalis incluem falhas na brotagédo pela
morte de gemas em toletes atacados, o desenvolvimento reduzido dos col-
mos e a perda na qualidade da cana. Além da agdo direta da broca, ha
um efeito indireto pela penetragdo de fungos e bactérias nas galerias feitas
pelas lagartas (Lourengdo et al., 1982). Devido a sua distribui¢do ser ampla
em todo o Brasil, pela sua alta frequéncia e pelos danos que ocasiona D.
saccharalis é considerada como praga-chave da cultura da cana (Mendoza
et al., 1996; Nava et al., 2009)

O principal método para o controle de D. Saccharalis tem sido o biol6-
gico, usando o endoparasitoide larval Cotesia flavipes (Cameron,1981) (Hy-
menoptera: Braconidae) (Botelho and Macedo, 2002). Esta vespa origindria
da Asia e parasita de varios lepidépteros broqueadores de caule (Muirhead
et al., 2006), foi introduzida no Brasil em 1974 mostrando resultados efeti-
vos no controle da broca da cana (Mendoza et al., 1996). As fémeas de C.
flavipes possuem a capacidade de localizar e atacar de forma satisfatoria as
lagartas dentro da planta (Smith et al., 1993). Cotesia flavipes localiza seu
hospedeiro, penetra no ttnel feito pelas lagartas de D. saccharalis no interior
da planta e os parasita (Potting et al., 1997). A localizac¢do é influenciada
pelos voléteis que as plantas liberam como resposta a tividade alimentar
das lagartas (Potting et al., 1995). Potting (1993) e Ngi-Song (1995) de-
mostraram que fémeas de C. flavipes sdo atraidas a odores emanados por
plantas de milho infestadas com broqueadores de caule. Potting (1993)
demonstrou que Cotesia flavipes prefere plantas infestadas com lagartas a
plantas ndo infestadas e que a liberacdo dos volateis pela planta acontece
de forma sistémica na planta.

Outra estratégia para o controle da broca da cana é o uso de variedades
resistentes. Esta estratégia tem vantagens, ja que reduz as populac¢des de
insetos, ndo interfere no ecossistema e seu efeito é persistente e acumula-
tivo (Lara, 1991). No entanto, a resisténcia das plantas a insetos e o con-
trole biol6gico, em alguns casos, podem ser antagonistas, tornando assim
importante a compreensdo da interagdo tritrofica entre planta-herbivoro-
parasitoide (Boiga Jr et al., 1997). E conhecido que as diferencas entre um
genotipo e outro é conferido em muitos casos no nivel dos produtos quimi-
cos e eles estdo as vezes implicados nas interagdes tritréficas tanto de forma



direita como indireta. No caso, Pimentel et al. (2016) mostrou que a varie-
dade de cana-de-acticar IM76-228, por possuir caracteristicas de resisténcia,
é menos preferida para oviposicdo pelas fémeas de Diatraea saccharalis, em
relacdo ao gendtipo RB867515. O desempenho larval da D. saccharalis nos
colmos da cana foi menor no IM76-228, com indices baixos de infestacdo
e injaria, em relagdo a RB867515. Além disso, o gendtipo IM76-228 apre-
sentou maior quantidade de compostos volateis, em comparacdo com o
genotipo RB867515. Além das diferengas no perfil de voléteis, na oviposi-
¢do por parte do herbivoro e no desenvolvimento da lagarta, é provavel que
também seja influenciado o parasitoide C. flavipes, respondendo diferente-
mente aos dois genétipos da cana quando infestados com a lagarta. Assim,
os diferentes genodtipos de cana tem infuencia na localizag¢do de hospedeiro
e desenvovimento de C. flavipes?
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Capitulo 2

Preferéncia de Cotesia flavipes por
genotipos de cana-de-acgucar
infestadas com Diatraea
saccharalis
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Resumo

Plantas atacadas por herbivoros sintetizam e emitem voléteis que podem
ter fungdo no segundo ou terceiro nivel tréfico. Alguns volateis induzidos
por herbivoros sdo utilizados como sinais por inimigos naturais dos herbi-
voros para localizar seus hospedeiros ou presas. Estudos feitos com Cotesia
flavipes relatam que para localizar seus hospedeiros na longa distancia, a
vespa utiliza os voldteis emitidos por plantas que tem sido atacadas. Nos
estudamos a preferéncia de C. flavipes por plantas limpas e infestadas com
lagartas de Diatraea saccharalis de dois genétipos (RB867515 e IM76-228) de
cana-de-agticar. Fémeas de C. flavipes preferem odores emitidos por plan-
tas infestadas com lagartas de D. saccharalis sobre plantas limpas, tanto no
gen6tipo RB867515 como no IM76-228. Quando foram contrastados os odo-
res emitidos por plantas do genétipo RB867515 infestado com D. saccharalis
com plantas do genoétipo IM76-228 também infestadas, o parasitoide nédo
mostrou preferéncia. Resultados encontrados demonstram que fémeas de
C. flavipes preferem odores de plantas infestadas com D. saccharalis sobre
plantas limpas, mas ndo tem preferéncia entre os odores emitidos por os
dois genoétipos de plantas infestados com a broca da cana.

Palavras-chave. Volateis induzidos por herbivoros, Saccharum. sp., IM76-
228, RB867515.
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Abstract

Plants attacked by herbivores synthesize and emit volatiles that may be
used by the second and third trophic level. Some HIPVs are used as sig-
nals by natural enemies of the herbivores to locate their hosts and prey.
Studies on Cotesia flavipes show that this parasitoid uses these volatiles for
long distance detection, of plants with hosts. We studied the preference
of Cotesia flavipes for plants of two genotypes of sugar cane (RB68515 and
IM76-228) that were either infested by caterpillars of the pest Diatraea sac-
caralis or were uninfested. Cotesia flavipes showed a significant preference
for the odours of infested plants with caterpillars of D. saccharalis over the
odours of intact plants, for both genotypes. When the odours of infested
RB867515 genotype were offered together with the odours of the infested
IM76-228 genotype, the parasitoid did not show a significant preference.
These results show that females of Cotesia flavipes prefer odours of infested
plants with D. saccharalis over intact plants, but they do not have preference
for the odours of either of the two genotypes when these are infested with

the sugarcane borer.
Key words. HIPVs, Saccharum sp., IM76-228, RB867515.
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Introducao

O sucesso reprodutivo dos parasitoides depende da capacidade de forra-
geio e localizagdo adequada dos hospedeiros. Assim, a selegdo natural
tende a favorecer aos parasitoides que discriminam mais eficientemente
entre os sinais do ambiente, aqueles vinculados diretamente a presenca do
hospedeiro (Geervliet et al., 1994). Os sinais do ambiente que os parasi-
toides podem usar para localizar seus hospedeiros sdo visuais, mecanicos,
actsticos e quimicos (Godfray, 1994; Vet et al., 2002). Embora os parasitoi-
des possam usar varios destes sinais em combinagdo (Wackers and Lewis,
1994), estudos mostram que os sinais quimicos parecem ser os mais impor-
tantes nessa exploragdo da informacdo do ambiente (Turlings et al., 1993).

Os sinais quimicos que os parasitoides usam no forrageio e localiza-
¢do do hospedeiro podem ter origem diversa. Os parasitoides podem usar
informagdo quimica da planta onde o hospedeiro se alimenta, do préprio
hospedeiro, outros organismos associados ao hospedeiro, ou compostos
quimicos liberados como resultado das interagdes entre o hospedeiro e sua
planta hospedeira (Lewis and Martin, 1990). Os sinais emitidos por hospe-
deiros ou seus subprodutos estdo presentes em quantidades muito baixas,
enquanto os voldteis das plantas sdo liberados em grandes quantidades
(Turlings et al., 1991). Além disso, muitos artrépodes que sdo vitimas de
parasitoides sdo herbivoros (Turlings and Benrey, 1998). Assim os volateis
provenientes das plantas parecem representar os sinais mais perceptiveis
para os parasitoides (De Moraes et al., 2000).

Price et al. (1980) iniciou os estudos dos efeitos das plantas, ndo sé so-
bre os herbivoros, mas também sobre os inimigos naturais dos mesmos.
Alguns parasitoides usam voléteis emitidos por plantas intactas para lo-
calizar hdabitats de seus hospedeiros (Elzen et al., 1983; Ngi-Song et al.,
1996). No entanto, hd maiores vantagens para os parasitoides que podem
responder a volateis emitidos por plantas que tem sido atacadas pelos hos-
pedeiros desses parasitoides (Turlings et al., 1993). Estes volaties sdo fontes
mais confidveis da presenca do hospedeiro, além de estarem disponiveis
em grandes quantidades, o que os fazem facilmente detectaveis (De Mo-
raes et al., 2000).

Dicke and Sabelis (1988) e seus colaboradores apresentaram uma das
primeiras provas sobre esses volateis induzidos nas plantas como con-
sequéncia do ataque dos herbivoros e seu papel na atratividade de inimigos
naturais. Estes compostos sdo chamados de volateis de plantas induzidos
por herbivoros, e ndo sdo emitidos por plantas intactas ou que sofreram
danos mecanicos, pelo menos ndo nas mesmas proporc¢des (Choh et al.,
2004). Além disso, estes volateis sdo liberados ndo sé no sitio do dano, mas
também de forma sistémica nos tecidos intactos da planta (Turlings and
Tumlinson, 1992; Rose et al., 1996).

A liberagdo dos voléteis de plantas induzidos por herbivoros e seu uso
pelos inimigos naturais como sinais para localizar os herbivoros é um feno-
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meno amplamente observado em vdrios sistemas tritréficos (Degen et al.,
2004). Por um lado estdo os predadores, como acaros predadores e a loca-
lizagdo de dcaros herbivoros em plantas de feijao (Dicke and Sabelis, 1988)
ou predadores antocorideos e a localiza¢do de psilideos herbivoros de &rvo-
res de pera (Scutareanu et al., 1997). Por outro lado estdo os parasitoides,
como vespas e a localizacdo de lagartas de milho (Turlings et al., 1990;
de Lange et al., 2016a), brassicas (Mattiacci et al., 1994; Gols et al., 2011),
algodao (Loughrin et al., 1995),arroz (Liu et al., 2015)

Os voléteis de pantas induzidos por herbivoros podem ser especificos
dependendo da espécie do herbivoro que a ataca e sua etapa de desenvol-
vimento, assim como da espécie da planta e a idade da mesma (Uefune
et al., 2012). Somado a isso, genétipos ou variedades da mesma espécie de
planta podem também se diferenciar na emissdo de volateis (Degen et al.,
2004; Poelman et al., 2009; Gols et al., 2011). Drost et al. (1988) encontrou
que o parasitoide Microplitis croceipes foi atraido diferencialmente a odores
liberados por varias espécies de plantas que servem como alimento para
seu hospedeiro e de Lange et al. (2016b), mostrou que Cotesia marginiven-
tris foi atraida diferencialmente a varios cultivares de milho infestados com
lagartas.

A Cotesia flavipes é um endoparasitoide larval da broca da cana que
possue a capacidade de localizar e atacar de forma satisfatéria as lagartas
dentro da planta Smith et al. (1993). Cotesia flavipes localiza seu hospedeiro,
penetra no tanel feito pelas lagartas de D. saccharalis no interior da planta
e os parasita (Potting et al., 1997). A localizagdo ¢é influenciada voléteis
que as plantas liberam como resposta a atividade alimentéria das lagartas
(Potting et al., 1995). Potting et al. (1993) e Ngi-Song (1995) demostraram
que fémeas de C. flavipes sdo atraidas a odores emanados por plantas de
milho infestadas com broqueadores de caule. Também Potting et al. (1993)
demonstrou que Cotesia flavipes prefere plantas infestadas com lagartas a
plantas ndo infestadas e que a liberacdo dos volateis pela planta acontece
de forma sistémica na planta.

Pimentel et al. (2016) mostrou que a variedade de cana-de-acticar IM76-
228, por possuir caracteristicas de resisténcia, € menos preferida para ovi-
posicdo pelas fémeas de Diatraea saccharalis, em relagdo ao genétipo RB867515.
O desempenho larval da D. saccharalis nos colmos da cana foi menor no
IM76-228, com indices baixos de infestagdo e injudria, em relagdo a RB867515.
Além disso, o genétipo IM76-228 apresentou maior quantidade de compos-
tos volateis, em comparagdo com o gendtipo RB867515. Assim, é possivel
que estas diferéncias infuenciem o terceiro nivel tréfico e C. flavipes tenha
preferéncias pelos volateis induzidos por D. saccharalis em plantas de cana
dos genétipos RB867515 ou IM76-228?
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Material e Métodos

Producao da cana de agtcar

Colmos de plantas maduras de cana-de-agticar (Saccharum spp.), das varie-
dades RB867515 e IM76-228, foram seccionados em toletes (contendo gema
lateral), semeados em bandejas com substrato e mantidas em casa de ve-
getacdo. Ap6s 30 dias, as plantas foram transplantadas individualmente
para vasos pldsticos de 1,5L e depois de uma semana foram adubadas com
NPK (20-5-20). Para os testes de localizacdo de hospedeiro foram usadas
plantas de 40 dias de idade e com seis folhas desenvolvidas. Todas as plan-
tas foram mantidas em casa de vegetacdo, com controle de temperatura e
umidade.

Criacao de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Ovos de D. saccharalis foram obtidos a partir de posturas retiradas de gaio-
las de pvc (30x20cm) com 50 casais de adultos. A postura dos ovos foi feita
em folhas de papel branco colocado no interior das gaiolas. As massas
de ovos mais escuras, oseja as mais pertas a emerger foram selecionadas,
repartidas em partes menores (em uma média de 400 a 500 ovos) e coloca-
dos em dieta de alimentacdo contendo dgua destilada (400ml fria e 400ml
quente, dgtcar cristal (9,3g), farelo de soja (64,3g),germe de trigo (24,3g),
levadura de cana (79,3g, nipagim (5,0g, sais de Wenson (2,86g), acido as-
corbico (1,43g), cloreto de colina (0,57g), solu¢do vitaminica (10,7ml, for-
mol (2,43ml), ampicilina comprimido (0,108g)e dgar (12,0g), por cada dieta
(Hensley and Hammond, 1968). Esta dieta de alimentacdo foi depositada
em frascos de vidro vedado para evitar contaminacdo, e os vidros foram
colocados em BOD, em condi¢des controladas, a uma temperatura de 28°C
a 30°C, umidade relativa de 60 % e fotoperiodo de 10-14 horas.

Depois das lagartas atingirem 17 a 21 dias de idade, foram retiradas e
transferidas para dieta de realimentagdo contendo dgua destilada (500ml
fria e 350ml quente), agticar cristal (40,0g), farelo de soja (60,0g), germe
de trigo (19,5g), levadura de cana (34,5g), nipagim (4,5g), acido sérbico
(0,75g), acido ascoérbico (0,75g), cloreto de colina (0,3g), solugdo vitami-
nica (6,0ml), formol (1,5ml), dcido acético (6,0ml), wintomylom (1,0ml),
vita Gold (0,75g), ampicilina comprimido (0,073g)e agar (18g), para cada
dieta (Hensley and Hammond, 1968). A dieta de realimentagdo com as
lagartas foi colocada em placas de Petri esterilizadas até as lagartas atingi-
rem o estado de pupa ou até serem usadas como hospedeiros de C. flavipes.
Os insetos foram criados em condi¢Oes controladas, a uma temperatura de
26°C a 28°C, umidade relativa de 60 % e fotoperiodo de 10-14 horas.

Os individuos de C. flavipes foram criados em lagartas de D. saccharalis
de quarto instar. Para parasitar as lagartas, cada lagarta foi segurada com
a mdo e colocada perto de uma s6 fémea de C. flavipes, a qual ovipositou
dentro da lagarta. Lagartas parasitadas foram colocadas de dez em dez em
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placas de Petri com dieta de realimentacdo. As placas foram depositadas
numa sala com temperatura de 23 a 25 °C, permanecendo nessa sala até
se formar as massas de casulos. Os casulos foram removidos com pingas e
colocadas em pequenas placas de Petri até atingir o estado de adulto para
serem usados nos bioensaios.

Preférencias de C. flavipes por genétipos cana-de-acucar in-
festados com D. saccharalis

Foram infestadas plantas de cana-de-agucar, das variedades RB867515 e
IM76-228 com 8 lagartas de 2 instar (por planta), 48 h antes dos testes.
Para cada repeti¢do, foram utilizadas um conjunto de 2 plantas por tra-
tamento. As respostas das fémeas do parasitéide foram medidas em um
olfatdmetro de tubo em Y (Pallini et al., 1997; Janssen, 1999). Este consiste
de um tubo de vidro em forma de Y, duas mangueiras de plastico escuro
que vao conectadas a cada brago, dois recipientes de vidro (38x50x8cm),
onde foram colocadas as fontes de odores, e uma bomba de vacuo, que
permitia conduzir os odores para o olfatdmetro. A velocidade foi medida
com anemdmetro (VelociCalc ®, Modelo: 3A-181WP09), tendo sempre nos
dois bragos 0,46 m/s.

Fémeas do parasitoide C flavipes com menos de 24h de idade foram
testadas individualmente com cinco repeticdes para cada combinacdo. Os
testes se fizeram entre as 4 e 10 hrs da manha. A resposta foi positiva
quando o parasitéide atingia o extremo final do brago escolhido. Foram
testadas as seguintes combinagdes: (i) RB867515 limpa x RB867515 infes-
tada; (i) IM76-228 limpa x IM76-228 infestada; (iii) RB867515 infestada x
IM76-228 infestada. Em cada repetigdo foram testados 20 parasitéides. Os
parasitdides tiveram um prazo de até dez minutos para a escolha das fon-
tes de odores, ap6s esse tempo, eles foram retirados e a resposta marcada
como negativa, ndo sendo usada para a andlise. As fontes de odores foram
trocadas de posi¢do nos bracos do olfatometro, apds testar 5 insetos.

Analise estatistica

Os dados obtidos nos diferentes testes de olfatometro foram analisados
com o Modelo Linear Generalizado (GLM) e com a distribugdo Poisson
(Crawley, 2012), e a ferramenta estatistica utilizada foi o programa R (R
Development Core Team, 2008)
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Resultados

Fémeas do parasitéide C. flavipes mostraram preferéncia por plantas infes-
tadas do genétipo RB867515 (df= 4; X2 = 38.5; p < 0.001) quando estas
foram contrastadas com plantas limpas do mesmo genétipo (Fig.2.1).

# | a I
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* | c I
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Proporcéo de insetos

Figura 2.1: Resposta de C. flavipes a odores de plantas de cana-de-agticar do
genétipo RB867515 limpas ou infestadas por D. saccharalis. Os asteristicos
mostram as diferencias significativas.

Do mesmo modo, C flavipes mostrou preferéncia por plantas do geno-
tipo IM76-228 infestadas por lagartas de D. saccharalis (df= 4; X?> =284 ; p
< 0.001 )sobre plantas limpas desse mesmo genétipo (Fig.2.2).

Quando foram contrastados os genétipos RB867515 e IM76-228 infesta-
dos com lagartas de D. saccharalis, a vespa C. flavipes ndo apresentou prefe-
réncia significativa (df= 4; X? =3.26 ; p = 0.07109) (Fig.2.3).
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Figura 2.2: Resposta de C. flavipes a odores de plantas de cana-de-agucar
do genétipo IM76-228 limpas ou infestadas por D. saccharalis.Os asteristicos
mostram as diferencias significativas.

Discussao

As fontes de volateis que atraem um parasitoide podem ser fontes dire-
tas do hospedeiro, as fezes deste ou a planta induzida pelo hospedeiro
(Turlings et al., 1990). Plantas atacadas por herbivoros sintetizam e libe-
ram variados compostos quimicos, esses compostos podem ajudar a curar
feridas, servir como antibiéticos, como repelentes ou também podem ser
toxicos para os herbivoros (Levin, 1976; Turlings et al., 1993). Além destas
fungdes, diversos trabalhos tém demonstrado que alguns compostos qui-
micos induzidos pelo ataque de herbivoros também tém funcdo no terceiro
nivel tréfico. Por exemplo, voléteis induzidos por herbivoros sdo usados
como sinais pelos inimigos naturais dos herbivoros para localizar suas pre-
sas ou hospedeiros (Dicke et al., 1990; Takabayashi et al., 1995; Turlings
et al., 1990, 1991; De Moraes and Lewis, 1999). Para o caso de C. flavi-
pes, inimigo natural de muitos broqueadores de caule, hd evidéncias que
o regurgitado das lagartas induzem a liberacdo de volateis nas plantas e
o parasitoide utiliza estes voldteis como sinais para localizar as lagartas a
longa distancia (Potting et al., 1995).

A preferéncia de C. flavipes por plantas de cana-de-acticar infestadas
com lagartas de D. saccharalis sobre plantas ndo infestadas, sugere que os
compostos envolvidos na localizagdo do hospedeiro pelo parasitoide es-
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Figura 2.3: Resposta de C. flavipes a odores de plantas de cana-de-acgucar do
gendtipos RB867515 e IM76-228 infestados com lagartas de D. saccharalis

tdo presentes no complexo planta-herbivoro e ndo na planta sozinha. No
caso, os odores disponiveis para o parasitoide sdo os volateis induzidos
na planta pelo regurgitado da lagarta ao se alimentar, os odores emitidos
pelo herbivoro ou os odores dos subprodutos deste como as fezes. J4 foi
demonstrada a importancia dos odores emitidos pelas fezes dos herbivoros
para C. flavipes, mais eles se fazem mais importantes na localizagdo do hos-
pedeiro na curta distancia. Os volaties induzidos nas plantas ap6s o ataque
de herbivoros, por estarem presentes em maior quantidade e serem mais
diversos, sdo a melhor alternativa para serem usados como sinais de loca-
lizagdo. No entanto, também é possivel que a vespa seja atraida ndo s6 por
um dos componentes do complexo planta-herbivoro. Resultados similares
foram relatados por Potting (1995), onde C.flavipes preferiu odores libera-
dos por plantas de milho infestadas sobre odores de plantas de milho ndo
infestadas. Ngi-Song (1996) encontrou que C. flavipes tinha preferéncia por
plantas de diferentes espécies infestadas por lagartas, quando comparadas
com plantas ndo infestadas. Além de C. flavipes, a preferéncia de parasi-
téides por plantas infestadas com herbivoros sobre plantas ndo infestadas
foi demonstrada para outros parasitoides como C. nigriceps (Nordlund and
Lewis, 1976) , C. marginiventris (Turlings et al., 1991), C. glomerata (Steinberg
et al., 1992), C. rubecula (Agelopoulos and Keller, 1994) e C. vestalis (Uefune
et al.,, 2012). Assim, plantas induzidas por herbivoros proporcionam para o
parasitoide uma informacdo altamente detectavel e confidvel que ndo pode
rejeitar.

A ndo preferéncia de C. flavipes pelas plantas dos dois genétipos infesta-
das com D. saccharalis, quando contrastadas, sugere que as diferencas entre
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os odores emitidos pelos dois complexos RB867515-herbivoro e IM76-228-
herbivoro produto da selegdo dos segregantes advindos dos cruzamentos
e aplicados para conferir resisténcia, ndo tem influencia na preferencia da
vespa na hora de utilizar como sinal. Resultados similares ja foram rela-
tados por Setdmou (2002), onde plantas de cana-de-agtcar (Saccharum sp.)
convencionais e transgénicas infestadas com D. saccharalis foram igual-
mente atrativas para fémeas de C. flavipes. Outros trabalhos tém demons-
trado que C. flavipes é atraida por volateis liberados por plantas infestadas,
independentemente das espécies de herbivoros, mesmo que o herbivoro
nao seja um hospedeiro adequado (Potting et al., 1997).

O endoparasitoide larval C. flavipes ataca varias espécies de broqueado-
res de caule que por sua vez se alimentam de uma grande variedade de
plantas e provavelmente ndo utiliza sinais especificos do conjunto planta-
lagarta na localizagdo do hospedeiro. Embora a avaliagdo do perfil de vo-
lateis tenha mostrado que hd diferenga entre os volateis emitidos de forma
cosntitutiva pelo genétipo IM76-228 e o genétipo RB867515 (Pimentel et al.,
2016) ¢é possivel que C. flavipes tenha se adaptado a responder aos vola-
teis comuns entre vdrias espécies da familia Poaceae que podem ser ataca-
das também por diversas espécies de broqueadores do caule (Schoonhoven
et al., 2005). Por isso, a vespa nao tem preferenca pelos diferentes odores
dos dois genétipos de cana-de-agtcar.

de Lange et al. (2016b) encontrou resultados similares para C. sonoren-
sis, uma vespa que também parasita diversas lagartas que se alimentam de
um grande ndmero de plantas. Quando foram testados vérios cultivares
de milho infestados, tanto selvagens como modificados, o parasitoide ndo
mostrou preferéncia por um ou outro cultivar. No entanto, C. marginiven-
tris, um parasitoide também generalista, é capaz de diferenciar entre odo-
res de duas espécies de plantas infestadas pelo mesmo hospedeiro, entre
cultivares da mesma espécie de plantas e também entre duas espécies de
herbivoros que se alimentam da mesma espécie de planta (Turlings et al.,
1989; de Lange et al., 2016b).

Uma caracteristica de C. flavipes que pode explicar os resultados da nao
preferéncia por um ou outro genétipo infestado é que os adultos desta
vespa vivem s6 entre 2 ou 3 dias podendo parasitar poucos hospedeiros.
Potting et al. (1995) reportou que a taxa de mortalidade é relativamente
alta para C. flavipes dentro do caule, sendo assim, o nimero de encontros
com hospedeiros na sua vida é baixo. Estes limitantes podem fazer com
que a vespa tenha se tornado uma forrageira oportunista que aceita mui-
tos dos hospedeiros que se encontram no habitat que frequenta (Potting
et al., 1997). Nesse forrageio oportunista C. flavipes ndo responderé a sinais
especificos do sistema planta-hospedeiro, e sim, a sinais mais gerais.

E conhecido que a diferenca no perfil de volateis dos dois genétipos
é a responsavel pela preferéncia de oviposicdo de fémeas de D. saccharalis
entre os genétipos. Nao entanto, lagartas que se desenvolvem no genétipo
resistente conseguem se alimentar e a resisténcia neste caso é devida as
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barreras fisicas da planta, como a presenca de tricomas. Assim, pelo me-
nos para os dois genoétipos testados, é possivel sugerir que os programas
de melhoramento genético para conferir resisténcia, para o caso de locali-
zagdo do hébitat do hospedeiro, ndo estdo interferindo com os programas
de controle biol6gico. Agora, é importante observar se a oviposicdo den-
tro de lagartas alimentadas com um ou outro genétipo de cana-de-acticar
influéncia o desenvolvimento de C. flavipes.
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Conclusoes

Cotesia flavipes diferencia entre odores provenientes de plantas infestadas
e ndo infestadas e é mais atraida a odores de plantas infestadas. O pa-
rasitdide foi mais atraido a odores emitidos por plantas dos gendtipos
RB867515 e IM76-228 infestadas com D. saccharalis, quando comparados
com odores de plantas dos mesmos genétipos, mas limpas.

Plantas dos genétipos RB867515 e IM76-228 infestadas com lagartas de
D. saccharalis foram similarmente preferidas por fémeas de C. flavipes, de-
monstrando que o parasitéide ndo consegue diferenciar entre os dois ge-
nétipos de plantas infestadas.
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Capitulo 3

Desenvolvimento de Cotesia
flavipes em lagartas de Diatraea
saccharalis alimentadas com dois
genotipos de cana-de-acgtcar
(Saccharum sp.)
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Resumo

Os parasitoides fazem parte de um sistema tritréfico e seu o sucesso é
fortemente influenciado pelo segundo e primeiro nivel tréfico. Além da
qualidade do hospedeiro, tem se demonstrado que o sucesso dos parasi-
toides também pode mudar com a qualidade e caracteristicas da planta
que serviu de alimento ao hospedeiro. Aqui avaliamos o tempo de desen-
volvimento, sobrevivéncia de lagartas parasitadas, niimero de parasitoides
e a proporcdo de fémeas de Cotesia flavipes emergidas de lagartas de Dia-
traea saccharalis alimentadas com plantas de cana-de-acticar dos genétipos
RB867515 e IM76-228. O ntimero de adultos de C. flavipes foi maior para
vespas desenvolvidas em lagartas alimentadas com o genétipo IM76-228,
quando comparado com o genétipo RB867515. Por outro lado, ndo houve
diferencas para o tempo de desenvolvimento, sobrevivéncia de lagartas
parasitadas e a proporc¢do de fémeas de C. flavipes emergidas de lagartas
alimentadas em plantas de cana-de-acticar nos dois genoétipos. Os resul-
tados encontrados mostram que o genétipo considerado moderadamente
resistente (IM76-228) ndo afeta negativamente o desenvolvimento e fitness
de C. flavipes portanto tem potencial para ser utilizado em programas de
MIP.

Palavras-chave. Saccharum sp., Cotesia flavipes, RB867515, IM76-228, De-
senvolvimento, fitness.
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Abstract

Parasitoids are part of tritrophic systems and their success is strongly influ-
enced by the second and first trophic level. Besides the quality of the host,
it has been show that the succes of parasitoids can also change with the
quality and characteristics of the plant that serves as food for the host. We
studied the development time, survival of parasitized caterpillars, the num-
ber of emerged parasitoids and the sex ratio of Cotesia flavipes from Diatraea
saccharalis caterpillars fed with sugarcane plants of genotypes RB867515
and IM76-228. Higher numbers of adults emerged from caterpillars fed on
genotype IM76-228, than on genotype RB867515. In constrast, there were
no differences in devolpment time, the survival parasitized caterpillars and
the proportion of females of C. flavipes emerging from caterpillars fed on
sugarcane plants of the two genotypes. The results show that the genotype
considered moderately resistant (IM76-228) does not negatively affect the
development and fitness of C. Flavipes, therefore has potential to be used in
IPM programs.

Key words: Diatraea saccharalis, Saccharum sp., Cotesia flavipes, RB867515,
IM76-228, development, fitness.
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Introducao

Insetos nos quais a fémea oviposita dentro ou préximo a outro inseto e
a progénie se alimenta deste, sio chamados de parasitoides (Matthews,
1974). Os parasitoides ocorrem quase exclusivamente nas ordens Hyme-
noptera e Diptera, porém sdo componentes abundantes nos ecossistemas,
tanto em ntimero de espécies quanto em ntimero de individuos. O grande
numero e o sucesso destes insetos se deve a caracteristicas e adaptagdes
diversas. Os parasitoides tém se adaptado a parasitar s6 uma etapa de
vida de seu hospedeiro (ovo, larva, pupa ou adulto) (Strand and Obrycki,
1996), e podem se desenvolver dentro dos hospedeiros (endoparasitéides)
ou fora deles (ectoparasitéides). Além disso, os parasitoides também po-
dem ser idiobiontes, ou seja que apds serem parasitados, os hospedeiros
cessam o desenvolvimento. Em outro caso, os hospedeiros continuam
desenvolvendo-se apds serem parasitados, e eles sio chamados de koino-
biontes (Askew and Shaw, 1986).

Encontrar um hospedeiro ndo é uma tarefa facil para os parasitoides,
isso porque os hospedeiros tém desenvolvido ao longo do tempo diversas
estratégias de defesa. Uma dessas estratégias dos hospedeiros é alimentar-
se no interior das plantas e permanecer nédo visiveis. No entanto, os para-
sitoides tém desenvolvido também muitas estratégias para procurar e pa-
rasitar hospedeiros ocultos. Alguns parasitoides tem ovipositores longos
e fortes que possibilitam perfurar plantas e atacar hospedeiros cripticos.
Outros parasitoides ovipositam perto de ttneis feitos pelos herbivoros, e
ao emergir as larvas procuram ativamente o hospedeiro. Outras espécies
de parasitoides depositam ovos nos ttineis e esses ovos sdo ingeridos pelos
hospedeiros (Bradleigh, 1976). Por outro lado, algumas pequenas espé-
cies de parasitoides penetram nos ttneis e parasitam o hospedeiro (Potting
et al., 1997).

Devido a que muitos parasitoides se desenvolvem no interior do seu
hospedeiro, o segundo desafio serd sobreviver nesse microhdbitat cheio de
defesas. Parasitoides evadem o mecanismo interno de defesas do hospe-
deiro ovipositando dentro de certos tecidos (ganglio, corpo gorduroso) ou
etapas (ovos, pupa) que proporcionam uma melhor prote¢do ao parasitoide
(Vinson and Iwantsch, 1980). Outros parasitoides conseguem superar as
defesas por meio da regulacdo do hospedeiro ou com o desenvolvimento
de estruturas que protegem a progénie dos fatores imunes do hospedeiro.
Em certos casos, parasitoides adquierem simbiontes que produzem subs-
tancias imunossupressoras (Pennacchio and Strand, 2006).

A grande maioria dos hospedeiros dos parasitoides sdo herbivoros e é
de se esperar que as plantas tenham um papel fundamental para os para-
sitoides, por exemplo emitindo volateis que servem como sinais na loca-
lizacdo de hospedeiros (Faeth, 1994; Godfray, 1994; Turlings et al., 1995).
No entanto, as plantas ndo s6 tem papel na localizagdo dos hospedeiros,
mas também no desenvolvimento dos parasitoides. Diversos estudos de-
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monstram a influénga das plantas na sobrevivéncia, o tamanho da popu-
lagdo, desenvolvimento, longevidade, e sexo dos parasitoides (Vinson and
Iwantsch, 1980; Godfray, 1994). Os efeitos podem ser pela presenca ou au-
séncia de nutrientes na dieta do hospedeiro, pela acdo dos aleloquimicos
que podem ser toxicos para parasitoides ou pela interagdo entre nutrientes
e aleloquimicos (Fox et al., 1990). O efeito da planta sobre o parasitoide
pode ser direto se as substancias das plantas estdo presentes no tecido do
hospedeiro ou indireto, quando a planta influéncia a idoneidade e con-
digdo do herbivoro que depois vai ser hospedeiro do parasitoide imaturo
(Fox et al., 1990).

No caso dos aleloquimicos, diversas sdo as alteragdes que podem pro-
vocar os produtos quimicos das plantas nos parasitoides. Os compostos
quimicos das plantas podem ter alguma agdo téxica nos 6rgdos ou tecidos
dos parasitoides e isso vai impedir o uso normal de nutrientes. Também
pode esgotar certos nutrientes essenciais no tecido do hospedeiro e formar
complexos indigeriveis ou se unir com enzimas digestivas do hospedeiro e
inibir o uso de certos nutrientes pelo parasitoide. Finalmente, os produtos
quimicos das plantas também podem estimular a desintoxica¢do de siste-
mas enzimdticos no hospedeiro ou parasitoide e alterar os requerimentos
energéticos e bioquimicos (Fox et al., 1990).

Espécies diferentes de plantas, variedades de plantas da mesma espé-
cie, diferentes idades das plantas ou inclusive alimentac¢do dos herbivoros
em diferentes tecidos das plantas, podem ter influéncia nos herbivoros e
consequentemente nos parasitoides (Lewis et al., 1990). E conhecido que a
variagdo na resisténcia a herbivoria entre espécies ou cultivares estd base-
ada na composigdo quimica e isso pode causar diferengas no desenvolvi-
mento dos parasitoides. Por exemplo, vespas Comperiella bifasciata e Habro-
lepis rouxi se desenvolveram satisfatoriamente em um hospedeiro quando
este se alimentou de citricos, mas ndo quando esse mesmo hospedeiro se
alimentou na palmeira sagti (Smith et al., 1993). Orr and Boethel (1986)
encontraram que o desenvolvimento e pupagdo de Copidosoma truncatellum
tinha sido lento no hospedeiro Pseudoplusia includens alimentado com ge-
nétipo resistente de soja, quando comparado com hospedeiro alimentado
no gendtipo susceptivel.

As plantas também podem afetar a proporcdo de sexos dos parasitoides
ou a sobrevivéncia dos sexos (Fox et al., 1990; Kester and Barbosa, 1991;
Hare and Luck, 1991; Turlings and Benrey, 1998). Em estudos feitos com
Aphytis melinus, parasitoide de Aonidiella aurantti se encontrou que ha uma
maior produgdo de progénie feminina quando o hospedeiro do parasitoide
foi criado no limdo que em aqueles criados em pomelo, laranja ou tangerina
(Hare and Luck, 1991). Similarmente, se obteve uma maior proporcdo de
fémeas de Dadegma insulare, quando seu hospedeiro Plutella xylostella foi
criado em col com aplicagdo de fertilizantes (Kester and Barbosa, 1991).

Cotesia flavipes é um koinobionte e endoparasitéide larval de muitos bro-
queadores de caule, dentro desses, de Diatraea saccharalis, a praga alvo da
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cultura da cana-de-actcar. A alimentagdo de D. saccharalis em diferentes
genotipos de cana-de-agucar pode ter efeitos ndo sé na lagarta, mas tam-
bém no inimigo natural desta. Assim, ha diferéncias no tempo de desen-
volvimento, sobrevivéncia, propor¢do de fémeas e quantidade de adultos
emergidos de C. flavipes, quando as lagartas da broca sao aimentadas nos
genotipos RB867515 (suscetivel) ou MI76-228 (resistente)?
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Material e Métodos

Producao da cana de agtcar

Colmos de plantas maduras de cana-de-agticar (Saccharum spp.), das varie-
dades RB867515 e IM76-228, foram seccionados em toletes (contendo gema
lateral), semeados em bandejas com substrato e mantidas em casa de ve-
getacdo. Ap6s 30 dias, as plantas foram transplantadas individualmente
para vasos pldsticos de 1,5L e depois de uma semana foram adubadas com
NPK (20-5-20). Para os testes de localizacdo de hospedeiro foram usadas
plantas de 40 dias de idade e com seis folhas desenvolvidas. Todas as plan-
tas foram mantidas em casa de vegetacdo, com controle de temperatura e
umidade.

Criacao de Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Ovos de D. saccharalis foram obtidos a partir de posturas retiradas de gaio-
las de pvc (30x20cm) com 50 casais de adultos. A postura dos ovos foi feita
em folhas de papel branco colocado no interior das gaiolas. As massas
de ovos mais escuras, oseja as mais pertas a emerger foram selecionadas,
repartidas em partes menores (em uma média de 400 a 500 ovos) e coloca-
dos em dieta de alimentacdo contendo dgua destilada (400ml fria e 400ml
quente, dgtcar cristal (9,3g), farelo de soja (64,3g),germe de trigo (24,3g),
levadura de cana (79,3g, nipagim (5,0g, sais de Wenson (2,86g), acido as-
corbico (1,43g), cloreto de colina (0,57g), solu¢do vitaminica (10,7ml, for-
mol (2,43ml), ampicilina comprimido (0,108g)e dgar (12,0g), por cada dieta
(Hensley and Hammond, 1968). Esta dieta de alimentacdo foi depositada
em frascos de vidro vedado para evitar contaminacdo, e os vidros foram
colocados em BOD, em condi¢des controladas, a uma temperatura de 28°C
a 30°C, umidade relativa de 60 % e fotoperiodo de 10-14 horas.

Depois das lagartas atingirem 17 a 21 dias de idade, foram retiradas e
transferidas para dieta de realimentagdo contendo dgua destilada (500ml
fria e 350ml quente), agticar cristal (40,0g), farelo de soja (60,0g), germe
de trigo (19,5g), levadura de cana (34,5g), nipagim (4,5g), acido sérbico
(0,75g), acido ascoérbico (0,75g), cloreto de colina (0,3g), solugdo vitami-
nica (6,0ml), formol (1,5ml), dcido acético (6,0ml), wintomylom (1,0ml),
vita Gold (0,75g), ampicilina comprimido (0,073g)e agar (18g), para cada
dieta (Hensley and Hammond, 1968). A dieta de realimentagdo com as
lagartas foi colocada em placas de Petri esterilizadas até as lagartas atingi-
rem o estado de pupa ou até serem usadas como hospedeiros de C. flavipes.
Os insetos foram criados em condi¢Oes controladas, a uma temperatura de
26°C a 28°C, umidade relativa de 60 % e fotoperiodo de 10-14 horas.

Os individuos de C. flavipes foram criados em lagartas de D. saccharalis
de quarto instar. Para parasitar as lagartas, cada lagarta foi segurada com
a mdo e colocada perto de uma s6 fémea de C. flavipes, a qual ovipositou
dentro da lagarta. Lagartas parasitadas foram colocadas de dez em dez em
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placas de Petri com dieta de realimentacdo. As placas foram depositadas
numa sala com temperatura de 23 a 25 °C, permanecendo nessa sala até
se formar as massas de casulos. Os casulos foram removidos com pingas e
colocadas em pequenas placas de Petri até atingir o estado de adulto para
serem usados nos bioensaios.

Desenvolvimento de Cotesia flavipes em lagartas de Dia-
traea saccharalis alimentadas com plantas do genétipo RB867515
ou IM76-228

Se infestaram plantas das variedades RB867515 e IM76-228 com lagartas de
10 dias de idade, segundo instar. As lagartas se alimentaram das plantas
por 11 dias e logo foram retiradas para serem parasitadas por fémeas de
C. flavipes. As fémeas utilizadas para este experimento estavam acasaladas
e tinham um dia de idade. As lagartas parasitadas foram colocadas indi-
vidualmente em dieta de realimentacdo em pequenas placas de Petri. Foi
avaliado o tempo de desenvolvimento, a proporcdo de fémeas, média de
adultos emergidos das lagartas, e sobrevivéncia.

Analise estatistica

Os dados de tempo de desenvolvimento e a média de adultos emergidos
foram analisados com o Modelo Linear Generalizado (GLM)e distribucao
Gaussian, os dados de propor¢do de fémeas foram analisados com GML
e distribucdo quasibinomial e os dados de sobrevivéncia foram analizados
com GLM e distribucdo binomial (Crawley, 2012). A ferramenta estatistica
utilizada foi o programa R (R Development Core Team, 2008).
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Resultados

O ntimero de adultos de C. flavipes emergidos foi influenciado pelo ge-
noétipo de cana-de-agtcar. Foi obitido maior quantidade de adultos de C.
flavipes em lagartas de D. saccharalis alimentadas com o genétipo de cana
IM76-228, que em lagartas alimentadas com o genétipo RB867515 (df= 8; F
=62.54; p < 0.001)(Fig.3.1).
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Figura 3.1: Média de adultos de C. flavipes emergidos de lagartas de D.
saccharalis alimentadas com dois genétipos de plantas de cana-de-agticar
RB867515 (suscetivel) e IM76-228 (resistente).

Nao houve diferenca na proporc¢ao de fémeas C. flavipes emergidas de
lagartas de D. saccharalis alimentadas com os genétipos de cana-de-agtcar
RB867515 e IM76-228 (df= 8; F =0.38; p= 0.6) (Fig.3.2).

A sobrevivéncia de lagartas de D. saccharalis parasitadas com C. flavipes
antes da emergéncia do parasitéide, foi igual para lagartas alimentadas em
plantas de cana-de-agticar do genétipo RB867515 e IM76-228 (df= 8; X?
=0.082; p= 0.77). (Fig.3.3).
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Figura 3.2: Proporcdo de fémeas de C. flavipes emergidas de lagartas de
D. saccharalis alimentadas com dois tipos de plantas de cana-de-acticar
RB867515 (suscetivel) e IM76-228 (resistente).

O tempo de desenvolvimento (ovo até a emergéncia do adulto) do para-
sitdide C. flavipes, foi igual para vespas desenvolvidas em lagartas de D. sac-
charalis alimentadas com plantas de cana-de-agticar do genétipo RB867515
e do gendtipo IM76-228 (df= 8; F =0.67; p=0.44). (Fig.3.4).
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Figura 3.3: Sobrevivéncia de lagartas de D. saccharalis parasitadas com C.
flavipes antes da emergéncia do parasitéide, alimentadas com dois genoéti-
pos de plantas de cana-de-agticar RB867515 (suscetivel) e IM76-228 (resis-
tente).

Discussao

Parasitoides que conseguem satisfatoriamente localizar e parasitar hospe-
deiros enfrentam um segundo desafio, superar as defesas desse hospedeiro
(Laing, 1937; Flanders, 1953; Doutt, 1964; Vinson, 1975). Particularmente,
os endoparasitoides possuem adaptagdes fisiologicas e comportamentais
que permitem sobreviver no interior do seu hospedeiro (De Moraes et al.,
2000). Ao se alimentar no interior do hospedeiro, os parasitoides vdo ser
fortemente influenciados pelos nutrientes e produtos quimicos provenien-
tes das plantas onde esse herbivoro se alimentou. Assim, as diferencas nos
aleloquimicos e nos nutrientes entre espécies de plantas ou cultivares da
mesma espécie podem modificar as interagdes parasitéides-hospedeiros,
influenciando no crescimento, quantidade, propor¢do de sexos, tempo de
desenvolvimento e sobrevivéncia dos parasitoides (Campbell and Duffey,
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Figura 3.4: Tempo de desenvolviento (ovo até a emergéncia do adulto) do
parasitéide C. flavipes em lagartas de D. saccharalis alimentadas com dois
gendtipos de plantas de cana-de-agticar RB867515 (suscetivel) e IM76-228
(resistente).

1979; Barbosa and Saunders, 1985).

Cotesia flavipes é um endoparasitoide larval que se alimenta no interior
de seu hospedeiro, um desses hospedeiros é a Diatraea saccharalis (Smith
et al., 1993). Estudos demonstram que alguns produtos quimicos das plan-
tas podem modificar a qualidade nutricional do hospedeiro ou podem se
acumular no intestino e estar presentes na hemolinfa, sendo disponivel
para o parasitéide (Fitches and Gatehouse, 1998). Assim, as larvas de C.
flavipes poderiam ser objeto de potenciais efeitos diretos ou indiretos dos
compostos quimicos das plantas.

Os resultados aqui encontrados revelam que tanto para parasitoides cri-
ados em lagartas de D. saccharalis alimentadas no genétipo IM76-228 como
no genotipo RB867515 nédo se apresentaram diferencas significativas na pro-
porcao de fémeas, no tempo de desenvolvimento de ovo até a emergéncia
do adulto e na sobrevivéncia das lagartas parasitadas. Também Boica Jr
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et al. (1997) relatou que ndo se encontraram diferencas significativas para
tempo de desenvolvimento de ovo a pupa e o peso de pupas de C. flavipes,
isso quando as lagartas hospedeiras foram alimentadas com dieta contendo
cana-de-acucar das variedades SP71-1081 1 e SP71-3146. Estes resultados
demonstram que pelo menos, para os gendtipos testados, o melhoramento
genético ndo estd influenciando negativamente o desempenho da C. flavi-
pes, um inseto nado alvo e sumamente utilizado como controle biolégico de
D. saccharalis.

Por outro lado, se encontrou que o niimero de parasitoides emergi-
dos de lagartas de D. saccharalis alimentadas com o genétipo IM76-228 foi
significativamente maior, quando comparado com os emergidos no geno-
tipo RB867515. Por serem insetos gregarios, as larvas de C. flavipes vao
competir pelos recursos disponiveis de seus hospedeiros, e ao serem en-
doparasitoides, estdo fisiologicamente limitados pelo hospedeiro no qual
vivem e se alimentam (Brodeur and Boivin, 2004). Lagartas alimentadas
no gendtipo IM76-228 no momento de serem parasitadas tinham tamanhos
relativamente maiores que as lagartas alimentadas no genétipo RB867515.
Embora o genétipo IM76-228 apresente caracteristicas como maior quanti-
dade de tricomas e dureza do colmo, os quais dificultam o movimento e a
alimentacdo e retardam a entrada no colmo; é possivel que apds consegui-
rem entrar, as lagartas possam se alimentar e aproveitar de mais recursos.
Para os experimentos foram usadas lagartas com 10 dias de idade e, por-
tanto, vao ter melhor capacidade para superar essas barreiras fisicas que
a planta impde. Assim, as lagartas alimentadas no genétipo IM76-228 po-
deriam oferecer maiores recursos, que serdo distribuidos entre um maior
nimero de larvas de parasitdides, tendo ao final, um maior ntimero de
adultos.

Setamou et al. (2002) encontrou efeitos negativos diretos de um culti-
var de cana-de-agucar resistente a broca da cana sobre C. flavipes, quando
comparado com um cultivar convencional. Além disso, similarmente ao
encontrado aqui, observou que larvas que se alimentam em dieta con-
tendo cana-de-agucar transgénica crescem mais rdpido e sdo fisiologica-
mente mais velhas no momento de serem parasitadas, quando comparadas
com as lagartas alimentadas em cana convencional.

Resultados encontrados demonstram que o genétipo IM76-228 nédo sé
ndo influencia negativamente a C. flavipes, mas também aumenta a quanti-
dade de adultos produzidos em cada lagarta. Ainda que nédo se apresentou
diferenca entre a proporcdo de fémeas emergidas de cada lagarta nos dois
genotipos, ao ter mais individuos emergidos de largartas alimentadas no
genodtipo IM76-228, se produzirdo maior ntiimero de fémeas também e as-
sim, com mais individuos produzidos, hd uma maior probabilidade de
sucesso no controle da broca da cana. O genétipo IM76-228 tem caracterfs-
ticas potenciais que podem ser utilizadas nos programas de melhoramento
genético para conseguir produzir uma variedade que possa ter uma re-
siténcia moderada e por sua vez, seja compativel com os programas de
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controle bioldgico.
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Conclusoes

O tempo de desenvolvimento, propor¢do de fémeas e sobrevivéncia da
progénie de C. flavipes ndo é afetada se o parasitdide desenvolveu-se em
lagartas de D. saccharalis alimentadas com cana-de-agucar dos gendtipos
RB867515 e IM76-228.

A alimentacdo do hospedeiro D. saccharalis em gendtipos de cana-de-
acucar RB867515 e IM76-228 teve efeito no niimero de adultos do parasi-
toide C. flavipes.
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