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PARASITISMO E RESPOSTAS QUIMIOTAXICAS DE Anisopteromalus
calandrae (Howard) (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) EM Lasioderma
serricorne (Fabricius) (COLEOPTERA: PTINIDAE)?

Autora: Eduarda Bender
Orientadora: Simone Mundstock Jahnke
Coorientador: Andreas Kohler

RESUMO

O wuso de himendpteros parasitoides para controlar insetos praga no
armazenamento, principalmente de tabaco, é uma das alternativas vidveis para reduzir o
uso de compostos quimicos. O ectoparasitoide Anisopteromalus calandrae (Howard,
1881) (Hymenoptera: Pteromalidae) tem se destacado como agente de biocontrole de
larvas e pupas de coledpteros como o bicho-do-fumo, Lasioderma serricorne (Fabricius,
1872) (Coleoptera: Ptinidae). Objetivou-se (a) avaliar a influéncia do estagio de
desenvolvimento de L. serricorne (larva e pupa) (com formacéo de casulo) e da dieta
hospedeiro no parasitismo de A. calandrae e, (b) verificar as respostas quimiotaxicas de
A. calandrae comparando o estado fisiolégico de fémeas e machos e a experiéncia das
fémeas, aos dois estagios, na presenca ou auséncia da dieta do hospedeiro. Os bioensaios
foram realizados em condicdes controladas (28 £ 2 °C, 60 + 10% UR e fotofase de 12 h).
Para avaliar o parasitismo, razdo sexual e emergéncia da prole, 30 larvas de altimo instar
e pupas (com formacdo de casulo) de L. serricorne (com e sem dieta) foram expostas a
casais e a fémeas virgens permanecendo em contato até a sua morte (+ 11 dias). As
respostas quimiotaxicas de individuos de A. calandrae com idade entre 2 - 4 dias foram
avaliadas em olfatometro tipo “Y”. Fémeas virgens e pareadas (sem e com experiéncia
prévia de parasitismo) foram expostas as larvas de ultimo instar contrastadas com pupas
de L. serricorne (ambas com formacéo de casulo) e a dieta do hospedeiro. Machos virgens
e pareados foram testados somente quanto a dieta. Como controle, utilizou-se apenas ar.
Os maiores valores de emergéncia e parasitismo médio foram obtidos nas larvas (com e
sem dieta), tanto para virgens como pareadas. O tratamento “pupa sem dieta” foi 0 que
apresentou menor razdo sexual (p < 0,05). O percentual de resposta quimiotaxica foi
maior (p < 0,05) para qualquer um dos tratamentos avaliados em relacéo ao controle (ar),
variando de 90 a 97,5%, para ambos 0s sexos e estados fisioldgicos. Quando larvas e
pupas de L. serricorne foram contrastados entre si, nos tratamentos com dieta, as larvas
apresentaram maior atratividade (70%), nos tratamentos sem dieta, fémeas virgens e
pareadas sem experiéncia responderam de forma igual para ambos os estagios. Fémeas
com experiéncia foram responsivas ao estagio de desenvolvimento no qual tiveram
contato previamente, em todos os tratamentos avaliados.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (75f.) Margo, 2019
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PARASITISM AND CHEOMIOTAXIC RESPONSES OF Anisopteromalus
calandrae (Howard) (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) IN Lasioderma
serricorne (Fabricius) (COLEOPTERA: PTINIDAE)?
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Co-adviser: Andreas Kohler

ABSTRACT

The use of hymenopteran parasitoid to control insect pests in storage, especially
of tobacco, is one of the viable alternatives to reduce the use of chemical compounds. The
ectoparasitoid Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae)
has been prominent as a biocontrol agent of coleoptera larvae and pupae as the tobacco
beetle, Lasioderma serricorne (Fabricius, 1872) (Coleoptera: Ptinidae). This study aimed
to (a) evaluate the influence of the development stage (larvae and pupae) (with cocoon
formation) and diet of L. serricorne on parasitism of A. calandrae (b) verify the
chemotaxic responses of A. calandrae comparing the physiological state of the females
and males and the experience of females to stages (larvae and pupae) in the presence or
absence of the host diet. The bioassays were performed under controlled conditions (28
+ 2 °C, 60 £ 10% RH and 12 h photophase). To evaluate the parasitism, sex ratio and
emergence of the offspring, 30 larvae of last instar and pupae (with cocoon formation) of
L. serricorne (with and without an increased diet) were exposed to couples and to virgins
females, remained in contact until their death (x 11 days). The chemotaxic responses of
A. calandrae individuals aged 2 - 4 days were evaluated in a "Y" type olfactometer.
Virgen and paired females (without and with previous experience of parasitism) were
exposed to larvae of last instar contrasted with pupae of L. serricorne (both with cocoon
formation) and to the diet of the host. Both virgin and matched males were tested only for
diet. As control, only air was used. The highest values of emergence and average
parasitism were obtained in larvae (with and without diet), for both virgin and paired,
indicating a preference for this stage of development. The "pupae without diet" treatment
presented the lowest sex ratio (p < 0,05). The percentage of chemotaxic response was
higher (p < 0,05) for any of the treatments evaluated in relation to the control (air), ranging
from 90 to 97.5%, for both sexes and physiological states. When larvae and pupae L.
serricorne were compared to each other, the larvae showed higher attractiveness (70%)
in the diet treatments. In the treatments without diet, virgin and paired females without
experience responded equally for both stages. Experienced females were responsive to
the stage of development in which they had previous contact in all treatments evaluated.

! Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (75p.) March, 2019
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1 INTRODUCAO

Durante o processo de armazenamento de produtos agricolas, podem ocorrer
perdas, mesmo com tecnologias disponiveis neste meio. Nesta etapa, 0s produtos e
subprodutos estdo sujeitos a fatores externos os quais podem ser fisicos, como
temperatura e umidade, quimicos, como a quantidade de oxigénio ou outros gases, e
bioldgicos, como bactérias, fungos, roedores e insetos.

A entomofauna presente nos ambientes de armazenamento € praticamente
cosmopolita, provocando altos indices de prejuizo. Insetos praga como as tracas Plodia
interpunctella (Hubner, 1813), Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae) e o besouro Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Ptinidae),
dentre outros, sdo conhecidos por infestar produtos armazenados in natura ou
processados como grdos, fumo, farelos, farinhas, café e especiarias, causando a
depreciacao e deterioracdo dos mesmos.

A medida de controle predominantemente utilizada é a aplicacdo de inseticidas
sintéticos, devido a rapidez de acdo e baixo custo. Todavia, 0 uso de forma indiscriminada
desses compostos quimicos tem ocasionado sérios problemas, tais como elevacdo dos
custos de producdo, diminuicdo das populacdes de inimigos naturais, resisténcia das
pragas aos principios ativos, residuos toxicos no meio ambiente e nos alimentos e, ainda,

efeitos danosos ao homem.



Dessa forma, o controle bioldgico apresenta-se como uma alternativa promissora
para substituicdo de técnicas tdo agressivas ao meio ambiente e a saide humana. Por conta
disso, diversos agentes naturais vém sendo estudados para atuar no controle de insetos
praga em produtos armazenados, com destaque o parasitoide Anisopteromalus calandrae
(Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae), que € conhecido por parasitar larvas e
pupas de diversas espécies de coledpteros praga em armazenagem, como por exemplo,
ambientes de armazenamento de tabaco.

Entretanto, o sucesso no uso desses inimigos naturais em programas de controle
bioldgico nos ambientes de armazenamento esta diretamente relacionado a uma série de
aspectos que interferem na interacdo hospedeiro-parasitoide. Pode-se citar os volateis
liberados pelo alimento e/ou pelo proprio hospedeiro e a questdo da experiéncia prévia
no comportamento de busca pelas espécies alvos, que possivelmente refletem no
desempenho reprodutivo dos parasitoides.

Neste contexto, estudos que avaliem os aspectos da bioecologia e comportamento
dos parasitoides sdo fundamentais para o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas
pra utilizar esses agentes nos ambientes de armazenamento e, em culturas agricolas. Deste
modo, objetivou-se (a) avaliar a influéncia do estagio de desenvolvimento (larva e pupa)
(com formacdo de casulo) e da dieta de L. serricorne no parasitismo de A. calandrae e,
(b) avaliar as respostas quimiotaxicas de A. calandrae sem e com experiéncia as larvas e
pupas de L. serricorne na presenca ou na auséncia da dieta do hospedeiro.

O presente estudo traz resultados sobre o parasitismo de A. calandrae em larvas e
pupas de L. serricorne, além de registrar a mudanca de comportamento desse parasitoide
por meio da experiéncia prévia de oviposi¢do em dois estagios de desenvolvimento do

hospedeiro.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do tabaco: armazenamento e pragas associadas

O tabaco é um produto agricola proveniente do processamento das folhas de
Nicotiana tabacum L. (1753) pertencente a familia Solanaceae (Oliveira & Costa, 2012).
A planta apresenta a altura entre 0,90 e 1,5 m dependendo da variedade, as folhas séo
elipticas ou oblanceoladas, com flores agrupadas ao final dos ramos, possuindo um célice
cilindrico, esverdeado ou avermelhado na parte superior e os frutos com formas
diferentes, apresentam sementes globulares (Landoni, 1993). Existem muitas espécies de
tabaco, todas nativas das Américas (Landoni, 1993; Moraes, 2012).

A cultura do tabaco possui grande importancia econdmica, devido a alta
rentabilidade e a capacidade de empregar um grande nimero de pessoas, nas diferentes
etapas de producédo e processamento (Specht et al., 2006). Os principais paises produtores
de tabaco sdo China, Brasil, India e Estados Unidos e o consumo do mesmo esta
distribuido em todos os paises do mundo (Vencato et al., 2011). No Brasil, é cultivado
principalmente na Regi&o Sul a qual concentra 96% da producéo nacional e o restante na
Regido Nordeste (Abifumo, 2012).

Ap0s a colheita, nas propriedades rurais, as folhas passam pelo processo de cura,
que pode ser feita de duas formas: em estufas, durante um periodo de quatro a cinco dias
com temperatura e umidade controlada e/ou em galpdes, mantidos em suspensao em torno

de 40 dias, expostos a condic¢des naturais até atingirem o ponto desejado. Posteriormente,



os produtores fazem a classificacdo das folhas, que séo agrupadas em macos e estes, sdo
acondicionados em fardos de aproximadamente 90 cm de comprimento por 60 cm de
largura e 40 cm de altura. Os fardos ja prontos, sdo armazenados nos paiois até o momento
da comercializacdo (Souza Cruz, 2010 ; Carvalho et al., 2014).

Nas empresas fumageiras, os fardos sdo abertos e, com o auxilio de debulhadores,
é realizado a separacdo das folhas e dos talos, obtendo assim, pedacos de laminas e talos
maiores, em seguida sdo passados separadamente pelos secadores que garantem a
umidade ideal do produto. O embalamento é realizado em caixas especificas e o fumo é
encaminhado para as fabricas visando producdes de derivados ou a exportacdo. Dessa
forma, o produto apresenta consideravel tempo de armazenamento, seja na forma inicial,
em folhas acondicionadas em fardos, ou em forma de produtos manufaturados, como
cigarros e charutos (Souza Cruz, 2010 ; Carvalho et al., 2014).

Nas etapas de secagem e armazenamento do produto na propriedade rural (fornos
e galpdes) e, posteriormente, nas empresas fumageiras que beneficiam e exportam o
produto, ocorrem danos por pragas que podem causar grandes prejuizos (Guedes & Costa,
2006) e, sdo consideradas severas (Lorini, 2008), ou seja, sua densidade populacional esta
sempre acima do nivel de dano econémico (Parra et al., 2002). Dentre estas, 0s insetos
destacam-se como um dos mais importantes agentes responsaveis por perdas e
desvalorizacédo de produtos e subprodutos (Faroni et al., 1995).

Para o tabaco armazenado as mais importantes, sdo o besouro L. serricorne e as
tracas Ephestia elutella (Hibner, 1796) e E. kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) (Guedes
& Costa, 2006). As trés espécies reduzem a produtividade, pois as larvas se alimentam
das folhas, além de formar extensas galerias nos fardos de tabaco (Carvalho, Pereira &
Mexia, 2003 ; Saglam, Edde & Phillips, 2015). As larvas das tracas podem, ainda durante

a formacéo do casulo, deixar fios de seda por onde se locomovem, resultando em teias



nas quais se acumulam restos de alimentos e excre¢des nos produtos armazenados (Athié
& Paula, 2002 ; Saglam, Edde & Phillips, 2015).

O alto grau de proliferacdo destas e de outras pragas nos ambientes de
armazenagem de tabaco, deve-se a uma serie de caracteristicas peculiares tais como alto
potencial biotico, habilidade de sobreviver em ambientes secos e escuros, a polifagia
(capacidade para atacar diversos produtos e seus derivados) (Faroni & Silva, 2008).
Estima-se que os danos mundiais causados por pragas no tabaco armazenado atinjam 2 a
3% do valor da sua producdo, correspondendo cerca de 300 milhdes de délares (Carvalho,

Pereira & Mexia, 2003).

2.2 Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792)

Lasioderma serricorne € um coleoptero da familia Ptinidae, conhecida como o
bicho-do-fumo ou caruncho-do-fumo (Athié & Paula, 2002). Embora 0 nome popular se
refira ao tabaco, segundo Athié & Paula (2002) e Loeck (2002) diversos produtos
armazenados sao fontes de alimentacgdo para a espécie, como os de origem animal (couro
e seda), oleaginosas, cereais, grdos de cacau, farinhas, especiarias e tabaco seco in natura
ou processado (charutos e cigarros), sendo considerado um inseto generalista. Além disso,
tem sido constatado, com certa frequéncia, em soja armazenada, causando Sérios
prejuizos aos produtores, afetando a qualidade do produto e comprometendo o comércio
dos mesmos (Lorini, 2012). Segundo 0 mesmo autor, ndo ataca plantas vivas. O primeiro
registro de sua associa¢do com o tabaco armazenado é datado em 1848 em Paris (Runner,
1919).

Essa é uma espécie cosmopolita, que pode ser encontrada nas regides tropicais,
subtropicais e temperadas do mundo, comumente transportada de um pais para outro por

meio do comércio, especialmente de tabaco (Loeck, 2002). No Brasil apresenta uma



ampla distribuicdo geografica, tendo registro em varios estados produtores de cereais e
oleaginosas, como a soja (Lorini et al., 2010).

Apontada com uma praga primaria externa, no tabaco armazenado, a origem das
infestacOes nos armazens das empresas é o fumo recebido do produtor com a presenca da
espéecie, sendo os principais danos causados pelas larvas devido principalmente a
alimentacdo das folhas secas. Ja os adultos causam danos indiretos, perfurando as
embalagens apds o processamento (Howe, 1957). Além desses, existe a contaminagao por
meio de fragmentos e excrementos dos insetos, podendo tornar o produto inapropriado
para o consumo (Mahroof & Phillips, 2007). Em cereais, em geral, esta espécie fura o
grdo ou semente para se alimentar, a semente perde peso e o furo vira uma porta de entrada
para 0s microorganismos, representando um sério problema para a industria (Lorini et al.,
2015). Apesar dos danos causados durante 0 armazenamento serem elevados, € dificil
quantifica-los, sendo que em culturas como soja, essas perdas podem variar de 2 a 10%
(Lorini et al., 2010).

As fémeas de L. serricorne realizam a postura isoladamente préximo ou no meio
do alimento (produtos) (Loeck, 2002). No tabaco, as fémeas colocam seu ovos em
pequenas fendas nos fardos ou nos charutos (Lorini et al., 2015). O ovos medem cerca de
0,2 - 0,4 mm de comprimento e 0,2 mm de largura. Quando colocados apresentam forma
oval, sdo opacos ou brancos, tornando-se amarelo fosco pouco antes da ecloséo
(Campbell, Mullen & Dowdy, 2002). A casca do ovo serve de alimento para as larvas
(Campbell, Mullen & Dowdy, 2002). Em média, as fémeas colocam de 40 a 50 ovos por
dia, em condicdes Otimas de temperatura, os quais podem eclodirem 5a 6 diasa35°C e
aproximadamente 22 dias a 22 °C (Velasquez & Trivelli, 1983).

As larvas passam por quatro instares e, no ultimo, chegam a medir 4,5 mm de

comprimento (Athié & Paula, 2002). A sua coloracdo, nos primeiros instares, é branco-



leitosa e s@o recobertas de pelos finos (Athié & Paula, 2002). Séo do tipo escarabeiforme
com cabeca proeminente ndo retraida para dentro do protoérax, com corpo robusto,
acentuadamente curvado (Collier, 1981). Estas sdo muito ativas desde o primeiro instar e
abrem galerias nos produtos alimentando-se de extensas areas (Campbell, Mullen &
Dowdy, 2002). A fase larval dura em torno de 20 dias e, no momento de empupar quando
as larvas estdo no ultimo instar, as mesmas tecem um casulo construido a partir do
material alimentar onde se encontram associado a secre¢fes produzidas pelo intestino
médio, permanecendo nesse casulo até a emergéncia (Howe, 1957).

As pupas dentro do casulo inicialmente apresentam coloragdo branca, assumindo
gradualmente a coloragédo parda, medindo cerca de 4,0 mm de comprimento (Halstead,
1963). Durante essa fase € possivel realizar a sexagem dessa praga por meio das papilas
genitais, que sdo Orgaos globulares e ndo se projetam nos machos, enquanto nas fémeas
sdo trissegmentados e distintamente divergentes (Halstead, 1963). A fase de pupa dura
em média nove dias (Evans, 1981).

O inseto adulto permanece alguns dias no interior do casulo pupal antes de emergir
(Evans, 1981), para endurecer e ficar sexualmente maduro, apds emergir, apresenta o
corpo ovalado com a coloracdo castanho-avermelhada recoberto por pelos claros,
medindo cerca de 2 - 4 mm de comprimento, sendo as fémeas sempre maiores que 0s

machos (Figura 1).
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FIGURA 1. Larva, pupa e adulto de Lasioderma serricorne (Fonte: Zilch, 2019)

O inseto completa seu ciclo em 35 dias e possui cerca de 3 a 11 geragdes por ano
(Howe, 1957). As antenas sao serreadas e tém a mesma espessura da base a ponta, sendo
usadas como uma caracteristica de identificacdo da espécie. As mandibulas s&o
triangulares, com dois dentes apicais e nenhuma projecdo molar (Collier, 1981; Gallo et
al., 2002). De modo geral, os adultos vivem em média 25 dias, dependendo das condi¢des
de criacdo e ndo se alimentam, apresentam uma boa capacidade de voo, evitando a luz e
permanecendo escondidos em frestas (Evans, 1981).

O controle do bicho-do-fumo no tabaco armazenado, usualmente, € feito com a
utilizacdo de inseticidas quimicos sintéticos, como a fumigacdo com o gas fosfeto de
hidrogénio (PH?3) (fosfina) nos galpdes de empresas, que também pode ser usado para
controlar outras pragas, como por exemplo, as tracas (Coresta, 2013; Saglam, Edde &
Phillips, 2015). Ja para desinsetizacdo nas paredes, frestas e pilares, sdo utilizados alguns
piretroides como cipermetrina (Brasil, 2019). Nas propriedades rurais, o uso da fosfina
ndo é permitido, por se tratar de ambientes que ndo sdo totalmente vedados, visto sua alta
toxicidade e necessidade de uma pessoa capacitada para aplicagéo do produto (Coresta,

2013).



Neste cenario, o controle biolégico com uso de parasitoides nos ambientes de
armazenamento, deve ser entendido como uma medida de prevencdo de pragas que
podera ser efetiva quando integrado com outras taticas de manejo disponiveis (Gongalves,

Faroni & Guedes, 2002).

2.3 Hymenoptera parasitica: Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881)

A ordem Hymenoptera inclui 0 maior nimero de espécies com habito parasitico,
conhecidos como parasitoides (Triplehorn & Johnson, 2011). Espécies com esse habito
sd0 organismos que provocam a morte de seus hospedeiros para completar o seu
desenvolvimento e atuam como parasitas apenas no estagio larval, quando se
desenvolvem em apenas um hospedeiro, tendo os adultos vida livre (Godfray, 1994). Com
mais de 22.000 espécies descritas, Chalcidoidea € uma das maiores e mais diversas
superfamilias dentro de Hymenoptera e esta dividida em 19 familias, sendo as principais:
Eulophidae, Encyrtidae e Pteromalidae (Triplehorn & Johnson, 2011).

Pteromalidae inclui aproximadamente 3.100 espécies conhecidas, distribuidas por
diversas regides do mundo (Rafael et al., 2012). Inclui parasitoides primarios e
secundarios, espécies solitarias e gregarias, ectoparasitoides, endoparasitoides,
coinobiontes e idiobiontes e, ainda, hiperparasitoides (Triplehorn & Johnson, 2011). As
principais caracteristicas dos individuos da familia sdo a venagdo alar reduzida, antenas
geralmente geniculadas que contém 13 articulos, pronoto um pouco quadrado que ndo
atinge as tégulas e prepecto grande e exposto presente na lateral do mesossoma
(Triplehorn & Johnson, 2011). As asas séo totalmente desenvolvidas e os tarsos
apresentam cinco segmentos, 0 metassoma é subpeciolado a distintamente peciolado e o
ovipositor pode ser completamente oculto ou exposto, variando entre os individuos da

familia (Hanson & Heydon, 2006).
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Os pteromalideos sdo insetos pequenos, medindo cerca de 1,2 mm de
comprimento, apresentando diferentes formas, sendo a maioria das espécies parasitoides
(Rafael et al., 2012). Os adultos sdo de vida livre e alimentam-se de mel, pélen e dos
nutrientes absorvidos na fase imatura ou da hemolinfa durante o processo de oviposicao
(Menon, Flinn & Dover, 2002). De acordo com Godfray (1994), os pteromalideos
inserem 0 Sseu ovipositor na cavidade contendo o hospedeiro e um liquido viscoso é
exsudado da ponta do ovipositor. O fluido forma uma fina camada ao redor do ovipositor
que seca para formar um tubo, apds, a fémea estende o tubo até que ele toque a larva
hospedeira, a hemolinfa sobe pelo tubo por acdo capilar e assim a vespa se nutre, em
seguida o ovipositor é retirado. Atacam ovos, larvas, pré pupas, pupas e raramente,
adultos, sendo alguns representantes usados em programas de controle bioldgico como é
0 caso de Lariophagus distinguendus (Forster, 1841), Theocolax elegans (Westwood,
1874) e A. calandrae que sdo frequentemente encontrados atacando besouros praga de
produtos armazenados (Hanson & Gauld, 1995).

O género Anisopteromalus (Howard) é facil de ser reconhecido devido a uma
combinacdo de caracteres, como antena das fémeas com trés anéis e machos com dois
anéis, estrutura do propddio e a margem posterior estendida do primeiro tergito
(Sureshan, 2010). Comumente ataca diferentes espécies praga dentre elas: Sitophilus
oryzae L. (gorgulho-do-arroz), S. granarius L. (caruncho-celeiro), S. zeamais Motsch
(gorgulho-do-milho) (Coleoptera: Curculionidae), Ryzopertha dominica Fabricius
(broca-do-grao) (Coleoptera: Bostrichidae) e L. serricorne (Belda & Riudavets, 2010).
Alguns registros deste género tambeém sdo parasitas de duas familias de lepidopteros,
Plutellidae e Lymantriidae (Beccaloni et al., 2003).

Anisopteromalus calandrae € um ectoparasitoide, idiobionte, possui preferéncia

em atacar larvas em estagio avancado de desenvolvimento que permanecem dentro de um
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casulo ou escondidas dentro do alimento do hospedeiro, como um gréo, mas também pode
atacar pupas (Steidle & Schéller, 1997; Menon, Flinn & Dover, 2002). A coloracao do
adulto pode variar de verde ou azul brilhante, a preta ou amarela (Hanson & Heydon,

2006) (Figura 2).
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FIGURA 2. Macho (A) e fémea (B) de Anisopteromalus calandrae
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O parasitismo de A. calandrae acontece quando as fémeas localizam o hospedeiro
e paralisam-no, introduzindo o ovipositor no corpo da larva e injetando um veneno
paralitico (Menon, Flinn & Dover, 2002). Esse comportamento tem a intencdo de
imobilizar as larvas e, em seguida, a fémea pode pér um Unico ovo sobre ela (Menon,
Flinn & Dover, 2002). Os hospedeiros paralisados serdo consumidos pela larva do
parasitoide e normalmente apenas um parasitoide se desenvolve a partir de cada larva
hospedeira (Arbogast & Mullen, 1990).

Ahmed (1996) em seu estudo, observou que a porcentagem de parasitismo de A,
calandrae variou entre as especies R. dominica (69,5%), S. granarius (43,3%), Bruchus
rufimanus (Bohemann, 1833) (Coleoptera: Chrysomelidae) (30,1%), Trogoderma
granarium (Everts, 1898) (Coleoptera: Desmetidae) (16,8%). Ja Cline et al. (1985)

avaliando o parasitismo de A. calandrae em S. oryzae em trigo espalhado, sacos de
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algoddo e sacos de aniagem, obtiveram um parasitismo de 76, 30,0 e 47,0%,
respectivamente. Gredilha et al. (2006) registraram um parasitismo de 84,0% sobre L.
serricorne em racOes de animais. Zilch et al. (2017) avaliando diferentes tipos de dieta e
densidades de larvas de L. serricorne, obtiveram um parasitismo variando de 92 a 96%,
nas densidades maiores (50 e 10 larvas).

Para localizar as larvas hospedeiras e assim realizar o parasitismo, a fémea de A.
calandrae utiliza-se de pistas quimicas, sinais visuais, vibracionais e tatéis (Vinson, 1976;
Menon, Flinn & Dover, 2002). Depois de detectar o hospedeiro, a fémea faz uma punctura
e decide se a larva é adequada para oviposicao ou se ela serd usada somente para nutricdo
(Belda & Riudavets, 2012). De acordo com Smith (1993), a escolha da larva determina o
parasitismo, a fecundidade, o tempo de desenvolvimento, e a razdo sexual da prole é feita
com base em alguns fatores, como o tamanho da larva.

Anisopteromalus calandrae possui em média de 25 geracdes por ano, com ciclo
de vida de aproximadamente 13 a 15 dias nas temperaturas entre 24-28 °C, podendo haver
variacdes no tempo de desenvolvimento em fungdo da espécie hospedeira, tamanho e
temperatura (Menon, Flinn & Dover, 2002). Um estudo realizado por Zilch et al. (2017)
demonstrou que fémeas de A. calandrae apresentaram, em média, 11 dias de vida,
enguanto os machos vivem, em média, 9 dias. Uma fémea coloca em torno de 271 a 450
ovos, durante toda a vida adulta (Gokhman, Fedina & Timokhov, 1999, Menon, Flinn &
Dover, 2002), podendo haver variacdo nesses valores conforme as condigdes de criacao.
Além disso, colocam muitos ovos durante um longo periodo de tempo, sendo
consideradas r-estrategistas (Sasakawa et al., 2013).

Varios estudos foram realizados avaliando uma ampla variedade de aspectos de

A. calandrae, como o impacto de produtos quimicos, histdria de vida e comportamento,
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incluindo aprendizagem e fisiologia, assim como sua atividade no controle biologico de
coleopteros praga (Belda & Riudavets, 2010).

Autores como Menon, Flinn & Dover (2002) avaliando a capacidade A.
calandrae em encontrar e parasitar R. dominica em diferentes faixas de temperatura,
mencionaram o potencial deste inimigo natural no controle natural de pragas de produtos
armazenados. Ademais, um estudo avaliando a compatibilidade de A. calandrae e
Acarophenax lacunatus (Cross & Krantz) (Prostigmata: Acarophenacidae), um parasita
de ovos, sobre R. dominica evidenciou que o uso do parasitoide sozinho ocasionou numa
reducdo no crescimento da populacdo da praga e maior protecdo aos graos de trigo.
Quando A. calandrae foi associado ao acaro, além de preservar seu potencial, houve
maior reducdo no namero de individuos de R. dominica, demonstrando a importancia
dessa interacdo como ferramenta de manejo integrado de pragas em unidades de
armazenamento (Gongalves, Faroni & Guedes, 2002).

Benkhellat et al. (2015) também confirmaram o potencial de A. calandrae como
agente de controle biolégico. No seu estudo, demonstraram que fémeas do parasitoide
sdo capazes de distinguir entre hospedeiros parasitados e ndo parasitados. De acordo com
0s autores, esse comportamento depende das pistas olfativas presentes nos ambientes

dando as fémeas uma maior capacidade de busca e parasitismo.

2.4 Comunicacdo quimica dos parasitoides

A selecdo do hospedeiro pelo parasitoide é mediada por dois passos principais: a
localizag&o e o reconhecimento deste (Godfray, 1994 ; Vinson, 1998). Pode ser uma tarefa
dificil, tendo em vista o tamanho dos organismos envolvidos e a complexidade do

ambiente no qual estdo inseridos (Vinson, 1998 ; Steidle & Van Loon, 2002).
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Os parasitoides sdo capazes de perceber uma grande variedade de estimulos
quimicos (semioquimicos) e fisicos (som, vibracdo, cor, tamanho, forma e textura)
potencialmente importantes e determinar sua significAncia no ambiente em que se
encontram (Vinson, 1985 ; Fatouros et al., 2008). Dessa forma, conseguem encontrar
varias espécies hospedeiras no mesmo ambiente que podem ou ndo ser adequadas ao
parasitismo, e consequentemente, a sobrevivéncia de sua prole esta diretamente
relacionada com a escolha correta durante essa busca (Fatouros et al., 2008).

Os estimulos visuais e olfativos sdo responsaveis pela percepcdo ambiental e
interferem no comportamento dos parasitoides (Lewis & Martin, 1990). Estes estimulos
sdo percebidos por receptores localizados nas antenas e olhos compostos e o
comportamento do parasitoide é manifestado através do voo, sondagem e oviposi¢do
(Lewis & Martin, 1990). Os estimulos quimicos podem ser de curta ou longa distancia
(Rojas, Castillo & Virgen, 2006). Para localizar os hospedeiros, as pistas de longa
distancia, sdo as primariamente identificadas e utilizadas pelos parasitoides e geralmente
sdo emitidas pela planta atacada ou alimento do hospedeiro (Vinson, 1976). Ja as de curta
distancia sdo emitidas pelo proprio hospedeiro, como por exemplo os feromonios, as fezes
ou o frass, que sdo utilizadas pelo parasitoide para localiza-lo e identificar o estagio de
desenvolvimento especifico ou preferido para parasita-lo (Vet & Dicke, 1992).

As repostas dos parasitoides a determinados odores que 0s guiem até 0s seus
hospedeiros sdo influenciadas por alguns fatores relacionados as fémeas, como idade e
maturagdo sexual e ao ambiente, influenciado pela intensidade de luz, velocidade e
direcdo do vento, distancia entre o parasitoide e a fonte de odor e outros odores presentes
no ar. Estes fatores, associados a caracteristicas especificas, definem a escolha por

determinados hospedeiros e substratos (Vinson, 1976).
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Estudos sobre preferéncia por hospedeiro e substrato tém sido realizados com
parasitoides da familia Pteromalidae como, por exemplo, L. distinguendus, um
parasitoide generalista que ataca larvas de onze espécies de besouros praga (Steidle &
Schohler, 1997). De acordo com 0s mesmos autores, este parasitoide reconhece e tem
preferéncia pelas larvas quando associadas as dietas ou aos produtos armazenados.

Assim como L. distinguendus, A. calandrae também € um parasitoide generalista,
de acordo com Steidle (2001) ainda ndo esta claro como esses parasitoides sdo capazes
de localizar uma variedade de hospedeiros e substratos. Para Vet & Dicke (1992)
considera-se que para sistemas generalistas, o0s parasitoides usam inatamente
componentes gerais que sdo comuns a todos os hospedeiros ou plantas hospedeiras.
Assim, é provavel que os parasitoides generalistas respondam a cada complexo de
planta/hospedeiro dentro de sua faixa de hospedeiros. Ainda, é concebivel que 0s mesmos
ndo usem pistas especificas, mas localizem hospedeiros para uma primeira oviposicao
aleatoriamente. Isto é, sinais que sdo percebidos durante a oviposicdo sdo entdo
associados a essa experiéncia positiva e usados para uma localiza¢do direcionada do
hospedeiro no futuro (Turlings et al., 1990).

Durante o processo de busca e selecdo de hospedeiros, a resposta dos parasitoides
é influenciada pela preferéncia inata, experiéncia e aprendizagem associativa (Vinson,
1998). A resposta inata corresponde a um comportamento herdado geneticamente, em
resposta aos estimulos que ndo foram experimentados previamente, contudo, esse
comportamento pode ser modificado pela experiéncia (Vet & Dicke, 1992; Vinson,
1998). A experiéncia é definida pela reducdo do tempo exigido para manipular e aceitar
0 hospedeiro apos um contato prévio (sensibilizacdo) ou pela aprendizagem (Godfray,

1994).
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De acordo com Wajnberg & Colazza (2012), a experiéncia de um parasitoide esta
associada com a aquisicdo de informacGes e estimulos durante o processo de
forreageamento e parasitismo, dando a este a capacidade de aumentar a sua performance
reprodutiva (indices de parasitismo, fecundidade, longevidade) e sua habilidade de
procura em uma situacdo especifica no ambiente.

Os parasitoides na presenca do hospedeiro, sdo capazes de associar um estimulo
experimentado para localizar os proximos hospedeiros e parasita-los com maior eficiéncia
e rapidez (Nurindah & Gordh, 1999). Assim, independente dos padrdes inatos, as espécies
de parasitoides podem modificar seu comportamento ao perceberem sinais do ambiente
em que conviveram antes e durante a fase adulta. Essa associa¢do de novos estimulos
experimentados € conhecida como aprendizagem associativa (Vinson, 1998; Nurindah &
Gordh, 1999).

Como ja mencionado anteriormente, 0 sucesso do parasitismo depende de uma
série de estimulos, sendo um dos aspectos que deve ser levado em consideracdo € o
relacionado ao hospedeiro de origem, especialmente em criacdes massais. Pode este
fornecer pistas quimicas que influenciam na escolha pelas espécies alvos e maximizam a
capacidade reprodutiva do parasitoide em campo (Sujii et al., 2002).

Este aspecto foi demonstrado por Vargas et al. (2017) avaliando a aprendizagem
de parasitismo de Trichogramma pretiosum (Riley,1869) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) criado em ovos de E. kuheniella (hospedeiro de origem) para
parasitar ovos de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Os
autores observaram que fémeas sem experiéncia parasitaram mais o hospedeiro de origem
no qual foram criadas, enquanto as fémeas com experiéncia prévia nas duas espécies,
parasitaram as duas espécies de forma similar, mostrando que ap0s um contato prévio

com um novo hospedeiro, os indices de parasitismo foram diferentes.



17

De modo geral, fémeas de parasitoides, como por exemplo, T. preotisum em
contato prévio com o seu hospedeiro entre cinco a 24 horas adquirem experiéncia na
busca deste, apresentando uma resposta exploratoria superior as fémeas inexperientes ou
em contato menor com o hospedeiro (Vargas et al., 2017). J& que em ambientes de
armazenamento pode existir mais de uma espécie hospedeira, a experiéncia e
aprendizagem pelo parasitoide € uma estratégia que auxilia na busca por outros
hospedeiros e pode vir a incrementar o parasitismo em programas de controle biolégico
(Steidle & Van Loon, 2002).

Estudos abrangendo a comunicacdo quimica de parasitoides e as interagdes
existentes entre hospedeiro-parasitoide vem sendo promissoras. Ainda ha duvidas em
relacdo ao emprego de parasitoides no manejo de pragas agricolas tanto em ambientes de

armazenamento como campo (Meiners & Peri, 2013 ; Schneider, 2017).
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ABSTRACT. Influence of the development stage and diet of Lasioderma serricorne
(Fabricius, 1792) (Coleoptera: Ptinidae) on parasitism by Anisopteromalus

calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae)

The ectoparasitoid Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera:
Pteromalidae) has been prominent as a control agent for coleoptera larvae and pupae of
stored Products pest such as the tobacco beetle Lasioderma serricorne (Fabricius, 1792)
(Coleoptera: Ptinidae). Studies that evaluate the bioecology of parasitoids and their
interactions with hosts, taking into account environmental factors, are important for the
success of biological control in these environments and crops. This study aimed to
evaluate the parasitism rate, emergence and sex ratio of A. calandrae parasitizing larvae
of last instar and pupae of L. serricorne with or without the presence of a diet. The insects
used came from laboratory rearing established under ambiental controlled conditions (28
+ 2 °C, 60 + 10% RH and 12h photophase). Thirty larvae of last instar or pupae of L.
serricorne (with cocoon formation) were exposed to newly emerged (24 h) couples or
virgin females in plastic bottles, in four treatment combinations: (L) larvae, (LD) larvae

with diet, (P) pupae and (PD) pupae with diet. Each treatment had 20 replicates. The
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parasitoids remained in the bottles with each treatment until their death (+ 11 days), later
they were removed and the pots with the hosts were kept in the same conditions of the
rearing until the emergence of the offspring (x 13-15 days). For both the mean number of
emerged parasitoids and average parasitism rate, the highest values were obtained in L
treatments (with and without diet), for both virgin and paired females, indicating a
preference for this stage of development. Only in P treatment a significant difference in

sex ratio was observed, presenting the lowest values.

KEY WORDS. Parasitoid, tobacco beetle, biological control.

RESUMO.

O ectoparasitoide Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera:
Pteromalidae) tem se destacado como agente de controle de larvas e pupas de coledpteros
praga de produtos armazenados como o besouro-do-fumo, Lasioderma serricorne
(Fabricius, 1792) (Coleoptera: Ptinidae). Estudos que avaliem a bioecologia de
parasitoides e suas interacGes com os hospedeiros, levando em consideragdo os fatores
ambientais, sdo de suma importancia para 0 sucesso do controle bioldgico nesses
ambientes e culturas agricolas. Neste contexto, objetivou-se avaliar os indices de
parasitismo, emergéncia e razdo sexual de A. calandrae parasitando larvas e pupas de L.
serricorne na presenca ou auséncia da dieta do hospedeiro. Os insetos utilizados foram
provenientes de cria¢do de laboratdrio mantida sob condi¢6es controladas (28 + 2 °C, 60
+ 10% UR e fotofase de 12 h). Foram expostas 30 larvas ou pupas de L. serricorne (com
formacéo de casulo) a um casal ou a uma fémea virgem recém emergida (24 h) em frascos
plasticos, nas seguintes combinagdes, compondo quatro tratamentos: (L) larvas, (LD)
larvas com dieta, (P) pupas e (PD) pupas com dieta. Cada tratamento teve 20 repeticoes.

Os parasitoides permaneceram nos potes com cada tratamento até a sua morte (+ 11 dias)



26

posteriormente foram retirados e os potes com os hospedeiros foram mantidos nas
mesmas condicdes da criacdo até a emergéncia da prole (x 13-15 dias). Tanto para o
numero meédio de parasitoides emergidos quanto o indice médio de parasitismo, 0s
maiores valores foram obtidos nos tratamentos L (com e sem dieta), tanto para as fémeas
virgens como pareadas. Somente no tratamento P foi observada uma diferenca
significativa na razdo sexual (p < 0,05), apresentando os menores valores.

PALAVRAS-CHAVE. Parasitoide, besouro-do-fumo, controle biologico.
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Durante o periodo de armazenagem de produtos agricolas, varios destes sofrem
com ataque de insetos, que encontram nesses ambientes alimento e condicGes favoraveis
para desenvolver-se e proliferarem rapidamente (FARONI & SiLvA, 2008). O besouro
Lasioderma serricorne (Fabricius, 1872) (Coleoptera: Ptinidae) e as tracas Plodia
interpunctella (Hubner, 1813) e Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae), estdo entre os principais organismos conhecidos por infestar grande variedade
de produtos e subprodutos armazenados, causando perdas expressivas na qualidade e
acarretando prejuizos de 1,5 até 50% (LORINI, 2008 ; PIMENTEL, SANTOS & LORINI,
2011).

A espécie L. serricorne, conhecida como o besouro-do-fumo, é um inseto de
ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais (LOECK, 2002). Considerado uma praga
primaria externa, tem sido relatado atacando muitos produtos, entre os quais destacam-se
as oleaginosas, cereais, graos de cacau, farinhas, especiarias e tabaco seco in natura ou
processado (charutos e cigarros) (ATHIE & PAULA, 2002; LOECK, 2002).

Segundo LoEeck (2002) o ovo desta espécie é colocado isoladamente no meio do
alimento. De acordo com ATHIE & PAULA (2002), as larvas passam por quatro instares,
guando estdo no dltimo instar, param de se alimentar e constroem uma célula fragil feita
de alimentos e residuos misturados com uma secrecao produzida pelo intestino médio,
onde empupam durando, esta fase, em torno de nove dias. Os adultos de L. serricorne
permanecem alguns dias no interior do casulo pupal, quando emergem, evitam a luz se
escondendo em frestas.

Em locais de armazenamento de produtos agricolas, como o tabaco, os métodos
amplamente utilizados baseiam-se, de forma geral, na utilizacdo de compostos quimicos,
como a fumigagéo com o uso da fosfina, altamente toxica ao ambiente e ao ser humano

(CORESTA, 2013; SAGLAM, EDDE & PHILLIPS, 2015). Além disso, o desenvolvimento da
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resisténcia nos insetos, incluindo a espécie em questéo e a reducdo do numero de produtos
quimicos permitidos para o controle dessas pragas, tornam o controle bioldgico cada vez
mais importante nesses ambientes (BROWER & PRESS,1990 ; SOARES et al., 2009 ; LORINI
etal., 2015).

O controle biolégico com o uso de parasitoides € um exemplo de alternativa
segura e eficiente, que visa reduzir as populacdes de organismos praga (PARRA et al.,
2002) e atualmente tem ganhado representatividade, em especial na cultura do tabaco.
Diversos organismos possuem potencial como agentes de biocontrole contra insetos praga
de produtos armazenados (ATHIE & PAULA, 2002 ; LorINI et al., 2015), como € o caso do
parasitoide Anisopteromalus calandrae (Howard, 1881) (Hymenoptera: Pteromalidae),
conhecido por parasitar larvas e pupas de diferentes espécies de coledpteros praga,
incluindo L. serricorne (BELDA & RIUDAVETS, 2010).

Anisopteromalus calandrae € um ectoparasitoide, idiobionte, generalista, possui
preferéncia em atacar larvas em estagio avancado de desenvolvimento, que permanecem
dentro de um casulo ou escondidas dentro do alimento do hospedeiro, como um grdo mas
também pode atacar pupas (STEIDLE & SCHOLLER, 1997 ; MENON, FLINN & DOVER,
2002).

O parasitismo inicia quando as fémeas localizam o hospedeiro, introduzem o
ovipositor no corpo deste e injetam uma substancia paralisante (MENON, FLINN & DOVER,
2002). Esse comportamento tem o intuito de imobilizar as larvas, para depois a fémea
depositar um Unico ovo sobre o corpo do hospedeiro e, assim que eclode, a larva do
parasitoide se alimenta do corpo deste (MENON, FLINN & DOVER, 2002). Normalmente
apenas um parasitoide se desenvolve a partir de cada larva hospedeira (ARBOGAST &

MULLEN, 1990).
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Entretanto, o sucesso dos parasitoides em programas de controle bioldgico,
depende do conhecimento de suas caracteristicas bioecologicas relacionadas a interacdo
com o hospedeiro (SIQUEIRA et al., 2011). Fatores biologicos como a habilidade de
localizagdo da praga alvo, a preferéncia por determinados hospedeiros, o estagio
parasitado e a densidade do hospedeiro, além de fatores ambientais, como luz,
temperatura, umidade, entre outros, devem ser investigados para que auxiliem nas
criagdes massais e na eficiéncia desses inimigos naturais quando liberados em campo ou
nos ambientes de armazenamento (VINSON, 1998; NASCIMENTO, 2011).

Outro fator relevante nesse cenario € a utilizacao de dietas artificiais para criacao
de ambos os organismos (hospedeiro e parasitoide) (VACARI et al., 2012). Contudo, essas
dietas devem ser testadas para verificacdo da qualidade dos insetos produzidos e a
influéncia sobre parametros como parasitismo, fecundidade, tempo de desenvolvimento,
razdo sexual da prole e até mesmo na eficiéncia desses inimigos na busca e
reconhecimento dos seus hospedeiros (NASCIMENTO, 2011; VACARI et al., 2012).

Neste contexto, objetivou-se avaliar os indices de parasitismo, emergéncia e razao
sexual de A. calandrae parasitando larvas e pupas do hospedeiro L. serricorne, na

presenca ou auséncia da dieta do hospedeiro.

MATERIAL E METODOS

As criacdes do hospedeiro e do parasitoide foram mantidas no Laboratério de
Entomologia, da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC), sob condic¢des controladas
de temperatura 28 * 2 °C, umidade relativa do ar de 60 + 10% e fotofase de 12 horas.

No laboratdrio, adultos de A. calandrae foram transferidos para potes plasticos

(2,7 litros) contendo larvas de quarto instar (com formacéo de casulo) do hospedeiro L.
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serricorne criadas em dieta seca a base da mistura (460 g de farinha de trigo, 20 g de
levedo de cerveja e 20 g tabaco seco triturado, variedade Virginia) cobertos com tecido
do tipo organza cristal a fim de manter a troca de ar. A dieta oferecida ao hospedeiro foi
baseada em ZiLCH et al. (2017).

Ap0s aproximadamente 14 dias emergiram o0s primeiros parasitoides, 0s quais
eram coletados diariamente com auxilio de um sugador adaptado e transferidos para
novos potes (2,7 litros) contendo larvas de quarto instar (com formacéo de casulo) de L.
serricorne para manutencao da criacao, além da realizacdo dos bioensaios. Os adultos de
A. calandrae receberam como alimento mel puro (100%) inserido em forma de goticulas

na parede de cada recipiente.

Bioensaio

Foram utilizados no bioensaio casais (fémeas pareadas) e fémeas virgens (sem
experiéncia de parasitismo) de A. calandrae com 24 horas de idade. Cada casal ou fémea
virgem foi individualizado e inserido em recipientes plasticos de 120 ml contendo quatro
tratamentos separadamente: (L) larvas, (LD) larvas com dieta, (P) pupas, (PD) pupas com
dieta. Cada tratamento constou de 30 larvas (z 25 dias) ou pupas (+ 30 dias) (ambas com
formacédo de casulo) (em um unico oferecimento) com e sem a presenca de dieta, sendo
realizadas 20 repeticdes para cada tratamento.

Os parasitoides permaneceram nos potes com cada tratamento até sua morte (+ 11
dias) sendo entéo retirados. Os potes com 0s hospedeiros foram mantidos em camara
incubadora “Tipo B.O.D.” com as mesmas condi¢gdes da criagcdo, até a emergéncia da

prole de parasitoides ou de coledpteros (+ 13-15 dias).
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Como testemunha, 20 potes com a mesma quantidade de larvas e pupas
hospedeiras foram utilizadas e mantidas sem exposicao aos parasitoides, objetivando-se

verificar a taxa de mortalidade natural do hospedeiro.

Anélise dos dados

Avaliou-se em cada tratamento o nimero médio de larvas ou pupas mortas, o
numero médio de parasitoides emergidos, a razdo sexual (RS) da prole (n° de fémeas/ n°
de fémeas + n° de machos) e o parasitismo médio (n° parasitoides emergidos/ [(n°
parasitoides emergidos + n° de hospedeiros emergidos)] x 100). Os casulos nos quais nao
houve emergéncia foram dissecados para verificacdo dos possiveis parasitoides ou
hospedeiros ndo emergidos, que também foram contabilizados.

Os dados médios de mortalidade, emergéncia e parasitismo foram testados quanto
a normalidade por D’Agostino e submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, sendo médias
comparadas pelo teste de Dunn. O teste utilizado para avaliar a significancia das
diferencas na razdo sexual foi o y2 de heterogeneidade. As analises foram realizadas

utilizando os softwares Excel© e Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007)

RESULTADOS

Bioensaio

O nmero médio de L. serricorne emergidos nas testemunhas (sem a presenca dos
parasitoides) foi significativamente maior, comparado a todos os tratamentos (Tab. 1).
Esses valores indicam uma mortalidade média em torno de 19%.

Na presenca dos parasitoides a emergéncia do besouro variou de 1,0 a 13,5% nos

tratamentos com fémeas virgens (83% de mortalidade) e de 2,3 a 5,2% para fémeas
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pareadas (88% de mortalidade) Houve diferenca significativa na emergéncia de L.

serricorne no tratamento PD para fémeas virgens e pareadas (Tab. I).

Tabela I

O nUmero médio de parasitoides emergidos foi significativamente maior nos
tratamentos L e LD do que em P e PD para ambas as condic@es fisiologica das fémeas
(Tab. I1). Comparando fémeas virgens e pareadas, foi constatada diferenca significativa
na emergéncia dos parasitoides, no tratamento PD, sendo maior nas fémeas pareadas ( H
=14,55;gl=1; p=0,0001) (Tab. ).

Em relacdo ao percentual de parasitismo, observou-se que este foi
significativamente menor em pupas (com ou sem dieta) do que em relacao as larvas (com
ou sem dieta) (Tab. II).

Ao comparar 0s tratamentos entre virgens e pareadas, também foi detectada
diferenca significativa no parasitismo médio. Os tratamentos com larvas (com e sem
dieta) nas fémeas virgens e pareadas obtiveram os maiores valores de parasitismo médio,
diferindo significativamente dos tratamentos com pupas (com e sem dieta) (Tab. I1I). No
tratamento LD, o parasitismo médio foi significativamente maior para fémeas virgens

(91,06 %) quando comparadas as fémeas pareadas (88,05%) (Tab. II).

Tabela 1l
Fémeas virgens geraram somente descendentes machos (100%). Para as fémeas
pareadas, a razdo sexual média, foi desviada para as fémeas nos tratamentos L (0,51 +
0,26), LD (0,63 = 0,23) e PD (0,59 * 0,19). Apenas o tratamento P apresentou o menor
valor (0,40 + 0,23) diferindo significativamente dos demais (y? = 4,9881 ; gl = 1; p <

0,05).

Figura 1
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DISCUSSAO

A mortalidade média dos besouros, abaixo de 20% também foi referida por ZiLcH
et al. (2017) testando diferentes dietas e densidades de larvas.

Assim como no presente estudo, BELDA & RIUDAVETS (2012), ao avaliar os
parasitoides A. calandrae e Lariophagus distinguendus (Forster, 1841) (Hymenoptera:
Pteromalidae) sobre os coledpteros praga Sitophilus oryzae L. (1763) (Coleoptera:
Curculionidae) e Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Bostrichidae),
obtiveram uma menor emergéncia das pragas nos tratamentos com ambos o0s parasitoides
quando comparados as testemunhas (sem a presenca dos parasitoides), fato que era
esperado e indica a agdo dos inimigos naturais.

Estudos como de UCKAN & ERGIN (2002) e MENESES et al. (2014) tem evidenciado
que a dieta na qual o hospedeiro é criado pode ter influéncia no desempenho dos inimigos
naturais, no presente estudo, a dieta ndo influenciou a emergéncia da prole, mas sim o
parasitismo.

Por outro lado, ha estudos que também contestam a influéncia da dieta do
hospedeiro na performance do parasitoide, como o de URRUTIA et al. (2007) que nédo
encontraram correlacdo entre diferentes dietas de Listronotus bonariensis (Kuschel, 1955)
(Coleoptera: Curculionidae) e o fitness de Microctonus hyperodae (Loan & Lloyd, 1974)
(Hymenoptera: Braconidae).

Considerando os dois estagios de desenvolvimento (larva e pupa) do hospedeiro
L. serricorne analisados, pode-se observar que A. calandrae teve preferéncia em parasitar
larvas, com e sem a presenca de dieta em relagédo as pupas. Em um estudo realizado por
ZILCH et al. (2017), avaliando a influéncia de trés tipos de dieta em quatro diferentes
densidades de larvas do hospedeiro L. serricorne, frente a capacidade de parasitismo de

A. calandrae, os autores obtiveram um parasitismo de até 96%, indicando que o
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parasitoide possui alta capacidade reprodutiva quando exposto a larvas dessa espécie. A
preferéncia por larvas, ao invés de pupas, é também registrada para outros hospedeiros,
como Callosobruchus chinensis L. (1758) e Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775)
(Coleoptera: Chrysomelidae), besouros de outra familia (SASAKAWA et al.,2013).

De acordo com CONSOLI & VINSON (2009), as fases de desenvolvimento dos
hospedeiros caracterizam ambientes nutricionais diferentes para o parasitoide. Como
observado nesse trabalho, houve parasitismo em pupas com e sem a presenca de dieta de
L. serricorne, porém, apresentando valores inferiores aos das larvas.

Além disso, a qualidade nutricional do hospedeiro é um fator determinante para o
desenvolvimento e capacidade reprodutiva do parasitoide. Para A calandre isso fica
comprovado no trabalho classico de OkAMOTO (1972) que, ao avaliar o parasitismo sobre
diferente instares larvais, demonstrou que larvas de terceiro e quarto instares sao mais
adequadas para o fitness do parasitoide, ressaltando a importancia do sincronismo
temporal entre as espécies. Isso possivelmente se deve ao fato de larvas em estagios
avancados de desenvolvimento fornecerem mais nutrientes do que larvas mais jovens,
resultando em um rapido crescimento (PASCUA & PASCUA, 2004).

De forma semelhante, SMITH (1993) avaliando a preferéncia do parasitoide A.
calandrae pelo tamanho e estagio de desenvolvimento do hospedeiro Sitophilus zeamais
(Motschulsky, 1855) (Coleoptera: Curculionidae) dentro de grdos de milho, demonstrou
que o parasitoide também teve uma maior preferéncia por larvas de terceiro e quarto instar
e uma menor preferéncia por pré-pupas e pupas. O autor registrou o parasitismo de 95%
para as larvas e somente poucas pupas parasitadas.

A diferenca encontrada em relacdo ao parasitismo, que foi maior para fémeas
virgens (91%) em relacédo as pareadas (88%) nos tratamentos com a presenca da dieta

pode ter ocorrido devido ao impacto que o custo energético do acasalamento exerce sobre


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Motschulsky&action=edit&redlink=1
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esses parasitoides (PRATISSOLI et al., 2009), e com a escolha na presenca do alimento
garantindo a sobrevivéncia da larva hospedeira por mais tempo fazendo que as larvas do
parasitoide tivessem o0 tempo necessario para 0 seu desenvolvimento. Esse fato foi
também exemplificado por PRATIssOLI et al. (2014), que avaliaram o efeito do
acasalamento nas caracteristicas biologicas de uma populacdo de Trichogrammma
pretiosum (Ryley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e mostraram que fémeas
pareadas (22%) exibiram uma menor porcentagem de parasitismo em relacdo as fémeas
ndo pareadas (34%).

A geracdo de somente machos nos tratamentos com as fémeas virgens confirma a
capacidade desta espécie de reproduzir-se por partenogénese arrenotoca, dando origem,
somente a machos (PRATISSOLI et al., 2014). Tendo em vista que sdo as fémeas que
realizam o controle através do parasitismo, e fémeas virgens dao origem apenas a machos,
a falta de acasalamento pode comprometer a eficiéncia desses parasitoides no campo e
dificultar a criacdo massal dos mesmos.

Nos tratamentos com fémeas pareadas, a ocorréncia de fémeas geradas na prole,
confirma a realizacdo da cOpula. Registros da razdo sexual para A. calandrae, embora
parasitando outras espécies hospedeiras, variam de 0,58 a 0,86, sendo tendenciosamente
feminina (CHoY & RYO0, 2002), de forma semelhante ao nosso estudo. Avaliando outras
densidades de larvas de L. serricorne, ZILCH et al. (2017) também encontraram diferencas
significativas quanto a razdo sexual nas dietas e densidades avaliadas, com valores sendo
as maiores (0,53 e 0,55) nas densidades de 50 e 100 larvas do hospedeiro.

No presente estudo, os tratamentos sem dieta, a RS foi de 50% ou desviada para
machos, indicando que a presenca da dieta do hospedeiro, embora ndo altere a emergéncia
dos parasitoides, pode ser importante para o parasitismo e a manuten¢do de uma alta razéo

sexual.
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De acordo com NAVARRO (1998), o valor minimo satisfatorio para a razdo sexual
é de 0,5, sendo considerado um fator indicativo para determinar boa condicao de criacao,
no qual ha manutencdo de um grande nimero de parasitoides. Nos resultados obtidos da
presente pesquisa, observou-se uma reducao desse valor, somente no tratamento P, sendo
desviada para machos. Conforme PARRA et al. (2002), caso a razdo sexual seja desviada
para machos, pode indicar condi¢des de criacdo inadequadas, influenciada por fatores
abioticos e biodticos, como nesse caso, 0 estagio do hospedeiro parasitado e a auséncia de
dieta, indicando que a pupa ndo é a mais adequada para o desenvolvimento do parasitoide.

A partir dos resultados obtidos, é possivel inferir que a dieta oferecida ao
hospedeiro L. serricorne ndo interferiu na emergéncia de A. calandrae, mas sim no
parasitismo e na razdo sexual da prole gerada. O estagio de larva é mais adequado para
multiplicacdo do parasitoide, pois proporciona um maior numero de prole e desempenho

dos parasitoides.
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TABELAS

Tab. I. Namero médio (x DP) de Lasioderma serricorne emergidos nas testemunhas (sem a presenca de
parasitoides) e nos tratamentos (com parasitoides) para fémeas virgens ou pareadas

N° médio (£ DP) de L. serricorne

Tratamentos

Testemunha Fémeas virgens Fémeas pareadas
Larvas 24,4 + 0,48 aA 2,8+ 0,69 bB 2,5+ 0,90 bB
Larvas com dieta 23,7+£0,70 aA 1+0,29 bB 2,3+0,30 bB
Pupas 26,6 + 0,58 aA 29+044cB 4,4 +0,65cB
Pupas com dieta 24,9+ 0,83 aA 135+1,02aB 5,2+0,80aC

* Letras minusculas diferentes na coluna e maiusculas na linha para 0 mesmo parametro, diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn

Tab. Il. Ndmero médio (+ DP) de adultos e parasitismo médio (%) (emergidos + dissecados) de
Anisopteromalus calandrae de acordo com o estagio de desenvolvimento do hospedeiro e, em presenca ou
auséncia da dieta

Fémeas virgens Fémeas pareadas
Tratamentos Emergéncia média Parasitismo Emergéncia média Parasitismo
médio (%) médio (%)
Larvas 0,60£0,18 aA 85,07 aA 0,63+0,15 aA 88,34 aA
Larvas com dieta 0,5740,16 aA 91,06 aA 0,63+0,14 aA 88,05 aB
Pupas 0,34+0,08 bA 78,25 bA 0,36 £0,10 bcA 71,86 bA
Pupas com dieta 0,36 £0,14 bB 44,73 cB 0,43 £ 0,14 acA 70, 74 bA

* Letras minusculas diferentes na coluna e maiusculas na linha para o0 mesmo parametro, diferem significativamente
(p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn
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Figura 1. Numero de machos e fémeas de Anisopteromalus calandrae emergidos nos
tratamentos (L) larvas, (LD) larvas com dieta, (P) pupas e (PD) pupas com dieta. Letras
minudsculas diferentes sobre as barras de cada tratamento diferem significativamente (p <
0,05) pelo teste de ¢ de heterogeneidade. NGmeros dentro das barras indicam a proporgao
de machos e fémeas nos tratamentos
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ABSTRACT - Many hymenopteran parasitoid are known as biocontrol agents, such as
Anisopteromalus calandrae (Howard) (Hymenoptera: Pteromalidae), is known to
parasitize larvae and pupae of coleoptera pests including Lasioderma serricorne
(Fabricius) (Coleoptera: Ptinidae). The success of these parasitoids is related to their
searching ability, which is mediated through chemical stimulus of the habitat, food and
the progeny of the host itself. This study aimed to evaluate the chemotaxic responses of
A. calandrae comparing the physiological state of the insects and the experience of wasp
females, to different development stages (larvae and pupae) and the presence or absence
of the host diet. The chemotaxic responses of A. calandrae individuals with 2 - 4 days old
were evaluated in a "Y" type olfactometer. Virgen and paired females (without and with
previous experience of parasitism) were exposed to larvae of last instar contrasted with
pupae and to the diet of L. serricorne. Both virgin and mated males were tested only for
diet. As control, only air was used. Virgin females showed a preference to the diet in
contrast to the larvae or, to the pupae in contrast to the diet. Paired females without
experience, choose larvae than diet and made no distinction between pupae and diet.
Experienced mated females, showed preference for the host to which it has access instead
of any other contrast, indicating that there may be changed the preference through

learning.

Keywords: Chemical communication, tobacco beetle, parasitoids, development stages
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INTRODUCTION

Anisopteromalus calandrae (Howard) (Hymenoptera: Pteromalidae) is a
parasitoid that outstanding as control agent of pest coleopteran larvae and pupae in stored
products, including Lasioderma serricorne (Fabricius) (Coleoptera: Ptinidae) (Belda &
Riudavets 2010). The beetle is a cosmopolitan pest often found in storage environments
(Loeck 2002), causing losses in a large variety of products after harvest, such as oilseeds,
cereals, cocoa beans, flours, spices and tobacco, in natura, dried or processed (cigars and
cigarettes) (Athié & Paula 2002).

The egg of this species is laid separately in the middle of the food (Loeck 2002)
and, in stored tobacco, females lay their eggs in small rifts of bales (Lorini et al 2015).
The larvae undergo four instars. When they reach the last instar, they stop eating and
build a fragile cell made of foods and residues mixed with a secretion produced by the
midgut, where they pupate. This phase lasts around nine days and thereafter L. serricorne
adults remain some days inside the pupa cocoon, and when they emerge, they avoid light
hiding in cracks (Athié & Paula 2002).

Anisopteromalus calandrae (Howard) is an ectoparasitoid, idiobiont, and
generalist, prefer to attack larvae in advanced stage of development (fourth instar) that
remain inside a cocoon or hidden inside the host, like a grain, but can also attack pupae
(Steidle & Scholler 1997, Menon et al 2002).

Pteromalidae females use chemical leads, visual, vibration and tactile signs to find
the hosts (Godfray 1994, Steidle 2000). When the host larva is found, the female injects,
through its ovipositor, a paralyzing substance intended to immobilize the larva (Menon
et al 2002). Later, the female makes a puncture and decides whether the larva is
appropriate for oviposition or whether it will be used only for its nutrition (Belda &

Riudavets 2012). One single egg is laid on each host larva (Menon et al 2002).
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Usually, only one parasitoid develops from each host larva (Arbogast & Mullen
1990), thus, the reproductive performance of females and the survival of its offspring
depend, chiefly, on its ability to locate and efficiently parasitize its hosts (Scholler &
Prozell 2002). The search behavior has several successive stages, namely: localization of
the host habitat, localization of the host, recognition and acceptance (Vinson 1998).

The selection of the host is determined and influence by different stimuli, mainly
chemical substances (semiochemicals) (Schoéller & Prozell 2002). Semiochemicals are
released by the hosts’ habitat, like plants or foods, and those associated to the host itself,
like mandibular secretions produced by larvae, faeces, molts, among others, generating
physiological or behavioral change in these organisms (Vinson 1976, Vet & Dicke
1992 Vilella & Della - Lucia 2001). So, these odors are chemical clues that will be used
by the parasitoids to successfully locate and parasitize the target species (Godfray 1994).

According to Vet & Dicke (1992) and Vinson (1998), the search and parasitism
behavior can be innate, that is, a behavior genetically inherited as response to stimuli that
were not previously experienced, or can develop patterns to be learnt, as consequence of
the experience. Many studies have demonstrated that certain parasitoid species are able
to learn and improve the responses to stimuli to which they are subject in the adult phase
or during embryonic or larval development, thus generating learning (Corbet 1985,
Nurindah & Gordh 1999).

Understanding the relation involving parasitoid A. calandrae and its host L.
serricorne, the mediator factors in the parasitoid attraction in different development
stages of the host, and the influence of the food in which it is created for several
generations, can contribute to the effective implantation of this agent in managing pest
beetles’ populations in storage environments (Vet & Dicke 1992, Scholler & Prozell

2002). Our hypothesis is that parasitoid A. calandrae is able to recognize chemical signs
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emitted both by the host and its food, and that females behavior can be changed through
experience. Therefore, the present study aimed to assessing A. calandrae chemotaxic
responses comparing the physiological state of females and males and females
experience, to L. serricorne larva and pupa stages inside the cocoon, in the presence or

absence of the host diet.

MATERIAL AND METHODS

Insects breeding

The insect breedings were kept in the Entomology Laboratory of Santa Cruz do
Sul University (UNISC), in controlled environmental conditions (28 + 2 °C, 60 £ 10%
RH and photophase of 12 hours).

The breeding of L. serricorne was done according to the methodology proposed
by Zilch et al (2017), kept under dry diet containing wheat flour (460 g), beer yeast (20
g) and crushed dried tobacco (Virginia variety) (20 g). The diet was homogenized and
then inserted in plastic pots (2.7 L) adapted with openings covered by white crystal
organza fabric and kept under the same conditions described above.

Anisopteromalus calandrae (Howard) adults were reared in L. serricorne larvae.
When large part of L. serricorne larvae were in the last instar (fourth instar) (with
formation of cocoon, approximately 25 days) they were transferred to new pots (2.7 L),
within which around ten couples of the parasitoid were released. After approximately 14
days, the first parasitoids emerged, which were collected on a daily basis, with the help
of an adapted sucker and transferred to pots containing new larvae (with formation of
cocoon) of L. serricorne, aiming the breeding maintenance and performance of bioassays.
The adults parasitoids received as food pure honey (100%), inserted as little drops on the

wall of each recipient.
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Bioassay

Bioassays were conducted in double choice test using a type “Y” glass
olfactometer, with 1 cm in diameter, initial arena of 12 cm and 5 cm in each arm, in
controlled environmental conditions at 28 °C, during photophase, under white compact
fluorescent lamp (60W, 980 luxes).

Chemotaxic responses of wasps from 2 - 4 days old were assessed. Virgin and
paired females (without previous parasitism experience) and virgin and paired males of
A. calandrae were used. The parasitoids were submitted to different combinations of
treatments (Table 1).

In treatments with larvae (25 days) and pupae (30 days approximately) of L.
serricorne without diet, they were inserted as cocoons (30 of each), released in the
olftactometer glass recipient. In treatments with diet, 1 g of the diet offered to the host
(flour + yeast + tobacco) was added, along with the 30 cocoons of larvae or pupae. In the
control treatments only air flow was used, without odors.

Before starting the bioassay, the parasitoids were individually placed in 1.5 ml
“Eppendorf” type micro tubes without food, for one hour in the testing room, with no
previous contact with the host for acclimatization. After this, one individual at a time was
placed in the olfactometer arena and exposed to each one of the treatments. The treatment
with paired females of A. calandrae was made after they remained with males for 24
hours.

In all treatments with olfactometer, the protocol was conducted as follows: one air
flow previously filtered with active carbon was placed inside the system with a vacuum
pump connected to a flowmeter and a humidifier, at 0.5 L/min rate. After the evaluation
of five insects, the olfactometer was inverted to avoid any position deviation. The glass

material was washed at each 10 repetitions with neutral soap and waters, dipped in hexane
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solution (solvent) for five minutes to eliminate any existing source of odor and dried in
convection oven at 100 °C.

Each insect was observed for up to 10 min, the parasitoids that moved at least
three centimeters in one of the arms and remained there for at least one minute were
recorded as responsive. If no choice were made during this time, the insect was considered
as non-responsive. Each treatment comprised at least 40 responsive insects.

Anisopteromalus calandrae (Howard) couple with up to 24 hours old were kept
in constant contact with the host for 24 hours, so that paired females could acquire
previous experience of parasitism, in plastic pots (120 ml) with 10 larvae or pupae (with
cocoon formation) of L. serricorne, with and without diet.

After this period, females were removed and individually accommodated in
“Eppendorf” type 1.5 ml micro tubes, remaining under acclimatization for one hour.
Then, they were tested in olfactometer. The same treatments as described above were
performed (Table 1), except for the diet x control contrast (air). The chemotaxis assay

was made according to previously described protocol.

Data analysis

Percentages of chemotaxis responses were compared with nonparametric
adhesion 2 test with equal expected proportions. Differences in averages of non-
responsive insects in contrasts evaluated against paired females of A. calandrae (with and
without previous experience of parasitism) were tested for normality by D Agostino and
since there was no normal distribution, they were submitted to Kruskal-Wallis compared
by Dunn test. Analyses were performed by Bioestat 5.0® software (Ayres et al 2007), at

significance level of 5%.
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RESULTS
Chemotaxic responses of males

Virgin and paired males of A. calandrae were significantly more attracted to the
diet (flour + yeast + tobacco), 95% (y*>=32.40 ; df = 1; p=0.0001) and 100% (3> = 40.00
; df = 1; p=0.0001) respectively, than the control (air) (Fig 1), and there was no difference

in their physiological state (p > 0.05).

Chemotaxic responses of females

Virgin and paired females of A. calandrae, without previous experience with the
host, in treatments using L. serricorne larvae and pupas, when tested in contrast with
control (air) were significantly more responsive to treatments, regardless of the diet and
their state, virgin (Fig 2) or paired (Fig 3) against control (air) (p < 0.05). Similarly, the
result found for paired females with experience, which showed superior values against
control (air) (p <0.05) (Fig 4).

When contrasted with odors of larvae without diet and host diet, virgin females
showed no preferences , and they responded similarly to both contrasts, 45 and 55% (y?
= 0.40; df = 1; p = 0.5271) (Fig 5). Paired females (with and without experience) were
more responsive to larvae without diet, 70% ( > = 6.40 ; df =1 ; p = 0.0114) (Fig 5).

By contrasting L. serricorne pupas with diet, virgin and paired females with
experience in pupas preferred the side with the host 67.5% (¥> = 4.90; df = 1; p = 0.0269)
instead of the diet side (32.5%) of L. serricorne (Fig 6). Paired females without
experience, on the other hand, did not distinguish the volatile substances released by both
contrasts (> = 3.60; df = 1; p = 0.0578) (Fig 6).

No significant difference was observed in A. calandrae females chemotaxic

responses when larvae were confronted with pupas, both without diet, for virgin (3> =
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0.10; df = 1; p =0.7518) and paired (x> = 0.40; df = 1; p = 0.5271) (Fig 7). On the other
hand, in treatments where paired females of A. calandrae had experience with parasitism
in both stages, it was observed a change of behavior, with females responding
significantly to the treatment where they had experience (p < 0.05) (Fig 7).

In the treatments with the presence of diet, the response of the females was similar
in all conditions (virgin, paired with or without experience), with a preference for larvae
in contrast to the pupas (p < 0.05). It was only different when females had received
experience parasitizing pupas in diet (x> = 6.40; df = 1; p = 0.0114) (Fig 8).

For paired females of A. calandrae with previous parasitism experience in larvae
and pupas of L. serricorne (with and without diet), it was observed that a mean number
of non-responsive individuals (0.4 £ 0.16) was significantly lower than that of the group

of paired females without experience (3.8 + 0.65) ( F=9.0778; df = 1; p < 0.0004).

DISCUSSION

The attractiveness to the host diet (flour + yeast + tobacco) of virgin and paired
males, compared to control (air) recorded in the present work was the expected response.
That because volatile substances emitted by the host food are the first traces used by the
parasitoids (Rojas et al 2006).

Similar behavior was reported by Germinara et al (2016) while assessing the
response of Theocolax elegans (Westwood) (Hymenoptera: Pteromalidae) to volatile
substances of wheat grains and three extracts of hexane. The authors also observed higher
preference for wheat grains volatiles by males against control with hexane extracts. Also,
according to Li et al (1992), females of parasitoids use volatile substances emitted by
products or host plant to locate the host habitat, while males use the same chemical leads

to locate females.
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Similarly to males, virgin and paired females (without previous parasitism
experience) were significantly more attracted to treatments containing host larvae and
pupas (with and without diet), when compared to control (air). This result proves that the
species recognizes the volatiles emitted both by the host and the substrate where it is.
Anisopteromalus calandrae (Howard), also had record of attractiveness to other products
like paddy rice and wheat flour against control with air (Belda & Riudavets 2010). With
these results, one can infer that the parasitoid is attracted by its host habitat regardless of
its presence. This demonstrates that chemical stimuli to which a parasitoid responds are
generally complex mixtures, able to play an important role in the parasitoid attraction,
assisting in the process of search for hosts (Turlings et al 1990).

Results indicate that virgin females prefer pupae when compared with diet, but do
not distinguish larvae and diet. For paired females (with and without experience), their
choice is the host, larva or pupa, with detriment to simply diet. The greatest difference
effectively found was for virgin females that preferred diet instead of larvae. Maybe their
physiological state (non-paired) increases their attractiveness to the substrate (or food) of
the host rather than itself, which would indicate in this stage a search for the environment
before the larva. Similarly, females of Habrobracon hebetor (Say) (Hymenoptera:
Braconidae), that were not mated were less attracted to seek the host than those mated
(Guertin et al 1996). For Darwish et al (2003), some parasitoids respond to chemical
substances emitted from the intact habitat, others to an environment contaminated by its
hosts and this behavior can be changed in paired females, which may have occurred in
our study.

Virgin and paired females, without experience, did not show preference with
regard to larvae or pupae offered without presence of diet, however, when diet was

present, both preferred larvae. This aspect was expected, since there are records that the
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species parasitizes preferable larvae inside cocoons (Belda & Riudavets 2010). The
choice for larvae in advance stage of development, according to these authors, occurs for
other pest coleopteron of stored grains, which serve as hosts for A. calandrae. According
to Mbata et al (2017), the parasitoid that attack different immature stages of the host can
discriminate odors and seek specific target to localize it. The presence of diet directed
females to larvae, which means that the food can increase their attractiveness to the host
in at this stage of development.

This pattern, however, can be changed through learning, since it is clear that
females with experience previous to one of the stages of development (with and without
diet) are more attracted to this specific stage (Fig 7 and 8). According to Vet &
Groenewold (1990), through a previous stimulus with hosts or with volatiles associated
to their presence, the parasitoid is able to develop associative learning, increasing its
efficiency in the search for hosts.

Responses directed to the odor of the phase where they had experienced parasitism
can be explained because the behaviors that led to the selection of the host are triggered
by the perception of chemical signs that usually depend on learning processes. The
associative learning, where a neutral stimulus (for example, an odor) is perceived during
an experience with the host (oviposition) or with host products, ensures to the parasitoid
higher probability of finding a host (Vet & Groenewold 1990). Kaiser et al (1995)
observed that the number of females of Leptopilina boulardi (Forster) (Hymenoptera:
Figitidae), parasitoid of Drosophila (Fallén) (Diptera: Drosophilidae) larvae that
responded to odor increased significantly after oviposition experience, with females
preferring the smell they had experienced. The association of a specific odor during
oviposition experience can change the chemotaxic response behavior of an insect to it, as

in the case of Brachymeria intermedia (Nees) (Hymenoptera: Chalcididae), parasitoid of
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Lymantria dispar (L) (Lepidoptera: Lymantriidae) (Kerguelen & Carde 1996). It happens
probably due to the activation of important neurological routes in one single episode of
oviposition (Menegasso et al 2017). Females of A. calandrae that received the oviposition
experience had contact with the odor emitted by cocoons with the presence of larvae or
pupas of L. serricorne, without presence of other artificial odors. Thus, it was expected
that they would recognize the odors emitted (frass) through the specific phase of
development to which they were submitted.

Many studies associate the experience issue to the increase of parasitoids search
capacity. One example is the work by Darwish et al (2003) who concluded that
experienced mated females of H. hebetor were more responsive to treatments with larvae
of the host Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) than to treatments with
host frass and flour, contrary to inexperienced mated females, which responded likewise
both for pheromones released by the parasitoid and for apneumonia released by their host
food products.

This is a very interesting result and reinforces the importance of previous
experience with the host before the release of parasitoids in the storage environment.
According to Volkl & Mackauer (1993), a parasitoid that forages efficiently has more
time for food, selection of higher quality partners and reduces predation risk.

Although in our work the previous experience of virgin females was not evaluated,
Parra et al (1996) observed that the experience with hosts, particularly the sting and
oviposition, increased the response both from mated females and virgin females of H.
hebetor to E. kuehniella frass.

All results presented showed that virgin or paired females of A. calandrae, without
previous parasitism experience with their host use chemical leads emitted by the host

itself, in addition to leads from food sources like the diet. After previous contact with the



55

two stages of development of L. serricorne, paired females presented different
chemotaxic responses. Females were responsive to stimuli which they had previously
experienced.

In applied context, the parasitoids experience allows them to have their behavior
manipulated when exposed to the presence of their host or its food, making pest control

more efficient (Meirelles et al 2009, Vargas et al 2017).
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TABLE 1. Combinations of contrasts tested as to attractiveness for Anisopteromalus
calandrae females and males accommodated at each end of the olfactometer arms. Larvae
and pupae of Lasioderma serricorne, both inside the cocoon

End 1 End 2
Larvae with diet Control (Air)
Larvae Control (Air)
Pupae with diet Control (Air)
Pupae Control (Air)
Diet Control (Air)
Larvae Diet
Pupae Diet
Larvae Pupae

Larvae with diet Pupae with diet
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Fig 1 Percentage of chemotaxic responses of virgin and mated males of Anisopteromalus

Fig 2

calandrae to the diet (flour + yeast + tobacco, tested in a double — choice
olfactometer. Numbers in the columns represent the number of insects responsive
to treatments. NR = number of non-responsive insects. Values followed by an
asterisk differ from the control (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of virgin females of Anisopteromalus
calandrae to larvae and pupae of Lasioderma serricorne (with and without diet)
and the diet of the host, tested in a double — choice olfactometer. Numbers in the
columns represent the number of insects responsive to treatments. NR = number
of non-responsive insects. Values followed by an asterisk differ from the control
(p <0.05)

Fig 3 Percentage of chemotaxic responses of paired females (without experience of

Fig 4

Fig 5

Fig 6

Fig 7

Fig 8

parasitism) of Anisopteromalus calandrae to larvae and pupae of Lasioderma
serricorne (with and without diet) and the diet of the host, tested in a double —
choice olfactometer Numbers in the columns represent the number of insects
responsive to treatments. NR = number of non-responsive insects. Values
followed by an asterisk differ from the control (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of paired females of Anisopteromalus
calandrae (with experience of parasitism in larvae and pupae) to larvae and
pupae of Lasioderma serricorne (with and whitout diet) of the host tested in a
double — choice olfactometer. Numbers in the columns represent the number of
insects responsive to treatments. NR = number of non-responsive insects. Values
followed by an asterisk differ from the control (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of virgin and paired females of
Anisopteromalus calandrae (without and with experience in larvae of
Lasioderma serricorne) to larvae or diet (flour + yeast + tobacco), tested in a
double — choice olfactometer. Numbers in the columns represent the number of
insects responsive to treatments. NR = number of non-responsive insects. Values
followed by an asterisk differ from the treatment (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of virgin and paired females of
Anisopteromalus calandrae (without and with experience in pupae of
Lasioderma serricorne) to pupae or diet (flour + yeast + tobacco), tested in a
double — choice olfactometer. Numbers in the columns represent the number of
insects responsive to treatments. NR = number of non-responsive insects. Values
followed by an asterisk differ from the treatment (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of virgin and paired females of
Anisopteromalus calandrae (without and with experience in larvae and pupae of
Lasioderma serricorne without diet), tested in a double — choice olfactometer.
Numbers in the columns represent the number of insects responsive to
treatments. NR = number of non-responsive insects. Values followed by an
asterisk differ from the treatment (p < 0.05)

Percentage of chemotaxic responses of virgin and paired females of
Anisopteromalus calandrae (without and with experience in larvae and pupae of
Lasioderma serricorne with diet), tested in a double — choice olfactometer.
Numbers in the columns represent the number of insects responsive to
treatments. NR = number of non-responsive insects. Values followed by an
asterisk differ from the treatment (p < 0.05)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nas condi¢des desse estudo, concluiu-se que
quando o parasitoide é exposto as larvas de L. serricorne, essas proporcionam maior
quantidade de prole e indice de parasitismo em relacdo as pupas, tanto para fémeas
virgens quanto pareadas. I1sso demonstra que o Gltimo instar do estagio de larva de L.
serricorne (ja com a formacdo do casulo) é o mais indicado para o desenvolvimento do
parasitoide.

Né&o se observou a influéncia direta da dieta (farinha + levedo + tabaco) na qual o
hospedeiro é criado, em relacdo a emergéncia de A. calandrae. Entretanto, é possivel
perceber que a presenca da dieta pode proporcionar maior razdo sexual, gerando mais
fémeas e esse € um dado interessante para o parasitismo, pois sdo as fémeas que realizam
0 parasitismo, garantindo o controle daquela populagéo de praga.

Com relacdo aos bioensaios de quimiotaxia, observou-se que, tanto machos como
fémeas, em qualquer condigdo fisioldgica testada, sdo capazes de reconhecer 0s volateis
emitidos, tanto por seus hospedeiros, como pelo alimento deste.

Foi possivel observar uma mudanca na preferéncia de A. calandrae entre fémeas
virgens e pareadas, sem experiéncia previa de parasitismo, para aquelas que tiveram
experiéncia prévia para um ou outro estagio de desenvolvimento do hospedeiro. As
fémeas com experiéncia mostraram preferéncia pelo estagio de desenvolvimento

especifico na qual tiveram contato com o hospedeiro.
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A partir dos resultados aferidos, considera-se significativo reforcar que para
criacdo massal de A. calandrae é importante oferecer somente o estagio de larva de L.
serricorne e que, se adicionado alimento (dieta) juntamente com o hospedeiro durante a
exposicao, isso pode favorecer a busca do parasitoide pelo hospedeiro em liberacdes.
Além disso, se o0s parasitoides forem transportados com larvas do hospedeiro a campo,
tendo assim uma experiéncia prévia de parasitismo, pode-se potencializar a acéo deste e
assim, aumentar o sucesso dessa espécie em programas de controle bioldgico de pragas

de produtos armazenados, como o tabaco.



