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ABSTRACT. Parasitism behavior of Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner and Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera, Trichogrammatidae) in Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera, Noctuidae) egg masses. The
parasitism behavior of Trichogramma atopovirilia and T. pretiosum in Spodoptera frugiperda eggs was evaluated focusing
on the features related to the associative learning (alpha conditioning) and recognition of the egg parasitized by the female
after the first oviposition experience. Females of both species were observed to recognize the parasitized egg, which takes
place after the female drills into the host egg. Following oviposition, 43.59% and 67.53 of females began to feed with an
average feeding time of 73.26 + 11.57 and 64.04 + 7.05 seconds for 7. atopovirilia and T. pretiosum, respectively. The time
elapsed in each step of the parasitism behavior significantly decreased after the first oviposition experience, with a trend
to stabilize after the 2" or 3™ egg parasitized, indicating associative learning in these Trichogramma species.
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INTRODUCAO

Espécies do género Trichogramma sao parasitodides de ovos
utilizados mundialmente para o controle de pragas,
preferencialmente, da ordem Lepidoptera, como Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), considerada a principal praga do milho
no Brasil. Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner e
Trichogramma pretiosum Riley sdo dois parasitdides
freqiientes em posturas de S. frugiperda (ALvarez & Roa 1995;
ZuccHt & MoNTERO 1997). Tais espécies apresentam um modelo
de comportamento que envolve desde a localizagdo do
hospedeiro até o seu reconhecimento, aceitacao e finalmente o
parasitismo (VINSON 1998). Para a sua utilizagdo em programas
de controle biolégico, ¢ necessaria a compreensao dos
mecanismos ¢ dos fatores que interferem no comportamento
de parasitismo para que possam ser identificadas as situagdes
onde a liberacao do parasitoide terd impacto sobre a populagdo
da praga, bem como, sugerir formas de manipulagdo do ambiente
que poderao aumentar a eficiéncia do inimigo natural no campo
(THoMSOM & STINNER 1990).

O comportamento de forrageamento e parasitismo pode ser
inato, como conseqiiéncia dos padrdes fixados no genotipo da
espécie ou apresentar uma flexibilidade e desenvolver padrdes
que podem ser aprendidos, como conseqiiéncia da experiéncia
obtida durante o processo de forrageamento e parasitismo.
Muitos parasitdides sdo capazes de conseguir, por experiéncia,
um aumento na sua capacidade de procura em uma situagao
ambiental particular ou na preferéncia por uma dada espécie de
hospedeiro. Ao associar os sinais aprendidos durante o
parasitismo ou durante o desenvolvimento, a fémea pode
prontamente localizar e parasitar o hospedeiro com maior
eficiéncia e rapidez (CorRBET 1985; NURINDAH ef al. 1999). Assim,
independente dos padrdes inatos, as espécies podem modificar
0 seu comportamento ao perceberem sinais do ambiente em
que eles conviveram quando jovens ou adultos, fendmeno
conhecido como aprendizado associativo ou o-
condicionamento (VINSON 1998; NURINDAH et al. 1999).

A influéncia combinada do condicionamento pré-imaginal
ao hospedeiro de criacdo e o aprendizado apds a experiéncia
de oviposicao de Trichogramma maidis Pintureau & Voegele,
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em relagdo a preferéncia entre Anagasta kuehniella (Zeller) e
Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidoptera, Pyralidae) foi
investigada por KaIser ef al. (1989). Nesse sentido, foi
constatado que a criagdo de 7. maidis em um hospedeiro niao
preferido (ovos de A. kuehniella), aumentou a sua afinidade
por esta espécie, ocorrendo o mesmo quando o
desenvolvimento do parasitdide se deu em ovos de O. nubilalis.
Este aumento foi associado a familiarizagao do parasitéide com
sinais do hospedeiro, obtidos durante o desenvolvimento ou
no periodo de emergéncia do adulto, o que indica a possibilidade
da fémea reconhecer sinais quimicos ou fisicos especificos do
hospedeiro. NURINDAH ef al. (1997) perceberam que as fémeas
de Trichogramma australicum, quando criadas em ovos de
Sitotroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera, Gelechidae), exigem
um periodo de tempo para reconhecer ovos de Helicoverpa
armigera (Hiibner) (Lepidoptera, Noctuidae) como hospedeiro,
e so ovipositam ap6s uma segunda insercao do ovipositor.
Este resultado indica que o reconhecimento interno contribui
para aquisi¢ao de experiéncia que ira induzir a aceitagdo do
hospedeiro potencial no préximo exame. Portanto, a experiéncia
de parasitismo ird maximizar a resposta comportamental da fémea
e a sua eficiéncia no controle da praga, sendo de fundamental
importancia a utilizacao desses conhecimentos em programas
de controle biologico. Neste trabalho, foi avaliado o
comportamento de parasitismo de T atopovirilia e T. pretiosum
em posturas de S. frugiperda com diferentes caracteristicas
fisicas, enfocando aspectos relacionados ao aprendizado
associativo em fung¢do do tempo gasto pela fémea durante as
etapas do comportamento, ¢ o reconhecimento do ovo
parasitado apds uma primeira experiéncia de oviposigao.

MATERIAL E METODOS

O comportamento de parasitismo foi estudado utilizando-
se posturas de S. frugiperda (0-12 horas de idade) com
diferentes caracteristicas fisicas, considerados os tratamentos:
1) uma camada de ovos sem escamas; 2) duas camadas de
ovos sem escamas; 3) uma camada de ovos com baixa densidade
de escamas; 4) uma camada de ovos com alta densidade de
escamas. Foram individualizadas, em tubos de vidro (12,0 x 7,0
mm), para cada tipo de postura, de 20 a 30 fémeas de T

atopovirilia e T. pretiosum com até 24 horas de idade, as quais
foram filmadas por 20 minutos, por meio de um microscopio
estereoscopico (Leica-Wild M10) acoplado a uma camara
filmadora (VK_C360N, Hotachi®) adaptada a um sistema de
video. As avaliagdes foram iniciadas apds o encontro do
parasitdide com a postura hospedeira, cronometrando-se os
tempos de: (a) exame externo (periodo em que a fémea caminha
sobre a superficie do ovo tocando-o com as antenas); (b)
penetragdo do ovipositor ¢ reconhecimento interno
(caracterizado por movimentos verticais descendentes e
ascendentes do abdome, durante os quais a fémea introduz o
ovipositor ¢ faz a avaliacdo interna do ovo hospedeiro); (c)
oviposi¢do; esse parametro teve o seu tempo computado
juntamente com o tempo de marcagdo do ovo; (d) tempo de
marcacao do ovo; para a sua avaliagdo excluiu-se o tempo de
oviposicao; (e) periodo de alimentacao; (f) reconhecimento e
rejeicdo do ovo parasitado pela fémea, através do registro da
presenca ou auséncia de movimentos abdominais que
caracterizam a oviposi¢do e do célculo da porcentagem de
reducdo do tempo obtido durante a penetracao do ovipositor e
reconhecimento interno, entre um ovo parasitado e um néo
parasitado; e (g) ocorréncia de aprendizado em T. atopovirilia
e T pretiosum, comparando-se os tempos obtidos em cada
etapa do comportamento de parasitismo nos ovos
subseqiientes ao primeiro ovo parasitado. Neste caso, optou-
se por avaliar os resultados referentes ao tratamento com
posturas de uma camada de ovos e sem escamas, como forma
de se isolarem os efeitos adversos devido a distribui¢ao dos
ovos em camadas e da presenga de escamas sobre o
comportamento do inseto. As médias referentes ao
comportamento de aprendizado foram comparadas pelo teste
de Tukey (P<0,05), adotando-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos tempos das diversas etapas do
comportamento de oviposi¢ao de T atopovirilia e T. pretiosum,
dois aspectos do comportamento podem ser discutidos: (1) se
a fémea reconhecia e rejeitava o ovo por ela parasitado e (2) se
a experiéncia de Trichogramma spp., ap0Os parasitar o primeiro

Tabela 1. Reducdo (%) no tempo (segundos) gasto durante o reconhecimento externo do ovo de Spodoptera frugiperda por Trichogramma
atopovirilia e Trichogramma pretiosum quando da avaliagdo de um ovo ja parasitado.

T. atopovirilia

T. pretiosum

Tipo de postura Primeiro’ Segundo®>  Porcentagem de Primeiro Segundo  Porcentagem de
contacto contacto reducdo (%) contacto contacto reducdo (%)
Uma camada sem escamas 239+13 249+23 -4,56 15,9+0,7 17,6 £1,3 -10,33
Duas camadas sem escamas 29,1 £1,2 30,6 £ 3,4 -5,22 20,1 +£1,2 18,1 +1,4 9,65
Uma camada e baixa densidade de escamas 30,4 +2,0 24,1+1,3 20,76 21,7+ 1,3 223+£22 -2,85
Uma camada e alta densidade de escamas 312+2,4 22,6 2,1 27,30 239+1,5 252+33 -5,52
Média geral 28,6 +1,7 25,6+23 9,57 204+1,2 20,8+2,0 -2,26

I Contato com um ovo hospedeiro ndo parasitado; ? contato com o ovo hospedeiro apos ter sido parasitado.
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ovo naposturade S. frugiperda, implicaria na reducdo do tempo
gasto durante o comportamento de oviposi¢do nos ovos
subseqiientes, indicando a existéncia de aprendizado nas
espécies estudadas. Quando da avaliagdo em um ovo
parasitado, a fémea, apds examina-lo externamente, realizava
os movimentos abdominais que caracterizam a penetragao do
ovipositor e reconhecimento interno, € a marcagdo, sem, no
entanto, apresentar movimentos que caracterizavam a
oviposi¢ao, indicando a rejei¢do da fémea em ovipositar em um
ovo por ela parasitado. Nao se observou redugdo no tempo
durante o reconhecimento externo, com excecao do tempo gasto
por T. atopovirilia em posturas com escamas (Tabela 1).
Provavelmente, esta reducao reflete mais um efeito das escamas
sobre o comportamento do inseto do que propriamente uma
diminui¢do, como reflexo do reconhecimento do ovo parasitado,
ja que ndo se observou a rejeicao durante esta etapa. Porém, as
etapas de reconhecimento interno e marcagio, foram bastante
reduzidas (Tabelas 2 e 3) para ambas espécies em todos os
tratamentos. Estes resultados discordam dos observados por
Suzuki et al. (1984), que ndo encontraram reduc¢ao no tempo
das etapas do comportamento quando fémeas de Trichogramma
chilonis Ishii, ovipositaram em um ovo de Papilio xuthus L.
(Lepidoptera, Papilionidae) ja parasitado.

Do total de ovos parasitados por 7. atopovirilia (523
ovos) e T pretiosum (502 ovos), 16,25% (85 ovos) € 36,65%
(184 ovos), respectivamente, foram reexaminados pelas
fémeas, reiniciando, a seguir, a série comportamental a partir
do reconhecimento externo. A rejei¢ao desses ovos por T.
atopovirilia e T. pretiosum foi de 89,41% e 81,52%,
respectivamente, ocorrendo sempre durante o
reconhecimento interno, o que indica a capacidade de
discriminar o ovo parasitado, provavelmente, devido a
presenca de algum marcador interno, como observado por
Pak et al. (1986) para Trichogramma brassicae Bezd., pois
esta espécie reconhece um ovo parasitado, por meio de
estimulos internos. Assim, a rejeicdo do ovo parasitado
por T. atopovirilia e T. pretiosum ficou evidenciada pela
redugdo do tempo gasto durante a penetragdo do ovipositor
e reconhecimento interno, e pela auséncia dos movimentos
abdominais que caracterizam a oviposi¢ao, mostrando que
a fémea ¢ capaz de reconhecer e rejeitar o ovo parasitado.
Deve-se ressaltar, contudo, que o exame se deu em ovos
parasitados pela propria fémea o que deve ter facilitado no
reconhecimento de seus proprios marcadores internos.

A alimentag@o ocorreu sempre apos a oviposi¢ao e foi
observada em 43,59% e 67,53% das fémeas, com um tempo

Tabela 2. Redugdo (%) no tempo (segundos) gasto durante a penetracdo do ovipositor e reconhecimento interno, e marcagdo do ovo de Spodoptera
frugiperda parasitado por Trichogramma atopovirilia quando da avaliagdo de um ovo ja parasitado.

Penetragdo do ovipositor e reconhecimento

Marcagao do ovo parasitado (seg)

interno (seg)

Tipo de postura Primeiro! Segundo*  Porcentagem de Primeiro Segundo  Porcentagem de
contacto contacto reducio (%) contacto contacto reducdo (%)
Uma camada sem escamas 44,7+3,5 26,1 £3,2 41,66 12,9+0,5 6,8+0,6 47,29
Duas camadas sem escamas 382+1,9 268+22 29,82 14,7+ 0,3 7,1 +£0,4 51,49
Uma camada e baixa densidade de escamas 532+7,0 30,7+5,5 42,22 14,6 £ 0,6 5,8+0,8 60,27
Uma camada e alta densidade de escamas 73,0+5,5 43,5+10,5 40,32 15,2+ 0,6 84+1,7 44,57
Média geral 523+4,5 31,8+53 38,50 14,3+£0,5 7,0+0,9 50,90

I Contato com um ovo hospedeiro ndo parasitado; > contato com o ovo hospedeiro apds ter sido parasitado.

Tabela 3. Redugdo (%) no tempo (segundos) gasto durante a penetracdo do ovipositor e reconhecimento interno, e marcagdo do ovo de Spodoptera

frugiperda parasitado por Trichogramma pretiosum quando da avaliagdo de um ovo j& parasitado.

Penetragdo do ovipositor e reconhecimento

interno (seg)

Marcagao do ovo parasitado (seg)

Posturas Primeiro'  Segundo? Porcentagem de Primeiro Segundo  Porcentagem de
contacto  contacto reducio (%) contacto contacto reducdo (%)
Uma camada sem escamas 232+0,6 152+0,8 34,38 9,4+0,2 6,3+0,6 33,08
Duas camadas sem escamas 323+2,5 20,6+1,7 36,21 11,4+£04 6,8+0,6 40,17
Uma camada e baixa densidade de escamas 39,7+2,1 26,8+2,8 32,45 12,1+£0,4 7,6 +0,8 37,11
Uma camada e alta densidade de escamas 41,1+£2,1 247422 39,80 12,4+ 0,4 6,5+0,7 4735
Média geral 341+1,8 21,8+1,9 35,71 11,3+0,4 6,8+0,6 39,43

I Contato com um ovo hospedeiro ndo parasitado; > contato com o ovo hospedeiro apds ter sido parasitado.
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médiode 73,26+ 11,57 e 64,04 = 7,05 segundos, respectivamente,
para T. atopovirilia e T. pretiosum. O periodo de ocorréncia e o
tempo gasto na alimentagdo poderdo ocorrer em fungdo do
hospedeiro de criagdo e, conseqiientemente, da necessidade
nutricional do parasitéide, como constatado por NURINDAH et
al. (1997) para fémeas de Trichogramma australicum Girault.
Estas se alimentam antes ou apds a oviposi¢ao, dependendo
da origem do bi6tipo, se proveniente de ovos de H. armigera,
S. cereallela ou da cria¢do “in vitro”, e gastaram, em média,
52,4; 58,9 e 139,1 segundos, respectivamente. Segundo esses
autores, a alimentacao contribui para aumentar a performance
reprodutiva da fémea, porém quando ocorre antes da
oviposi¢do, em espécies criadas “in vitro”, reflete a falta de
algum nutriente na dieta artificial consumida pela larva do
parasitoide, necessario para melhorar o seu desempenho e
fornecer energia adicional para maturagdo dos ovos.

Associado ao comportamento de alimentagdo de T
atopovirilia e T. pretiosum, constatou-se que as fémeas, apos
se alimentarem, caminhavam arrastando a extremidade
abdominal, como se espalhassem o liquido extravasado do
orificio de oviposi¢do sobre a superficie do ovo. Esse
comportamento, por vezes, foi intercalado com movimentos
das antenas tocando a superficie por onde percorreu a
extremidade abdominal, associados com contatos do aparato
bucal sobre esta area, seguidos, ou ndo, de nova alimentagao.
KaIser et al. (1989) descreveram este movimento de arrastar o
abdome sobre a superficie do ovo como um comportamento de
marcacdo de T. maidis sobre a superficie externa do ovo de O.
nubilalis. NURINDAH et al. (1997) descreveram comportamento
semelhante para T. australicum, como um segundo exame
externo do ovo hospedeiro, apds a primeira oviposicao, seguido
por novo parasitismo. Nao foram encontradas evidéncias de
que este movimento do abdome sobre a superficie do ovo
estivesse associado a marcacdo externa do hospedeiro por T.
atopovirilia e T. pretiosum. Entretanto, duas observagoes
merecem destaque: (1) que este comportamento nao foi
apresentado por todas as fémeas mas, exclusivamente, por
aquelas que se alimentaram, estando, portanto, associado ao
comportamento de alimentagdo e (2) que a rejeigdo de um ovo
parasitado ocorreu sempre durante a etapa de avaliacdo interna,
indicando a presenca de um marcador.

Exceto quando da etapa de penetragdo do ovipositor e
reconhecimento interno de 7. afopovirilia, fémeas de ambas
as espécies estudadas, apos parasitarem o primeiro ovo na
postura de S. frugiperda, diminuiram, significativamente, os
tempos para cada etapa do comportamento de parasitismo,
tendendo, estes tempos, a se estabilizarem apds o 2° ou 3° ovo
parasitado (Fig. 1). Assim, ha uma diminui¢do sucessiva no
tempo durante o comportamento de parasitismo que pode estar
relacionado a experiéncia adquirida pela fémea quando do
primeiro ovo parasitado. Este padrdo de comportamento tem
sido observado para outras espécies deste género como, T.
maidis (WAINGERG 1989), T nr. pretiosum (THOMSON & STINNER
1990) e T. australicum (NURINDAH et al. 1997, 1999), ¢ ¢
conhecido, como frisado anteriormente, como aprendizado
associativo ou o— condicionamento (Vinson 1998). O
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aprendizado associativo esta relacionado a percepcdo dos
estimulos quimicos e/ou fisicos do primeiro hospedeiro
parasitado que possibilita o reconhecimento e aceitacdo dos
hospedeiros subseqiientes (KAISER ef al. 1989; NURINDAH et
al. 1997) ou, segundo CorBET (1985), aos estimulos do
hospedeiro percebidos pelo parasitéoide durante o seu
desenvolvimento embrionario que irdo influenciar a resposta
quimiosensorial dos adultos. Esta ultima hipdtese, esta
relacionada ao condicionamento pré-imaginal e explica, em parte,
0 maior tempo gasto no comportamento de oviposi¢do do
primeiro ovo de S. frugiperda parasitado por T. atopovirilia e
T. pretiosum. Como estas espécies foram mantidas por varias
geracdes em ovos de A. kuenhiella, as f€émeas, provavelmente,
condicionadas aos componentes quimicos desse lepidoptero
durante o desenvolvimento larval, gastaram mais tempo em
reconhecer e aceitar o ovo de S. frugiperda como hospedeiro.
No entanto, apds o primeiro ovo parasitado, as fémeas
passaram a reconhecer os estimulos quimicos presentes no
ovo de S. frugiperda, o que contribuiu para diminuir o tempo
do comportamento de parasitismo nos ovos subseqiientes.

A —— oviposicao
—#— exame interno
exame externo
S
a
g
&= ab
ab b ab ab gb
20 2 2
10 1
0 T T T T T T T T 1
12 3 4 5 6 7 8 9
Sequéncia de ovos parasitados
B —— oviposigao

—#— exame interno

exame externo

Tempo (s)

Sequéncia de ovos parasitados

Fig. 1. Variagdo no tempo (segundos) em cada etapa do comportamento
de parasitismo de Trichogramma atopovirilia (A) e Trichogramma
pretiosum (B) de acordo com a seqiiéncia de ovos parasitados de Spodoptera
frugiperda. Simbolos em cada linha seguidos de mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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O comportamento de parasitismo de 7. atopovirilia e T.
pretiosum ¢ influenciado pela experiéncia adquirida pela fémea
apds o primeiro ovo parasitado. No entanto, este resultado
ndo ¢ conclusivo e apenas d4 uma indicacdo da existéncia de
aprendizado associativo em T. atopovirilia e T. pretiosum. Uma
das questdes a ser ressaltada, ¢ que o estudo foi feito em
posturas, com varios ovos agrupados, e alteragdes no
comportamento ocorrem em fungao da localizacdo do ovo na
postura, como observado para 7. minutum por SCHMIDT & SMITH
(1985). Ovos que estdo localizados mais ao centro da postura
tém menor superficie de area exposta ¢ a fémea tende a gastar
menos tempo examinando-os em relagdo aqueles mais externos,
0 que altera a resposta do inseto quando se quer avaliar o
aprendizado como base no tempo gasto durante o
comportamento de parasitismo. Assim, sdo necessarios
estudos mais especificos que déem indicacdo de mecanismos
associados ao aprendizado nestas espécies.
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