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RESUMO

FERREIRA, Samira Evangelista. Causa da resisténcia de Lipaphis pseudobrassicae (Davis,
1914) ao parasitoide Diaeretiella rapae (MclIntosh, 1855) e sua influéncia sobre o
parasitismo de Myzus persicae (Sulzer, 1776). 2013. 67 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

O pulgdo Lipaphis pseudobrassicae (Davis, 1914) (Hemiptera: Aphididade) é uma importante
praga das brdssicas. Na regido de Uberlandia, Minas Gerais, neste afideo ocorrem baixas
porcentagens de parasitismo por ser resistente ao parasitoide Diaeretiella rapae (Mclntosh,
1855), entretanto, ndo se sabe a causa da resisténcia. Variacdes na susceptibilidade ou na
resisténcia de insetos a inimigos naturais podem impactar a interagdo de populagdes de afideos.
Os objetivos deste trabalho foram determinar qual a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae a
D. rapae e se o controle bioldgico de Myzus persicae (Sulzer, 1776) pelo parasitoide D. rapae é
prejudicado pela presencga de L. pseudobrassicae resistente. Em laboratério, foram identificados
clones resistentes e suscetiveis ao parasitoide, avaliadas a influéncia do superparasitismo na
resisténcia, a perda de resisténcia na progénie, a presenca de estruturas de encapsulamento do
parasitoide em pulgdes parasitados e testes moleculares para comparar a composi¢do de
simbiontes em clones resistentes e suscetiveis. O experimento de interacdo entre as espécies foi
conduzido em plantas de couve, cobertas com gaiolas de tela antiafidica e em casa-de-vegetacao
(temperatura média de 28°C). Cada planta foi infestada com 30 M. persicae e 30 L.
pseudobrassicae, resistentes ou suscetiveis ao parasitoide, e duas fémeas de D. rapae foram
liberadas por gaiola. Ainda em laboratério, foi verificado que nos clones suscetiveis o
parasitismo variou de 47 a 67% e no clone resistente o parasitismo foi zero. O superparasitismo
ndo alterou a resisténcia, e 6,7% dos individuos da prole do clone resistente perderam a
resisténcia. Ndo foram encontradas estruturas que indicassem o encapsulamento de ovos ou
larvas dos parasitoides nos pulgdes resistentes. Os testes moleculares ndo indicaram diferenga na
composicdo das bactérias simbiontes em pulgdes resistentes e suscetiveis do mesmo clone. Em
casa-de-vegetacdo, o numero de pulgdes mumificados foi menor na populagio de L.
pseudobrassicae resistente do que na suscetivel ao parasitoide. Foi observado que o nimero de
L. pseudobrassicae vivos da populagdo resistente ao parasitoide foi maior do que o nimero de
M. persicae. Observou-se também menor porcentagem de parasitismo para L. pseudobrassicae
resistente ao parasitoide, porém, ndo houve alteracdo na populacdo ou no parasitismo de M.
persicae. Os resultados indicam que a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide
D. rapae é a presenca de endossimbiontes secunddrios e que D. rapae pode ser utilizado no
controle de M. persicae, mesmo que esteja em associacdo com populacdes de L. pseudobrassicae
resistentes ao parasitoide.

Palavras-chave: afideo, Brassicaceae, competicdo mediada, controle biologico, defesa
hospedeira.



ABSTRACT

FERREIRA, Samira Evangelista. The cause of resistance of Lipaphis pseudobrassicae (Davis,
1914) to the parasitoid Diaeretiella rapae (MclIntosh, 1855) and its influence on parasitism
of Myzus persicae (Sulzer, 1776). 2013. 67 p. Dissertacao (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)
— Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

The aphid Lipaphis pseudobrassicae (Davis, 1914) (Hemiptera: Aphididade) is an important pest
of Brassicaceae plants. In Uberlandia, Minas Gerais, this aphid has low percentages of parasitism
because of its resistance to the parasitoid Diaeretiella rapae (Mclntosh) and the cause of
resistance is unknown. Variations in susceptibility or resistance to natural enemies can impact in
different ways on the interaction of herbivore populations. The aims of this study was to
determine if the resistance of L. pseudobrassicae is caused by individual biotype or by
association with secondary endosymbionts organisms and verify if the parasitism of M. persicae
is changed in the presence of resistant L. pseudobrassicae. In laboratory we identified clones
resistant and susceptible to parasitoid, verified the influence of superparasitism in the resistance,
the loss of resistance in the aphid’s progeny, the presence of encapsulation structures of the
parasitoid in parasitized aphids and molecular tests to compare the composition of symbionts in
resistant and susceptible clones were made. The interaction experiment was conducted on green
collard plants, covered with fine net cages (anti aphid net) in green house (average temperature
of 28°C). Each plant was infested with 30 M. persicae and 30 L. pseudobrassicae resistant or
susceptible to the parasitoid D. rapae and two female parasitoids were released. In laboratory the
parasitism in susceptible clones ranged from 47 to 67% and in resistant clone was zero.
Superparasitism did not alter the resistance, however, aphids resistant that received three
ovipositions had a higher proportion of individuals with changes caused by parasitism than those
who received one oviposition of D. rapae. It was verified the loss of the resistance in 6.7% of the
progeny of the resistant clone. There were no structures that indicate the encapsulation of
parasitoid eggs or larvae of parasitoid in resistant aphids. Molecular tests indicated no difference
in the composition of symbiotic bacteria between resistant and susceptible aphids of the same
clone. In the green house experiment the number of mummified aphids was lower in the
population of L. pseudobrassicae resistant than susceptible to the parasitoid. It was observed that
the number of resistant L. pseudobrassicae alive was higher than the number of M. persicae. We
also observed a lower percentage of parasitism in the L. pseudobrassicae resistant to the
parasitoid, but there was no influence of the L. pseudobrassicae resistant in M. persicae
population or parasitism. The results indicate that the cause of L. pseudobrassicae’s resistance to
the parasitoid D. rapae is due to the presence of secondary endosymbionts and shows that D.
rapae can be used to control M. persicae even when it is associated with a population of L.
pseudobrassicae resistant to the parasitoid.

Keywords: aphid, Brassicaceae, mediated competition, biological control, host defense.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Os afideos sdo importantes pragas de hortalicas e, devido ao seu hébito alimentar, sdo
capazes de depauperar as plantas pela succ¢do de seiva, causando modificagdes nas partes
vegetais, além da depreciacdo de frutos e flores pela acdao de fungos que desenvolvem em seus
excrementos. Sdo, ainda, importantes vetores de viroses em plantas e apresentam grande
potencial reprodutivo, j4 que se reproduzem por partenogénese telitoca (BLACKMAN;
EASTOP, 2000), o que faz com que exijam aplica¢des sucessivas de inseticidas.

O controle biologico se insere no Manejo Integrado de Pragas, atuando
concomitantemente com outras formas de controle, a fim de reduzir a populacdo da praga ao
nivel de equilibrio a partir do uso de populagdes de inimigos naturais (PARRA et al., 2002).
Além disso, esse controle tem potencial de ser de baixo custo e livre de substincias quimicas
(BELLOWS, 2001).

Numerosos programas demonstram sucesso no controle de pragas, por meios biolégicos
(BELLOWS, 2001). Entretanto, o programa de controle bioldgico de afideos na couve tem
apresentado problemas para sua implementacdo. Hubaide (2011), estudando as trés espécies de
pulgdes encontradas em couve, Brevicoryne brassicae (L.), Lipaphis pseudobrassicae (Davis) e
Myzus persicae (Suzer), em avaliacdes no campo, verificou baixo parasitismo do parasitoide
Diaeretiella rapae (MclIntosh) em L. pseudobrassicae (10% de parasitismo). Ja para nas outras
duas espécies de afideos o parasitismo foi elevado, atingindo maximo de 82% para B. brassicae
e 72% para M. persicae. Esses resultados foram diferentes dos comumente encontrados em
outras partes do mundo, nos quais o parasitismo em L. pseudobrassicae por D. rapae pode
atingir 60% (AKHTAR et al.,, 2010; BLANDE et al., 2007). O baixo parasitismo de L.
pseudobrassicae encontrado por Hubaide (2011) nao pdde ser explicado pelos levantamentos de
campo.

Oliveira et al. (2013), buscando explicar o baixo parasitismo em L. pseudobrassicae
verificou, por meio de testes de laboratorio, que D. rapae ovipositou igualmente em L.
pseudobrassicae e em M. persicae, ndo se tratando de preferéncia por parte do parasitoide, mas,

sim, de resisténcia. Esses autores ndo isolaram individuos suscetiveis, o que certificaria a
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existéncia da resisténcia, e nem investigaram a causa da resisténcia. Dentre as causas da
resisténcia de pulgdes aos parasitoides estdo aquelas relacionadas ao bidtipo do individuo,
causada pela defesa celular que provoca o encapsulamento dos parasitoides (CARVER;
SULLIVAN, 1988), e a associagdo com endossimbiontes secundarios (OLIVER et al., 2003).

A resisténcia por defesa celular pode ser reduzida com o superparasitismo, ji que o
hospedeiro ndo teria células suficientes para encapsular vérios parasitoides (MACKAUER;
CHAU, 2001; VAN ALPHEN; VISSER, 1990). J4 a resisténcia por associacdo com
microrganismos simbiontes secunddrios pode ser perdida em parte da prole, mesmo em
individuos partenogenéticos como os pulgdes, ja que a transmissdo ovariana de mae para os
filhos ndo ¢é perfeita (CHEN; PURCELL, 1997; FUKATSU et al. 2000). Os parasitoides podem,
ainda, exercer um papel importante na mediagdo de competicdo entre seus hospedeiros (PRICE
et al., 1986). No caso da couve, a resisténcia de L. pseudobrassicae pode favorecer indiretamente
M. persicae, ja que D. rapae oviposita em L. pseudobrassicae resistente (OLIVEIRA et al.,
2013), o que pode proporcionar um menor nimero de parasitoides para as proximas geracgoes,
reduzindo o impacto de D. rapae em M. persicae. Com isso, o controle biolégico de M. persicae

pode ser prejudicado pela associagdo com coldnias de L. pseudobrassicae resistente.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar qual a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae a D. rapae; e se constatar de o
controle biolégico de M. persicae pelo parasitoide D. rapae é prejudicado pela presenga de L.

pseudobrassicae resistente.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar se a resisténcia de L. pseudobrassicae € causada pelo biétipo do individuo ou pela

associagcdo com organismos endossimbiontes secunddarios.

Hipoteses:

HO,: O superparasitismo ndo interfere na resisténcia de L. pseudobrassicae, caracterizando que a
resisténcia € causada pela associagdo com organismos endossimbiontes secundarios.

H1;: O superparasitismo reduz a resisténcia de L. pseudobrassicae, caracterizando que a

resisténcia é causada pelo biétipo do individuo.

HO,: Nao ha perda da resisténcia entre os individuos da prole por partenogenia, caracterizando
que a resisténcia € causada pelo biétipo do individuo.
H1,: Ha perda da resisténcia entre os individuos da prole por partenogenia, caracterizando que a

resisténcia € causada pela associacdo com organismos endossimbiontes secundarios.

HOs;: Nao ha diferenca na composicdo dos microrganismos simbiontes secunddrios entre
individuos de L. pseudobrassicae, resistentes e suscetiveis ao parasitoide, indicando que a
resisténcia ndo € causada por interacio com microrganismo.

H1;: Ha diferenca na composi¢cdo dos microrganismos simbiontes secunddrios entre individuos
de L. pseudobrassicae resistentes e suscetiveis ao parasitoide, indicando que a resisténcia é

causada por interagdo com microrganismo.



- Verificar se o parasitismo de M. persicae € alterado na presenca de L. pseudobrassicae

resistente.

Hipoteses:
HO: O parasitismo de M. persicae ndo € alterado pela presenca de L. pseudobrassicae resistente.

H1: O parasitismo de M. persicae € alterado pela presenca de L. pseudobrassicae resistente.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pulgoes em brassicas

Os pulgdes sdo insetos fitéfagos sugadores de seiva, que € um alimento rico em
carboidrato, mas deficiente em compostos nitrogenados. Penetram os tecidos foliares através de
seus estiletes (DIXON, 1973; MINKS; HARREWIJN, 1988). Sua reproducio por partenogénese
ciclica os diferenciam dos demais individuos da ordem Hemiptera. A partenogénese ciclica é
aquela em que a progénie € constituida por fémeas vindas de reproducdo assexuada na maior
parte do ano e por ambos os sexos no fim do outono e inverno. Os afideos podem ser
reconhecidos por intimeras caracteristicas morfolégicas, como: o siftinculo, que é um 6rgao
secretor; cinco ou seis segmentos antenais, compostos por dois segmentos basais € um segmento
denominado flagelo com um processo terminal; tarsos com dois segmentos, no qual o primeiro
segmento € bem menor que o segundo; e a cauda, que € utilizada para eliminar gotas de suas
fezes agucaradas (honeydew). Algumas dessas caracteristicas foram modificadas ou perdidas em
algumas espécies, mas sdo evidentes na maioria dos afideos que sdo pragas em plantas cultivadas
(BLACKMAN; EASTOP, 2007).

As espécies de pulgdes que se tornaram pragas foram aquelas com maior habilidade de se
adaptar e de explorar ambientes modificados pelo homem. Os pulgdes sdo considerados pragas
de grande importancia, tanto em culturas no campo, quanto em cultivos protegidos, devido a seu
hébito alimentar (STARY, 1993). Esses insetos causam danos em plantas cultivadas devido a
succdo da seiva e depreciacdo do produto final, em fun¢do do desenvolvimento de fungos em
seus excrementos, € sdo considerados importantes vetores de fitovirus em ambientes agricolas
(BLACKMAN; EASTOP, 2000; CARVER, 1988; PENA-MARTINEZ, 1992). Objetivando-se
controlar as viroses e as deformacgdes vegetais ocasionadas por afideos, o controle quimico &
largamente utilizado, o que pode ocasionar resisténcia a inseticidas (SCHELT et al., 1990;
STARY, 1993; FURIATTI et al., 1996). Dessa forma, métodos alternativos de controle tém sido
desenvolvidos, dente eles o bioldgico, em que se faz importante o papel desempenhado pelos
parasitoides (STARY, 1993).

A origem de L. pseudobrassicae ainda ndo € certa. Inicialmente foi confundido com B.

brassicae, até que Davis (1914) reconheceu as diferencas e o nomeou de Aphis pseudobrassicae.



Devido ao seu siftinculo levemente clavado, foi denominado, por Takahashi, em 1923, como
Ropalosiphum pseudobrassicae, até que Borner e Schilder (1932) entenderam que R.
pseudobrassicae deveria pertencer ao género Lipaphis, de origem paledrtica e que se alimenta de
cruciferas. No entanto, foi denominado Lipaphis erysimi, descrito por Kaltenbach em 1834, e
considerado sinonimia sénior de R. pseudobrassicae. Apenas a partir de estudos morfoldgicos
detalhados e do nimero de cromossomos das espécies do género Lipaphis € que L.
pseudobrassicae foi considerado espécie diferente de L. erysimi. Foram observadas diferencas
morfoldgicas, ja que L. erysimi apresenta dez cromossomos, diferentemente de L.
pseudobrassicae, o qual apresenta 0ito ou nove cromossomos € tem origem provavel no leste
asidtico. Além disso, L. erysimi tem ocorréncia restrita a brassicas selvagens na Europa e nao
coloniza bréssicas cultivadas, assim sendo, todos os relatos de L. erysimi em plantas cultivadas
ao redor do mundo sdo, provavelmente, referentes a L. pseudobrassicae (BLACKMAN;
EASTOP, 2000; BLACKMAN; EASTOP, 2007).

O pulgdo L. pseudobrassicae € uma praga cosmopolita de brassicas. As formas dpteras sdo
de tamanho pequeno a médio, podem apresentar coloragdao amarela, cinza ou verde oliva com
camada de cera branca. Os alados apresentam coloragdo verde oliva com franjas transversais nos
ultimos segmentos do abdome, as franjas transversais sdo verificadas somente ap6s os sifinculos
em L. pseudobrassicae. As formas édpteras apresentam de 1,85 a 2,05 mm de comprimento,
fronte sinuosa, sifinculos ligeiramente escurecidos e é de 2,08 a 2,36 vezes mais compridos que
a cauda, a qual apresenta uma ligeira constri¢do no apice (BLACKMAN; EASTOP, 2007).

Como resultado de sua alimentacdo, as folhas se encarquilham e amarelecem. Esse
pulgdo é considerado vetor de dez virus ndo persistentes, como o Virus do Mosaico do Nabo
(potivirus) e o Virus do Mosaico da Couve-flor (caulimovirus). Trata-se de uma praga de
ocorréncia mundial, embora se estabeleca melhor em climas mais quentes, reproduzindo-se
durante todo o ano por continuas partenogéneses (BLACKMAN; EASTOP, 2007).

De acordo com Pefia-Martinez (1992), esses pulgdes colonizam a parte inferior das
folhas, partes terminais de talos e inflorescéncias. Contudo, a preferéncia de L. pseudobrassicae
por folhas completamente desenvolvidas da planta foi observada por Cividanes e Souza (2004) e
Hubaide (2011).

A distribuicdo de M. persicae se dd em praticamente todas as regides do mundo, este

afideo € altamente polifago e utiliza como hospedeiras mais de 500 espécies de plantas,



distribuidas em 50 familias. Causa, portanto, danos diretos, em func¢do da succdo de seiva, e
indiretos, principalmente pela notdvel capacidade de transmitir fitopatogenos, configurando-se
como uma espécie considerdvel, em termos de se estabelecer enquanto vetor de viroses, tendo a
capacidade comprovada de transmitir mais 100 viroses de plantas, em espécies de 30 familias de
plantas, incluindo culturas de importancia econdmica no mundo inteiro (BLACKMAN;
EASTOP, 2000; FURIATTI et al., 1996; PENA-MARTINEZ, 1992).

Na cultura da couve, M. persicae apresenta-se distribuido em maior nimero nas folhas
medianas da couve (CIVIDANES; SOUZA, 2004; HUBAIDE, 2011).

Cada espécie de pulgdo apresenta caracteristicas peculiares que permitem o diagndstico
correto das espécies que afetam as brassicas. A espécie M. persicae, por exemplo, pode ser
reconhecida facilmente, por apresentar a fronte em forma de “W”, o sifiinculo claro e de maior
comprimento dentre os afideos em brassicas. Ja, para separar as espécies B. brassicae e L.
pseudobrassicae, o sifinculo mais curto de B. brassicae, em comparagdo ao de L
pseudobrassicae, é a melhor forma de diagnosticar as espécies. Quanto aos alados, além dos
sifinculos, a presenca de franjas transversais esclerotizadas, tanto em L. pseudobrassicae, quanto
em B. brassicae, também auxilia na diferenciagdo das espécies: L. pseudobrassicae apresenta
franjas somente apds os sifinculos no abdome, e a espécie B. brassicae apresenta franjas antes
dos siftinculos. A placa negra no abdome de M. persicae o diferencia das outras duas espécies

encontradas em brassicas (BLACKMAN; EASTOP, 1984).

3.2 Hospedeiros e biologia de Diaeretiella rapae

Os parasitoides sdo os inimigos naturais utilizados com maior eficiéncia no controle
biologico de pulgdes (CARVER, 1988). Destacam-se os endoparasitoides solitarios das familias
Aphelinidae (Hymenoptera), com espécies do género Aphelinus Dalman e Braconidae
(Hymenoptera), na qual a subfamilia Aphidiinae € a mais importante ¢ numerosa. Os principais
géneros encontrados no Brasil, que compdem a subfamilia Aphidiinae, sdo Aphidius Nees,
Binodoxys Haliday, Diaeretiella Stary, Ephedrus Haliday, Lysiphlebus Foster, Praon Haliday e
Xenostigmus Ashmead (STARY et al., 2007).

Na fase de larva, o parasitoide Diaeretiella rapae (Mclntosh) apresenta trés instares,

com os dois estdgios iniciais alimentando-se da hemolinfa do hospedeiro e, no tultimo, dos



tecidos do mesmo (STARY, 1988; BUENO; SAMPAIO, 2009). No fim do seu desenvolvimento,
quando resta apenas a epiderme do afideo, a larva do parasitoide ataca a face ventral do
hospedeiro, colando-o na superficie da folha em meio a secre¢des produzidas em glandulas
especializadas, e € formada a pupa do parasitoide, a epiderme restante do pulgdo endurece e
forma a mimia (STARY, 1988; BUENO; SAMPAIO, 2009).

O parasitoide D. rapae se destaca no controle bioldgico dos pulgdes das bréssicas é
cosmopolita e apresenta diversas espécies de afideos como hospedeiro em plantas de trigo,
alfafa, batata, aveia, sorgo, entre outras (STARY, 1988; PIKE et al., 1999; STARY et al., 2007).
Entretanto, possui associa¢do constante aos pulgdes que atacam as brassicas, sendo o parasitoide
de maior ocorréncia ou o Unico a parasitar os afideos que utilizam a couve como planta
hospedeira (SOUZA; BUENO, 1992; BUENO; SOUZA, 1993; CIVIDANES, 2002;
MUSSURY; FERNANDES, 2002; VAZ et al., 2004; STARY et al., 2007; HUBAIDE, 2011).

O periodo de desenvolvimento de D. rapae é de, aproximadamente, 14 dias a 24° C
(ELLIOTT et al., 1995). O periodo de desenvolvimento das fémeas de D. rapae em L.
pseudobrassicae, B. brassicae e M. persicae é de 12 dias a 23° C. Para os machos do parasitoide,
o periodo de desenvolvimento foi menor em L. pseudobrassicae (11 dias) que em B. brassicae
(12 dias) a 23° C (OLIVEIRA et al., 2013). Sua longevidade varia de 9 a 12 dias, a 21° C, e as
fémeas emergem com cerca de 50 ovos em seus ovdrios nesta temperatura (BERNAL;

GONZALEZ, 1997).

3.3 Fatores envolvidos no parasitismo

A selecdo do hospedeiro envolve a localizacdo do habitat, localizacdo do hospedeiro,
aceitacdo do hospedeiro, adequacdo do hospedeiro (DOUT, 1959) e regulagdo do hospedeiro
(VINSON; IWANTSCH, 1980). Apés a emergéncia, a fémea do parasitoide precisa encontrar
novos hospedeiros para depositar seus ovos e formar nova geracdo. Essa tarefa demanda um
processo de procura do hospedeiro no ambiente altamente varidvel no tempo e no espaco (VET
et al, 2002).

Os habitats dos hospedeiros sdo, geralmente, encontrados pela detec¢do de sinais
perceptiveis a distancia e ndo por procura aleatéria. A visdo, entdo, tem uma importante fungao

no sentido mais amplo, ja para localizacdo de microhabitats € frequentemente uma resposta a

10



estimulos quimicos (CADE, 1975; REHMAN; POWELL, 2010).

A procura por novos hospedeiros ndo € ficil, j& que os hospedeiros sdo organismos
pequenos em um ambiente muito complexo e estdo sobre acdo forte de sele¢do para se manterem
imperceptiveis para seus inimigos. Em alguns casos, os parasitoides solucionam esses problemas
ao perceberem o sistema de comunicagdo de seus hospedeiros. Alguns parasitoides utilizam o
odor de uma planta infestada por possiveis hospedeiros, voléteis liberados pela planta,
feromonios sexuais do hospedeiro, ou feromodnios de agregagcdo para encontrar locais em
potencial, em que as fémeas do hospedeiro estdo depositando ovos. No entanto, a maioria dos
parasitoides ndo consegue identificar essas pistas e sdo forcados a usar pistas indiretas para
encontra-los (VAN DRIESCHE, 2008).

Essas pistas indiretas, como o cheiro do alimento do hospedeiro, causam incertezas no
reconhecimento. Uma planta com potencial para estabelecer-se enquanto alimento para o
hospedeiro pode ser fécil de ser encontrada, mas sua localizagdo ndo garante a presenca de um
hospedeiro adequado (VAN DRIESCHE, 2008; VET et al, 2002). Como as diversas espécies de
parasitoides respondem as diferentes substancias quimicas, hd um aumento na segregacdo destes
inimigos naturais no habitat. As respostas do parasitoide as substancias quimicas sdo inatas, mas
podem ser modificadas pelo processo de aprendizagem, associando pistas quimicas ou fisicas
relacionadas as espécies de hospedeiros adequados durante a oviposi¢do. Além disso, o
parasitoide pode aprender a responder a certos compostos voldteis das folhas verdes das plantas
através da aprendizagem associativa (EIRAS; GERK, 2001).

Os hospedeiros sdo detectados por quimicos ndo voldteis, como escamas e fezes do
hospedeiro na superficie da planta. Esses materiais sdo perceptiveis pelo toque do parasitoide
com as antenas ou com os tarsos. O sucesso na localizacdo do hospedeiro determina o valor
adaptativo da fémea parasitoide, sendo que sua escolha resulta no sucesso ou no fracasso da sua
proxima geracdo (VAN DRIESCHE, 2008).

Depois de encontrar o hospedeiro, a fémea do parasitoide deve decidir se vai usd-lo para
alimentacdo, para oviposi¢cdo ou se vai rejeitd-lo. Se o hospedeiro € aceito para oviposicdo, a
fémea deve decidir quantos ovos vai depositar e qual a razdo sexual de sua prole. Com esse
modelo de adequacdo, € possivel perceber a estreita relagcdo entre o comportamento da fémea e o
seu valor adaptativo (GODFRAY, 1994).

A aceitagdo do hospedeiro € a oviposi¢do propriamente dita. Ela é muito afetada pelo
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nimero de ovos que a fémea possui para depositar ¢ do nimero de hospedeiros que a fémea
ainda vai encontrar durante sua vida. Quando estdo expostos a condi¢cdes que apontam baixa
probabilidade de sobrevivéncia, os hospedeiros serdo aceitos com mais facilidade (GODFRAY,
1994).

O sucesso do desenvolvimento do parasitoide depende da escolha de um hospedeiro
adequado, e isso estd diretamente relacionado com a nutricdo desse, com competi¢do
intraespecifica entre as larvas, com a resposta imune do hospedeiro e com o balan¢co hormonal do
hospedeiro (VINSON; IWANTSCH, 1980). A regulacdo do hospedeiro, por sua vez, trata-se de
quando o desenvolvimento do parasitoide afeta o desenvolvimento, comportamento, fisiologia e

bioquimica dele (HAGVAR; HOFSVANG, 1991).

3.3.1 Resisténcia do hospedeiro ao parasitoide

A resisténcia pode ser dividida em resisténcia comportamental e fisioldgica, dependendo
se a resisténcia ocorre antes ou depois da aceitagdo do hospedeiro, respectivamente (HENTER;
VIA, 1995). A resisténcia por pré oviposicdo, também chamada de resisténcia comportamental,
ocorre a partir da defesa do hospedeiro para evitar o ataque do parasitoide. Essas titicas podem
estar relacionadas a estruturas de defesa daquele, por este apresentar comportamento evasivo ou
agressivo ou por utilizar de outros individuos como guarda-costas (HENTER; VIA, 1995).
Ninfas de pulgdes em estddios mais avangados, por exemplo, podem evitar o parasitismo,
chutando o parasitoide, pulando da planta (ROITBERG; MYERS, 1979) ou utilizando formigas
para se protegerem (GROSS, 1993).

A resisténcia por pds-oviposi¢do, ou resisténcia fisiologica, ocorre apds os hospedeiros
serem parasitados. Os endoparasitoides depositam seus ovos no interior do hospedeiro, desta
forma, ele pode desenvolver uma resposta imune que resulta na sua sobrevivéncia e na morte do
parasitoide. Para grande parte dos parasitoides, a resposta imune se baseia no encapsulamento de
seus ovos pelo hospedeiro. Alguns insetos sdo capazes de destruir parasitoides imaturos pelo
encapsulamento, processo no qual células de hemolinfa do hospedeiro unem-se ao embrido do
parasitoide para formar uma cdpsula. Moléculas reativas sdo, entdo, lancadas dentro da capsula e
matam o parasitoide (CARVER; SULLIVAN, 1988). Existem evidencias, ainda, das variacdes

dessas taxas de resisténcia fisiologica entre bidtipos do hospedeiro. As larvas de algumas
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espécies de Drosophila Fallén de regides diferentes da Europa, por exemplo, apresentam
diferentes porcentagens de encapsulamento dos ovos do parasitoide, apds a oviposi¢ao
(KRAAIJEVELD et al., 1998).

Embora o encapsulamento seja a forma mais comum de defesa dos insetos, ela é pouco
frequente em afideos, possivelmente pelo seu nimero reduzido de hemécitos (FLANDERS,
1934; CARVER, 1985; CARVER; SULLIVAN, 1988; GWYNN et. al., 2005). Em afideos, o
encapsulamento foi demonstrado por Griffiths (1961), no qual o ovo do parasitoide Monoctonus
crepidis (Haliday) foi encapsulado pelo afideo Aulacorthum circumflexum (Buckton). Também,
Carver e Sullivan (1988) observaram os afideos Myzus ascalonicus Doncaster e Acyrthosiphon
kondoi Shinji encapsulando ovos de Aphelinus asychis Walker, e o pulgdo Aulacorthum
circumflexum (Buckton) encapsulando larvas desse mesmo parasitoide. Os autores ainda
observaram os afideos M. ascalonicus e A. circumflexum encapsulando formas jovens de D.
rapae e o pulgdo Sitobion avenae (Fabricius) encapsulando larva de Aphidius rhopalosiphi
(DeStefani-Perez).

Um processo de resisténcia fisiolégica que € observado em pulgdes ocorre sem o
encapsulamento, porém, o ovo ndo se desenvolve (HENTER; VIA, 1995; GWYNN et. al., 2005).
Henter e Via (1995) observaram que em afideos suscetiveis aos ovos dos parasitoides
apresentaram aumento da divisdo celular e mudancas no desenvolvimento até a eclosdo. Em
hospedeiros resistentes, entretanto, os ovos dos parasitoides ndo apresentaram divisdo celular e,
por fim, houve o desaparecimento do ovo sem nenhum sinal de encapsulamento.

Estudos recentes apontam que simbiontes associados a insetos podem ter um papel
importante como mutualistas de defesa (OLIVER; MORAN, 2009; HANSEN et al., 2012). O
primeiro registro de um simbionte oferecendo defesa contra parasitoides foi dado em uma secdo
em um capitulo de livro (HSAIO, 1996), mas ndo recebeu muita atencdo. Hsaio (1996) percebeu
que a bactéria Wolbachia sp. aumentou a resisténcia de um gorgulho, em relacdo ao seu
parasitoide Microtonus aethipoides Loan. Dois bidtipos de gorgulho, tratados com antibidticos,
tornaram-se altamente suscetiveis a M. aethipoides. Em fun¢do da grande importincia dos
simbiontes na prote¢do de afideos contra parasitoides, este tema serd tratado com mais detalhes

nos item 3.5 desta revisio.
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3.3.2 Contra defesa dos parasitoides

Em resposta a resisténcia fisiolégica dos hospedeiros, os parasitoides apresentam meios
de contra atacar. Essas tdticas incluem a escolha do hospedeiro, saturacdo, polidnavirus, veneno,
teratocitos e dispositivos de anti-reconhecimento, como revestimentos especiais nos Ovos.
Alguns parasitoides ovipositam em hospedeiros jovens, 0os quais apresentam menor acuricia no
encapsulamento (DEBOLT, 1991). Em outros casos, os parasitoides promovem uma saturacao,
ovipositando um nimero elevado de ovos nos hospedeiros para esgotar o fornecimento de
células de encapsulamento, permitindo que alguns ovos sobrevivam (BLUMBERG; LUCK,
1990).

Outro exemplo se baseia em duas familias de parasitoides, Braconidae e Ichneumonidae
(ASGARI; SCHMIDT, 1994), que usam genes de virus (Polydnaviridae) e venenos para
desativar o encapsulamento por parte do hospedeiro (BLUMBERG, 1997). Os virus e os venenos
sdo injetados nos hospedeiros durante a oviposi¢dao e também auxiliam na regulacdo fisiolégica

do hospedeiro a favor do parasitoide (WEAVER et al., 2001; MOREAU, 2003).

3.4 Os endossimbiontes dos pulgoes

Quando uma simbiose € obrigatéria, o simbionte € chamado primdrio, no caso de
simbiose facultativa, este simbionte € considerado secundario. Os afideos t€ém sido o principal
modelo para o estudo de simbiontes em func¢do de sua relacdo obrigatéria com a bactéria
Buchnera aphidicola (BAUMANN et al., 1995). Além do simbionte primdrio, sabe-se que A.
pisum, por exemplo, pode ser infectado por pelo menos cinco simbiontes secundarios
relacionados a vdrias interacOes ecoldgicas, dentre elas a protecdo contra parasitoides. Os
pulgdes sdo ideais para o estudo dos efeitos dos simbiontes secunddrios por ter reproducdo por
partenogénese, dando origem a clones que podem ser mantidos em laboratdrio e permitindo que
simbiontes secunddrios possam ser manipulados por transferéncia, utilizando microinje¢do e ou

eliminandos por manipulagdo com antibiéticos (CHEN; PURCELL, 1997; OLIVER et al., 2003).
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3.4.1 O endossimbionte primario Buchnera

As relagdes entre pulgdo e Buchnera sp. foram revisadas por Baumann et al. (1995) e, por
isso, este item se baseia em sua revisdo. Estudos apontam que ha 200-250 milhdes de anos um
antecessor de afideo foi infectado por uma bactéria de vida livre. Essa relacdo se estabeleceu nas
células dos afideos e assim, o hospedeiro e o endossimbionte do género Buchnera se tornaram
interdependentes e incapazes de sobreviverem um sem o outro. A presencga de peptideoglicanos
entre as duas membranas € indicada como uma evidencia quimica da adi¢ao de penicilina a dieta
do pulgdo.

A especiagdo das linhagens dos afideos ocorreu paralelamente a divergéncia das
linhagens do endossimbionte, resultando em uma evolucdo paralela de Buchnera sp. e dos
afideos. As bactérias Buchnera sp., hoje, mantém vérias das propriedades do seu antecessor de
vida livre, contendo genes para proteinas envolvidas na replicagdo, transcri¢do e translacdo do
DNA, assim como, chaperoninas e proteinas envolvidas na secrecdo, metabolismo de produgao
de energia e biossintese de aminoacidos.

Buchnera é um género de protobactéria com fina parede celular gram-negativa e se
divide por constricio. Os membros do género Buchnera sido esféricos ou células ovaladas,
apresentam tamanho entre 2,5 e 5 micrometros de didmetro, com parede celular comum a
bactérias gram-negativas. Esse género tem sido identificado em todos os membros de
Aphidoidea estudados, com excecdo das familias Phylloxeridae e Adelgidae e algumas espécies
da familia Hormaphididae. Nas formas paternogenéticas dos Aphididae, sd@o encontrados
aproximadamente 107 bactérias por mg de peso de afideo o que equivale a 10% da biomassa do
pulgio.

Esse microrganismo localiza-se no interior da célula e € restrito ao citoplasma de um
unico tipo de célula chamado micetdcito. Essas células que transportam a bactéria podem ser
chamadas, por alguns autores, de bacteridcitos. Os microrganismos sdo herdados maternalmente
e a associagdo com o pulgdo € requerida por ambos os organismos.

As células de Buchnera sp. sdo transmitidas maternalmente de uma geracdo de afideo
para outra pelos ovdrios, um processo denominado transmissdo transovariana. Em afideos
oviparos, as bactérias sdo endocitadas por cada ovo e podem ser facilmente observadas como

uma bola no polo posterior do ovo maduro. Em individuos viviparos a bactéria passa dentro da
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blastocele (cavidade do blastocisto) em embrides recém formados e sdao sequencialmente
endocitados pelos micetdcitos do embrido e se diferenciam.

A necessidade do simbionte por parte dos afideos tem sido demonstrada por estudos com
afideos desprovidos de bactérias, chamados de afideos apossimbidticos. Esses afideos podem ser
gerados pelo uso de antibidticos orais ou injetados na hemolinfa. Afideos apossimbidticos se
desenvolvem de maneira bem lenta e tem poucos ou nenhum descendente. Esses estudos
evidenciam a importancia nutricional que o simbionte tem para o pulgio. Esse género de bactéria
nao foi encontrado em nenhum habitat que ndo seja os micetdcitos dos pulgdes. Estudos
sugerem que a Buchnera sp. é capaz de sintetizar metionina, cisteina e triptofano e suprir esses

aminodcidos ao seu hospedeiro.

3.4.2 Endossimbiontes secundarios

Alguns membros de vdrias familias de afideos, incluindo Aphididae, Lachnidae,
Drepanosiphidae e Pemphigidae apresentam simbiontes secunddrios (BAUMANN et al., 1995).
Esses simbiontes sdo facultativos e, diferentemente dos endossimbiontes primdrios, eles nao
estdo restritos a um tipo de célula e ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia do afideo. Essas
bactérias foram relatadas em uma variedade de tipos de células, tais como, células de Orgaos
reprodutivos, células do intestino e na hemolinfa (GRIFFITHS; BECK, 1973; McLEAN; HOUK
1973; FUKATSU et al., 2000). Também podem ser encontradas em micetdcitos secunddrios, tipo
de célula semelhante aos micetdcitos primdrios que abrigam Buchnera sp. (HINDE, 1971;
FUKATSU et al., 2000).

O pulgdo da ervilha, Acyrthosiphon pisum (Harris) (Hemiptera: Aphididae: Aphidinae) é
uma espécie utilizada como modelo para o estudo de bactérias endossimbiontes facultativas,
embora estudos tenham sido realizados com espécies do género de endobactéria Arsenophonus
em psilideos e em outros artropodes (DALE et al., 2006; HANSEN et al., 2007). No pulgdo da
ervilha, pelo menos cinco diferentes tdxons de endossimbiontes secunddrios foram registrados
em populagdes naturais em todo o mundo (CHEN; PURCELL, 1997; FUKATSU et al., 2000;
SANDSTROM et al., 2001; TSUCHIDA et al., 2002; RUSSELL et al., 2003; DARBY et al.,
2006) e estdo envolvidos em uma ampla clade (filogenia) de bactéria. Trés espécies de

endossimbiontes secundarios de pulgdes, Serratia symbiotica (também conhecido como tipo R,
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S-sym, PASS - pea aphid secondary symbiont), Hamiltonella defensa (também conhecido como
tipo T, PABS — pea aphid Bemisia-like symbiont) e Regiella insecticola (também conhecida por
tipo U, PAUS), pertencem a subdivisdo gama-3 da proteobacteria, enquanto PAR € uma
Rickettsia sp. (RUSSELL; MORAN, 2005) e a quinta bactéria relacionada a pulgdes € um
Spiroplasma que se encontra em baixas densidades (FUKATSU et al., 2000).

A transmissdo vertical de bactérias endossimbiontes secunddria, via ovdrios da mie para
seus filhos, ja foi descrita e a transmissao horizontal, por meio de parasitoides, dietas artificiais e
com uso de microseringas, também & possivel (CHEN, PURCELL, 1997; DARBY; DOUGLAS,
2003; VORBURGER, 2008;). Alguns estudos apontam beneficios conferidos por esses
microrganismos, envolvendo resisténcia a inimigos naturais, tolerancia ao calor e utilizacdo da
planta hospedeira. Estudos com PABS, na espécie de pulgdo A. pisum, revelaram que entre 37 e
90% dos individuos apresentam esta bactéria e ndo foi detectado diferenga entre a fitness de
afideos que hospedam a bactéria e os que ndo possuem a bactéria em condi¢des de campo
(DARBY; DOUGLAS, 2003; DARBY et al., 2006). Chen et al. (2000) evidenciaram que, com
infecgdo artificial em pulgdes da ervilha com PASS (R) ou PAR, obtiveram-se efeitos neutros ou
negativos nos componentes do fitness do hospedeiro. Um tunico clone de uma espécie
relacionada, Acyrthosiphon kondoi Shinji, apresentou uma severa redugdo do fitness apos a
injecdo dessas bactérias. Entretanto, afideos que foram infectados artificialmente com PASS (R)
foram, na maioria dos casos, mais hdbeis na recuperacdo por estresse por calor do que os
mesmos clones, sem o endossimbionte secundario. Ja Tsuchida et al. (2006) afirmaram, em seus
estudos, que a presenca do endossimbionte R. insecticola permitiu que A. pisum utilizasse o trevo
branco como planta hospedeira, o que ndo foi possivel pelos afideos que ndo apresentavam este
simbionte.

Oliver et al. (2003) estudaram o impacto de PASS (R), PABS (T), e PAUS (U), em
resposta a um unico clone de A. pisum ao ataque do parasitoide, e observou que afideos com
PABS (T) tiveram duas vezes mais chances de sobreviver ao parasitismo de Aphidius ervi
Haliday do que o controle. Os afideos com PASS (R) demonstraram menor aumento na
sobrevivéncia de afideos ao parasitismo, enquanto PAUS (U) nd@o mostrou nenhum efeito. Desta
forma, os resultados de Oliver et al. (2003) demonstraram que S. symbiotica é capaz de promover
resisténcia dos pulgdes aos seus parasitoides. Posteriormente, foi observado o mesmo efeito nas

bactérias H. defensa (OLIVER et al., 2003) e R. insecticola (VORBURGER et al., 2010).
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3.5 Competicao mediada por inimigo natural

Insetos fitéfagos e seus inimigos naturais constituem um dos maiores € mais
diversificados grupos de organismos da Terra. Processos ecoldgicos, em particular os efeitos
indiretos negativos mediados por inimigos naturais em comum, podem ser importantes na
estruturacdo de comunidades de insetos fitofagos (VAN VEEN et al., 2006). Essas interacdes
surgem quando o efeito de uma espécie em outra ¢ mediada pela acdo de uma terceira espécie
(WOOTTON, 1994; ABRAMS, 1995). Se a populagdo de uma das espécies aumenta
abundantemente em densidade, em consequéncia, a segunda espécie vai sofrer aumento na
mortalidade (MULLER; GODFRAY, 1997).

Alguns autores (JEFFRIES; LAWTON, 1984; GODFRAY, 1994) sugerem que
comunidades de herbivoros se estruturam com base no compartilhamento de predadores e
parasitoides (Figura 1). A competi¢do pode ser envolvida, por exemplo, na substituicio de
hospedeiros suscetiveis por outros mais resistentes que podem sustentar uma carga parasitaria
mais elevada. No entanto, os resultados podem ser inconclusivos em grande parte porque 0s
efeitos transmitidos, através de parasitoides compartilhados, sdo muitas vezes confundidos pela
competi¢cdo por recursos (MARVIER, 1998).

Grande parte dos organismos estd associada a patégenos que podem apresentar efeito
significativo na abundéncia da populacdo e na persisténcia no ambiente de seus hospedeiros. A
associacdo de patégenos a uma espécie pode influenciar outras populacdes da comunidade,
sendo por compartilharem o patégeno ou pela interacao, direta ou indireta, com a espécie atacada
e, portanto, sofrendo alteracdes na sua abundancia populacional (POPE et al., 2002).

InteracOes entre guildas de inimigos naturais diferentes sdo potencialmente importantes
para a dindmica da comunidade de hospedeiros, e varias relacdes intraguilda foram descritas
entre parasitoides de pulgdes e microrganismos, quando este tltimo se comporta como patégeno
(HOCHBERG; LAWTON, 1990; ROY; PELL, 2000; POPE et al., 2002) ou endossimbionte da
planta hospedeira (HOLT 1977, BEGON et al., 1992, BROWN; HASTINGS, 2003, POWER;
MITCHELL, 2004). Entretanto, para relacdes microrganismo-hospedeiro em que o

microrganismo € um endossimbionte do afideo, ainda ndo existem relatos.
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Parasitoide

Efeitos Efeitos
diretos _diretos
// \
- -0+ -
Pulgao 1 Pulgao 2
-0+

Efeitos diretos
e/ou indiretos

Figura 1. Interacdo parasitoide e duas espécies de pulgdes hospedeiras. Efeitos diretos e/ ou
indiretos, sendo estes negativos (-), positivos (4+) ou neutros (0) entre os individuos. Fonte:
elaborado pelo autor.
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CAPITULO 2

Resisténcia de Lipaphis pseudobrassicae ao parasitoide Diaeretiella rapae: biotipo ou
simbiose?

1 RESUMO

O pulgdo Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Hemiptera: Aphididae) ¢ uma importante praga das
brassicas e na regido de Uberlandia, Minas Gerais, este afideo apresenta baixas porcentagens de
parasitismo, por ser resistente ao parasitoide Diaeretiella rapae (McIntosh). Nao se sabe se a
resisténcia € causada por fatores genéticos do individuo ou por associacdes benéficas com
microrganismos. O objetivo deste trabalho foi verificar se a resisténcia de L. pseudobrassicae é
causada pelo bidtipo do individuo ou pela associagdo com organismos endossimbiontes
secunddrios. Para a criagdo, os afideos foram mantidos em discos foliares posicionados sobre a
solucdo de dgar/dgua a 1% em placas de Petri (10 cm de diametro). Os parasitoides foram
multiplicados em ninfas de segundo instar de Myzus persicae (Sulzer). Foram identificados,
ainda, clones resistentes e suscetiveis ao parasitoide; avaliada a influéncia do superparasitismo
na resisténcia; a perda de resisténcia na progénie; a presenca de estruturas de encapsulamento do
parasitoide em pulgdes parasitados e realizados testes moleculares para comparar a composi¢ao
de simbiontes em clones resistentes e suscetiveis. Foi verificado que, nos clones suscetiveis, o
parasitismo variou de 47 a 67% e no clone resistente o parasitismo foi zero. O superparasitismo
nido alterou a resisténcia, porém pulgdes resistentes, que receberam trés oviposicoes,
apresentaram maior propor¢do de individuos com altera¢des provocadas pelo parasitismo do que
aqueles que receberam uma oviposi¢do de D. rapae. Foi possivel verificar que 6,7% dos
individuos da prole do clone resistente perderam a resisténcia. Além disso, ndo foram
encontradas estruturas que indicassem o encapsulamento de ovos ou larvas dos parasitoides nos
pulgdes resistentes. Os testes moleculares ndo indicaram diferenca na composicdo das bactérias
simbiontes em pulgdes resistentes e suscetiveis do mesmo clone. Por fim, os resultados indicam
que a resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide D. rapae existe devido a presenca de
endossimbiontes secundarios.

Palavras-chave: afideo, brissica, controle bioldgico, defesa do hospedeiro.
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2 ABSTRACT

Resistance of Lipaphis pseudobrassicae to the parasitoid Diaeretiella rapae: biotype or

symbiosis?

The aphid Lipaphis pseudobrassicae (Davis) (Hemiptera: Aphididae) is an important pest of
Brassicaceae plants, and in Uberlandia, Minas Gerais, this aphid has low percentages of
parasitism because of its resistance to the parasitoid Diaeretiella rapae (Mclntosh). It is
unknown if the resistance is caused by genetic factors or by beneficial associations with
microorganisms. The aim of this study was to determine whether the resistance of L.
pseudobrassicae 1is caused by individual biotype or by association with secondary
endosymbionts organisms. For the rearing, the aphid L. pseudobrassicae was retained in leaf
discs positioned on 1% agar/water solution in Petri dishes (10 cm diameter). The parasitoids
were multiplied in second instar nymphs of Myzus persicae (Sulzer). We identified clones
resistant and susceptible to parasitoid, analyzed the influence of superparasitism in the resistance,
the loss of resistance in the aphid’s progeny, the presence of encapsulation structures of the
parasitoid in parasitized aphids, and conducted molecular tests to compare the composition of
symbionts in resistant and susceptible clones. It was found that in susceptible clones parasitism
ranged from 47 to 67% and the parasitism in resistant clone was zero. Superparasitism did not
alter the resistance; however, aphids resistant that received three ovipositions had a higher
proportion of individuals with changes caused by parasitism than those who received one
oviposition of D. rapae. It was verified the loss of the resistance in 6.7% of the progeny of
resistant clone. There were no structures that indicate the encapsulation of eggs or larvae of
parasitoid in resistant aphids. Molecular tests indicated no difference in the composition of
symbiotic bacteria between resistant and susceptible aphids of the same clone. The results
indicate that the cause of L. pseudobrassicae’s resistance to the parasitoid D. rapae is due to the
presence of secondary endosymbionts.

Keywords: aphid, Brassicaceae, biological control, host defense
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3 INTRODUCAO

Parasitoides s@o importantes inimigos naturais que depositam seus ovos no interior ou
exterior de seu hospedeiro e, ja que o adulto é de vida livre, matam-no, final da fase imatura.
Quando a oviposic¢ao € feita no interior do hospedeiro, este pode apresentar mecanismos para se
defender do ataque do parasitoide (GODFRAY, 1994). Esses artificios estdo relacionados a
resisténcia fisioldgica, ou seja, a habilidade do hospedeiro em prevenir o desenvolvimento do
parasitoide apds a oviposi¢do. A resisténcia do hospedeiro é um importante parametro da
adequacdo do hospedeiro, afetando diretamente a eficicia e o estabelecimento dos parasitoides
no campo (VORBURGER et al., 2009).

A resisténcia fisioldgica contra parasitoides, mais comumente encontrada em insetos, estd
relacionada as caracteristicas genéticas do hospedeiro. Algumas células reconhecem o
parasitoide como um corpo estranho e se aderem ao ovo ou a larva, promovendo sua ruptura.
Esta é uma resposta celular denominada encapsulamento, na qual o parasitoide é morto por
asfixia ou pela liberacdo de substincias que promovem sua necrose (GRIFFITHS, 1961;
CARVER; SULLIVAN, 1988). A capacidade de encapsular os ovos dos parasitoides pode variar
em func¢do da populacdo do hospedeiro, uma vez que estd relacionada as caracteristicas de cada
gendtipo (KRAAIJEVELD et al., 1998). Embora poucos casos tenham sido relatados, o
encapsulamento € um mecanismo de defesa encontrado em algumas espécies de afideos
(GRIFFITHS, 1961; CARVER, 1985; CARVER; SULLIVAN, 1988). No entanto, ndo é o inico
meio de resisténcia, ja que a presenca de simbiontes secundarios pode promover a resisténcia em
afideos contra seus parasitoides preterindo o encapsulamento (OLIVER et al., 2003; FERRARI
et al., 2004; OLIVER et al., 2005).

Insetos e outros artrépodes sdo geralmente infectados com endossimbiontes. Os afideos,
especificamente, apresentam grande variedade de microrganismos associados (OLIVER et al.,
2003). O simbionte obrigatério Buchnera aphidicola é essencial para a sobrevivéncia do pulgao
por produzir aminodcidos, auxiliando, assim, na nutri¢do do hospedeiro (DOUGLAS, 1999), mas
esse € apenas um dos beneficios da simbiose para o inseto. Além do endossimbionte obrigatério,
podem estar associados aos afideos endossimbiontes secunddrios que podem trazer muitos

beneficios, dentre eles destaca-se a resisténcia contra parasitoides (OLIVER et al., 2003).
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A resisténcia relacionada a presenca de simbiontes é também designada como um tipo de
resisténcia fisioldgica. As bactérias endossimbiontes secunddrias identificadas em afideos,
Hamiltonella defensa, Regiella insecticola e Serratia symbiotica, ttm demonstrado capacidade
expressiva em elevar a resisténcia dos afideos aos parasitoides (OLIVER et al., 2003; FERRARI
et al., 2004; OLIVER et al., 2005; OLIVER et al., 2006; DOUGLAS, 2009; VON BURG et al.,
2008; VORBURGER et al., 2009; OLIVER et al., 2010; VORBURGER et al., 2010). Esses
estudos demonstraram que a variagdo na resisténcia ao parasitoide estd relacionada aos
simbiontes herdados e ndo ao genoma do afideo. A associacdo com endossimbiontes secundarios
que conferem resisténcia aos parasitoides foi descrita apenas para populagdes de pulgdes das
espécies Acyrthosiphon pisum (Harris) (HENTER; VIA, 1995; HUFBAUER; VIA, 1999;
FERRARLI et al., 2001), Myzus persicae (Sulzer) (VORBURGER et al., 2008; VON BURG et
al., 2008) e Aphis fabae Scopoli (VORBURGER et al., 2009).

Estudos realizados em varias partes do mundo revelam que Lipaphis pseudobrassicae
(Davis) € considerado o principal hospedeiro de Diaeretiella rapae (Mclntosh) (DESH,;
CHAND, 1998; AKHTAR et al.,, 2010). Entretanto, Hubaide (2011) encontrou taxa de
parasitismo em L. pseudobrassicae no campo inferior a 10% a qual foi elucidada por Oliveira et
al. (2013) como resisténcia fisioldgica de L. pseudobrassicae a D. rapae. No entanto, esses
autores nao determinaram a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao parasitoide.

Tanto a resisténcia pela presenca de endossimbiontes, quanto aquela relacionada aos
bidtipos, sdo conhecidas em poucas espécies de pulgdes e nenhuma das duas foi identificada em
L. pseudobrassicae. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo verificar, por meio de ensaios
biolégicos e moleculares, se a causa da resisténcia neste afideo estd relacionada a presenca de

endossimbiontes ou a caracteristicas ligadas aos genotipos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de conducio dos experimentos

Os experimentos relacionados a testes biolégicos foram conduzidos no Laboratério de
Entomologia - Controle Bioldgico, e as andlises moleculares foram realizadas no Laboratério
Multiusudrio do programa de P6s-Graduacdo em Agronomia, ambos localizados na Universidade

Federal de Uberlandia.

4.2 Produciao de mudas para obtencao dos discos foliares

As mudas de couve, variedade Manteiga da Geodrgia, foram cultivadas em casa de
vegetacdo. Foram utilizadas bandejas de isopor com 128 células preenchidas com substrato
organico. Em cada célula foram semeadas duas sementes de couve, e esperou-se a emergencia
das plantulas. Quando se apresentavam com um par de folhas definitivas, realizou-se o
transplantio para vasos plasticos (15 cm de altura e 13 cm de didmetro), contendo substrato
organico. As plantas foram submetidas a irrigacdo didria, e as mudas foram monitoradas para

evitar a ocorréncia de outras pragas que foram controladas manualmente.

4.3 Obtencao e multiplicacdo dos pulgoes e dos parasitoides

A fim de obter diferentes clones de L. pseudobrassicae resistentes e suscetiveis ao
parasitoide D. rapae, foram realizadas coletas de pulgdes na casa de vegetacdo do Campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia e em duas lavouras comerciais de couve-
manteiga em Uberlandia (coordenadas de 18° 54” 0.566" S 48° 177 10.349" W e 18° 547 0.148"
N 48° 177 10.543" W). A partir dos pulgdes coletados, foram individualizadas 27 fémeas dpteras
adultas de L. pseudobrassicae, a qual cada uma deu origem a um clone, garantindo, assim, que
sua prole fosse formada por individuos geneticamente idénticos. Para isso, cada afideo foi
individualizado em uma placa de Petri (100 mm de didmetro) e mantido para criacdo em camara
climatica até que uma colonia fosse formada. Colonias de cada clone foram mantidas isoladas

em laboratério, por até cinco meses, em discos foliares de couve posicionados sobre uma camada
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de 10 mm de altura de dgar 1% cobrindo todo o fundo de uma placa de Petri. Tanto para a
criacdo de manutencdo dos diferentes clones de pulgdes, quanto para a criagdo de parasitoides
foram utilizados discos foliares de 90 mm e placas de Petri de 100 mm de didmetro. J4 para os
experimentos, foram utilizados discos foliares de 40 mm e placas de Petri de 50 mm de didmetro.
Tanto as criacOes, quanto os experimentos foram realizados em camaras climaticas a 23°C, 50-
55% UR e 12 h de fotofase.

Os parasitoides foram obtidos de miimias de M. persicae coletadas na casa de vegetagdo
e multiplicados em ninfas de 2° instar desta mesma espécie de hospedeiro. Para a obtengdo
dessas ninfas de 2° instar, pulgdes adultos foram colocados em placas de Petri, contendo um
disco foliar de couve e retirados apds 24 horas, mantendo-se apenas as ninfas de 1° instar. Mais
24 horas depois, as ninfas se encontravam no 2° instar e foram utilizadas na multiplica¢do de D.
rapae. De 30 a 50 ninfas de 2° instar de M. persicae foram colocadas em disco foliar de couve
em placa de Petri de 100 mm. Uma fémea acasalada de D. rapae foi liberada na placa e mantida
por duas horas. Apés este periodo, a fémea foi retirada e as ninfas mantidas em camara climatica
(23°C e 12 h de fotofase) até a formagdo das mumias. Foi realizada a individualizagdo das
mumias em tubos eppendorf (1,5 mL) e, apés a emergéncia dos parasitoides, adicionado mel
50% e agua. Para reduzir os efeitos da variabilidade genética dos parasitoides utilizados nos
experimentos (HENTER, 1995), esses foram originados de um unico casal, formando assim, uma
isolinhagem de D. rapae segundo metodologia de Ferrari el al. (2001). Foram utilizadas duas
isolinhagens do parasitoide: uma para o teste de selecdo de clones resistentes e outra para os

testes de influéncia do superparasitismo na resisténcia e da perda da resisténcia na progénie.

4.4 Selecao inicial de clones resistentes e suscetiveis

Para selecdo inicial, pulgdes adultos de cada clone foram mantidos em placa de Petri
contendo disco foliar de couve para a padronizacio e obtencdo de ninfas de segundo instar, de
acordo com a metodologia descrita anteriormente para a padronizacdo das ninfas de segundo
instar de M. persicae para a multiplicacdo dos parasitoides. A utilizacdo de ninfas de segundo
instar de L. pseudobrassicae visou facilitar a identificacdo dos clones suscetiveis, j4 que a

resisténcia fisiologica € menor em pulgdes de primeiro e segundo instares (WALKER; HOY
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2003; XU et al., 2008), e os resultados obtidos até o momento sugerem que a populacdo em
estudo seja formada por maioria de individuos resistentes (OLIVEIRA et al., 2013).

Uma fémea, previamente acasalada de D. rapae, foi liberada na placa contendo 10 ninfas
de 2° instar de um mesmo clone e observada sob microscopio estereoscopico. Apds todos 0s
pulgdes receberem uma oviposi¢do, foram mantidos em cimara climdtica para a observacdo da
formagdo de mumias durante um periodo de até dez dias. Como todos os individuos receberam
uma oviposi¢do do parasitoide, os clones potencialmente suscetiveis foram aqueles que se
transformaram em mimia, e os potencialmente resistentes permaneceram vivos. Esta selecao
inicial foi realizada para identificar possiveis clones resistentes e suscetiveis para posterior
confirmagdo, com maior nimero de observacdes, no teste de selecdo de clones resistentes e
suscetiveis. Dos 27 clones avaliados na selecdo inicial, em apenas dois houve formagdo de

mumias.

4.5 Selecao de clones resistentes e suscetiveis

Como os pulgdes se multiplicam por partenogénese telitoca (BLACKMAN; EASTOP,
2007), todos os filhos de um tnico individuo sdo clones idénticos, o que facilita a verificacdo da
causa da resisténcia, por meio de testes bioldgicos.

Foram selecionados, entdo, quatro clones obtidos na selecdo inicial (B2, B3, B6 e B7)
baseado na resisténcia ou susceptibilidade que cada clone apresentou. Para cada um dos clones,
foram individualizadas 60 ninfas de segundo instar em placas de Petri e submetidas a uma tnica
oviposicdo por D. rapae. Cada fémea do parasitoide parasitou seis ninfas as quais formaram uma
repeticdo. Apds todos os pulgdes receberem uma oviposicdo, os mesmo foram mantidos
individualizados em camara climdtica para a observacdo da formagdao de mumias.

Foram realizadas observagOes didrias, durante 15 dias, este periodo foi suficiente para a
emergeéncia dos parasitoides. Foi avaliada a propor¢do de pulgdes que atingiram a fase adulta,
que reproduziram, que se transformaram em mumia (parasitismo); a propor¢ao de pulgdes que
apresentaram sintoma de parasitismo e a mortalidade dos insetos antes do final das observacoes.
O numero de pulgdes com sintoma de parasitismo foi a soma daqueles que mumificaram com

aqueles que ndo mumificaram, porém, ndo atingiram a fase adulta e apresentavam o corpo
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volumoso e globoso, sintomas tipicos da acdo do veneno dos parasitoides (SAMPAIO et al.,
2007).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos (clones de
L. pseudobrassicae) e 10 repeticdes (cada uma delas formada pelas seis ninfas parasitadas por
uma fémea do parasitoide). A normalidade e homogeneidade foram avaliadas pelos testes de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, com o programa SPSS. As médias foram comparadas,

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4.6 Efeito do superparasitismo na resisténcia

Os clones resistentes foram expostos a dois testes bioldgicos, o superparasitismo € a
perda da resisténcia na prole. O superparasitismo pode reduzir a acdo do encapsulamento, pois
um maior nimero de ovos do parasitoide dificulta a acdo das células de defesa do hospedeiro,
fazendo com que alguns individuos ndo sejam encapsulados e consigam sobreviver
(MACKAUER; CHAU, 2001; VAN ALPHEN; VISSER, 1990). No entanto, evidéncias t€ém
demonstrado que o superparasitismo ndo altera a resisténcia causada por endossimbionte
(VORBURGER et al., 2010).

Este teste foi realizado para verificar se a resisténcia pode ser quebrada pelo
superparasitismo, caracterizando a resisténcia celular relacionada ao gendétipo do hospedeiro
(VAN ALPHEN; VISSER, 1990). Uma fémea acasalada de D. rapae foi liberada em uma placa
contendo seis ninfas de 2° instar de L. pseudobrassicae resistente (clone B3, segundo os
resultados do experimento anterior), as quais formaram uma repeticdo, e observada em
microscopio estereoscopico. Apds ovipositar uma unica vez em cada ninfa, o parasitoide foi
transferido para nova placa que continha outras seis ninfas de L. pseudobrassicae, até parasitar
12 pulgdes. Os pulgdes parasitados foram individualizados em placas com disco foliar de couve.
Ap6s a obtengdo de 120 pulgdes parasitados, metade foi mantida com uma Unica oviposicao e a
outra metade foi oferecida novamente aos parasitoides, no dia seguinte, para a obtencao de ninfas
com trés oviposicoes. Todos os pulgdes, apds receberem as oviposi¢des, foram mantidos em
camara climdtica (23°C e 12 h de fotofase) para a observacdo da formagdo de mumias. Este
procedimento foi repetido para a verificagdo da presenca de estruturas de encapsulamento no

interior dos pulgdes resistentes, apesar de Oliveira et al (2013) ndo terem encontrado nenhuma
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estrutura que indicasse o encapsulamento dos ovos ou larvas de D. rapae em L. pseudobrassicae.
Desta forma, foram obtidos 11 e nove individuos do clone B3, e cinco e sete individuos do clone
B6, com uma e trés oviposicdes, respectivamente. Esses pulgdes foram dissecados, cinco dias
ap0s a primeira oviposi¢do, e foram verificadas a presencga de larvas e ovos do parasitoide, além
de observarmos se 0os mesmos estavam vivos, mortos ou encapsulados no interior do hospedeiro.
O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos (individuos
submetidos a uma oviposi¢@o e individuos submetidos a trés oviposicdes) e 10 repeticdes (cada
uma formada por seis ninfas de L. pseudobrassicae). A normalidade e homogeneidade foram
avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, com o programa SPSS. As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

4.7 Perda de resisténcia na progénie

A prole de individuos resistentes foi testada para verificar se parte dela perdeu a
resisténcia. A resisténcia associada a presenca de simbiontes secunddrios pode ser perdida em
alguns individuos, mesmo que sejam clones descendentes de uma tnica fémea resistente. Isso se
da porque as bactérias acessorias associadas aos afideos sdo transmitidas via ovarios da mae para
seus filhos, entretanto essa transmissdo ndo € perfeita. A variabilidade dessa associacdo sugere
uma relacdo bastante instdvel entre os afideos e os simbiontes secundarios (CHEN; PURCELL,
1997; FUKATSU et al. 2000). J4 para a resisténcia por defesa celular, esperava-se que clones de
pulgdes descendentes de uma tunica fémea resistente sejam todos resistentes, ji que essa
resisténcia é genética (KRAAIJEVELD et al., 1998) e os clones sdo geneticamente idénticos.

Neste teste, foram utilizados pulgdes do clone B3, obtidos da cria¢do do clone por cinco
meses em camara climatica. Segundo Chen e Purcell (1997), clones mantidos em criacdo por um
longo periodo apresentam maiores chances de perda de resisténcia.

Foram individualizadas 60 ninfas de L. pseudobrassicae, de terceiro e quarto instar em
placas com disco foliar, e uma fémea acasalada de D. rapae foi liberada por placa. Cada fémea
ovipositou em seis ninfas de L. pseudobrassicae. Todos os pulgdes, apds receberem a
oviposi¢do, foram mantidos em camara climatica para a observacdo da formagdo de mumias.

Os instares mais avancados foram escolhidos para este experimento para que fosse

possivel obter a prole dos individuos suscetiveis (que perderam a resisténcia) apds serem
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parasitados. Caso o teste fosse feito em ninfas de 2° instar, as suscetiveis formariam mumias
antes de reproduzir. Apds o teste, a prole dos individuos parasitados de B3 foi dividida em “B3
que perderam a resisténcia” e “B3 que continuaram resistentes”, estes mantidos para criagdo em
discos foliares em placas de Petri de 100 mm para serem utilizados em testes moleculares.

Um segundo teste para verificar a perda de resisténcia foi feito a partir 30 pulgdes de
segundo instar do clone resistente (B3) e 30 pulgdes de segundo instar do clone suscetivel (B6)
individualizados em placas de Petri. Uma fémea acasalada de D. rapae foi liberada na placa e
observada em microscopio estereoscopico até que a ninfa recebesse apenas uma oviposicao.
Cada fémea de D. rapae parasitou seis ninfas. Os afideos foram deixados em camara climatica
por trés dias e depois dissecados para verificar a presenca de larvas do parasitoide em seu interior
e a presenca de estruturas de encapsulamento. Os resultados foram apresentados na forma de

porcentagem, e o clone B6 (suscetivel) foi utilizado como tratamento controle.

4.8 Testes moleculares

Andlises moleculares foram realizadas, visando comparar a composicdo de
microrganismos endossimbiontes em clones resistentes e suscetiveis. Foram selecionados quatro
clones obtidos na sele¢do inicial (B2, B3, B6 e B7).

A subunidade ribossomal 16S é um gene conservador utilizado comumente para
caracterizacdo filogenética de bactérias simbiontes de insetos (FUKATSU et al 2000; DARBY et
al. 2001). O sequenciamento parcial ou PCR (reacdo em cadeia de polimerase) com primers
especificos sdo utilizados para marcacdo de taxons especificos (Screening the bacterial symbiotic
community).

Foram realizadas duas extracoes de DNA. A primeira extracdo foi realizada com Soil
DNA Isolation Kit (Norgen Biotek), utilizando seis, doze e sessenta e seis pulgdes dos quatro
clones (B3, B7, B2 e B6). Na segunda extragdo de DNA, foram utilizados os afideos do clone B3
resistentes e do clone B3 que perdeu a resisténcia apds criagdo em laboratdrio por cinco meses
(segundo resultados do experimento anterior). Foi utilizado DNeasy® Blood and Tissue Kit, de
um e de doze individuos, seguindo metodologia de Ferrari et al. (2012).

Foi realizado um PCR para caracterizacdo da regido de 16S, para comprovar a presenga

de bactérias nas amostras de DNA extraidos. A mistura para os PCRs da primeira extracao foram
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5 uL de tampao, 3 uL de Mg, 10 uL de dNTP, 2,5 uL de cada primer, 0,4 uL. de Taq e 2,0 uLL de
DNA. Para os PCRs feitos a partir da segunda extracdo foi utilizado BioMix Red 12,5 uL, 1 uL
de DNA e 11,1 pL de dgua.

Foi testada a presenga do endosimbionte obrigatdrio Buchnera, segundo metodologia de
Tsuchida et al. (2002), visando comprovar a presenca de endobactérias simbiontes nas amostras
de DNA extraidos. Também foi verificada a presenca das trés espécies de bactérias
endossimbiontes secunddrias promotoras de resisténcia em pulgdes, H. defensa, R. insecticola e
S. symbiotica, e de grupos de bactérias comumente encontrados em afideos, X-type, Rickettsia e

Spiroplasma, segundo metodologia de Ferrari et al. (2012) (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncias de primers utilizados para PCR

Bactéria Sequéncia de Primer

Buchnera Forward: Buch16S1F GAGCTTGCTCTCTTTGTCGGCAA
Reverse: Buch16S1R CTTCTGCGGGTAACGTCACGAA

v-Proteobacteria Forward: 10F 5'-AGT TTG ATC ATG GCT CAG ATT G-3'
(excluding Buchnera) Reverse: 35R 5'-CCT TCA TCG CCT CTG ACT GC-3'

Hamiltonella defensa Forward: 10F
Reverse: T419R: 5'-AAA TGG TAT TCG CAT TTA TCG-3'

Regiella insecticola Forward: 10F
Reverse U443R: 5-GGT AAC GTC AAT CGA TAA GCA-3'

Serratia symbiotica Forward: 10F

Reverse R443R: 5'-CTT CTG CGA GTA ACG TCA ATG-3'
X-type Forward: 10F

Reverse: 5'-GCA ACA CTC TTT GCA TTG CT-3'

Rickettsia Forward: 16SA1 5'-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3'
Reverse: 5'-TTT GAA AGC AAT TCC GAG GT-3'

Spiroplasma Forward: 16SA1
Reverse: 5'-ATC ATC AAC CCT GCC TTT GG-3'
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S RESULTADOS

5.1 Seleciio de clones resistente e suscetiveis

No teste para a selecdo de clones resistentes e suscetiveis, o clone B3, considerado
resistente na sele¢do inicial, apresentou a maior propor¢ao de individuos que viraram adultos (F
= 42,60; p = 0,0000; DMS = 0,21) que reproduziram (F = 66,52; p = 0,0000; DMS = 0,18), a
menor propor¢do de parasitismo (F = 43,38; p = 0,0000; DMS = 0,18) e de individuos que
apresentaram sintomas de parasitismo (F = 80,61; p = 0,0000; DMS = 0,15), confirmando a
condicdo de resistente. Ja os clones B6 e B7 ndo apresentaram diferenca entre si para os aspectos
avaliados e foram diferentes do clone B3 em todos os quesitos, sendo considerados suscetiveis.
O clone B2 apresentou posi¢cdo intermedidria, quando comparados aos clones suscetiveis B6 e
B7 e ao resistente B3. A mortalidade das ninfas antes do teste ser concluido foi semelhante

dentre os quatro clones (Tabela 1).

Tabela 1: Propor¢ao (média + erro padrdo) de quatro clones de Lipaphis pseudobrassicae (n =
10 repeti¢des, cada repeti¢ao foi formada por seis pulgdes) parasitados por Diaeretiella rapae no
segundo instar, que atingiram a fase adulta, reproduziram-se, transformaram-se em mumias
(parasitismo), que apresentaram sintoma de parasitismo (pulgdes mumificados + pulgdes que nédo

atingiram a fase adulta) e que morreram antes da conclusdo do experimento.

Sintomas de

Clones Adultos Reproduziram Parasitismo parasitismo Mortalidade

B6 0,05 £0,020c 0,00 £ 0,000 c 0,67 £0,053 a 0,68 +0,041 a 0,20 +£0,055 a
B7 0,08 £0,037¢c 0,02+£0,017 bc 0,60 +0,061 ab 0,70 £0,042 a 0,20 £ 0,062 a
B2 0,33 +0,070b 0,18 £0,055b 0,47+ 0,042 b 0,47 +£0,042b 0,22+ 0,042 a
B3 0,80 £0,067a 0,77 £0,067 a 0,00 £ 0,000 ¢ 0,00 £ 0,000 c 0,27+ 0,068 a

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5% de significincia).
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5.2 Efeito do superparasitismo na resisténcia

Nao houve diferenca na proporc¢io de individuos do clone B3 de L. pseudobrassicae que
chegaram a fase adulta (F = 0,79; p = 0,3860), que reproduziram (F = 1,05; p = 0,3196) e que
mumificaram (F = 1,00; p = 0,3306) ap6s serem parasitados por D. rapae uma ou trés vezes. No
entanto, houve a formag¢do de uma mumia de L. pseudobrassicae, entre os 60 individuos que
receberam uma oviposicdo de D. rapae. Esta mumificacdo € um indicativo da perda da
resisténcia na progénie. Desta forma, ndo foi observada quebra de resisténcia pelo aumento no
nimero de oviposi¢des. Entretanto, o nimero de pulgdes que apresentaram sintoma de
parasitismo foi maior, quando L. pseudobrassicae recebeu trés oviposicdes (F = 10,29; p =
0,0049; DMS = 0,13). O aumento do ndmero de oviposi¢des ndo elevou o nimero de individuos

mortos antes da conclusdo do experimento (Tabela 2).

Tabela 2: Propor¢cdao (média + erro padrdo) de individuos do clone resistente B3 de Lipaphis
pseudobrassicae (n = 10 repeti¢Oes, cada repeticao foi formada por seis pulgdes) que atingiram a
fase adulta, reproduziram-se, transformaram-se em mumias (parasitismo), que apresentaram
sintoma de parasitismo (pulgdes mumificados + pulgdes que ndo atingiram a fase adulta) e que
morreram antes da conclusdo do experimento, apds serem parasitados uma ou trés vezes por

Diaeretiella rapae.

N° de Sintoma de
Adultos Reproduziram Parasitismo Mortalidade
Oviposicoes parasitismo
Uma 0,67 +0,061a 0,58 £0,075a 0,02 +0,017 a 0,08 £0,028b  0,32+0,052a
Trés 0,75+0,071a 0,47 +£0,085a 0,00 + 0,000 a 0,28+0,055a  0,27+0,071 a

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (5% de significancia).

Ap6s as dissecacgdes, foram encontradas larvas vivas do parasitoide nos 12 individuos do
clone suscetivel B6. Para os 20 individuos dissecados do clone resistente B3 foram encontrados
larvas mortas em quatro pulgdes e uma larva viva de D. rapae em um individuo. Nenhuma

estrutura de encapsulamento foi encontrada no interior dos pulgdes dissecados.
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5.3 Perda da resisténcia na progénie

Dos 60 pulgdes parasitados por D. rapae, sete morreram antes do término das avaliagdes
e quatro mumificaram, configurando uma porcentagem de parasitismo de 6,7%, o que
demonstrou a perda de resisténcia em individuos da progénie.

Na dissecacdo dos pulgdes parasitados, trés dias apds a oviposicdo de D. rapae, foi
observado que dois individuos do clone B3 apresentavam larva do parasitoide em seu interior
(6,7% de parasitismo), confirmando a perda da resisténcia na prole. Ja no biétipo suscetivel B6
foram encontrados 26 pulgdes com larva (86,7% de parasitismo). Nenhuma estrutura de

encapsulamento foi encontrada no interior dos pulgdes dissecados.

5.4 Testes moleculares

O teste molecular inicial comprovou a presengca de DNA bacteriano, por meio da
presenga do gene 16S, nos clones B2, B3, B6 e B7, utilizando a extracdo de DNA pelo Soil DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek). A presenca de Buchnera, endossimbionte obrigatério também foi
confirmada nos clones B3 e B6. Entretanto, nenhum dos endossimbiontes secundarios foi
detectado. Além disso, ndo foi verificada diferenca na composi¢ao dos endossimbiontes do clone

“B3 resistente” e do clone “B3 que perdeu a resisténcia”, a qual poderia justificar a resisténcia.
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6 DISCUSSAO

Uma populacdo de pulgdes é formada majoritariamente de clones suscetiveis e uma
variedade de clones com diferentes graus de resisténcia aos parasitoides (HENTER; VIA 1995;
FERRARI et al. 2001; VON BURG et al. 2008). Os resultados em campo (HUBAIDE, 2011) e
em laboratério (OLIVEIRA et al. 2013) sugerem que a populacdo de L. pseudobrassicae em
Uberlandia seja formada por maioria de clones resistentes. Apesar de ter sido um teste
preliminar, mais de 90% dos clones analisados na selecdo inicial foram resistentes a D. rapae.
Esses resultados indicam um alto grau de individuos resistentes e sugere que o controle biolégico
de L. pseudobrassicae com D. rapae seja prejudicado pela prevaléncia de clones resistentes ao
parasitoide.

Oliveira et al. (2013) verificaram a existéncia de resisténcia fisiolégica em D. rapae,
porém, os autores utilizaram como controle as espécies de pulgdes M. persicae e Brevicoryne
brassicae L., as quais sdo suscetiveis ao parasitoide. Dessa forma, havia a divida se realmente se
tratava de resisténcia ou se havia alguma incompatibilidade fisioldgica entre os hospedeiros e o
parasitoide (STARY 1989; LE RALEC et al. 2011). Neste estudo, pela primeira vez, foram
separados clones resistentes e suscetiveis de L. pseudobrassicae, e foi possivel confirmar a
existéncia de resisténcia fisioldgica nesta espécie de pulgio.

A auséncia de estruturas do parasitoide encapsuladas no interior dos pulgdes indica que a
causa da resisténcia de L. pseudobrassicae a D. rapae nao foi pela defesa celular. O
encapsulamento de parasitoides resulta na formagdo de uma estrutura melanizada, escura e dura
no interior do hospedeiro (CARVER; SULLIVAN, 1988), o que ndo foi observado em L.
pseudobrassicae resistentes. Esses resultados confirmam as observacdes de Oliveira et al.
(2013), que relatam que a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae estd relacionada a
inviabilizacdo e desaparecimento dos ovos do parasitoide. Henter e Via (1995) foram os
primeiros a observar que em pulgdes resistentes os ovos ndo se desenvolvem, posteriormente,
esse mecanismo foi associado, por OLIVER et al. (2003), aos pulgdes resistentes pela associacio
a bactérias endossimbiontes secundérias.

Em parasitoides solitdrios, como D. rapae, o superparasitismo se refere ao
comportamento de oviposi¢do da fémea do parasitoide que deposita seus ovos em hospedeiros ja

parasitados, por ele mesmo ou por um parasitoide de mesma espécie. Quando o nimero de
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afideos € inferior a capacidade de oviposicdo da fémea do parasitoide, é vantajoso que ela
deposite mais do que um ovo por hospedeiro, aumentando a chance de sobrevivéncia de pelo
menos um ovo (GODFRAY, 1994). O parasitoide D. rapae superparasita seus hospedeiros,
quando tem repetidos encontros com o mesmo individuo e quando o nimero de hospedeiros é
limitado, e um hospedeiro superparasitado pode carregar de duas a cinco larvas do parasitoide D.
rapae (KANT et al., 2011).

Maior propor¢do de ninfas de L. pseudobrassicae que apresentaram sintomas de
parasitismo foi observada dentre as que receberam trés oviposi¢des, indicando maior deposi¢io
do veneno do parasitoide nesses individuos do que para aqueles com uma oviposicdo de D.
rapae. O veneno injetado pelos parasitoides de pulgdes, junto com os ovos, é capaz de reduzir
drasticamente a fecundidade dos pulgdes que sobrevivem ao parasitismo (DIGILIO et al., 1998;
DIGILIO et al.,, 2000). A maior parte dos pulgdes parasitados no segundo instar e que
sobrevivem ndo se reproduz, muitos nem sequer atingem a fase adulta e se mantém com aspecto
globoso e com volume maior que os pulgdes ndo parasitados (STEENIS; EL-KHAWASS, 1995;
SAMPAIO et al., 2007). No entanto, grande parte dos pulgdes resistentes ndo apresentam esses
sintomas e, embora tenha reducio de 40% de sua fecundidade, a maior parte (83%) consegue se
reproduzir mesmo apds ser parasitado (OLIVEIRA et al., 2013). Dessa forma, o
superparasitismo contribuiu para aumentar a propor¢do de L. pseudobrassicae resistente que
apresentaram alteragdes decorrentes do parasitismo.

O superparasitismo acontece no campo em condicdes de recursos limitados
(MACKAUER, 1990). Tendo dois ou mais ovos no hospedeiro, eleva-se a probabilidade da
progénie crescer e de suprimir o sistema de defesa do hospedeiro (MACKAUER; CHAU, 2001).
Assim sendo, o superparasitismo € importante em casos em que o hospedeiro consegue
encapsular os ovos do parasitoide, pois a chance de sucesso no desenvolvimento do parasitoide
aumenta (VAN ALPHEN; VISSER, 1990; HEGAZI; KHAFAGI, 2005). Caso a resisténcia de L.
pseudobrassicae a D. rapae fosse celular, seria esperado um aumento na viabilidade dos
parasitoides em superparasitismo, o que ndo ocorreu em L. pseudobrassicae. Por outro lado, em
pulgdes resistentes, por associacdo com bactérias simbiontes, 0 superparasitismo ndo aumenta a
viabilidade dos parasitoides (VORBURGER et al. 2010).

Além disso, a defesa celular € wuma caracteristica genética do hospedeiro

(KRAAIJEVELD et al., 1998). A perda da resisténcia em individuos do mesmo clone,
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praticamente definiu que L. pseudobrassicae apresenta resisténcia fisioldgica a D. rapae causada
por uma caracteristica ndo genética. Os afideos por se reproduzirem por partenogénese telitoca
sdo clones, dessa forma, se a causa da resisténcia fosse genética todos os individuos originados
de um mesmo afideo deveriam se comportar da mesma maneira e a resisténcia se manteria em
todos os individuos de um mesmo clone.

O teste de perda de resisténcia verificou que a causa da resisténcia ndo foi transferida a
todos os individuos da prole. Isso ocorre quando existe associacdo com endobactérias simbiontes
facultativas. J4 foi demonstrado que as bactérias acessoOrias associadas aos afideos podem ser
adquiridas pela transmissdo horizontal, por meio de parasitoides, pela ingestdo de seiva da planta
(SANDSTROM et al., 2001) ou até mesmo por meio da transmissdo artificial (CHEN;
PURCELL, 1997). Uma vez adquiridos, esses simbiontes facultativos sdo transmitidos, via
ovérios, da mae para seus filhos (transmissdo vertical), entretanto, essa transmissdao nao ¢é
perfeita. Por exemplo, os mais altos percentuais de perda dos simbiontes na prole foram
encontrados por Chen e Purcell (1997), os quais relataram niveis de perda na transmissdo
maternal de aproximadamente 20% para os seus descendentes. Embora Darby e Douglas (2003)
e Moran e Dunbar (2006) tenham observado elevada constincia na transmissdo vertical de
endossimbiontes facultativos, observaram perda de transmissio (menor que 2% e zero,
respectivamente), de acordo com Oliver et al. (2009), a dindmica dessa comunidade microbiana,
através das geracdes dos afideos, vai depender dos efeitos que a bactéria causa na sobrevivéncia
e na reproducdo dos hospedeiros, dos padrdes de transmissdo maternal e horizontal e da
competicdo entre os tipos de endossimbiontes. A variabilidade dessa associacdo sugere uma
relagdo bastante instdvel entre A. pisum e os simbiontes secundarios (CHEN; PURCELL, 1997;
FUKATSU et al. 2000), o que € bem contrastante com a relagdo estdvel entre os afideos e o
simbionte obrigatério Buchnera (MORAN et al., 1993; CLARK et al. 2000).

A confirmacdo da presenca de simbiontes nos individuos resistentes e que ndo estdo
presentes em individuos suscetiveis de um mesmo clone traria a confirmacdo que faltava para a
causa da resisténcia ser em funcdo de simbiontes. Contudo, nos testes moleculares ndo foi
possivel observar diferengca na composi¢do de microrganismos entre os individuos resistentes e
suscetiveis de um mesmo clone de L. pseudobrassicae. Embora nido tenha sido possivel
identificar um microrganismo responsavel por promover a resisténcia de L. pseudobrassicae a D.

rapae, os testes bioldgicos, principalmente pela perda de resisténcia na prole de pulgdes
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resistentes, evidencia que a resisténcia em L. pseudobrassicae é causada por associagdo com

endossimbiontes secundarios.
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7 CONCLUSOES

Devido a auséncia de estruturas de encapsulamento dos parasitoides no interior dos
pulgdes resistentes, por ndo ter havido diminuicdo da resisténcia em condi¢cdes de
superparasitismo e, principalmente, pela perda da resisténcia na prole de individuos
partenogenéticos, foi possivel concluir que a causa da resisténcia de L. pseudobrassicae ao

parasitoide D. rapae é devido a presenga de endossimbiontes secunddrios.
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CAPITULO 3

A presenca de Lipaphis pseudobrassicae resistente ao parasitoide Diaeretiella rapae pode

afetar o parasitismo de Myzus persicae por resisténcia indireta?

1 RESUMO

Os pulgdes Lipaphis pseudobrassicae (Davis) e Myzus persicae (Sulzer) sdo pragas importantes
das bréssicas que causam vdrios danos as culturas. O baixo parasitismo de L. pseudobrassicae,
em condicdes de campo, estd relacionado a resisténcia contra o parasitoide Diaeretiella rapae
(Mclntosh) e variagdes na susceptibilidade ou na resisténcia de hospedeiros a inimigos naturais
podem impactar de diferentes formas a interacdo de populacdes de afideos. Este trabalho teve
como objetivo verificar se o parasitismo de M. persicae € alterado na presenca de L.
pseudobrassicae resistente. O experimento foi conduzido em plantas de couve, cobertas com
gaiolas de tela antiafidica e em casa-de-vegetacio (temperatura média de 28°C). Cada planta foi
infestada com 30 M. persicae e 30 L. pseudobrassicae resistentes ou suscetiveis ao parasitoide
D. rapae. Duas fémeas de D. rapae foram liberadas por gaiola. Vinte e um dias apds a infestagao
das plantas, foi avaliado o nimero de pulgdes vivos e parasitados de cada espécie em trés folhas
de 11 e nove plantas de couve para os tratamentos com L. pseudobrassicae resistente e
suscetivel, respectivamente. O nimero de pulgdes mumificados foi menor na populacdo de L.
pseudobrassicae resistente do que na suscetivel ao parasitoide. Foi observado que o nimero de
L. pseudobrassicae vivos da populagdo resistente ao parasitoide foi maior do que o nimero de
M. persicae. Verificou-se que a presenga de L. pseudobrassicae resistente, no sistema, ndo
alterou o parasitismo de D. rapae em M. persicae. Esses resultados sdo importantes para o
controle biolégico de pulgdes das bréssicas, pois demonstram que D. rapae pode ser utilizado no
controle de M. persicae independente da populacdo de L. pseudobrassicae ser resistente ou
suscetivel ao parasitoide.

Palavras-chave: Competi¢cdo mediada, controle bioldgico, defesa do hospedeiro.
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2 ABSTRACT

Can the presence of Lipaphis pseudobrassicae resistant to the parasitoid Diaeretiella rapae

affect the parasitism of Myzus persicae by indirect resistance?

Aphids Lipaphis pseudobrassicae (Davis) and Myzus persicae (Sulzer) are important pests of
Brassicacea causing severe damage to crops. The low parasitism of L. pseudobrassicae under
field conditions is related to resistance against the parasitoid Diaeretiella rapae (McIntosh) and
variations in susceptibility or resistance to natural enemies can impact the interaction of
herbivore populations in different ways. This study aimed to verify if the parasitism of M.
persicae is changed in the presence of resistant L. pseudobrassicae. The experiment was
conducted on green collard plants, covered with fine net cages (anti aphid net) in green house
(average temperature of 28°C). Each plant was infested with 30 M. persicae and 30 L.
pseudobrassicae resistant or susceptible to the parasitoid D. rapae. Twenty-one days after plant
infestation, the number of parasitized and living aphids of each species was evaluated. Three
leaves of eleven and nine green collard plants for the treatments with L. pseudobrassicae
resistant and susceptible, respectively, were evaluated. The number of mummified aphids was
lower in the population of L. pseudobrassicae resistant than susceptible to the parasitoid. It was
observed that the number of resistant L. pseudobrassicae alive was higher than the number of M.
persicae. We also observed a lower percentage of parasitism in the L. pseudobrassicae resistant
to the parasitoid. It was observed that the presence of L. pseudobrassicae resistant did not change
the parasitism of D. rapae in M. persicae. These results are important for the biological control
of aphids in Brassicacea because they show that D. rapae can be used to control M. persicae
even when the L. pseudobrassicae population is resistant to the parasitoid.

Keywords: Mediate competition, biological control, host defense.
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3 INTRODUCAO

Interagdes que envolvem um recurso compartilhado e limitado podem abranger
individuos de mesma espécie, denominadas competi¢do intraespecifica, ou individuos de
espécies diferentes, designadas competicdo interespecifica (PRICE, 1997). Dentre as formas de
competicdo, a por exploracdo € aquela em que os individuos utilizam os recursos disponiveis e,
assim, privam os competidores de receber os beneficios desses recursos. Por outro lado, a
competi¢do por interferéncia é uma forma mais direta de intervencdo, na qual os individuos
causam danos uns aos outros por meio de contato direto e privam o acesso dos competidores ao
recurso (NICHOLSON, 1954; SCHOENER, 1983; PRICE, 1997).

O resultado da competicdo entre duas espécies pode ser alterado por um predador,
parasita ou patégeno, sendo denominada de competicio mediada por parasitas ou inimigos
naturais. Este tipo de competicao foi definido como a redu¢do da densidade populacional de uma
espécie, quando a populacdo da espécie competidora aumenta a partir da interagdo com uma
terceira espécie de um nivel tréfico mais elevado (HOLT, 1977). A competi¢do mediada por
parasitas e inimigos naturais € bastante comum na natureza e pode ser considerada como um dos
principais tipos de interacdo em sistemas ecoldgicos (PRICE et al., 1986; KAPLAN; DENNO,
2007). Existem vérios casos em que as espécies tém parasitoides em comum, mas o impacto
deste inimigo natural em uma das espécies € maior do que na outra, assim a abundancia ou a
distribuicdo das espécies sdo afetadas pela presenca do parasitoide (BARBEHENN, 1969;
HOLMES, 1982; RICE; WESTOBY, 1982; PRICE, 1997). Uma das espécies pode ser menos
afetada pelo parasitoide por possuir maior potencial de crescimento populacional, por exemplo,
suportando uma maior popula¢do do inimigo natural e tornando-o mais abundante. Este aumento
na populacdo do parasitoide pode gerar um impacto maior em uma segunda espécie de
hospedeiro, do que o esperado na auséncia da espécie competidora de maior potencial de
crescimento populacional (PRICE et al., 1986; BLUMBERG, 1997; ASGARI et al. 1998).

A teoria do forrageamento Otimo preconiza que os parasitoides ovipositem mais em
individuos de maior qualidade para o desenvolvimento de sua prole (EMLEN, 1966;
MACARTHUR; PIANKA,1966; MACARTHUR; WILSON,1967). No caso dos parasitoides
afidiineos (Braconidae: Aphidiinae), os quais parasitam pulgdes, iSso nem sempre ocorre,

havendo, as vezes, maior nimero de oviposicdes em hospedeiros de menor qualidade
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(SAMPAIO et al., 2008). Esses parasitoides chegam a ovipositar até em hospedeiros em que nao
ha desenvolvimento de sua prole (STARY, 1989; SAMPAIO et al., 2008). Em funcdo disso,
clones resistentes sdo parasitados com mesma frequéncia que clones suscetiveis, pois 0s
parasitoides ndo reconhecem esses hospedeiros ndo adequados ao desenvolvimento de suas
formas jovens (OLIVEIRA et al., 2013, OLIVER et al., 2003; FERRARI et al. 2001). Como
resultado, a populacdo do parasitoide pode ser reduzida pela presenca de uma espécie que
apresenta algum mecanismo de resisténcia ao parasitoide. Dessa forma, na presenca de
competidores resistentes, espécies de pulgdes suscetiveis podem ser beneficiadas por uma
resisténcia indireta, ji que a resisténcia de seu competidor pode reduzir a populacdo do
parasitoide (POPE et al., 2002). Esse pressuposto pode trazer consequéncias sérias para o
controle biolégico de pragas que utilizam uma mesma planta cultivada e compartilham o mesmo
parasitoide.

Os pulgdes Lipaphis pseudobrassicae (Davis) e Myzus persicae (Sulzer) sdo pragas
importantes das brdssicas, de ocorréncia mundial e que causam danos significativos as culturas
(BLACKMAN; EASTOP, 2007). Estudos revelam que a populacdo de L. pseudobrassicae de
Uberlandia apresenta individuos resistentes ao principal parasitoide presente em brdssicas na
regido, Diaeretiella rapae (Mclntosh). Esses estudos indicam que os individuos resistentes sao
maioria na populacdo local desse afideo, o que torna a a¢do de D. rapae ineficiente no controle
de L. pseudobrassicae (HUBAIDE 2011; OLIVEIRA et al., 2013; Capitulo 2). Por outro lado, o
parasitoide D. rapae vem sendo apontado como um dos principais inimigos naturais de M.
persicae, com altas taxas de parasitismo em laboratério (SILVA et al., 2011) e controlando este
afideo em condigdes de campo e casa-de-vegetacio (HUBAIDE, 2011).

Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo verificar se a presenga de L.
pseudobrassicae — resistente ao parasitoide D. rapae — pode afetar negativamente o parasitismo

de M. persicae, visando trazer subsidios para o controle biolégico dessas espécies de pulgdes.

53



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produciao de mudas e local de conduc¢ao do experimento

As mudas de couve variedade Manteiga da Geoérgia foram cultivadas em casa de
vegetagdo do Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Foram utilizadas
bandejas de isopor com 128 células, preenchidas com substrato organico. Em cada célula foram
semeadas duas sementes de couve e, quando as plantas apresentavam um par de folhas
definitivas, realizou-se o transplantio para vasos de pldsticos contendo substrato organico. As
plantas destinadas a criacdo de pulgdes e parasitoides foram mantidas em vasos plésticos de 3,0
litros e as plantas destinadas ao experimento foram transplantadas para vasos pldsticos de 14,5
litros. As plantas foram submetidas a irrigacdo didria e as mudas foram monitoradas para evitar a
ocorréncia de possiveis pragas. Para a criacdo dos afideos, folhas foram destacadas das plantas
produzidas para criacdo e levadas ao laboratério para a obtencdo de discos foliares para a
confeccdo de placas de Petri com solucdo de dgar (ver item 4.2). J4 para as plantas utilizadas no
experimento, trinta dias apds o transplantio, foi acoplado ao vaso uma gaiola feita de tela
antiafidica (Figura 1). As plantas foram utilizadas no experimento 35 dias apds o transplante e
apresentavam seis folhas definitivas. O experimento foi conduzido na casa de vegetagdo entre os
dias 10 de novembro e primeiro de dezembro de 2012, com temperatura média de 28°C, média

das minimas de 19°C e média das maximas de 37°C.
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Figura 1: Plantas de couve utilizadas em experimento da influéncia de Lipaphis pseudobrassicae
resistente a Diaeretiella rapae no parasitismo de Myzus persicae. A - Detalhe da gaiola utilizada
para conducdo do experimento. B - Visdo geral do experimento. Uberlandia, 10 de novembro a

primeiro de dezembro de 2012.

4.2 Obtencio e criacao dos afideos

Os afideos foram obtidos de criagdes do Laboratorio de Entomologia - Controle
bioldgico. Foram utilizados pulgdes resistentes aos parasitoides D. rapae e pulgdes suscetiveis,
pois perderam a resisténcia durante o seu desenvolvimento embriondrio, ambos do clone B3
(Capitulo 2). Os pulgdes da espécie M. persicae foram coletados na casa de vegetacdo do
Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia. Os afideos foram mantidos em
discos foliares de couve posicionados sobre uma solu¢do de dgar/dgua a 1% em placas de Petri
(10 cm de diametro). As placas com os pulgdes foram acondicionadas em camara climdtica
(23°C, 12 h de fotofase, 50 = 55% de umidade). Os discos foliares foram trocados de quatro em
quatro dias e foram mantidas 30 placas de M. persicae, 15 de L. pseudobrassicae resistente e 15
de L. pseudobrassicae suscetivel ao parasitoide, em colOnias de aproximadamente 50 individuos
de vdrios instares. Os pulgdes M. persicae de duas dessas placas de Petri foram utilizadas para a

criacdo de D. rapae e os demais insetos foram utilizados no experimento.
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4.3 Obtencio e criacao dos parasitoides

Os parasitoides foram obtidos de mumias de Brevicoryne brassicae L. coletadas em
plantio comercial de couve na Fazenda Experimental do Gléria da Universidade Federal de
Uberlandia. As mdmias foram levadas ao laboratério, individualizadas em tubos eppendorfs e
mantidas em temperatura controlada de 23°C e fotofase de 12 horas. Assim que emergiam, 0s
parasitoides foram alimentados com mel 50% e dgua e colocados para acasalar. Em duas placas
contendo colonias de aproximadamente 50 individuos de M. persicae foram liberadas duas
fémeas acasaladas por placa e mantidas por 24 horas. Apds esse periodo, as fémeas foram
retiradas e os pulgdes parasitados mantidos em camara climatica a 23°C 50-55 UR% e fotofase
de 12 horas. Apds oito dias os afideos ja mumificados foram individualizados em eppendorfs e,
apOs a emergencia, os parasitoides foram alimentados. Vinte e quatro horas apds a emergéncia,
os insetos foram acasalados. Um mesmo macho foi utilizado para acasalar trés fémeas. Sabe-se
que o macho que acasala por multiplas vezes tende a reduzir a transferéncia de esperma e isso
diminui o nimero de ovos fertilizados, reduzindo o nimero de fémeas na progénie. Entretanto,
para D. rapae a perda de esperma nos macho ndo ocorre antes da terceira copula (KANT et al,
2012). Apés a observagdo do acasalamento, os machos foram retirados dos tubos e as fémeas

utilizadas no experimento.

4.4 Montagem e conducao do experimento

No primeiro dia da montagem do experimento, as colOnias de afideos das placas de Petri
foram reduzidas para que permanecessem com 30 individuos de vérios instares. O disco foliar,
contendo os afideos, foi retirado da placa e colocado em uma planta que estava coberta pela
gaiola de tela antiafidica. Cada planta recebeu um disco foliar contendo 30 L. pseudobrassicae
resistente ou 30 suscetiveis e um disco foliar com 30 M. persicae, totalizando 60 pulgdes por
planta. Ambas as espécies de pulgdes sdo encontradas em folhas totalmente desenvolvidas, na
regido mediana ou inferior da planta (CIVIDANES; SOUZA, 2004; HUBAIDE, 2011) e, por
i1sso, os discos foliares contendo os pulgdes foram posicionados em folhas totalmente
desenvolvidas dessas regides das plantas. Os discos foram deixados por 24 h para que os pulgdes
se transferissem para a planta e, apds esse periodo, os discos foram retirados e os pulgdes foram

mantidos nas plantas por mais 24 h para, ento, ser realizada a liberagdo dos parasitoides.
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A liberacdo dos parasitoides ocorreu da seguinte forma: duas fémeas foram liberadas por
gaiola, uma no terceiro e a outra no quarto dia da montagem do experimento, ambas foram
liberadas no final do dia (hordrio com temperatura mais amena) para facilitar a aclimatagdo do
parasitoide. As fémeas foram deixadas nas gaiolas até a sua morte natural.

Foram realizadas observacdes didrias, visando acompanhar o desenvolvimento dos
parasitoides nas plantas no interior das gaiolas e, assim, determinar o tempo de duracdo do
experimento. As primeiras mimias foram formadas aos sete dias, e os primeiros adultos da
geracdo F1 emergiram aos dez dias, apds a liberacdo da primeira fémea de D. rapae. Dessa
forma, as mumias da geragdo F2 de D. rapae comecaram a ser formadas 17 dias apds a liberacio
da primeira fémea do parasitoide. No vigésimo primeiro dia da montagem do experimento (19
dias apos a liberacdo da primeira f€mea de D. rapae), as plantas foram levadas para o laboratério
para as avaliagdes, tempo suficiente para a formac¢do completa das mumias da geracdo F2,
porém, menor do que o necessdrio para a formacao das mimias da gera¢do F3 dos parasitoides.
Foi avaliado, sob microscépio estereoscépico, o nimero de pulgdes vivos e parasitados de trés

folhas completamente desenvolvidas da regido mediana de cada planta de couve.

4.5 Analise dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com nove
repeticdes para os tratamentos com L. pseudobrassicae resistentes; e onze repeticdes para 0s
tratamentos com L. pseudobrassicae suscetiveis. Inicialmente, foram formadas dez e doze
repeticdes para os tratamentos com L. pseudobrassicae resistentes e suscetiveis, respectivamente.
Porém, as plantas de duas gaiolas, uma de cada tratamento, foram perdidas devido a grande
populagdo de afideos e ndo foram utilizadas nas andlises. Para a comparacdo da populagdo de
pulgdes vivos e do nimero de pulgdes mumificados dentro de cada espécie de afideo, foram
adotados dois tratamentos (M. persicae na presenca de L. pseudobrassicae resistentes € M.
persicae na presenga de L. pseudobrassicae suscetiveis). Para a comparagdo entre as populagdes
de pulgbes vivos e as porcentagens de parasitismo entre as espécies, foram adotados quatro
tratamentos (M. persicae na presenca de L. pseudobrassicae resistentes; M. persicae na presenca
de L. pseudobrassicae suscetiveis; L. pseudobrassicae resistentes na presenca de M. persicae e
L. pseudobrassicae suscetiveis na presenca de M. persicae). Nas andlises, foram utilizados os

nimeros médios de pulgdes por folha.
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Para avaliar a normalidade dos residuos, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk (p = 0,01),
e para a homogeneidade das variancias, o teste de Levene (p = 0,05). Como os dados ndo
apresentaram normalidade dos residuos foram transformados, segundo Pimentel-Gomes (2000),
para nova avaliacdo pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Nas comparacdes dentro de cada
espécie, os numeros de pulgdes vivos e mumificados foram transformados para a sua raiz. Foi
realizada andlise de variancia e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste F a
5% de probabilidade. Para a comparacdo entre as espécies o nimero de pulgdes vivos foi
transformado para sua raiz e a porcentagem de parasitismo foi transformada para arcoseno da sua

raiz. Foi realizada andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5%

de probabilidade.
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S RESULTADOS

Ap6s 21 dias da liberagdo dos afideos, as plantas estavam totalmente infestadas pelos
pulgdes das duas espécies. Quando foram feitas comparacdes dentro das espécies de pulgdes,
nao houve diferenca no nimero de L. pseudobrassicae vivos entre as populacdes deste afideo
resistente e suscetivel ao parasitoide D. rapae (F = 0,03; p > 0,05), 0 mesmo foi observado para
o numero de M. persicae vivos nas populacdes deste afideo que se desenvolveram em associagao
com as populacdes de L. pseudobrassicae resistente e suscetivel (F = 0,20; p > 0,05). No entanto,
o numero de pulgdes mumificados foi menor na populagdo de L. pseudobrassicae resistente do
que na suscetivel ao parasitoide (F = 9,56; p < 0,05) (Tabela 1). J4 o nimero de M. persicae
mumificados ndo foi diferente (F = 0,08; p > 0,05) quando este afideo se desenvolveu em

associagcdo com L. pseudobrassicae resistente ou suscetivel a D. rapae (Tabela 1).

Tabela 1: Numero (média + erro padrio por folha de couve) de pulgdes vivos e mumificados em
colonias de Myzus persicae em associacdo com Lipaphis pseudobrassicae resistentes ou
suscetiveis ao parasitoide Diaeretiella rapae. Uberlandia, 10 de novembro a primeiro de
dezembro de 2012, temperatura média de 28 °C.

el . L. pseudobrassicae L. pseudobrassicae
Variaveis . . , .
resistente + M. persicae suscetivel +M. persicae
L. pseudobrassicae vivo 376,6 +74,93 a 279,9 +53,99 a
M. persicae vivo 163,3+4336a 200,2 £ 66,95 a
L. pseudobrassicae mumificado 38,4+22,13b 71,2+1295a
M. persicae mumificado 49,7 + 12,66 a 60,8 +9,97 a

* Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F (5% de significancia).

Quando foi realizada comparacio entre as espécies, foi observado que o nimero de L.
pseudobrassicae vivos da populagdo resistente ao parasitoide foi maior do que o nimero de M.
persicae (F = 2,20; p < 0,05). J4 a populacdo de L. pseudobrassicae suscetivel a D. rapae nao
diferiu das populacdes de M. persicae. Nao foi observada diferenca no niimero de pulgdes vivos
para as populacdes de L. pseudobrassicae resistentes e suscetiveis entre si e para as populagdes
de M. persicae que se desenvolveram com as populagdes de L. pseudobrassicae resistente ou
suscetivel (Tabela 2), seguindo o mesmo padrdo para a andlise comparativa dentro das espécies
(Tabela 1).

A menor porcentagem de parasitismo foi observada para L. pseudobrassicae resistente ao

parasitoide (F = 6,95; p = 0,0008), ja as populacdes de L. pseudobrassicae suscetivel e as
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populacdes de M. persicae ndo apresentaram diferenca entre si para a porcentagem de

parasitismo (Tabela 2).

TABELA 2: Numero (média + erro padrao por folha de couve) de pulgdes vivos e porcentagem
de parasitismo (média + erro padrdo por folha de couve) de Diaeretiella rapae em coldnias de
Myzus persicae em associagdo com Lipaphis pseudobrassicae resistentes ou suscetiveis ao
parasitoide D. rapae. Uberlandia, 10 de novembro a 1° de dezembro de 2012, temperatura média
de 28 °C.

Espécie de pulgao Pulgoes vivos Parasitismo (%)
L. pseudobrassicae resistente com M. persicae 376,6+ 74,93 A 6,6 £0,02B

L. pseudobrassicae suscetivel com M. persicae 279,9 + 53,99 AB 23,3+0,03 A

M. persicae com L. pseudobrassicae resistente 163,3+43,35B 249 +0,05 A

M. persicae com L. pseudobrassicae suscetivel 200,2 + 66,95 B 29.8 +£0,05 A

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Duncan (5% de significancia).
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6 DISCUSSAO

As populagdes de L. pseudobrassicae e M. persicae foram expostas a competicdo por
exploracdo e por interferéncia, ja que ambas tém preferéncia por se alimentar em folhas de couve
nas regides medianas e inferiores da planta (CIVIDANES; SOUZA, 2004; HUBAIDE, 2011).
Como os pulgdes nido tém mecanismos de retirar o competidor dos pontos preferidos de
alimentagdo, a espécie com maior potencial de crescimento populacional e que ocupar primeiro
esses locais terd, provavelmente, vantagem competitiva (CRAWLEY, 1983; SCHOENER, 1983,
DENNO et al., 1995; PETERSEN; HUNTER; 2001). O potencial de crescimento populacional
de L. pseudobrassicae é maior do que M. persicae em plantas de couve (GODOY; CIVIDANES,
2002; CIVIDANES; SOUZA, 2003). Resultados encontrados para populacdes de pulgdes da
mesma regido e em mesma temperatura média em que o presente trabalho foi desenvolvido,
temperatura constante de 28°C, também encontraram maior potencial de crescimento
populacional para L. pseudobrassicae. A taxa liquida de reproducdo (Ro) de M. persicae (Ro =
19,2 + 3,11) foi a metade da encontrada para L. pseudobrassicae (Ro = 40,5 + 4,12). Também, a
taxa intrinseca de crescimento populacional (ry,) de M. persicae (r, = 0,23 = 0,013) foi
significativamente inferior a de L. pseudobrassicae (r,, = 0,27 + 0,010) (SAMPAIO, SOUZA,
ALMEIDA, FERREIRA dados ndo publicados). Desta forma, L. pseudobrassicae tem
caracteristicas de melhor competidor do que com M. persicae em plantas de couve.

Ainda na competi¢do mediada por parasitoides, os insetos que apresentam maior ry,
tendem a suportar uma maior populacdo do parasitoide e obter vantagem competitiva sobre a
espécie com menor potencial de crescimento populacional (HOLT; LAWTON, 1994). O
esperado € que o aumento maior na populacdo de L. pseudobrassicae suscetivel cause aumento
na populacdo de D. rapae. Como a populagdo de M. persicae cresce de forma mais lenta, este
aumento na populacio do parasitoide causa um impacto maior em sua populacdo do que na de L.
pseudobrassicae. Com isso, na competicdo de M. persicae com L. pseudobrassicae suscetivel ao
parasitoide, o esperado seria uma maior populacdo de L. pseudobrassicae. Essa hipétese,
entretanto, nao foi confirmada.

D. rapae oviposita em L. pseudobrassicae € M. persicae em propor¢des iguais quando
ambas as espécies sdo oferecidas simultaneamente ao parasitoide, mesmo que L.

pseudobrassicae seja resistente (OLIVEIRA et al., 2013). Entdo, na competiciao de M. persicae e
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L. pseudobrassicae resistente a D. rapae, o esperado é que o maior potencial de crescimento
populacional de L. pseudobrassicae sirva como um fator de redu¢@o na populacdo do parasitoide,
favorecendo a espécie competidora M. persicae por resisténcia indireta. A presenca de uma
espécie ndo suscetivel pode diminuir a capacidade de busca do parasitoide, por exemplo, o
parasitoide Aphidius ervi Haliday ndo oviposita em Therioaphis maculata (Buckton), contudo, a
presenca deste pulgdo reduziu a capacidade de forrageamento deste parasitoide pelo hospedeiro
adequado Acyrthosiphon pisum (Harris), reduzindo a populacdo do parasitoide (MEISNER et al.,
2007). Um maior efeito na reducdo da populagdo do parasitoide é esperado no caso do L.
pseudobrassicae resistente, pois, além de esperar uma diminui¢do na capacidade de
forrageamento de D. rapae (MEISNER et al., 2007), os pulgdes resistentes ainda impedem o
desenvolvimento dos ovos do parasitoide neles depositados (OLIVEIRA et al., 2013), reduzindo
a populacdo de D. rapae por essas duas maneiras. Embora em L. pseudobrassicae resistente
tenha sido encontrado um nimero menor de pulgdes mumificados e uma menor porcentagem de
parasitismo, ndo houve alteracao no parasitismo de M. persicae.

Em condi¢des de campo, a populacdo de L. pseudobrassicae é formada, provavelmente,
por maioria de individuos resistentes (HUBAIDE, 2011; OLIVEIRA et al., 2013). Assim, a
populacdo desta espécie € mais abundante e com menor parasitismo do que M. persicae
(HUBAIDE, 2011). Os resultados do presente trabalho corroboram com essas observacdes de
campo, ja que a populacdo de L. pseudobrassicae resistente foi maior e o parasitismo menor do
que a de L. pseudobrassicae suscetivel e a de M. persicae. A causa mais provavel de resisténcia
de L. pseudobrassicae a D. rapae € por intera¢do com um microrganismo em simbiose
facultativa, j4 que 6,6% da prole de clones resistentes perde a resisténcia, mesmo em
partenogénese telitoca (CAPITULO 2). Dessa forma, o parasitismo encontrado em L.
pseudobrassicae resistente pode ser explicado pela perda da resisténcia em parte da prole.

Este € o primeiro trabalho que avalia a influéncia da populacdo de um pulgdo resistente
no parasitismo de seu competidor suscetivel. Em alguns casos a presenca de outra espécie de
hospedeiro tende a aumentar a eficiéncia do parasitoide no controle de ambas as espécies
(LANGER; HANCE, 2004), mas, no caso dos pulgdes resistentes, o efeito pode ser contrario.
Independente da presenca de L. pseudobrassicae resistente, o parasitismo de M. persicae por D.

rapae ndo foi alterado. Esses resultados sdo promissores para o controle bioldgico em bréssicas,
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indicando que, mesmo que D. rapae tenha pequeno impacto na redugdo de L. pseudobrassicae,

este parasitoide pode controlar M. persicae.
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7 CONCLUSAO

O parasitismo de D. rapae em M. persicae ndo ¢é alterado pela presenga de L.

pseudobrassicae resistentes ao parasitoide.

64



8 REFERENCIAS

ASGARI, S.; THEOPOLD, U.; WELLBY, C.; SCHMIDT, O. A protein with protective
properties against the cellular defense reactions in insects. Proceedings of the National
Academy of Sciences, Washington, v. 95, n. 7, p. 3690-3695, 1998.

BARBEHENN, K. R. Host-parasite relationships and species diversity in mammals: an
hypothesis. Biotropica, Washington, p. 29-35, 1969.

BERGESON, E.; MESSINA, F. J. Resource-versus enemy-mediated interactions between cereal
aphids (Homoptera: Aphididae) on a common host plant. Annals of the Entomological Society
of America, College Park, v. 90, n. 4, p. 425-432, 1997.

BLACKMAN R.L; EASTOP V.F. Taxonomic Issues. In: van Emden HF, Harrington R, editors.
Aphids as Crop Pests. Cambridge, MA, USA: CAB International. p. 1-30. 2007

BLUMBERG, D. Parasitoid encapsulation as a defense mechanism in the Coccoidea
(Homoptera) and its importance in biological control. Biological control, Orlando, v. 8, n. 3, p.
225-236, 1997.

BUENO, V. H. P.; SAMPAIOQO, M. V. Desenvolvimento e multiplicacido de parasitoides de
pulgdes. Controle biolégico de pragas: producdo massal e controle de qualidade. Editora
UFLA, Lavras, v. 429, p. 117-167, 2009.

CIVIDANES, F. J.; SOUZA, V. P. Exigéncias térmicas e tabelas de vida de fertilidade de Myzus
persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) em laboratério. Neotropical Entomology, Londrina,
v.32,n. 3, p. 413-419, 2003.

CIVIDANES, F. J.; SOUZA, V. P. Distribuicao vertical de pulgdes (Hemiptera: Aphididae) em
couve. Arquivos do Instituto Biolégico, Sdo Paulo, v. 71, p. 254-256, 2004.

CRAWLEY, M. J. Herbivory. The dynamics of animal-plant interactions. Blackwell
Scientific Publications, 437 p., 1983.

DENNO, R. F.; MCCLURE, M. S.; OTT, J. R. Interspecific interactions in phytophagous
insects: competition reexamined and resurrected. Annual review of entomology, Stanford, v.
40, n. 1, p. 297-331, 1995.

DESH, R.; CHAND, L G. Efficiency of endoparasitoid Diaeretiella rapae (M'intosh) on aphid
complex infesting rapeseed in mid hill zone of Himachal Pradesh (India). Journal of

Entomological Research, New Delhi, v. 22, n. 3, p. 245-251, 1998.

EMLEN, J. M. The role of time and energy in food preference. The American Naturalist,
Chicago, p. 611-617, 1966.

65



FERRARI, J.; MULLER, C. B.; KRAAIJEVELD, A. R.; GODFRAY, H. C. J. Clonal variation
and covariation in aphid resistance to parasitoids and a pathogen. Evolution, Chicago, v. 55, n.
9, p. 1805-1814, 2001.

GODOY, K. B.; CIVIDANES, F. J. Tabelas de esperanca de vida e fertilidade para Lipaphis
erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae) em condi¢cdes de laboratério e campo. Neotropical
Entomology, Londrina, v. 31, n. 1, p. 41-48, 2002.

HOLMES, J. C. Impact of infectious disease agents on the population growth and geographical
distribution of animals. Population biology of infectious diseases, Springer-Verlag, Berlin, v.
37,p. 51, 1982.

HOLT, R. D. Predation, apparent competition, and the structure of prey communities.
Theoretical population biology, New York, v. 12, n. 2, p. 197-229, 1977.

HOLT, R. D.; LAWTON, J. H. The ecological consequences of shared natural enemies. Annual
review of Ecology and Systematics, Palo Alto, v. 25, p. 495-520, 1994.

HUBAIDE, J. E. A. Distribuicao na planta, fatores climéaticos e parasitismo na dinimica
populacional de pulgoes (Hemiptera: Aphididae) em couve. 2011, 52 p. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia) — Instituto de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, 2011.

JEON, H.Y. KIM H.; LEE Y.; CHANG Y.; YIEM M. Biological control of the turnip aphid
(Lipaphis erysimi K.) using the braconid wasp (Diaeretiella rapae M.). Korean Journal of
Horticultural Science & Technology. Seul, v.23, n.3, p.337-341, 2005.

KANT, R.; MINOR, M. A.; TREWICK, S. A. Fitness gain in a koinobiont parasitoid
Diaeretiella rapae (Hymenoptera: Aphidiidae) by parasitising hosts of different ages. Journal of
Asia-Pacific Entomology, Tokyo, v. 15, n. 1, p. 83-87, 2012.

KAPLAN, L.; DENNO, R. F. Interspecific interactions in phytophagous insects revisited: a
quantitative assessment of competition theory. Ecology Letters, Oxford, v. 10, n. 10, p. 977-994,
2007.

LANGER, A.; HANCE, T. Enhancing parasitism of wheat aphids through apparent competition:
a tool for biological control. Agriculture, ecosystems & environment, Amsterdam, v. 102, n. 2,

p. 205-212, 2004.

MACARTHUR, R. H.; PIANKA, E. R. On optimal use of a patchy environment. The American
Naturalist, Chicago, v. 100, n. 916, p. 603-609, 1966.

MACARTHUR, R. H.; WILSON, E. O. The theory of island biography. Princeton University
Press, New Jersey, v. 1, 201 pp. 1967.

66



MEISNER, M.; HARMON, J. P.; IVES, A. R. Presence of an unsuitable host diminishes the
competitive superiority of an insect parasitoid: a distraction effect. Population Ecology, Tokyo,
v. 49, n. 4, p. 347-355, 2007.

NICHOLSON, A. J. An outline of the dynamics of animal populations. Australian Journal of
Zoology, Victoria, v. 2, n. 1, p. 9-65, 1954.

OLIVEIRA, R. S., SAMPAIO, M. V., FERREIRA, S. E.; RIBEIRO, L. C. M.; TANNUS-
NETO, J. Low parasitism by Diaeretiella rapae (Hym.: Braconidae) of Lipaphis
pseudobrassicae (Hemip.: Aphididae): pre-or post-ovipositional host resistance? Biocontrol
Science and Technology, Oxford, v. 23, n. 1, p. 79-91, 2013.

PETERSEN, M. K.; HUNTER, M. S. Variation in the outcome of competition between two
aphid species on pecan: plants matter more than predators. Oikos, Lund, v. 92, n. 1, p. 107-118,
2001.

POPE, T.; CROXSON, E.; PELL, J. K.; GODFRAY, H. C. J.; MULLER, C. B. Apparent
competition between two species of aphid via the fungal pathogen Erynia neoaphidis and its

interaction with the aphid parasitoid Aphidius ervi. Ecological Entomology, London, v. 27, n. 2,
p- 196-203, 2002.

PRICE, P. W. Insect ecology. New York: John Wiley & Sons, 1997.

PRICE, P. W.; WESTOBY, M.; RICE, B.; ATSATT, P. R.; FRITZ, R. S.; THOMPSON, J. N.;
MOBLEY, K. Parasite mediation in ecological interactions. Annual Review of Ecology and
Systematics, Palo Alto, p. 487-505, 1986.

RICE, B.; WESTOBY, M. Heteroecious rusts as agents of interference competition.
Evolutionary Theory, Chicago, v. 6, p. 43-52, 1982.

SAMPAIO, M. V.;; BUENO, V. H. P.; DE CONTI, B. F. The effect of the quality and size of
host aphid species on the biological characteristics of Aphidius colemani (Hymenoptera:
Braconidae: Aphidiinae). European Journal of Entomology, Branisovska, v. 105, n. 3, p. 489-
494, 2008.

SCHOENER, T. W. Field experiments on interspecific competition. The American naturalist,
Chicago, v. 121, n. 2, p. 240-285, 1983.

SILVA, R. J.; CIVIDANES, F. J.; PEDROSO, E. C.; SALA, S. R. D. Host quality of different
aphid species for rearing Diaeretiella rapae (McIntosh) (Hymenoptera: Braconidae).

Neotropical Entomology, Londrina, v. 40, n.4, p. 477-482, 2011.

STARY, P. Incomplete parasitization in aphids and its role in pest management (Hymenoptera:
Aphidiidae). Acta Entomologica Bohemoslov, Branisovska, v. 86, n. 01, p. 356-367, 1989.

67



