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BIOECOLOGIA COMPARADA DE DUAS LINHAGENS DE Telenomus remus
NIXON (HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) PARASITANDO OVOS DE
Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - A criacdo massal em condi¢des de laboratério afeta a atividade e vigor
dos parasitoides e, consequentemente, o potential como agentes de controle
bioldgico. No Brasil, Telenomus remus foi introduzido em 1986 e obtiveram-se altos
niveis de parasitismo sobre Spodoptera frugiperda em testes de laboratério.
Entretanto, estes niveis ndo foram obtidos em condicbes de campo. Assim, para
ampliar a base genética das linhagens e determinar possiveis diferencas na
atividade e vigor, o presente estudo objetivou: (1) realizar a introdugdo de uma nova
linhagem de T. remus no Brasil, a partir da Venezuela; (2) comparar a biologia das
duas linhagens (uma coletada em culturas de milho e introduzida e outra, criada por
cerca de 600 geracbes em laboratério) por meio da avaliagdo de parametros
reprodutivos e tabela de vida de fecundidade; (3) comparar as respostas funcionais;
(4) avaliar a qualidade das linhagens utilizando-se a atividade de voo e a
emergéncia como critérios. A espécie foi confirmada por taxonomista e foi
confirmada a sua especificidade por S. frugiperda. As duas linhagens demostraram
similaridade genética em padrbes de restricdo para as regides 16S e ITS1, embora a
linhagem importada apresentasse qualidade superior. Os paréametros de
fecundidade demostraram que a linhagem introduzida tem um potencial de aumento
populacional maior e € intrinsecamente mais agressiva. As duas linhagens
apresentaram resposta funcional tipo Ill, com estabilizacao do parasitismo a partir de
200 ovos do hospedeiro. Infere-se que a criacdo em laboratério de T. remus requer
cuidados que limitem a perda do potencial para controle biol6gico. Avaliacdes
subsequentes de qualidade bem como a metodologia atual de criagdo precisam ser
revistas. O presente estudo resultou num importante aporte para auxiliar na
implementacéo de programas de controle biol6gico para a lagarta-do-cartucho.

Palavras-chave: controle biolégico, criacao massal, lagarta-do-cartucho, controle de
qualidade, tabela de vida de fertilidade, resposta funcional.



COMPARATIVE BIOECOLOGY OF TWO Telenomus remus Nixon
(HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) STRAINS PARASITIZING Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Mass rearing in laboratory conditions affects the activity and vigor of
parasitoids and consequently their potential as biological agents. In Brazil,
Telenomus remus was introduced in 1986 and high levels of parasitism on
Spodoptera frugiperda were obtained in laboratory tests. However, these levels were
not obtained in field conditions. Thus, to broaden the genetic bases of laboratory-
maintained strains and to determine possible differences in activity and vigor, this
study aimed to: (1) introduce a new strain of T. remus from Venezuela in Brazil; (2)
compare the biology of two strains of T. remus (one collected in maize fields and
introduced, and the other, maintained by over 600 generations in laboratory
conditions) by evaluating reproductive parameters and fertility life tables, (3)
compare the functional responses; (4) evaluate the quality of the strains using flight
acitivity and emergence as criteria. The introduced species was confirmed by a
taxonomist and their specificity for S. frugiperda was confirmed. Both strains
demonstrated genetic similarity in restriction patterns for the 16S and ITS1 regions,
although the imported strain showed superior quality as biological control agent. The
fertility parameters showed that the introduced strain has a greater potential for
population increase and is inherently more aggressive. The two strains exhibited type
[l functional response, with stabilization of parasitism at 200 host eggs. It is inferred
that the laboratory rearing of T. remus requires efforts to prevent loss of biological
control potential. Further evaluations of quality must be made and the current mass
rearing methodology should be re-designed. This study resulted in an important
contribution that could aid the implementation of biological control programs for fall
armyworm.

Keywords: biological control, mass rearing, fall armyworm, quality control, fertility life
table, functional response.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O controle biolégico surgiu como uma alternativa ao uso dos pesticidas
quimicos, ante a necessidade de manter as pragas em niveis menores daqueles que
causariam danos econémicos e gerar opgdes de controle ecologicamente corretas,
qgue garantam uma producao agricola sustentavel (DeBACH, 1964). Dentre os tipos,
o controle biolégico classico refere-se a introducdo de controladores biol6gicos
(parasitoides, predadores e patdgenos) de um pais para outro. Esse tipo de controle
€ usualmente realizado quando os inimigos naturais de uma regido nao conseguem
manter uma praga (quase sempre exoética) em niveis que ndo causem prejuizos
econdmicos (MORAES; SA; TAMBASCO, 1996). O objetivo deste tipo de controle é
0 estabelecimento do inimigo natural no campo para o posterior aumento da
populacéo e controle eficiente da praga.

Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae) € um parasitoide de
ovos, que foi introduzido nas Américas e no Caribe como parte de programas de
controle biolégico classico para o controle de espécies do género Spodoptera
(CAVE, 2000). Varios estudos tém demonstrado sua alta capacidade de parasitismo
em campo e laboratério, bem como a viabilidade de seu uso em programas de
manejo integrado de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
na cultura do milho (SCHWARTZ; GERLING, 1974; WOJCIK; WHITCOMB;
HABECH, 1976; JOSHI; SITARAMAIAH; RAMAPRASAD, 1982; HERNANDEZ;
FERRER; LINARES, 1989; BUENO et al., 2010).

No Brasil, depois da sua introdu¢ao em meados década de 1980 (PEDRASI;
PARRA, 1986), o parasitoide tem permanecido sob condi¢des de criagcdo massal
que ja atingiu cerca de 600 geracbes em laboratério até janeiro de 2013. A despeito
da eficacia deste parasitoide, ainda a despeito de algumas tentativas, nao foi
estabelecido com sucesso um programa de controle bioldgico para S. frugiperda
com T. remus e tampouco foram confirmados no campo os niveis de parasitismo
obtidos em laboratério (FIGUEIREDO; CRUZ; DELLA LUCIA, 1999; BUENO et al.,
2010). Assim, a hipbtese do presente estudo esta relacionada com a perda de vigor
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e atividade do parasitoide em laboratério devido a eventos de deriva genética,
endogamia e selecdo, que poderiam explicar os baixos niveis de parasitismo obtidos
a campo no Brasil. Deste modo, visando determinar possiveis diferencas na
atividade e vigor, bem como ampliar a base genética das linhagens mantidas em
laboratério objetivou-se comparar aspectos bioecol6gicos de duas linhagens de T.
remus: uma coletada a campo e recém introduzida no Brasil e outra criada por varias
geragdes em laboratdrio, parasitando ovos de S. frugiperda.



2. Revisao de Literatura

2.1 Aspectos biologicos e importancia de Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, € uma espécie-praga que ocorre em todo
o continente americano. E conhecida mundialmente por atacar as culturas de milho,
sorgo, arroz, cana-de-agucar, pastagens e algoddo, nas quais provoca enormes
prejuizos, embora possa ocorrer também em mais de 80 espécies hospedeiras
(WOJCIK; WHITCOMB; HABECH, 1976; GARCIA-ROA et al., 2002). No milho é
considerada praga chave e pode ocasionar prejuizos superiores a US$ 400 milhdes
anualmente no Brasil (CRUZ, 2008). Isto decorre porque esta praga pode levar a
reducédo de 15 a 50% na producao (BESERRA; DIAS; PARRA, 2002; CRUZ et al.,
2010), dependendo do estadio de desenvolvimento da cultura.

As fémeas de S. frugiperda ovipositam em camadas sobrepostas, geralmente
na face abaxial das folhas. Uma fémea oviposita em média 100 ovos por postura,
logo na primeira folha cotiledonar e pode colocar até 1.500 a 2.000 ovos durante a
sua vida. Os ovos medem 0,4 mm x 0,3 mm, a coloracao é variavel, de esverdeada
no inicio do desenvolvimento, escurecendo gradualmente até atingir um tom de
marrom escuro. Esta fase tem duragcdo de aproximadamente trés dias a 25°C
(SPARKS, 1979). As massas sao cobertas por escamas provenientes da regiao
posterior do abdome, que atuam como protecdo dos fatores ambientais e alguns
inimigos naturais (CAVE, 2000)

Apoés a eclosado, as larvas comegam a se alimentar raspando o parénquima
foliar. No segundo instar, as larvas demonstram um comportamento de dispersao na
busca de novas plantas. Por isso, a partir de poucas massas de ovos em campo
obtém-se facilmente uma infestacao praticamente generalizada (MURILLO, 1991).
Durante a fase larval, os insetos permanecem dentro do cartucho da planta
alimentando-se das folhas. Devido ao habito canibal da espécie é comum encontrar
apenas uma larva por cartucho (MURILLO, 1991). No sexto instar, a larva abandona
a planta e penetra no solo para empupar (BESERRA; DIAS; PARRA, 2002). A fase
da pupa tem duracdo que pode variar de 7 a 37 dias, de acordo as condi¢des
ambientais. As mariposas tém longevidade média de 12 dias (SPARKS, 1979). A
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oviposicao ocorre a partir do terceiro dia apdés da emergéncia dos adultos e os
insetos podem infestar o milho a partir da emergéncia das plantas (MURILLO, 1991).

2.2 Aspectos bioecologicos de Telenomus remus

A biologia e ecologia de T. remus foram estudadas por Gerling (1972),
Schwartz e Gerling (1974) e Rojas e Garcia-Roa (1995). O parasitoide tem
preferéncia por ovos de noctuideos (Lepidoptera), embora possa também parasitar
ovos de uma espécie de Pyralidae e uma de Arctiidae (CAVE, 2000).

Dependendo da temperatura, o estagio de ovo pode tém uma duragéo de 10-
20 horas. As larvas alimentam-se dos tecidos do hospedeiro durante 5-8 dias até
entrar na etapa de pré-pupa. A fase de pupa ocorre dentro do ovo (hospedeiro)
durante 5-6 dias. Nas ultimas 48 horas deste estadio as fémeas ja sdo atrativas para
os machos emergidos (SCHWARTZ; GERLING, 1974; CAVE, 2000).

Os adultos de T. remus possuem coloracao preto brilhante e medem cerca
0,5-0,6mm de comprimento. Os fémures e tibias sdo escuros nas fémeas e claros
nos machos. As antenas, nas fémeas sdo do tipo clavada, enquanto que nos
machos sao do tipo filiforme (CAVE, 2000), o que permite a separacao dos sexos.

Ap6s 10 dias, em média, os machos emergem e esperam sobre 0 hospedeiro
a emergéncia das fémeas que ocorre, geralmente, apds 24 horas de acordo com
Schwartz e Gerling (1974) e Cave (2000), sob condi¢des controladas (25+1°C, 60-
67% de umidade relativa). Emergidas as fémeas, a copula ocorre imediatamente e
tem uma duracdo em média de 5-10 segundos. Depois do término da cépula, os
machos perdem a sua atracdo pelas fémeas, as quais iniciam a busca imediata do
hospedeiro para ovipositar (SCHWARTZ; GERLING, 1974).

O processo de oviposicao comeca com a deteccdo dos ovos do hospedeiro
pela fémea, que €& reconhecido mediante o tamborilamento (“drumming”) das
antenas sobre estes. Em seguida, a fémea pousa sobre os ovos e introduz o
ovipositor. A emergéncia de machos é maior, quando a razao de parasitoides é
maior do que dos hospedeiros (SCHWARTZ; GERLING, 1974). Ressalta-se que T.

remus apresenta partenogénese arrenétoca, fenbmeno estudado por Rojas e
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Garcia-Roa (1995) que, ao observar uma progénie de 15 fémeas virgens,
verificaram a emergéncia exclusiva de machos.

De acordo com Morales et al. (2000), uma fémea mantida a temperatura de
25+1°C parasita nas primeiras 24 horas, em média, cerca de 82 ovos de Spodoptera
sp. € pode produzir até 270 descendentes. A fémea apenas deposita um Unico ovo
no ovo do hospedeiro e pode ovipositar em todos os ovos de uma postura, mesmo
que estejam agrupados em camadas como é o caso de posturas de Spodoptera spp.
Esta caracteristica da-lhes vantagens sobre espécies de Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) j& que estas sé parasitam os ovos que estédo
expostos na postura (WOJCIK; WHITCOMB; HABECH, 1976). Este fato também foi
observado por Carneiro, Fernandes e Cruz (2009) que, ao colocar fémeas de T.
remus e Trichogramma pretiosum juntas sobre a mesma postura de S. frugiperda,

verificaram que houve predominio da progénie de T.remus.
2.3 Introducao de T. remus para o controle de Spodoptera spp. no mundo

Originario da Nova Guiné, T. remus foi introduzido na india e Israel, bem
como em algumas regides do Caribe e América para o controle do complexo
Spodoptera. No Brasil, este parasitoide foi introduzido em 1986 pelo Dr. F. D.
Bennett (Commonwealth Institute of Biological Control - CIBC) (PEDRASI; PARRA,
1986).

Na Florida, EUA, a capacidade de parasistismo de T. remus foi avaliada sob
condi¢Aes de laboratorio por Wojcik, Whitcomb e Habech (1976) que obtiveram 80-
100% de parasitismo em ovos de S. frugiperda. Niveis elevados de parasitismo em
laboratério também foram observados em estudos semelhantes na Colémbia
(GARCIA-ROA et al., 2002), Venezuela (MORALES et al. 2000) e Brasil (BUENO et
al., 2010).

No campo, na Venezuela, a liberagdo massal de T. remus atingiu niveis
préximos de 100% de parasitsmo (HERNANDEZ; FERRER; LINARES, 1989;
FERRER, 2001). Como isso, Gonzalez e Zocco (1996) elaboraram um programa de
liberacdo deste parasitoide durante quatro anos, que permitiu eliminar a aplicagao de
inseticidas para controle da lagarta-do-cartucho na cultura do milho.



Atualmente T. remus vem sendo criado massalmente com fins comerciais ou
propostas experimentais em sete paises de America Latina. Insetérios privados na
Venezuela e na Colémbia produzem o parasitoide com fins comerciais e de
pesquisa. Laboratorios publicos em Honduras, Republica Dominicana, Peru, Bolivia
e Cuba produzem pequenas quantidades para liberacbes experimentais (CAVE,
2000). Um breve historico da introdugéo de T. remus e experiéncias no laboratério e

em campo no mundo é apresentado na Quadro 1.
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2.4 Procedimentos para importacoes de organismos exoéticos e processos

quarentenarios

O interesse pela utilizacdo do controle bioldgico classico tem crescido
mundialmente como uma opg¢ao aos pesticidas quimicos no combate as pragas
agricolas, embora as introducdes de inimigos naturais possam também apresentar
riscos ecoldgicos (MORAES; SA; TAMBASCO, 1996). As espécies exdticas sdo
atualmente consideradas uma das principais ameacas para a conservacao das
espécies nativas. Assim, ao mesmo tempo que ha aumento pela demanda no uso de
inimigos naturais, aumentam também as preocupacdes relacionadas com a
introducao de espécies exdticas devido a possibilidade delas causarem efeitos
indesejaveis no novo ambiente (SA; NARDO; TAMBASCO 2002). As vezes, esses
organismos benéficos podem ampliar a gama de hospedeiros na nova regiao
provocando desequilibrios ecolégicos tais como afetar outros organismos benéficos
ou plantas cultivadas (MORAES; SA; TAMBASCO, 1996)

Para evitar esses efeitos de espécies introduzidas voluntariamente, os paises
possuem legislacbes que determinam os processos no intercambio de organismos
exoticos. No Brasil, a legislacao sobre a introducao de agentes de controle bioldgico
e fundamentada no Decreto Presidencial n® 24.114, de 12 de abril de 1934, que
estabeleceu o “Regulamento de Defesa Sanitaria Vegetal”, devidamente aprovado
pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento (atualmente Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA). Este regulamento estabelece as
normas sobre o que é permitido importar no pais, 0os processos de introducao, 0s
documentos necessarios e os procedimentos a serem adaptados (MORAES; SA;
TAMBASCO, 1996).

Do mesmo modo, foi credenciado e aprovado pelo MAPA, um laboratoério de
quarentena de organismos Uuteis para controle bioldégico de pragas e outros na
Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariuna, SP, por meio da Portaria n® 106, de 14 de
novembro de 1991. Assim, o Laboratério de Quarentena “Costa Lima” é o 6rgao que
desempenha as atividades relativas as importacdes e exportagcdes de agentes de
controle biolégico no Brasil (MORAES; SA; TAMBASCO, 1996; SA; NARDO;
TAMBASCO, 2002).
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Os documentos e procedimentos necessarios para realizar introdugdes de
organismos exoticos no pais sdo resumidos a continuacao e podem ser consultados
em detalhe em Moraes, Sa e Tambasco (1996) e Sa et al. (2000). Em resumo, estes
sao os principais procedimentos, conforme Sa, Nardo e Tambasco (2002):

1. Avaliacao técnica dos pedidos de importacéo.

2. Emisséo da permissao de importagao.

3. Processamento dos organismos em quarentena:
3.1Separacao de contaminantes.
3.2ldentificacdo dos organismos.

3.3 Efeitos indiretos dos organismos
3.4Liberacao dos organismos.

3.5Acompanhamento dos organismos no campo

2.5 Criacao massal: efeitos sobre a qualidade dos inimigos naturais

A fim de suprir a demanda de inimigos naturais para o controle de pragas,
laboratérios de criagdo em larga escala tém como principal objetivo a produgédo de
grande numero de agentes de controle biolégico. Todavia, sabe-se que a criagdo
massal em laboratério por longo tempo afeta a atividade e vigor de parasitoides e,
consequentemente, o controle bioldgico (van LENTEREN, 2003).

Estudos realizados com Trichogramma chilonis Ishii (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) por Nagarkatti e Nagaraja (1978) demostraram que a
longevidade, fertilidade e fecundidade das linhagens selvagens sao maiores que nas
linhagens criadas em laboratério por cerca de 200 geracdes. Ainda, segundo Baitha
(2005), a taxa de crescimento populacional também é maior. A criagcdo de
sucessivas geracdes pode afetar a capacidade de localizagdo, parasitismo e
emergéncia dos parasitoides (PRATISSOLI et al.,, 2004). Dutton e Bigler (1995)
observaram diminuicdo na capacidade de voo ao avaliar duas linhagens de T.
brassicae Bezdenko criadas por duas e 39 geracdes sobre Ephestia kuehniella

Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). A criagdo de inimigos naturais por muitas geragdes
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em condi¢cdes constantes pode comprometer a sua tolerancia as condi¢coes naturais
e ocasionar a perda da preferéncia pelo hospedeiro (SMITH, 1996).

Assim, a perda de atividade dos individuos produzidos em laboratério pode
afetar o desempenho desejado no campo e comprometer o controle bioldgico. Isso
faz com que os programas de controle de qualidade sejam uma necessidade dentro
dos sistemas de criagdo massal visando controle biologico (van LENTEREN, 2003).
Na sua revisdo de controle de qualidade em criacbes massais de parasitoides e
predadores, Prezotti e Parra (2002) descreveram os principais fatores que podem
afetar o vigor e a atividade do inseto transferido do campo para o laboratorio,

conforme segue:

As condi¢des constantes oferecidas no laboratorio como os fatores abidticos
(luz, temperatura, vento, umidade) e bidticos (alimento, auséncia de
predagdo e parasitismo) geram uma adaptabilidade dos insetos a esses
fatores estaveis, ndo existindo selecao para superar situagdes de estresse e

modificagao do sistema genético;

As populagbes de laboratério ndo estdo expostas a competicoes
intraespecificas. Além das condicées que sao oferecidas serem adequadas
para 0s genotipos intermediarios ou mais fracos, devido a impossibilidade de
escolher outro ambiente, o que acarreta numa perda da variabilidade

genética;

Comportamentos como a eficiéncia de busca e outros dependentes da
densidade sao afetados em situacdes de laboratério;

Existe baixa selecdo para a cépula devido a que as fémeas terdo meios

restritos de selecdo de casal e escape;

Comportamentos de dispersao, busca do hospedeiro e capacidade de voo

sao restringidos em condicdes de laboratério.

O o6rgao responsavel pela padronizagdo dos métodos usados para avaliar a
qualidade dos inimigos naturais produzidos € a Organizacdo Internacional de
Controle Biolégico (IOBC Global Working Group: Quality Control of Mass Reared
Arthropods). A atual recomendacao desta organizagao, utilizando Trichogramma
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como modelo, é selecionar, preliminarmente, com critérios rigorosos, linhagens e
espécies com base em caracteristicas biolégicas e comportamentais (HASSAN,
1994). Os critérios propostos para avaliar qualidade dos inimigos naturais criados
massalmente sao listados no Quadro 2, de acordo com van Lenteren (2003).

De acordo Prezotti e Parra (2002) o controle de qualidade deve ser realizado
rigorosamente durante a selecdo da populacdo fundadora. Em ordem de
complexidade, os testes indicados s&o: determinacdo da porcentagem de
emergéncia, razao sexual, fecundidade, longevidade, duragdo da emergéncia, taxa
de desenvolvimento, locomocgado, aceitagdo do hospedeiro (natural e alternativo),
adequacao ao hospedeiro (natural e alternativo), tolerancia a temperatura (limites
térmicos), resposta funcional, capacidade de quiescéncia e diapausa e desempenho

em semicampo e campo.

Quadro 2. Critérios para avaliagdo de qualidade dos inimigos naturais. Tomado de
van Lenteren (2003).

CRITERIO DESCRICAO

Quantidade Numero de individuos vivos ou numero de
adultos emergidos durante um determinado
periodo

Razao sexual Porcentagem minima de fémeas em relacdo aos

machos na préxima geragao.
Emergéncia Taxa de emergéncia

Fecundidade Numero de descendentes produzidos durante um
determinado periodo.

Longevidade Tempo de longevidade em dias.

Parasitismo Numero de hospedeiros parasitados durante
determinado periodo.

Tamanho do adulto Indicativo de fecundidade, longevidade e vigor.
Comprimento da tibia posterior, tamanho da pupa

Atividade de voo Associado a capacidade de parasitismo e bom
desempenho. Voo de curta extensdo/voo de
longa extensao
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar aspectos bioecologicos de duas linhagens de T. remus (uma
coletada a campo e introduzida e outra, criada por varias geracées em laboratério)

parasitando ovos de S. frugiperda.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a biologia das duas linhagens por meio do estudo de parametros
reprodutivos e tabela de vida de fecundidade;

2. Comparar os tipos de resposta funcional das linhagens;

3. Comparar a qualidade da linhagem introduzida (coletada ao campo e
introduzida) com a linhagem mantida no laboratério (criada por cerca de 600
geracgdes), utilizando-se como critério de avaliagdo a atividade de voo e a
porcentagem de emergéncia;

4. Realizar a introducao ao Brasil de uma nova linhagem de T. remus proveniente

da Venezuela.
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CAPITULO 2 - INTRODUCAO DE UMA LINHAGEM DE Telenomus remus Nixon
(HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) PARA O CONTROLE DE
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) NO BRASIL

RESUMO - A criacdo massal no laboratorio afeta a atividade e o vigor dos
parasitoides e, consequentemente, o controle biolégico. No Brasil, Telenomus remus
foi introduzido em 1986 e confirmou-se altos niveis de parasitismo em Spodoptera
frugiperda em testes de laboratério. Todavia, resultados recentes ndo confirmam
esses niveis a campo. Assim, visando ampliar a base genética das linhagens
mantidas em laboratorio, 0 presente estudo objetivou realizar a introdugéo no Brasil
de uma nova linhagem de T. remus. Analise de climogramas indicou a viabilidade do
parasitoide no local de introducédo. Os individuos importados ndo apresentaram
nenhum tipo de contaminacdo, a espécie foi confirmada por taxonomista e foi
confirmada a sua especificidade a S. frugiperda. A linhagem introduzida apresentou
similaridade genética em padrbes de restricao para as regides 16S e ITS1, embora
nao se descarte diferencas em genes ligados a biologia ou comportamento. Estudos
de campo, biologia comparada e qualidade precisam ser desenvolvidos. A linhagem
introduzida resulta num importante aporte a implantacdo de programas de controle
biolégico contra lagarta-do-cartucho.

Palavras-chave: Controle biolégico classico, criacdo massal, especificidade
hospedeira, lagarta-do-cartucho, parasitoide de ovos, variabilidade genética.
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), € um inseto polifago e uma das principais pragas agricolas da América.
Este inseto ataca plantas de culturas importantes como arroz, milho, sorgo, cana-de-
acucar, soja e algodao, além de ter outros hospedeiros. Esta caracteristica facilita a
dispersdo, permanéncia e abundancia das populacées em campo (GARCIA-ROA et
al., 2002). No milho € uma das pragas de maior importancia econémica da cultura. O
dano ocorre em todos os estadios da planta e pode causar reducdo de 15 até 34%
no rendimento de graos, impedindo a producdo de espigas comercialmente
aceitaveis (BESERRA; DIAS; PARRA, 2002). Favorecido pelas condi¢des climaticas,
diversificacdo e disponibilidade de plantas hospedeiras o ano todo, esta praga €
encontrada atualmente em praticamente todos os estados brasileiros (WAQUIL,
2007).

Como alternativa para o controle desta praga o parasitoide, nativo de Nova
Guiné, Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae), foi introduzido no
Caribe e América Latina ja que tem alta especificidade pelo complexo Spodoptera
(CAVE, 2000). No Brasil, esta vespa foi introduzida em meados da década de 1980
pelo Dr. F. D. Bennett (Commonwealth Institute of Biological Control), por meio do
Departamento de Entomologia e Acarologia, da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” — Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, SP (PEDRASI; PARRA,
1986).

A capacidade de parasitismo de T. remus foi avaliada sob condicbes de
laboratério por Wojcik, Whitcomb e Habeck (1976) e Bueno et al. (2010) que
obtiveram 80-100% de parasitismo em ovos de S. frugiperda nos EUA e Brasil,
respectivamente. Niveis elevados de parasitismo no campo também foram
observados particularmente na Venezuela, onde a liberagdo massal de T. remus
chegou a alcancar niveis proximos de 100% de parasitismo, permitindo a eliminacao
da aplicacdo de inseticidas para S. frugiperda na cultura do milho (HERNANDEZ;
FERRER; LINARES, 1989; GONZALEZ; ZOCCO, 1996). Entretanto, no Brasil,
apesar dos resultados promissores obtidos, tentativas de se controlar S. frugiperda

em milho utilizando-se esse parasitoide ja foram realizadas, porém sem sucesso. Os
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motivos desse insucesso ainda sao desconhecidos (BUENO et al. 2010; VARELLA,
2012).

Assim, a presuncdo do presente trabalho € baseada no fato do parasitoide
estar sob criacdo massal desde ha 20 anos (CRUZ, 2013'), o que resulta em cerca
de 600 geracdes. E sabido que a criagdo massal pode alterar as caracteristicas
biolégicas das espécies devido as condi¢des estaveis fornecidas no laboratério, que
podem causar reducdo do vigor por meio de processos de endogamia, deriva
genética e selecdo e comprometer consequentemente o sucesso do controle
biolégico (van LENTEREN, 2003). Deste modo, o presente estudo objetivou realizar
a introducéao ao Brasil de uma nova linhagem de T. remus visando a obtencao de
diferentes bidtipos do parasitoide que permitam ampliar a base genética das

linhagens mantidas em laboratério

'Cruz, I. (Embrapa Milho e Sorgo). Comunicacio pessoal, 2013.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacao de climogramas

Para analisar a viabilidade de T. remus nas condi¢cbes climaticas da regiao de
introducdo (Jaboticabal-SP, Brasil), uma comparacdo dos climogramas das
localidades na Venezuela em que o parasitoide estabeleceu-se foi realizada.

Historico dos dados de temperatura e umidade relativa mensais de 10 anos das
localidades venezuelanas, Lara, Portuguesa e Yaritagua foram obtidos do Instituto
Nacional de Investigacdes Agricolas (INIA, 2011) e da estacado climatolégica do
Departamento de Ciéncias Exatas da FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP. Os
climogramas foram obtidos a partir desses dados, conforme Silveira-Neto (1976).

2.2 Insetos

O parasitoide foi introduzido a partir da obtencdo da permissdo de importacdo
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (363/2011 Mapa) e
recebidos no Laboratério de Quarentena “Costa Lima”, situado na Embrapa Meio
Ambiente, Jaguariuna, SP, onde se realizaram os ensaios. A colbnia foi estabelecida
a partir de 650.000 individuos coletados em posturas de S. frugiperda em culturas de
milho de Barquisimeto, estado de Lara, Venezuela, pela empresa Mecoivepal
(Movimiento Ecologico Cooperativo de Investigacion). Os insetos permaneceram
uma geracdo na Mecoivepal antes da importacdo e seis no Laboratorio de
Quarentena “Costa Lima” como parte dos processos de importagdo. A criagao foi
mantida sobre o hospedeiro S. frugiperda, conforme Oliveira; Carneiro; Fernandes
(2006).

2.3 Observacao de contaminantes e identificacao taxonémica
Uma amostra de 100 insetos foi tomada para avaliagdo microscopica de

patégenos, hiperparasitos e outros contaminantes, bem como para determinacao

taxonbmica. A avaliagdo microscopica foi realizada no Laboratério de
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Microrganismos do Laboratério de Quarentena “Costa Lima”. A determinacao
taxondmica foi realizada pelo Dr. Valmir Antdnio Costa, Laboratério de Controle
Bioldgico, do Instituto Biologico, Campinas-SP. Depois da determinagao taxonémica
0s espécimens foram depositados e registrados na cole¢do voucher do laboratério

quarentenario.

2.4 Especificidade dos organismos

Para avaliar a especificidade da linhagem introduzida, comparou-se o nivel de
parasitismo em ovos de S. frugiperda, praga alvo da introducdo, e Anticarsia
gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), importante praga da cultura da soja e
que, muitas vezes, ocorre em ataques conjuntos com S. frugiperda (XAVIER;
BUENO; BUENO, 2010). Os individuos de A. gemmatalis foram criados seguindo a
metodologia proposta por Campo, Oliveira e Moscardi (1985). O ensaio foi realizado
em arenas com e sem chance de escolha com 20 repeticbes (fémeas).
Conformaram-se trés tratamentos nos quais foram oferecidas posturas de 100 ovos
de cada hospedeiro: T1: S. frugiperda + A. gemmatalis; T2: A. gemmatalis; T3: S.
frugiperda.

Para obter posturas de 100 ovos de S. frugiperda seguiu-se a metodologia
descrita por Beserra e Parra (2005), em que o numero de camadas é multiplicado
pelo nimero de ovos na camada superior. Os ovos adjacentes sao adicionados a
este total. Os ovos restantes foram retirados com um pincel fino e macio. Ja para a
obtencdo de posturas com 100 ovos de A. gemmatalis, ovos individuais foram
cuidadosamente fixados usando um pincel fino e cola ndo-téxica soluvel (Colapel)
num pedaco de papel sulfite.

Cada arena foi composta por uma placa de Petri (1,5 cm de altura x 9 cm de
diam.) e um circulo de papel sulfite (1,5 cm de altura x 9 cm de diam.). Nesse circulo
tracou-se uma linha ao longo do didmetro e as posturas foram coladas nos extremos
dessa linha. O circulo com as posturas foi colocado dentro da placa de Petri. No
centro da arena liberou-se uma fémea da linhagem introduzida de T. remus de 24h
de idade, acasalada, alimentada e sem experiéncia de oviposi¢ao. As placas de
Petri foram vedadas com papel filme e mantidas em camara climatizada (25+1 °C,
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70£10% de umidade relativa e 12:12 L:E). O parasitismo foi permitido por 24h.
Depois disso, as fémeas foram retiradas e as posturas foram colocadas em tubos de
ensaio (8 cm x 2 cm diam.) sob as mesmas condicdes até a emergéncia.

Em cada hospedeiro foram avaliados os seguintes parametros biolégicos:
duracdo do periodo ovo-adulto; porcentagem de parasitismo e razdo sexual. A
contagem dos adultos, bem como a separacdo por sexo foi realizada sob

microscépio estereoscopico.

2.5 Testes moleculares

Testes moleculares foram realizados com a linhagem introduzida (LV) e a
linhagem mantida em laboratério (LB) a fim de comparar a diversidade genética das
colénias. Os testes foram realizados no laboratério de Biossistematica, Biologia e
Ecologia Molecular de Neurépteros, da FCAV/UNESP. Foram extraidos,
amplificados e analisados fragmentos de DNA mitocondrial dos genes Citocromo
Oxidase, subunidade | (COI) e 16S, e das regides intergénicas do RNA ribossomal
ITS1 e ITS2 por ser fragmentos frequentemente utilizados na analise de
variabilidade genética entre populacées (WEEKERS; JONCKHEERE; DUMONT,
2001; HARTL; CLARK, 2010).

2.5.1 Extracao

A extracéao foi realizada com as fémeas das duas linhagens, que foram mortas
em alcool absoluto. Como nao havia informacao sobre o numero minimo de insetos
para garantir a extracdo, comparou-se a técnica utilizando uma fémea por repeticao
(n=10), 10 fémeas por repeticdo (n=5), 25 fémeas por repeticdo (n=3) e 50 fémeas
por repeticdo (n=3). A extracdo foi realizada por meio do “Wizard Genomic DNA
Purification Kit” (Promega), seguindo-se o protocolo fornecido pelo fabricante.
Depois da extragdo, realizou-se a quantificagdo do DNA obtido, através do
espectrofotometro Nano Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) para analisar se a
concentracao era adequada para realizar a amplificacdo dos fragmentos.
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2.5.2 Obtencao dos fragmentos de DNA

As regides COI, 16S, ITS1 e ITS2 foram amplificadas por meio da reacao em
cadeia da polimerase (PCR). As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador
Mastercycler® (Eppendorf) em um volume final de 25uL, sendo 12,5uL de GoTag®
Green Master Mix 2x (Promega), 0,2 a 0,6uM de cada primer e ~40ng de DNA total.
Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e corados com
brometo de etidio a fim de confirmar a amplificagao.

Para amplificar o gene da COI foram utilizados os iniciadores C1-J-2183 (5’
CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 3’) e TL2-N-3014 (5’
TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA 3') (SIMON et al.,, 1994). A amplificacdo
ocorreu nas seguintes condicdes: desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min, seguida por

35 ciclos de 40s a 94°C, 50s a 55°C, 1min a 72°C e uma etapa de extensao final de
72°C por 10min.

O gene mitocondrial 16S foi amplificado utilizando-se os iniciadores LR-J-
12887 (5° CCGGTTTGAACTCAGATCATGT 3) e SR-N-13398 (5
CRCYTGTTTAWCAAAAACAT 3’) (SIMON et al., 1994). As condi¢gdes para realizar
a amplificagdo foram: desnaturacao inicial a 95°C por 3min, seguida por 5 ciclos de
15s a 92°C, 45s a 48°C, 2min e 30s a 62°C, prosseguindo com 29 ciclos de 15s a
92°C, 45s a 52°C, 2min a 62°C e uma etapa de extenséo final de 62°C por 7min.

As regides intergénicas ITS1 e ITS2 foram amplificadas com os iniciadores
CS249 F (5° TCGTAACAAGGTTTCCG 3’) (SCHLOTTERER; TAUTZ, 1994) e
DT421_R (5 GCTGCGTTCTTCATCG 3) (WHITE et al., 1990); e TS2 F (5
TGTGAACTGCACGACACATG 3) (WHITE et al, 1990) e CS250_R (5
GTTRGTTTCTTTTCCTC 3) (SCHLOTTERER; TAUTZ, 1994), respectivamente. As
condi¢cbes da reacdo para o ITS1 foram: 27 ciclos de 1min a 94°C, 2min a 45°C,
2min e 30s a 72°C. Ja para o ITS2 as condi¢bes foram: desnaturagao inicial a 94°C
por 3min, seguida por 34 ciclos de 40s a 94°C, 45s a 55°C, 45s a 72°C e uma etapa
de extenséo final de 72°C por 5min.
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2.5.3 RFLP (Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao)

Para discriminar entidades genéticas utilizou-se 11 endonucleases de
restricdo por médio da técnica RFLP (LUCHETTI; MANTOVANI; TRENTINI, 2005):
Alul, Dpnl, Dral, EcoRlI, Haelll, Hincll, Nialll, Mbol, Msel, Mspl e Taqgl. As reagdes de
digestdo ocorreram segundo as recomendacbes do fabricante (/nvitrogen e
Fermentas Molecular Biology) Os produtos digeridos foram visualizados em gel de

agarose 2% corado com brometo de etidio.

2.4 Analise estatistica

As analises do periodo ovo-adulto, porcentagem de parasitismo e razao
sexual nos hospedeiros foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey para comparacdes multiplas entre médias utilizando-se o software
IBM SPSS STATISTIC (2011).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacao de climogramas

A analise dos climogramas indicou que as condi¢des de temperatura e umidade
relativa de Jaboticabal-SP nos meses relacionados com a safra do milho (periodo
Umido) sd&o similares as localidades venezuelanas e nos quais o parasitoide
estabeleceu-se ao campo (Figura 1). Com isso, as chances de sucesso apds
liberacao do parasitoide aumentam. Todavia, no periodo da 22. safra (safrinha) ou
inverno, a temperatura e umidade relativa sdo inferiores aquelas observadas nas

regides da Venezuela.

W il e (%)

Figura 1. Climograma dos histéricos de 10 anos das localidades Lara, Portuguesa
Yaritagua (Venezuela) e Jaboticabal (Brasil).
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3.2 Observacao de contaminantes e identificacao taxondémica

Com relacdo ao estado de pureza dos organismos recebidos, nao foi
observada presenca de hiperparasitos, entomopatégenos, impurezas ou outros
insetos praga. Quanto a determinacdo taxonbémica, os exemplares foram

confirmados como pertencentes a espécie T. remus.

3.3 Especificidade dos organismos

N&o se observaram diferencas na duragao do periodo ovo-adulto (F13s=0,165;
P=0,687) nem na razdo sexual (F129=0,326; P=0,572) nas duas espécies de
hospedeiro testadas. O periodo de desenvolvimento foi em média de 11,20+0,92
dias em S. frugiperda e, 11,15+0,82 dias em A. gemmatalis. A razado sexual
observada foi em média 0,79+0,19 em S. frugiperda e 0,78+0,18 em A. gemmatalis.

Foi possivel constatar que as fémeas da LV tem preferéncia para parasitar
ovos de S. frugiperda, pois verificou-se 80,12+3,69% e 79,55+4,45% nos testes com
chance de escolha (dois hospedeiros disponiveis) e sem chance de escolha (apenas
ovos de S. frugiperda). Nao foi observado parasitismo de A. gemmatalis no teste
com chance de escolha (T1) e apenas 5,6+1,68% ovos parasitados no tratamento
sem escolha (Figura 2). Assim, a LV ndo se reproduziu eficientemente em A.
gemmatalis e, na presenga de S. frugiperda, as fémeas ndo aceitam aquele

hospedeiro alternativo.
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Figura 2. Porcentagem de parasitismo médio (+x DP) de Telenomus remus no
hospedeiro natural Spodoptera frugiperda e no hospedeiro alternativo
Anticarsia gemmatalis: T1= chance de escolha: S. frugiperda + A.
gemmatalis; T2: A. gemmatalis; T3: S. frugiperda. (Médias seguidas
pela mesma letra sdo ndo significativamente diferentes de acordo com o
teste Tukey [P < 0,05]).

3.4 Testes moleculares

3.4.1 Extracao

As extracoes realizadas com uma e dez fémeas resultaram em concentracoes
baixas de DNA (valores negativos a 4,4ng/ul), que nao foram adequadas para
amplificagdo dos fragmentos. Com 50 insetos a concentragéo foi cerca de 56,5 ng/ul.
Entretanto, a grande quantidade de insetos n&do permitiu o isolamento de DNA de
qualidade, o que prejudicou as reacdes de PCR. Ja com 25 fémeas, a concentracao
de DNA foi cerca de 17 ng/ul, e permitiu realizar as amplificagdes devido a sua

pureza.
3.4.2 Obtencao dos fragmentos de DNA
Para as regides COIl e ITS2 nao se obteve sucesso na amplificagdo. O gene

16S foi amplificado gerando um fragmento de aproximadamente 550 bp (Figura 3A).
A regido intergénica ITS1 apresentou cerca de 750 bp (Figura 3B), embora tenha
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ocorrido falha em uma das amostras da linhagem brasileira, a qual apresentou

menor concentracao de DNA.

9 10 11 12

1500bp

1000bp
750bp

500bp

250bp

Figura 3. Amplificacdo dos fragmentos de DNAmt de duas linhagens de T. remus. 1-
Ladder 1kb, 2-4 - LB, 6-8 - LV, 9 - Controle negativo, 10 - Controle
positivo. A. Gene 16S B. Regido intergénica ITS1.

3.4.3 RFLP (Polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao)

As digestbes registraram 0 mesmo padrdo de restricdo para ambas as
linhagens. Para o gene 16S as enzimas Alul, Dpnl, EcoRlI, Haelll, Nialll, Mspl nao
apresentaram sitios de restricdo. A digestdo conjunta com Mbol e Msel cortou o
fragmento em mais de trés sitios, enquanto a endonuclease Taql possui dois sitios
(Figura 4A). A digestdo dupla de Dral com Hincll mostrou trés sitios de restricdo
(Figura 4B).
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1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16

Figura 4. Digestdes com endonucleases do gene 16S de duas linhagens de T.
remus. 1-Ladder 50bp. A. |: Mbol e Msel, ll:Taql, 2-4 - LB, 5-7 - LV, 9 -
Ladder 50bp, 10-12 — LB, 13-15 - LV. B..Dral e Hincll, 2-4 - LB, 6-8 - LV.

Para a regido intergénica ITS1, as enzimas EcoRI, Nialll, Mspl n&o
apresentaram sitios de restricdo. As digestdes, dupla com as enzimas Mbol e Msel e
simples com Taqgl, apresentaram mais de dois sitios de restricdo (Figura 5A) e as

enzimas restantes apresentaram dois (Figura 5B e C).
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Figura 5. Digestdes com endonucleases regido intergénica ITS1 de duas linhagens
de T. remus. 1-Ladder 100bp. A |: Mbol e Msel, Il:Taql, 2-4 - LB, 5-7 - LV,
9-11-LB, 12-14 —LV. B. Dral e Hincll, 2-4 - LB, 5-7 - LV. C. I: Alul, Il
Dpnl, 2-4 - LB, 5-7- LV,9-11-LB, 12-14 - LV.
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4. DISCUSSAO

Estudos de especificidade dos organismos permitem explorar se 0 inimigo
natural € capaz de utilizar um organismo nao-alvo como hospedeiro e assim,
analisar o impacto ambiental da espécie introduzida. 7. remus ja foi observado
parasitando ovos de cinco espécies diferentes de Spodoptera (WOJCIK;
WHITCOMB; HABECK, 1976). Alias, trabalhos anteriores comprovaram a
especificidade do parasitoide a esse género (WOJCIK; WHITCOMB; HABECK,
1976; MARTINEZ- MARTINEZ; BERNAL, 2001; XAVIER; BUENO; BUENO, 2010).

Wojcik, Whitcomb e Habeck (1976) obtiveram apenas quatro ovos parasitados
de 37 oferecidos de A. gemmatalis. Estes autores verificaram que T. remus tem
preferéncia pelos hospedeiros em grupo e ndo por ovos isolados. Xavier, Bueno e
Bueno (2010) observaram também baixo parasitismo de ovos de A. gemmatalis,
além deste hospedeiro ter afetado negativamente a razdo sexual e o tempo de
desenvolvimento. Ainda que baixo, o parasitismo dos ovos de A. gemmatalis por T.
remus comprova que a LV, na auséncia do hospedeiro preferencial investe esforco
reprodutivo para parasitar hospedeiro alternativo, embora A. gemmatalis ndo ofereca
condi¢Oes favoraveis para o desenvolvimento dos estadios imaturos de T. remus.
Assim, na presenca de S. frugiperda, as fémeas do parasitoide ndo aceitam A.
gemmatalis.

A taxonomia é uma etapa fundamental no processo de introdugcdo de um
inimigo natural, pois 0 sucesso de um programa de controle biol6gico dependente
diretamente da correta identificacdo da espécie (ZUCCHI, 2002). Além da
determinacgao taxondémica, como no caso do presente trabalho, o reconhecimento do
organismo introduzido em relagdo ao ja existente no pais deve ser realizado (SA et
al., 2000). Isso pode ser por meio de técnicas moleculares que possibilitam avaliar a
variabilidade genética entre as linhagens.

Nesse estudo, os padrdes de restricao obtidos para as regides 16S e ITS1
demonstram que ha similaridade genética entre as linhagens. As regides COl e ITS2
ndo amplificadas pode dever-se ao uso de Iniciadores universais e portanto a falta
de especificidade dos iniciadores (primers). O fragmento 16S tem tamanho

condizente com tamanhos reportados na literatura para outras espécies da familia:
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aproximadamente 470pb para Baryconus sp., Sparsion sp. (Platygastridae:
Scelioninae) e Inostema sp (Platygastridae: Platygastrinae) (DOWTON; AUSTIN,
2001). Nao existem relatos na literatura de amplificacdo da regido intergénica ITS1
para Telenomus, nem mesmo de Platygastridae. O fragmento obtido foi comparado
com outras espécies de parasitoides de ovos do género Trichogramma, embora seja
maior do que o reportado na literatura, os quais variaram de 430 (CHANG; HU; SUN,
2000) a 570bp (JENG et al. 2003). A similaridade encontrada entre as duas
linhagens pode estar relacionada ao periodo de tempo de separacao das linhagens
que, provavelmente, néo foi suficiente para revelar mudangas evolutivas tanto para a
ITS1 quanto para o 16S.

A ITS1 é uma regido intergénica mais variavel do que a regides génicas do
DNA nuclear. Trata-se de uma regidao que nao codifica proteina e acumula grande
namero de mutagdes porque nado sofre efeito de selecdo, o que possibilita a
distingdo entre taxons mais proximos filogeneticamente (WEEKERS;
JONCKHEERE; DUMONT, 2001). Por outro lado, 16S € uma regiao do DNAmt que
apresenta um alto grau de conservagdo. As alteracbes sofridas nesta regiao
necessitam de um longo periodo de selecdo para serem fixadas nas populagdes.
Dessa forma, é possivel inferir a historia filogenética a partir do DNAmt (HARTL;
CLARK, 2010). Assim, pode-se afirmar que as duas linhagens estao relacionadas e
apresentam um ancestral comum recente. A similaridade genética poderia garantir o
cruzamento das linhagens e 0 sucesso reprodutivo 0 que permitiria ampliar o pool
génico da espécie (LEE; TAYLOR, 1992).

Embora as regides avaliadas ndo tenham relagdo com genes ligados ao
comportamento ou respostas ambientais. Assim, ndo descarta-se a possibilidade de
que o tempo de separacao das linhagens tenha gerado efeitos nesses niveis ou que
possam comprometer a eficiéncia de controle. Estudos de biologia comparada e
qualidade das linhagens precisam ser desenvolvidos para confirmar essa afirmagao.

Os resultados indicam que a introdugédo da LV as condi¢des de laboratério,
aparentemente, ndo limitaram a capacidade de adaptacao. A nova linhagem obtida
devera resultar num importante aporte ao aumento da variabilidade na colénia
mantida em laboratério, bem como a resolucao de questdes referentes aos sistemas

de criagdo massal, visando um controle eficiente da lagarta-do-cartucho.
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CAPITULO 3 - ASPECTOS BIOECOLOGICOS DE DUAS LINHAGENS DE
Telenomus remus Nixon (HYMENOPTERA:
PLATYGASTRIDAE) SOBRE OVOS DE Spodoptera frugiperda
(J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Os parametros bioecoldgicos de duas linhagens de Telenomus
remus, uma brasileira (criada por cerca de 600 geracées em laboratério) e uma
venezuelana (coletada ao campo e introduzida ao Brasil) foram avaliados em
laboratério, visando determinar possiveis diferencas na atividade e qualidade.
Analises de tabelas de vida de fertilidade, experimentos de resposta funcional e
teste de qualidade como, atividade de voo e a porcentagem de emergéncia, foram
utilizados para avaliar o desempenho das linhagens sobre ovos de Spodoptera
frugiperda. Observaram-se variacdes na longevidade e sobrevivéncia da progénie,
periodo reprodutivo, sobrevivéncia dos imaturos (), fertilidade especifica (my) e a
razdo sexual em funcado da linhagem e da idade das fémeas. Os parametros de
fecundidade demostraram que a linhagem venezuelana tem um potencial de
aumento populacional maior e é intrinsecamente mais agressiva do que a linhagem
brasileira. As duas linhagens apresentaram resposta funcional tipo Ill, com
estabilizacdo do parasitismo a partir de 200 ovos do hospedeiro. A linhagem
venezuelana apresentou qualidade superior. Infere-se que a criagdo em laboratério
de T. remus requer cuidados que limitem a perda do potencial do controle. O estudo
realizado resulta numa ferramenta para avaliacdo da qualidade e das interacdes
parasitoide-hospedeiro que aportam conhecimentos U(teis na implantacdo de
programas de controle bioldgico contra lagarta-do-cartucho.

Palavras-chave: controle biologico; controle de qualidade, lagarta-do-cartucho,
tabela de vida de fertilidade, resposta funcional, tempo de busca.
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera,
Noctuidae), é uma das principais pragas agricolas da América, especialmente na
cultura do milho. No Brasil, os gastos do controle nessa cultura s&o estimados em
mais de US$ 400 milhdes/ano e a principal estratégia de controle é a utilizagao de
produtos quimicos (CRUZ et al., 2010). O uso exclusivo desses produtos pode
causar efeitos negativos tais como o desenvolvimento de populacdes resistentes e a
contaminacao ambiental (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001). Assim, tentativas de
desenvolver programas de controle bioldgico contra essa praga tém sido realizadas
utilizando parasitoides de ovos como Trichogramma spp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Platygastridae)
(FIGUEIREDO; DELLA LUCIA; CRUZ, 2002; BESERRA; PARRA, 2005; CARNEIRO
et al., 2010).

Originario de Nova Guiné, o parasitoide T. remus foi introduzido em diferentes
paises da América para o controle de Spodoptera spp. e, sob condi¢cdes de
laboratério, apresentou capacidade de parasitismo de 80-100% em S. frugiperda
(CAVE, 2000). Na Colémbia e na Venezuela este parasitoide se estabeleceu em
campo com sucesso causando mais de 90% de parasitismo com liberagdes
inundativas de  5000-100000 parasitoides/ha (HERNANDEZ; FERRER,;
LINARES,1989; GARCIA-ROA et al., 2002). No Brasil, o parasitoide foi introduzido
em meados da década de 1980 (PEDRASI; PARRA, 1986) quando altos niveis de
parasitismo foram confirmados em testes de laboratério. Nao obstante, os resultados
a campo conduzidos em culturas de milho ndo tém corroborado os niveis de
parasitismo obtidos em laboratério (FIGUEIREDO; CRUZ; DELLA LUCIA, 1999;
BUENO et al. 2010). Isso pode estar relacionado com o fato do parasitoide estar sob
criacdo massal desde sua introdugao.

As condicoes de laboratério fornecidas por longo tempo podem levar as
populacbes a eventos de deriva genética, endogamia e selecdo (como efeito
fundador, efeito gargalo e fixacdo de mutacGes deletérias). Assim, os insetos nao
sofrem modificacbes em funcdo das condicdes naturais (climaticas, competicdo e

pressdo de selecado), mas adaptam-se a uma condicdo 6tima de laboratério. Isso,
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somado a um tamanho populacional pequeno, gera a selecdo de uns poucos
gendtipos e consequentemente compromete caracteristicas desejaveis na producéo
de inimigos naturais (van LENTEREN, 2003).

Deste modo, é importante obter e avaliar biétipos do parasitoide submetidos a
diferentes pressdes de selecdo no tempo, para determinar possiveis diferencas na
atividade e qualidade e consequentemente inferir sobre a sua eficiéncia de controle.
Assim, o presente estudo objetivou (apds a introducdo ao Brasil de uma nova
linhagem de T. remus): (1) avaliar a biologia de uma linhagem brasileira (criada por
cerca de 600 geracdes em laboratério) e uma venezuelana (coletada ao campo e
introduzida), por meio do estudo de parametros reprodutivos e tabela de vida de
fertilidade, (2) comparar os tipos de resposta funcional e; (3) comparar a qualidade
utilizando-se como critério de avaliacdo a atividade de voo e a porcentagem de

emergéncia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Insetos

A criacdo do parasitoide T. remus e do hospedeiro S. frugiperda foi realizada
no Laboratério de Ecologia Aplicada na FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, Brasil. Para
realizar a criagcdo do hospedeiro, gaiolas de cloreto de polivinila (PVC) (10 cm de
didmetro e 21,5 cm de altura) revestidas em papel sulfite (substrato de oviposi¢céo)
foram mantidas com 10 casais de S. frugiperda. Os adultos foram alimentados por
meio de chumacos de algodao umedecidos com solucédo de agua e mel a 10%. Os
ovos foram retirados diariamente e colocados em copos plasticos de 100 mL
contendo um cubo de 5 g de dieta artificial (KASTEN Jr; PRECETTI; PARRA, 1978)
para eclosao e manutencao das larvas de primeiro instar. Os copos foram mantidos
em sala climatizada a 25+1°C, 70+10% de umidade relativa e 12:12 L:E. No
segundo instar, as larvas de S. frugiperda foram individualizadas para evitar o
canibalismo e mantidas dessa forma até atingirem a fase de pupa. Depois, as pupas
foram separadas por sexo e colocadas nas gaiolas de PVC.

Nos experimentos foram utilizadas duas linhagens do parasitoide. Uma
linhagem (denominada como brasileira-LB) foi obtida da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, Brasil. Até janeiro de 2013, essa linhagem contava com 20 anos
de criagdo massal no laboratério (Cruz, 2013%), o que resulta em cerca de 600
geragdes. A outra linhagem (denominada como venezuelana-LV) foi obtida da
empresa Mecoivepal (Movimiento Ecolégico Cooperativo de Investigacion). A colbnia
da LV foi estabelecida a partir da importacdo ao Brasil de 650.000 individuos
coletados em posturas de S. frugiperda em culturas de milho de Barquisimeto,
estado de Lara, Venezuela (permissdo de importacdo 363/2011 do MAPA). Os
insetos permaneceram por uma geracao na Mecoivepal antes da importagao e por
seis no Laboratério de Quarentena “Costa Lima”, Embrapa Meio Ambiente,
Jaguariuna, SP, Brasil, como parte do processo de introducao da nova linhagem.

Para permitir a reproducao dos parasitoides, massas de ovos de S. frugiperda
com cerca de 150 ovos foram coladas sobre cartelas de cartolina (2 cm x 8 cm). Os

'Cruz, I. (Embrapa Milho e Sorgo). Comunicacéo pessoal, 2013.
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ovos foram expostos aos parasitoides durante 24h. Apés isso, as cartelas contendo
0s ovos parasitados foram colocadas em frascos de vidro 6 cm de diametro com
pequenas gotas de mel para alimentacao dos adultos apés a emergéncia. Todos os
insetos foram mantidos sob condi¢des controladas (25+1°C, 70£10% de umidade
relativa e 12:12 L:E). Diariamente novas cartelas com ovos de S. frugiperda foram
oferecidas a T. remus.

Para todos os ensaios os individuos da LV se encontravam entre a oitava a
nona geragao em laboratério, enquanto que os da LB superavam a 600 geragdes.

Os individuos foram separados por sexo conforme CAVE (2000).

2.2 Biologia comparada

Fémeas de T. remus com até 24h de idade, acasaladas e sem experiéncia de
parasitismo foram individualizadas em tubos de ensaio (8 cm x 2 cm diam.) contendo
uma gota mel. Posturas de S. frugiperda com até 24h, de idade contendo 250 ovos
foram oferecidas as fémeas durante 24h de tal maneira que cada fémea recebeu
apenas uma postura. Os tubos foram mantidos em camara climatizada a 25+1°C,
umidade relativa de 70+10% e fotofase 12:12 L:E. As posturas foram trocadas
diariamente, até a morte das fémeas, sendo que as posturas parasitadas foram
transferidas para tubos de ensaio que foram mantidos nas mesmas condigdes
descritas até a emergéncia dos parasitoides. Duas observacdes diarias, nos
primeiros trés dias, foram realizadas para retirar as lagartas recém-eclodidas
evitando, assim, dano aos ovos parasitados. Foram adotadas 20 fémeas
(repeticoes) para cada linhagem.

Com isso foram determinados o numero de ovos parasitados diariamente;
porcentagem acumulada de parasitismo; numero total de ovos parasitados por
fémea (fecundidade total) e longevidade das fémeas. Para estimar o tempo de
desenvolvimento as massas de ovos foram observadas diariamente anotando o
tempo transcorrido entre a oviposicdo e a emergéncia dos adultos. Para avaliar a
longevidade e sobrevivéncia dos adultos da progénie (F1), os parasitoides
emergidos foram alimentados e o numero de fémeas e machos mortos foi anotado

diariamente. Analises da tabela de vida foram utilizadas para estudar os parametros
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reprodutivos das duas linhagens. Para isso, sobrevivéncia dos imaturos (/i
propor¢cao de sobreviventes durante a idade x), fertilidade especifica (my: nUmero de
descendentes por fémea produzidos na idade x e que originarao fémeas) e a razédo
sexual em relacdo a idade da fémea (x) foram calculados.

Baseando-se nas informacdes da tabela de vida, foram estimados os
parametros taxa liquida de reproducgéao (R,) que é a estimativa do numero médio de
fémeas gerado por fémea ao longo do periodo de oviposi¢cdo e que chegardo na
geragao seguinte; tempo médio de geragao (T), que representa o tempo médio entre
a postura de ovos de uma geragéo e a postura da geracao seguinte; taxa intrinseca
de crescimento (rn) que € a capacidade que tem a populagdo em aumentar em
namero; taxa finita de aumento (A) que € o fator de multiplicacdo de crescimento
diario da populagédo e tempo necessario para a populacao duplicar (Df) (SILVEIRA-
NETO et al., 1976).

2.3 Resposta funcional

Para avaliar a resposta funcional, as seguintes densidades de ovos de S.
frugiperda foram avaliadas: 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 ovos. Para
obtencéo dessas densidades seguiu-se a metodologia descrita em Beserra e Parra
(2005), em que o numero de camadas é multiplicado pelo numero de ovos na
camada superior. Os ovos adjacentes sao adicionados a este total. Adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado com trinta fémeas de cada
linhagem (repeticbes) com até 24h de vida, sem experiéncia prévia de oviposicao
para cada densidade de ovo. As fémeas foram individualizadas em tubos de vidro (8
cm x 2 cm diametro) contendo uma gota mel. As posturas com as diferentes
densidades de ovos de S. frugiperda (24h de idade) foram oferecidas as fémeas por
24h. Os tubos foram mantidos a 25+1°C, umidade relativa 70£10% e fotofase 12:12
L:E. Duas observacoes diarias, nos primeiros trés dias, foram realizadas para retirar
as lagartas recém-eclodidas evitando assim dano nos ovos parasitados. Os
parasitoides emergidos foram contados e separados por sexo com auxilio de
microscépio estereoscopico. O parametro taxa de busca (a’) foi calculado dividindo o

namero de ovos parasitados pelo numero total de ovos expostos ao parasitoide.
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Para complementar o estudo da resposta funcional determinou-se a eficiéncia
de busca e o tempo de oviposicado. Para tanto, 15 fémeas de cada linhagem foram
liberadas em tubos de vidro (1,5 cm didm.) a 3 cm de distancia de uma postura
contendo 100 ovos de S. frugiperda. A eficiéncia de busca foi avaliada em funcéo do
tempo gasto pela fémea para encontrar a postura a partir da sua liberagao no tubo.
Logo depois, o comportamento parasitico foi observado por 10 min de acordo com
Vet et al. (1983), durante o qual avaliou-se o tempo gasto na oviposicao.

2.4 Controle de qualidade

Para avaliar a qualidade das linhagens utilizou-se como critério a atividade de
voo e a porcentagem de emergéncia. Adotou-se delineamento inteiramente
casualizado com 10 repeticbes por cada linhagem e os individuos avaliados
encontravam-se na décima geracao. Cada repeticdo recebeu 100 ovos previamente
parasitados. Para isso, posturas de S. frugiperda com até 24h de idade foram
oferecidas a duas fémeas de T. remus em tubos de vidro (8 cm x 2 cm diam.) recém
emergidas, acasaladas e alimentadas. Os tubos foram mantidos em camara
climatizada (25+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase 12:12 L:E).

Foram utilizadas unidades-teste, semelhantes ao modelo ESALQ
desenvolvido por Prezotti et al. (2002). Estas unidades consistem em um cilindro de
PVC (10 cm de diam. x 21,5 cm de altura), pintado internamente com tinta acrilica
preta. A abertura superior do cilindro foi vedada com uma tampa circular de
armadilha amarela adesiva (Biotrap®) e fita adesiva transparente. A tampa continha
com um orificio no centro da armadilha amarela adesiva para permitir a entrada da
luz ja que o inseto é fototrépico positivo (Figura 1A). O fundo do cilindro foi vedado
com plastico preto e papel jornal ajustado por uma placa plastica redonda (Figura
1B). As bordas do plastico e do papel jornal que estavam na parte externa da
sobrantes foram fixadas firmemente por meio de banda elastica para evitar a fuga
dos parasitéides. (Figura 1C). Tiras de armadilha amarela adesiva de 0,5 cm foram
coladas a 3,5 cm do extremo inferior do modelo na parede interna, compondo uma
barreira adesiva para os parasitoides que eventualmente pudessem caminhar e
atingir a armadilha adesiva na parte superior.
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Figura 1. Unidades-teste para avaliacao da atividade de voo de duas linhagens de
Telenomus remus em laboratério: A. Detalhe do cilindro de PVC
internamente. B. Vedacao do cilindro e fixacdo dos tubos de vidro. C.
Detalhe do cilindro de PVC externamente.

Os ovos proximos a emergéncia (24h antes) foram acondicionados no fundo
de um tubo de vidro (8 cm x 2 cm diam.). O tubo foi fixado no centro da regido
inferior da unidade-teste, por meio de uma fita adesiva, permitindo caminhamento
dos parasitoides pelo tubo enquanto ocorre o processo de distensdo das asas.
Assim os individuos voadores podem ultrapassar a barreira adesiva, evitando-se
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erros na avaliacao (PREZOTTI et al., 2002). Foi fornecido mel puro em goticulas nas
paredes do tubo como alimento para os parasitoides emergidos.

As unidades-teste foram mantidas em camaras climatizadas sob condicbes
controladas (25 + 1 °C, 70 + 10% de umidade relativa e 12:12 L:E) por 48h. Apéds
esse periodo, os insetos foram congelados, para proceder-se as avaliacbes O
namero de parasitoides na barreira adesiva (caminhadores), na tampa (voadores) e
no fundo (ndo voadores) foram registrados com o auxilio de um microscépio
estereoscédpio. Os dados foram expressos em porcentagem em relagdo ao numero

total de adultos emergidos.

2.5 Analise Estatistica

Os parametros Dbioldgicos correspondentes ao parasitismo meédio,
longevidade, tempo de desenvolvimento e tempo de oviposi¢cdo foram comparados
usando Analise de Variancia (ANOVA), teste de Fisher para comparacées multiplas
entre médias. A eficiéncia de busca foi comparada através do teste de kruskal-
Wallis. A sobrevivéncia da progénie (F1) foi comparada utilizando o teste Kaplan-
Meier com o método de comparagbes multiplas Log-rank utilizando o software
estadistico IBM SPSS 19. Parametros da tabela de vida de fertilidade e respectivos
erros padrao e intervalos de confianga foram estimados utilizando o software PROC
LIFETABLE.SAS através da técnica de “jackknife” e as médias foram comparadas
pelo teste t uni e bicaudal, (P<0,05), utilizando estimativa Jackknife de suas
respectivas variancias (MAIA; LUIZ; CAMPANHOLA, 2000).

O tipo de resposta funcional e os seus parametros foram estimados de acordo
com Juliano (2001) por meio de regressao logistica usando o modelo de regressao
nao linear para ajustar os dados para o modelo de resposta funcional selecionado.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regressdo logistica por méaxima
probabilidade usando a funcéo polinomial PROC CATMOD (SAS Institute, 2004):

N (PO+PINO+PZN® 0+P3NE)
b _ 1 4+ g(PO+PINO+P2IN"0+P3N")
No
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Onde: N, é o numero de ovos parasitados; N, € o numero de ovos oferecidos
e Py, Py, P,, e P; sdo os coeficientes dos parametros estimados da regressao e
relacionados com a inclinacdo da curva. A resposta funcional do tipo | € indicada por
termos lineares nao significativamente diferentes de zero (inclinagdo zero); o tipo |l
por um valor negativo significativo de Py e tipo Il pelos parametros Py positivo e P;
negativo (JULIANO, 2001).

A andlise da capacidade de voo foi realizado usando teste de Kruskal Wallis e
Games-Howel (a=0,05) para comparagbées multiplas entre médias, devido a que os
dados nao apresentaram normalidade nem homogeneidade de variancias, usando-
se o software Statistic SPSS 19.
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3. RESULTADOS

3.1 Biologia comparada

O parasitismo diario de T. remus decresceu com a idade das fémeas. O maior
nivel de parasitismo ocorreu no primeiro dia nas duas linhagens (Figura 2). A média
de ovos parasitados nas primeiras 24h foi 84,15+2,01 e 101,55+2,79 paraa LB e LV,
respectivamente. A LV alcancou 80% da sua capacidade maxima de parasitismo no
segundo dia enquanto que a brasileira alcangou-este percentual apenas quatro dias
depois.

Os resultados mostraram diferencas significativas entre as duas linhagens na
capacidade total de parasitismo (Fi3s=4,76; P= 0,035). O melhor desempenho de
parasitismo foi obtido pela linhagem venezuelana que apresentou maior fecundidade
total.

A longevidade das fémeas (F13s=0,11; P= 0,74), bem como o tempo de
desenvolvimento (F139=0,44; P= 0,67) ndo foi significativamente diferente entre as
duas linhagens. Embora, a longevidade da progénie foi influenciada pela linhagem
(F1,462=788,18; P<0,0001) e pelo sexo (F3460=496,02;P<0,0001), demostrando uma
marcada diferenca no tempo de vida entre as fémeas solitarias (maes) e as fémeas
e 0s machos da progénie, os quais permaneceram em grupo. Na progénie, as
fémeas da LB viveram em média 52% mais do que os machos, e na LV 48,17% a
mais. Ja entre linhagens, as fémeas da LB viveram 60,64% mais do que as fémeas
da LV (Tabela 1).

As curvas de sobrevivéncia dos adultos da progénie apresentaram diferencas
significativas entre os sexos e linhagens (S=732,959; gl= 3; P<0,001). Os individuos
da LB (fémeas e machos) apresentaram maior sobrevivéncia do que os da LV.
(Figura 3).
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Figura 2. Parasitismo diario e acumulado (+ DP) de Telenomus remus sobre ovos
de Spodoptera frugiperda. Seta indica nivel de 80% do parasitismo. A.
Linhagem brasileira. B. Linhagem venezuelana.
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Tabela 1. Parametros biolégicos (+ DP) de Telenomus remus parasitando ovos de
Spodoptera frugiperda.

Linhagem
Parametros biolégicos
LB LV

Numero total de ovos parasitados/fémea 145,85+4,17 b 173,55+3,84 a

Longevidade fémeas (dias) 8,7512,65 a 8,4513,05 a
Tempo de desenvolvimento 11,97+0,21 a 11,17+0,38 a
Longevidade fémeas F1 (dias) 30,79+0,32 a 18,66+0,29 b

Longevidade machos F1 (dias) 16,01+0,65 a 8,99+0,65 b

Médias seguidas pela mesma letra na linha sdo nao significativamente diferentes de acordo
com o teste Fisher (P < 0,05).
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Figura 3. Sobrevivéncia dos adultos da progénie (F1) nas linhagens brasileira (LB)
e venezuelana (LV) de Telenomus remus criados em ovos de Spodoptera
frugiperda.

O periodo reprodutivo apresentou diferencas significativas (Fi3s=4,158;
P=0,048). As fémeas da LB ovipositaram em média durante 6,65 dias e as fémeas

da LV durante 7,70 dias. Ainda que a proporcdo meédia da sobrevivéncia dos
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imaturos (/) foi maior para LV do que para LB, em ambas as linhagens, mostrou-se
uma reducdo continua com a idade da fémea (Figura. 4A), semelhante ao que foi
observado no parasitismo. Da mesma forma, houve uma diminuicdo da fertilidade
especifica (my) (Figura. 4B) e da proporcdo de fémeas, respeito ao aumento da
proporcdo de machos, conforme aumentava a idade das maes nas duas linhagens
(Figura. 4C).

A taxa liquida de reproducao (R,) e a taxa intrinseca de crescimento (ry)
calculadas a partir das tabelas de vida de fertilidade foram significativamente
maiores para LV do que para LB (55,4 e 1,4 vezes maior, respectivamente) (Tabela
2). O tempo necessario para a populagdo duplicar em numero (Dt) da LV foi
significativamente menor do que LB. Em contraste, a taxa finita de aumento (A) e a
duracdo média de cada geracao (7) nao mostraram diferenca significativa entre as
duas linhagens. Os resultados indicaram que a populagédo da LB incrementa a uma
taxa de 65,4 fémeas por cada fémea em uma geracao e 1,6 fémeas/dia em 12,1
dias; enquanto que a LV incrementa a uma taxa de 120,8 fémeas por cada fémea
em uma geracao e 6,2 fémeas/dia em 11,4 dias.
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Figura. 4. Potencial reprodutivo de Telenomus remus criados em ovos Spodoptera
frugiperda. A. Proporcdo de sobrevivéncia dos estagios imaturos em
relacdo as fémeas em idade reprodutiva (/). B. Proporcdao de
descendentes que originardo novas fémeas em relacao as fémeas em
idade reprodutiva (m,). C. Razao sexual em relacao a idade reprodutiva
das fémeas.
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Tabela 2. Paradmetros estimados associados as tabelas de vida e fertilidade:
Estimativas jackknife (mediatDP), intervalos de confiangca 95% e valores
de p bicaudal (Pb) e unicaudal (Pu) calculados através do teste t para
comparacao entre grupos.

Linhagem
Brasileira Venezuelana p- valores
Parametro (LB) (LV)
Jackknife Jackknife p p
Estimado Estimado b u
Taxa liquida de reproducao - 65,352+5,474 120,76045,863
R,? (53,893-76,811)  (108,489-133,032) 00005  0,0002
Taxa intrinseca de 2,771+£0,212 4,173+0,286
crescimento - r® (2.306-3,194) (3,575-4,772) 00268  0,9865
- b 1,597+3,467 6,220+1,935
Taxa finita de aumento — A (0,802-2,253) (2,171-10,270) 0,0003  0,9998
Intervalo de geracdes (dias) — 12,081+0,122 11,442+0,073
T° (10,572-17,663) (9,921-12,952) <0,0001 11,0000
Tempo necessario para a 1,508+ 0,0189 0,165+0,011 00141  0.0071
populagdo duplicar — Dt ® (0,211-0,290) (0,142-0,189) ’ ’

a Comparado pelo teste t bicaudal
b Comparado pelo teste f unicaudal

3.2. Resposta funcional

Os resultados das duas linhagens permitiram realizar o ajuste das curvas a
resposta funcional do tipo Il (Tabela 3).

O numero médio de ovos parasitados pelas fémeas de T. remus aumentou
com a densidade de ovos do hospedeiro. Observou-se uma tendéncia a
estabilizacdo do parasitismo na densidade de 200 ovos nas duas linhagens, embora,
a LV tenha parasitado maior numero de ovos nessa densidade do que LB
(107,43+2,46 e 86,33+2,53 respetivamente) (Figura 5).

Ambas as linhagens mostraram uma diminuicdo na taxa de busca (a’) com o
aumento da densidade, embora a taxa de busca foi maior em todas as densidades
para a LV do que na LB (Figura 6).
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Tabela 3. Estimativas pela regressao logistica da proporcéo de ovos de Spodoptera
frugiperda parasitados por Telenomus remus em fungao das densidades
de 25, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 ovos.

Linhagem Parametros Estimativas (x DP) GL X P
Brasileira Intercepto -0,1747+0,0973 1 3,23 0,725
(LB) Linear 0,019120,00213 1 80,20 <0,0001
Quadratico -0,001£0,0002 1 130,80  <0,0001
Cubico 2,718E-742,489E-8 1 119,30  <0,0001
Venezuelana Intercepto 0,6232+0,1025 1 36.95 <0,0001
(LV) Linear 0,00930+0,00221 1 17.69 <0,0001
Quadratico -0,000090,0002 1 45.03 <0,0001
Cubico 1,551E-7425,31E-8 1 37.57 <0,0001

As linhagens apresentaram diferencas significativas na eficiéncia de busca
(xX°= 18,43; gl= 1; P= 0,001). O tempo que as fémeas da linhagem brasileira levaram
para encontrar a postura foi em média 442,14+13,94 s, enquanto as fémeas da LV
demoraram 122,17+18,57 s, 0 que representou 27,63 % do tempo gasto pela LB. O
tempo de oviposicdo/ovo nao apresentou diferencas significativas entre as duas
linhagens (Fi207= 0,64; P= 0,42), o tempo médio que gastaram as fémeas das
linhagens brasileira e venezuelana foi 50,90+14,96 e 52,95+22,88 s/ovo,

respectivamente.
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Figura 5. Resposta funcional de Telenomus remus em ovos de Spodoptera
frugiperda. Np= numero de ovos parasitados/dia. Linha cinza indicando
quantidade maxima de ovos parasitados A. Linhagem brasileira. B.
Linhagem venezuelana.
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Figura 6. Taxa de busca de Telenomus remus em diferentes densidades de ovos de
Spodoptera frugiperda. a= Proporcdo de ovos parasitados/ovos
disponiveis. LV = Linhagem brasileira. LB = Linhagem venezuelana.

3.3 Controle de qualidade

Observaram-se diferencas significativas na porcentagem de individuos
capturados nos diferentes locais das unidades-teste; na tampa (voadores)
(X?=14,32; P= 0,00001), na barreira adesiva (caminhadores) (X°=13,66; P= 0,0002),
no fundo (ndo voadores) (X?=13,31; P= 0,0002), e na porcentagem de individuos
emergidos (X?=13,20; P= 0,0019), Isso indica que o tempo da criagdo no laboratério
teve efeito sobre a qualidade do parasitoide ao longo das geracgdes. A porcentagem
média dos individuos voadores para a LB foi 34,40+3,10% enquanto que para a LV
foi 87,31+1,42. A média dos caminhadores e nao voadores na LB foi 26,94+3,07 e
38,66+1,50 respetivamente, somando 65,60% dos individuos avaliados. Entretanto,
na LV a média dos caminhadores e nao voadores foi 7,87+ 1,14 e 4,8210,73,
totalizando 12,69%. Ja, na porcentagem de emergéncia, a LB obteve em média
valores mais baixos do que a LV (57,40+2,88 e 75,80 3,82, respetivamente) (Figura
7).
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Figura 7. Porcentagem (média + DP). de individuos voadores, caminhadores, néo
caminhadores e emergidos de duas linhagens de Telenomus remus
(Médias seguidas pela mesma letra sédo n&o significativamente diferentes
de acordo com o teste Tukey (P < 0,05).
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4. DISCUSSAO

Diferengas na biologia e atividade de linhagens de parasitoides de ovos,
adaptados a diferentes condigdes bidticas e abidticas, tém sido avaliadas para
espécies dos géneros Trichogramma (PAK; van HEININGEN, 1985; PRATISSOLI;
PARRA, 2001; OLIVEIRA et al., 2005; POORJAVAD et al., 2011), Trissolcus
(POWELL; SHEPARD, 1982; AWAN; WILSON; HOFFMANN, 1990) e Telenomus
(COLAZZA; ROSI, 2001). Porém, especificamente para T. remus, este é o primeiro
trabalho que avalia diferentes linhagens e analisa o efeito da criacao por varias
geracdes em laboratério sobre os seus aspectos reprodutivos e comportamentais.
Segundo Smith (1996), estudos de variacdes intraespecificas possibilitam a selecao
de linhagens mais apropriadas para liberacao de parasitoides em agroecossistemas.

O pico de fecundidade obtido no primeiro dia nas duas linhagens foi
observado também por Morales et al. (2000) e Bueno et al. (2010) para T. remus
parasitando ovos de S. frugiperda, bem como para outras espécies do género como
T. podisi Ashmead (PACHECO; CORREA-FERREIRA, 1998), T. calvus Johnson
(ORR; RUSSI; BOETHEL, 1986). Apds isto, verificou-se a mesma tendéncia a
diminuicdo de ovos parasitados com a idade da fémea (BUENO et al. 2010). Este
comportamento também foi observado tanto em fémeas selvagens quanto em
fémeas provenientes de diferentes geracdes de laboratério (BAITHA, 2005;
OLIVEIRA et al., 2005).

Portanto, observou-se que as fémeas mais novas demonstraram maior
capacidade de parasitismo o qual, foi observado também por Morales et al. (2000) e
Bueno et al. (2010). Isso é tipico de espécies provigénicas, as quais nascem com
uma dotacao de ovos determinado, permitindo o ataque de varios hospedeiros
desde o primeiro dia vida. Ao contrario, nas espécies sinovigénicas, 0s ovos sao
maturados durante a vida da fémea (FLANDERS,1950). Assim, ambas as linhagens
de T. remus avaliadas poderiam potencialmente atacar de forma eficaz a praga logo
depois da liberagéo.

Embora, as diferencas observadas na fecundidade total sugerem uma
variagdo entre as linhagens na capacidade para explorar os recursos. Estudos
realizados em Tr. chilonis por Nagarkatti e Nagaraja (1978) e Bahita (2005)
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demostraram também que a fecundidade da linhagem selvagem € maior do que as
linhagens criadas em laboratorio.

Assim mesmo, 0 padrdo apresentado nos parametros reprodutivos avaliados
(diminuicdo com o avanc¢o da idade da fémea na sobrevivéncia dos imaturos (/y), na
fertilidade especifica (my) e na razado sexual) parece ser uma caracteristica geral de
Telenominae ja que tem sido observado nos géneros Trissolcus (AWAN; WILSON;
HOFFMANN, 1990; KIVAN; KILIC, 2006) e Telenomus (PACHECO; CORREA-
FERREIRA, 1998). Segundo Laumann et al. (2008), esses resultados mostram um
claro efeito da idade da fémea na viabilidade dos ovos colocados, bem como uma
esgotamento do esperma que leva a redugao da razao sexual.

As diferencas observadas na longevidade e sobrevivéncia entre as fémeas
solitarias (maes) e as fémeas e machos em grupo (progénie) foram estudadas por
Schwartz e Gerling (1974), os quais comprovaram que as fémeas solitarias vivem
em média 8 dias, enquanto as fémeas em grupos 18 dias. Por outro lado, os machos
vivem 8 dias independentemente de estarem em grupo ou ndo. A maior longevidade
e sobrevivéncia das fémeas da progénie podem dever-se ao fato de nao estar na
presenca do hospedeiro. Orr; Russi; Boethel (1986) verificaram que a longevidade
das fémeas de T. calvus sem a presenca do hospedeiro, alimentadas com mel, foi
de 33,7 dias. Todavia, este periodo foi reduzido para 5,7 dias quando colocadas com
0 seu hospedeiro Podisus maculiventris Say.( Hemiptera: Pentatomidae), Isso pode
indicar que as fémeas de T. remus reabsorvem os ovos, o qual &€ conhecido como
uma estratégia adaptativa que lhes permite aos parasitoides conservar os recursos
metabdlicos e transforma-los em energia quando o hospedeiro estd em condigbes
desfavoraveis (BELL; KOUFOPANOU, 1986).

Além disso, tal como foi observado no presente trabalho, Nagarkatti e
Nagaraja (1978) e Baitha (2005) e encontraram que as linhagens de laboratério
viveram por um tempo maior do que as linhagens selvagens, embora, deixando um
namero menor de descendentes. Isso esta relacionado com o periodo reprodutivo, o
qual foi maior na LV do que na LB. Em outras palavras, a vida “efetiva” de
reproducao das linhagens de laboratério € menor que as linhagens selvagens.

Os dados obtidos sobre taxa liquida de reproducao (R,), taxa intrinseca de
crescimiento (rn) e a taxa finita de aumento (A) indicam claramente que a LV é
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intrinsecamente mais agressiva do que a LB. E sabido que a criagdo em laboratério
por longo tempo afeta a atividade e vigor de parasitoides, como nos trabalhos de
Nagarkatti e Nagaraja (1978) e Bahita (2005) e que obtiveram resultados
semelhantes ao avaliar o crescimento populacional. Bueno et al. (2008) realizaram a
tabela de vida de fertilidade da mesma linhagem brasileira quatro anos antes do
presente trabalho (aprox. 122 geracdes de diferenca) e reportaram valores de Roe T
maiores do que os obtidos aqui. Isso indica a linhagem pode estar perdendo vigor e
agressividade através das geragdes mantidas em criagcdo constante no laboratério.

A eficiéncia de busca também foi maior na LV. Em um estudo anterior
realizado com a mesma linhagem brasileira, Carneiro (2008) observou que as
fémeas de T. remus levaram em média 275,4+0,9 s para encontrarem o hospedeiro
em placas de Petri de 9 cm de didametro. No presente estudo, realizado 122
geracdes apds, a area de forrageamento para a avaliagéo da eficiéncia de busca foi
reduzida (1,5 cm de didmetro), embora isso ndo representasse diminuicdo no tempo
de busca, alids, o tempo gasto no encontro da postura foi mais do que o dobro
(160,54%) na linhagem brasileira. Isso evidencia que o tempo de permanéncia na
criacdo em laboratério afeta o tempo de busca do hospedeiro de T. remus.

O tempo de oviposigcdo nos hospedeiros € um processo importante para o
sucesso do parasitismo, especialmente em parasitoides especialistas (CAVE;
GAYLOR; BRADLEY, 1987) como T. remus. O tempo médio de oviposicao de T.
remus parasitando ovos de S. frugiperda calculado por Carneiro et al. (2010) foi de
40,6-41,8 s/ovo, embora neste trabalho foi de aproximadamente 10s a mais nas
duas linhagens. Isso, possivelmente foi influenciado pelas caracteristicas do
hospedeiro, ja que as colbnias de S. frugiperda utilizadas nas duas pesquisas vieram
de criagcdes diferentes. Schwartz e Gerling (1974) relataram que o tempo médio de
oviposicdo das fémeas de T. remus parasitando ovos de Spodoptera litorallis
Boisduval foi de 37 s/ovo. Um dos fatores mais importantes da resposta funcional é
o tempo de oviposicdo do hospedeiro, ja que esse tempo esta diretamente
relacionado com o numero de ovos que uma fémea terd a capacidade de parasitar
(CAVE; GAYLOR; BRADLEY, 1987).

A resposta funcional de fémeas de T. remus a S. frugiperda foi avaliada por

Morales et al. (2001) e Carneiro et al. (2010). Esses autores observaram um
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aumento do parasitismo ao se incrementar a densidade de ovos do hospedeiro com
uma tendéncia a estabilizacdo a partir da densidade 150. Isto indica que o
parasitoide responde eficientemente s6 as altas densidades do hospedeiro, que foi
confirmado pela obtencao de resposta tipo Ill.

O estudo obtido por Carneiro et al. (2010) para T. remus, bem como o
realizado para outras espécies do género como T. reynoldsi (CAVE; GAYLOR,
1989) mostraram curvas de reposta tipo Il, embora Jamshidnia et al. (2010) acharam
resposta tipo |Ill para Telenomus busseolae Gahan parasitando Sesamia
nonagrioides Lefebvre. Na curva de tipo Ill, aqui obtida, ao contrario da resposta tipo
Il, a proporgédo de hospedeiros parasitados (ou presas consumidas) inicialmente €
incrementado (Juliano, 1993). Esse fato sugere que a utilizacdo de T. remus das
duas linhagens em programas de controle biolégico deve ser vista com ressalvas
sob baixa infestagéo da praga.

Além da eficiéncia de busca é a resposta do parasitoide a densidade do
hospedeiro, a capacidade de voar e caminhar sdo caracteristicas imprescindiveis
nos inimigos naturais que vao ser usados em programas de controle biolégico, pois
isso esta relacionado com o forrageamento e a dispersdo no campo (GARDNER,;
van LENTEREN, 1986).

Considerando-se a porcentagem de parasitoides voadores nas unidades
teste, pode-se afirmar que a LV apresentou qualidade superior em comparacao a
LB. O fato da LB possuir maior porcentagem de individuos ndo voadores do que
caminhadores pode indicar que parte da linhagem apresenta uma perda da
caracteristica natural de voar em direcdo a luz logo apds a emergéncia. Esse
resultado também foi observado por Prezotti et al. (2002) avaliando a capacidade de
voo de trés linhagens de Tr. pretiosum ao longo de 21 geragdes de laboratério. De
forma semelhante, Dutton e Bigler (1995) encontraram também uma perda na
capacidade de voo em duas linhagens de Tr. brassicae Bezdenko avaliadas depois
de duas e 39 geracdes em laboratério.

Todavia, Soares et al. (2012) obtiveram o resultado contrario em que as
linhagens de Tr. pretiosum e Tr. atopovirilia recém coletadas a campo apresentaram
menor porcentagem de individuos voadores do que as linhagens de criacao massal.

Isso decorreu pois as linhagens de campo se encontravam em processo de
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adaptacdo as condicbes de laboratério e ao hospedeiro utilizado. Com isso,
confirma-se que a LV adaptou-se com sucesso as condi¢des fornecidas

A LV poderia ser mais apta para dispersar-se satisfatoriamente ao ser
liberada em campo do que a LB, além de parasitar mais eficientemente, mesmo
tendo sido multiplicada em laboratério por dez geracbes. Assim, a LV pode ser
sugerida como parte de programas de controle biolégico de S. frugiperda, ja que
segundo Soares et al. (2012), espécies ou linhagens com alta capacidade de voo e
de emergéncia podem se dispersar mais rapido na procura do hospedeiro e produzir
nuameros elevados de progénie em periodos mais curtos de tempo.

Atributos como a emergéncia, o parasitismo e a capacidade voo podem variar
ao longo do processo de multiplicagdo no laboratério tal como foi observado neste
estudo. E sabido que a manutencdo em laboratério por longo tempo afeta a
atividade e qualidade dos parasitoides, e consequentemente o controle biolégico
(van LENTEREN, 2003). Por isso, a atual recomendacéao do Grupo de Controle de
Qualidade da IOBC para parasitoides é selecionar, preliminarmente, com critérios
rigorosos, linhagens e espécies com base em caracteristicas biolégicas e
comportamentais para programas de controle bioldégico (HASSAN, 1994).

Uma das problematicas da criagdo massal de inimigos naturais € a falta de
técnicas para evitar que pressdes de selegcdo levem a perda de eficacia dos
organismos produzidos. As condi¢cdes constantes fornecidas no laboratério levam a
uma domesticacdo dos insetos, uma vez que sobrevivem 0s genotipos mais
adaptados a esse novo ambiente, induzindo a populagdo a deriva genética,
endogamia e selecao (van LENTEREN, 2003).

Diante disso, é importante ressaltar que a criagdo no tempo de T. remus
requer cuidados que limitem a perda do potencial de controle. Avaliacbes
subsequentes de qualidade podem ser feitas no processo de criagdo o que
possibilitaria tomar medidas rapidas como diferentes estratégias de criagdo. Embora
€ importante ressalvar que ndo necessariamente uma linhagem de alta qualidade
em laboratério é sinbnimo de parasitoides eficientes em campo (PREZOTTI et al.
2002).

Dentro dessas estratégias de criagao, van Lenteren (2003) assinala condicdes

variaveis no laboratério (variagdo do tempo e espaco, diferentes regimes de luz,
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temperatura e umidade), infusdo genética (introducédo de individuos selvagens ou
diferentes linhagens periodicamente) e uso de sistemas de criacdo em semi-campo.
Por outro Nunney (2003) considera a manutencdo de diversas linhas puras
(Isofemale lines) em laboratério como possivel solucéo.

Existem relativamente poucos estudos que comparem a perda de
caracteristicas desejaveis em parasitoides de ovos e documentem as consequéncias
para o controle biolégico. Devido a falta de estudos sobre a criacdo massal de T.
remus este estudo aporta conhecimentos sobre as interagdes parasitoide-
hospedeiro que podem contribuir a implantacdo de programas de controle biologico
contra lagarta-do-cartucho.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que Telenomus
remus perde vigor e reduz a sua atividade através de sucessivas geragdes mantidas
em criacdo no laboratério. Embora as linhagens tenham apresentado similaridade
genética nos padrées de restricao avaliados, isso ndao implica na similaridade na
biologia, atividade ou comportamento frente ao hospedeiro.

A perda dessas caracteristicas poderia afetar o desempenho do parasitoide a
campo, como a capacidade de dispersdao, busca do hospedeiro e,
consequentemente, eficiéncia do controle de Spodoptera frugiperda. Estudos a
campo precisam ser realizados comparando a nova linhagem introduzida (LV) com a
linhagem mantida no laboratério (LB) para comprovar esta hipétese. Além disso,
estudos moleculares detalhados utilizando primers especificos e diferentes enzimas
de restricdo poderiam ser realizados para determinar a variabilidade genética das
linhagens.

A obtencado de bibtipos de diferentes zonas geograficas permite introduzir
novos individuos na linhagem estabelecida em laboratério e assim aumentar a base
geneética dessa linhagem. No entanto, os procedimentos para realizar a importagcao
de um agente de controle biolégico ao Brasil implicam um grande esforco e
disposicao de tempo. Assim, é importante realizar estudos constantes de controle de
qualidade da espécie a fim de observar depois de quantas geragdes T. remus
modifica sua biologia e comportamento. Isso possibilitaria tomar medidas rapidas
bem como, elucidar os problemas especificos da criagdo e estabelecer alternativas a
metodologia atual.

Uma destas alternativas poderia ser a determinagcdo das caracteristicas
desejaveis ao uso previsto dos insetos, por exemplo, ao controle biolégico em
campo e, dessa forma, adaptar os procedimentos de criacdo, bem como, manter os
bi6tipos separadamente e promover cruzamentos programados para incrementar
variabilidade. Desse modo, a LV considera-se um importante componente de
variabilidade populacional.

Além disso, estudos de tolerancia de temperatura e umidade relativa da LV
em relacdo a LB poderiam ajudar a esclarecer conceitos da biologia do parasitoide
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em campo. Assim, o estudo da LV gera uma importante contribuicido ao
conhecimento do controle biolégico de S. frugiperda.

Apesar da LB apresentar menor vigor e qualidade do que a LV, T. remus é um
parasitoide com um elevado potencial para controle de espécies de S. frugiperda tal
como ja vem sendo observado em paises da Asia e América Latina, destacando-se
a importancia em se realizar pesquisas que envolvam melhorias no sistema de
criacdo massal e exploracédo dessas informag¢des em campo.

Devido a falta de estudos sobre a criacdo massal de T. remus, o presente
estudo resulta, além da aquisicao da nova linhagem de T. remus, e na melhora do
conhecimento para avaliagdo da qualidade e das interagdes parasitoide-hospedeiro
que contribuem com conhecimentos Uteis na implantagdo de programas de controle

biolégico da lagarta-do-cartucho.
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