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RESUMO

Para a implementacdo de um programa de controle biolégico € necessario o
desenvolvimento de estudos basicos de um inimigo natural como a avaliacdo dos
parametros biolégicos e comportamentais agente de controle, até a liberacdo nas
plantas infestadas com a praga-alvo. Como exemplo de um inimigo natural com
potencial uso no manejo de pragas esta o parasitoide de ninfas de mosca-branca
Encarsia inaron (Walker) (Hymenoptera: Aphelinidae). Esse inseto tem sido associado
a diferentes espécies de hemipteros-praga ao redor do mundo, e no Brasil foi
associado a Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). Entretanto, para
que possa de fato se tornar uma ferramenta viavel no manejo de B. tabaci € necessario
o completo entendimento da dindmica entre ambos os insetos. Dessa forma, esse
trabalho abordou bioensaios para avaliar o desenvolvimento do parasitoide em ninfas
de B. tabaci MEAML criadas em couve, soja, feijao e tomate foram conduzidos, assim
como a identificagdo de endossimbiontes associados, a avaliagdo de caracteristicas
biolégicas e capacidade de parasitismo de E. inaron em diferentes temperaturas.
Também sdo necessarios a realizacao de estudos que subsidiem o uso em liberacdes
nas plantas, e por isto foi avaliado o efeito direto de produtos fitossanitarios sobre
diferentes fases de desenvolvimento de E. inaron. O desenvolvimento de E. inaron
nao foi diferente quando parasitou ninfas de B. tabaci oriundas das plantas utilizadas
no estudo. As bactérias endossimbiontes associadas foram Wolbachia, Serratia e
Rickettsia, entretanto, com o passar das geracdes a populacdo passou a apresentar
apenas Rickettsia como bactéria associada, o que permitiu observar que a presenca
de Wolbachia na populagcédo causava a producdo apenas de fémeas, uma vez que
guando ndo presente, machos também foram observados. O limiar de temperatura
inferior (To) de E. inaron foi de 13,3°C, enquanto os limiares de temperatura superior
(Ts) e otima (Top) foram 35,9 e 32,5°C, respectivamente. Em relagdo aos testes de
seletividade, a fase de pupa de E. inaron tolera melhor a acdo de produtos
fitossanitarios, enquanto adultos sdo mais impactados, entretanto, a acdo dos
produtos utilizados foi diferente em ambas as fases. Todos os resultados deste estudo
fornecem informacdes que podem auxiliar a elucidacdo da dindmica entre E. inaron e
B. tabaci MEAML1, e ajudar na elaboracdo de um programa de controle biolégico

efetivo.

Palavras-chave: controle biol6gico; manejo integrado de pragas; mosca-branca.






ABSTRACT

For the implementation of a biological control program, it is necessary to develop basic
studies of a natural enemy, such as the evaluation of biological and behavioral
parameters of the control agent, until the release in plants infested with the target pest.
An example of a natural enemy with potential use in pest management is the whitefly
nymph parasitoid Encarsia inaron (Walker) (Hymenoptera: Aphelinidae). This insect
has been associated with different species of hemiptera pests around the world, and
in Brazil it has been associated with Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae). However, in order to become a viable tool in the management of B.
tabaci, it is necessary to fully understand the dynamics between both insects. Thus,
this work addressed bioassays to evaluate the development of the parasitoid in B.
tabaci MEAM1 nymphs reared on cabbage, soybean, beans and tomato were
conducted, as well as the identification of associated endosymbionts, the evaluation of
biological characteristics and parasitism capacity of E. inaron at different temperatures.
It is also necessary to carry out studies that support the use in releases in plants, and
for this reason the direct effect of phytosanitary products on different stages of
development of E. inaron was evaluated. The development of E. inaron was not
different when it parasitized B. tabaci nymphs from the plants used in the study. The
associated endosymbionts bacteria were Wolbachia, Serratia and Rickettsia, however,
over the generations the population started to present only Rickettsia as an associated
bacterium, which allowed us to observe that the presence of Wolbachia in the
population caused the production of only females, since when not present, males were
also observed. The lower temperature threshold (To) of E. inaron was 13.3°C, while
the upper (Ts) and optimal (Top) temperature thresholds were 35.9 and 32.5°C,
respectively. In relation to the selectivity tests, the pupal stage of E. inaron better
tolerates the action of phytosanitary products, while adults are more impacted,
however, the action of the products used was different in both stages. All the results of
this study provide information that can help to elucidate the dynamics between E.
inaron and B. tabaci MEAM1, and help in the elaboration of an effective biological

control program.

Keywords: biological control; integrated pest management; whitefly.
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INTRODUCAO GERAL

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), esta
entre as espécies de insetos-praga com maior importancia no Brasil e no mundo
(KRAUSE-SAKATE et al., 2020), e isso € consequéncia tanto de caracteristicas
intrinsecas da praga, como a capacidade de se desenvolver em inimeros hospedeiros
e de estar presente em quase todas as regides do mundo (BOYKIN et al., 2013), como
também de acdes antropicas, como o0 uso incorreto de produtos quimicos (QU et al.,
2017), e o cultivo extensivo de plantas hospedeiras que possibilitam a manutencéo da
praga nos ambientes agricolas.

Outra caracteristica que pode agregar ao sucesso de B. tabaci no mundo é a
ocorréncia de espécies cripticas (KANAKALA; GHANIM, 2015), o que também é um
ponto importante em relagdo ao manejo, uma vez que diferentes bibétipos podem
apresentar diferentes graus de tolerancia a produtos quimicos (BARRO et al., 2011;
KRAUSE-SAKATE et al., 2020). Além disso, o maior problema relacionado a B. tabaci
€ a excelente capacidade de transmissdo de patdégenos causadores de doencas
importantes em diversas espécies vegetais (BROWN et al., 2015; (INOUE-NAGATA,
LIMA; GILBERTSON, 2016). Por esses motivos, a realizacdo do manejo de B. tabaci
€ essencial para que os danos, tanto os diretos ocasionados pela alimentacdo da
praga, como os indiretos como a ocorréncia de doencas nas culturas, sejam
minimizados e os indices de produtividade sejam satisfatorios.

Devido a eficacia e a disponibilidade o controle quimico € a tatica mais utilizada
no controle de B. tabaci, entretanto, o mau posicionamento pode causar efeitos
adversos como a selecéo de individuos resistentes (DANGELO et al., 2018). Por esse
motivo é importante que outras ferramentas sejam utilizadas com objetivo de manejar
a praga e também de preservar a tecnologia inserida em produtos fitossanitarios.
Entre outras ferramentas pode-se citar o controle biolégico, que surge como uma
pratica aliada e prevista pelas preconiza¢cées do Manejo Integrado de Pragas (MIP).

O controle biolégico nada mais € que a agdo de inimigos naturais sobre um
determinado organismo, sendo que este fendmeno sofre influéncia de fatores externos
como o clima, a oferta de alimentos, competicao e aspectos relacionados a densidade
populacional (BOSCH; MESSENGER; GUTIERREZ, 1982), em outras palavras, de

forma aplicada, a acdo de agentes de controle biologicos pode auxiliar na regulacéo



18

populacional de uma praga por meio da mortalidade, assim como funciona o controle
quimico.

No Brasil, o controle biolégico por meio do uso de parasitoides ganha espaco
com o passar dos anos e isso pode ser observado pelo aumento no numero de
empresas e produtos registrados para diversos alvos biologicos (MAPA, 2021). Esse
crescimento pode ser explicado tanto pela necessidade relacionada a dificuldade no
manejo de diversas pragas, como também pelos estudos e esforcos realizados por
grupos de pesquisa por todo o pais (PARRA; COELHO-JUNIOR, 2019).

Em relacdo a mosca-branca, parasitoides do género Encarsia se destacam
entre 0s inimigos naturais associados a B. tabaci, entre elas, Encarsia inaron € um
dos parasitoides de ninfas ndo apenas de B. tabaci, mas como de outras espécies de
moscas-brancas (BRADY; WHITE, 2012; MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR,;
KOCHEILI, 2012; PICKETT et al., 1996) No Brasil o parasitoide foi relatado
parasitando ninfas de B. tabaci (OLIVEIRA et al., 2003), porém, ainda ndo existem
estudos no sentido de que este inimigo natural seja de fato uma ferramenta dentro de
um programa de controle biologico.

De acordo com Parra et al. (2002), as etapas que envolvem o desenvolvimento
de um programa de controle bioldgico de forma aplicada sdo: 1) coleta, identificacéo
e manutencao de linhagens; 2) selecdo de hospedeiro alternativo, quando possivel,
para criacdo massal; 3) estudar as caracteristicas bioldgicas e de comportamento do
parasitoide; 4) conhecer aspectos relacionados a dinamica praga-algo; 5) elucidar
aspectos relacionados a liberacdo dos parasitoides, como numero ideal, local
adequado, épocas e formas de liberacdo; 6) conhecer os efeitos de produtos
fitossanitarios sobre o inimigo natural por meio de experimentos de seletividade; 7)
avaliar a eficiéncia do parasitoide sobre a praga alvo; 9) simular modelos para
entender a relacdo entre parasitoide e a praga. Dessa forma, 0 objetivo do presente
estudo foi avaliar pontos basicos relacionados a E. inaron e B. tabaci espécie criptica
MEAM1, que servirdo como dados de subsidio para a implementacdo deste

parasitoide em um possivel programa de controle biolégico de B. tabaci no Brasil.
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CAPITULO 1

PERSPECTIVAS DO USO DO PARASITOIDE DE NINFAS Encarsia inaron
(Walker) (HYMENOPTERA: APHELINIDAE) COMO AGENTE DE CONTROLE
BIOLOGICO DE Bemisia tabaci (Gennadius) (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

RESUMO

Entre as diversas espécies de insetos-praga que ocorrem mundialmente, a mosca-
branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) € uma das que recebe
grande atencdo de pesquisadores devido aos danos diretos que ocorrem devido a
alimentacdo do inseto, e indiretos relacionados a transmisséo de virus causadores de
doencas em plantas, o que torna o controle desta praga imprescindivel. O manejo de
B. tabaci é realizado majoritariamente por meio da acdo de produtos fitossanitarios,
entretanto, devido ao uso incorreto, alguns problemas como selecédo de populacdes
resistentes e desequilibrio ambiental podem acontecer, por isso, outras ferramentas
de controle se fazem importante para auxiliar o manejo de B. tabaci e
consequentemente possibilitar o alcance de altos indices de produtividade. Entre
essas ferramentas, o controle biolégico vem ganhando espaco ao longo dos anos nos
sistemas agricolas mundiais, e em relacdo ao B. tabaci, diversos inimigos naturais
vém sendo associados. Como um exemplo, a espécie parasitoide Encarsia inaron
(Walker) (Hymenoptera: Aphelinidae) € um inimigo natural associado a B. tabaci e a
outros hemipteros-praga e, embora relatada no Brasil, poucos sdo os estudos
envolvendo o inseto. Este agente de controle bioldgico é normalmente encontrado em
algumas regides do mundo como Africa, Europa e Asia, e 0 caso mais famoso
envolvendo este inimigo natural foi a importacdo para os Estados Unidos para o
controle de um hemiptero-praga, Siphoninus phillyreae (Haliday) (Hemiptera:
Aleyrodidae), que ataca arvores de freixo na Califérnia, entretanto, para avaliar a
eficacia de E. inaron no manejo de B. tabaci diversos estudos basicos ainda séo
necessarios. A seguinte revisao aborda aspectos importantes relacionados a B. tabaci
e E. inaron, como caracteristicas morfologicas e casos de sucesso do uso de E.

inaron, que podem auxiliar nos estudos sobre o parasitoide.

Palavras-chave: manejo integrado de pragas (MIP); sustentabilidade; inimigo natural.
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ABSRACT

Among the various species of pest insects that occur worldwide, the whitefly, Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) is one that receives great attention from
researchers due to the direct damage that occurs due to the insect's feeding, and
indirect related to the transmission of disease-causing viruses in plants, which makes
controlling this pest essential. The management of B. tabaci is carried out mainly
through the action of phytosanitary products, however, due to incorrect use, some
problems such as selection of resistant populations and environmental imbalance can
happen, so other control tools are important to help the management of B. tabaci and
consequently enable the achievement of high levels of productivity. Among these tools,
biological control has been gaining ground over the years in world agricultural systems,
and in relation to B. tabaci, several natural enemies have been associated with the
pest. As an example, the parasitoid species Encarsia inaron (Hymenoptera:
Aphelinidae) is a natural enemy associated with B. tabaci and other pest hemiptera,
and although reported in Brazil, there are few studies involving the insect. This
biological control agent is commonly found in some regions of the world such as Africa,
Europe and Asia, and the most famous case involving this natural enemy was the
importation into the United States for the control of a pest, Siphoninus phillyreae
(Haliday) (Hemiptera: Aleyrodidae), which attacks ash trees in California, however, to
assess the efficacy of E. inaron in the management of B. tabaci several basic studies
are needed. The following review addresses important aspects related to B. tabaci and
E. inaron, such as morphological characteristics and successful cases of using E.

inaron, which can help in studies of the parasitoid.

Keywords: integrated pest management (IPM); sustainability; natural enemy.
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1.1 Contextualizacao

A mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), € uma
praga importante que ocorre em todos 0s continentes, exceto nas regides polares
(BARRO et al., 2011; BOYKIN et al., 2013) e se destaca como praga de alto potencial
destrutivo em diversas culturas ao redor do mundo. Os danos causados por B. tabaci
podem ser diretos, resultantes da alimentacao e producdo do honeydew, e indiretos,
pela transmissdo de inUmeros patégenos com importancia mundial (BROWN et al.,
2015), como por exemplo, os Begomovirus (INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON,
2016). A ferramenta mais utilizada no manejo de B. tabaci € o controle quimico
(ZANIC, 2018), pois a utilizacdo de produtos fitossanitarios &€ uma técnica eficaz e
grande aliada ao produtor no controle de mosca-branca, além disso, 0s quimicos se
destacam como ferramenta de facil acesso aos produtores que buscam a garantia de
uma boa producédo e uma elevacao nos indices de produtividade, além da rapidez e
menor custo no controle de agentes nocivos. Entretanto, apesar da eficiéncia
comprovada, a utilizacdo demasiada desses produtos pode trazer mas consequéncias
como a interferéncia ha entomofauna benéfica dos sistemas (STEFANELLO JUNIOR
et al., 2012), além da possibilidade de selecdo de populacdes resistentes a
determinados inseticidas (QU et al., 2017; TABASHNIK et al., 2014). Em funcéo disso
e também pela busca da sustentabilidade nos agroecossistemas, ha necessidade do
desenvolvimento de ferramentas eficazes e com menor impacto ao ambiente. Desse
modo, algumas espécies de parasitoides, predadores e organismos
entomopatogénicos que tém sido associadas a B. tabaci (JABER et al., 2018) hoje
séo alvos de estudo em todo o mundo.

Entre os inimigos naturais associados a mosca-branca, os parasitoides do
género Encarsia (Hymenoptera: Aphelinidae) sdo organismos que possuem alto
potencial de utilizacdo em programas de controle bioldgico. A espécie mais estudada
e com ampla utilizacdo no controle de moscas-branca € Encarsia formosa (Gahan)
(Hymenoptera: Aphelinidae), porém, este inimigo natural ndo teve grande impacto em
programas de controle biolégico no Brasil, sendo que parte desse insucesso pode ser
atribuido a baixa qualidade dos parasitoides (LENTEREN, 1993) fato totalmente
relacionado com o método e aspectos envolvidos na cria¢ao, além disso, outro motivo
pelo qual pode ser explicado a falta de sucesso € a baixa producdo do parasitoide

tendo em vista demandas por produtores. Apesar disso, a espécie ficou conhecida
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apos a utilizacdo no controle biolégico de mosca-branca da espécie Trialeurodes
vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae) (BABCOCK; HERATY, 2000), e
hoje ainda é utilizada no mundo todo, majoritariamente em cultivos protegidos na
Europa, para o controle de diversas espécies de mosca-branca, entre elas B. tabaci
(GRILLE et al., 2012; LIU et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2008).

Além de E. formosa, outras espécies do género tém sido relatadas como
parasitoides de B. tabaci, como exemplo a espécie Encarsia inaron (Walker)
(POLASZEK et al., 1992). No Brasil a espécie foi identificada e associada a espécie
criptica MEAM1, também conhecia como biétipo B (OLIVEIRA et al., 2003), entretanto,
apesar de existir o relato da ocorréncia no pais, ndo ha estudos do parasitoide quanto
a determinacdo do uso como agente em programas de controle bioldgico aplicado em
culturas de importancia econémica. Além disso, informacdes sobre a criacdo dessa

espécie em condi¢des de laboratério sdo limitadas.

1.2 Mosca-branca, Bemisia tabaci (Gennadius, 1989) (Hemiptera: Aleyrodidae)

A espécie B. tabaci pertence a familia Aleyrodidae e a Ordem Hemiptera. Os
adultos possuem coloracdo branca devido a pulveruléncia que recobre os dois pares
de asas membranosas. O tamanho médio dos adultos varia de 1 a 2 mm de
comprimento e a fémea geralmente possui tamanho maior em relacdo ao tamanho
dos machos. A espécie B. tabaci € sugadora e apresenta aparelho bucal do tipo
sugador labial tetraqueta, e se alimenta na fase abaxial das folhas hospedeiras e de
acordo com Vendramim et al. (2009), isso ocorre devido a cuticula mais fina e maior
proximidade ao floema na face inferior das folhas, o que consequentemente diminui a
dificuldade na perfuracéo.

Assim como a alimentacao, a oviposi¢cao dos adultos também ocorre na face
inferior das folhas. Os ovos possuem de 0,2 a 0,3 mm, apresentam formato piriforme
e coloragcdo amarelada que escurece anteriormente eclosdo das ninfas (BYRNE;
BELLOWS, 1991). A reproducdo é sexuada, porém, pode ocorrer partenogénese
arrenétoca, na qual sao produzidos apenas individuos machos, ou ainda producéo de
fémeas quando ocorre associagdo com o endossimbionte Rickettsia (SHI, et al.,
2021). Esses insetos sdo hemimetabolos, o que significa que se desenvolvem em fase
de adulto, ovo e ninfa. As ninfas apresentam quatro instares, ou também conhecido
como estadios, sendo que o Unico instar mével é o primeiro, uma vez que nos demais

0 inseto ndo apresenta estruturas de locomocédo (BYRNE; BELLOWS, 1991). O
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tamanho das ninfas varia em média de 0,27 mm a 0,85 mm de comprimento e 0,18
mm a 0,60 mm de largura conforme ocorre a mudanca de instares. A coloracdo das
ninfas € amarelo-esverdeada, e nos ultimos estadios é possivel observar os olhos de
coloracdo vermelha (BYRNE; BELLOWS, 1991). Assim como os adultos, as ninfas
também se alimentam da planta por meio da insercdo do aparato bucal tipo picador-
sugador na folha (GALLO et al, 2002).

Em relagéo ao ciclo de vida de B. tabaci, os adultos possuem longevidade que
varia de 15 a 20 dias, e as fémeas podem ovipositar em média 200 ovos durante a
vida. A fase de ovo dura aproximadamente 7 dias, e o tempo em que O inseto
permanece em estadio de ninfa é de 12 a 21 dias. Todos esses parametros variam de
acordo com as condi¢des climaticas do local onde a praga coloniza (BROWN, BIRD,
1992).

Como ressaltado anteriormente, a praga realiza a postura dos ovos na face
abaxial das folhas de plantas hospedeiras, o que pode ocorrer em inlUmeras espécies
vegetais, desse modo, entende-se que a polifagia da espécie permitiu com que essa
possua importancia para diversas culturas no mundo e seja responsavel por grandes
perdas ao produtor (BROWN et al., 2015; JIAO et al., 2012; LOURENCAO; SAKATE;
VALLE, 2014; MANN, 2011; VALLE et al., 2011). Adicionalmente, além dos danos
diretos causados pela alimentacdo do inseto que ocorre por meio da succéo de seiva
da planta e consequentemente interfere no desenvolvimento vegetal (BROWN et al.,
2015), ocorrem também danos indiretos como o favorecimento do desenvolvimento
de fungos do género Capnodium, causadores da fumagina. Os adultos possuem uma
adaptacdo no aparelho digestério chamada de “camara-filtro”, e esse aparato é
responsavel pela eliminacéo do excesso de liquidos ingeridos pelo inseto, sendo esse
excesso eliminado como honeydew, substancia pegajosa e agucarada que favorece
o desenvolvimento dos fungos causadores da fumagina, doenca que recobre as folhas
com uma pelicula escura e impede a realizacédo da fotossintese, e consequentemente
interfere em processos fisioldgicos (GALLO et al, 2002; NAVAS-CASTILLO et al.,
2011).

Apesar dos danos diretos, o principal problema associado a B. tabaci é a
transmissao de virus causadores de doencas severas para algumas culturas, como
por exemplo, os begomovirus, fitopatdgenos causadores de doencgas importantes, que
acabam algumas vezes limitando a produg&o no pais. Esses virus correspondem a
90% dos transmitidos por B. tabaci (FARIA et al, 2000; GILBERTSON et al., 2015) e
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sdo compostos por mais de 300 espécies (INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON,
2016) entretanto, além dos begomovirus, existem mais de 100 tipos de outros virus
gue podem ser transmitidos pela mosca-branca (BROWN et al., 2015).

Outro ponto agravante em relacdo a B. tabaci no mundo é a ocorréncia de
espécies cripticas, que sdo um complexo de espécies morfologicamente
indistinguiveis, mas que podem ser diferenciadas por caracteristicas biologicas e
genéticas, envolvendo transmissdo de virus, polimorfismo genético, composicdo de
endossimbiontes, preferéncia por hospedeiros, resisténcia a inseticidas e diferentes
habilidades invasivas. Recentemente, utilizando-se analises moleculares do gene
mtCOI (mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1), B. tabaci pode ser classificada
em 44 espécies cripticas, das quais Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1, também
conhecida por bi6tipo B) e Mediterranean (MED, também conhecida por bi6tipo Q) sao
consideradas as espécies mais invasivas e de distribuicdo global, causadoras de
grandes perdas na agricultura (ALEMANDRI et al., 2015; BARBOSA et al., 2014;
KANAKALA; GHANIM, 2019; McKENZIE et al., 2012; MUNIZ et al., 2011; YAO et al.,
2017).

No territorio brasileiro ha o relato de espécies nativas das Américas, New World
1 (NW1) e New World 2 (NW2), consideradas pouco invasivas (BARBOSA et al., 2014)
e das espécies exdticas MEAM1 e MED, que possuem grande importancia devido a
caracteristica invasiva e por serem distribuidas por todo o mundo e apresentarem
controle complexo em relacdo as nativas (GAUTHIER et al., 2014). A espécie criptica
MEAM 1 foi relatada na década de 90 e desde entdo causa grandes problemas em
todo o pais devido a transmisséo de virus (LOURENCAO; NAGAI, 1994) e até hoje é
responsavel por prejuizos a produtores devido aos danos na producao, ja a MED tem
relato mais recente, em 2014 (KRAUSE-SAKATE et al.,, 2020) Como citado
anteriormente, o controle quimico € a ferramenta majoritariamente empregada no o
controle de B. tabaci, porém, como 0 uso incorreto pode acarretar em consequéncias
indesejadas, faz-se necessario o estudo e desenvolvimento de novas ferramentas que
possam ser aliadas no controle desta praga.

Como aliado, o controle biologico é uma das ferramentas dentro do Manejo
Integrado de Pragas (MIP), e o objetivo central desta tatica € reduzir ao maximo a
utilizacdo desnecessaria de produtos fitossanitarios e oferecer maior seguranga ao
ambiente e ao homem (LENTEREN, 2012). Uma das formas da utilizagdo do controle

biologico € de forma aplicada, que € uma medida de controle a curto prazo, onde um
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namero grande de inimigos, que foram produzidos de forma massal em laboratorio, é
introduzido em um ambiente de forma inundativa, com a finalidade de diminuir a
populacdo da praga (BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007). A eficiéncia dos
inimigos naturais € influenciada diretamente pelo modo com que sao criados, por isso
h& a necessidade de estudos sobre parametros biolégicos anteriormente a utilizacédo
dos agentes de controle biologico (PINTO et al., 2003).

1.3 Controle biolégico como ferramenta no manejo de Bemisia tabaci: Encarsia

inaron

Assim como todos 0s organismos no mundo, toda espécie de inseto possui ao
menos um inimigo natural. Em relacdo mosca-branca, inGmeros sdo os organismos
associados, como por exemplo diversas espécies de parasitoides. Esses organismos
atuam sobre uma fase da vida de um hospedeiro, e em relacdo a mosca-branca os
parasitoides costumam atuar sobre as ninfas, e realizam a postura dos ovos no interior
destas, de forma que no lugar do adulto da praga é originado o adulto do parasitoide
Ou seja, essa acao resulta no controle da praga ainda na fase imatura (POLASZEK et
al., 1992).

Como exemplo desses organismos, 0s parasitoides do género Encarsia
(Hymenoptera: Aphelinidae) sdo inimigos naturais com grande potencial de utilizacao
em programas de controle biolégico de B. tabaci. O género foi descrito em 1878 por
Forster e possui mais de 340 espécies, entre as quais a maioria é parasitoide de ninfas
de mosca-branca (POLASZEK et al., 1992). O controle da praga ainda em fase ninfal
€ interessante tendo em vista que o adulto, maior causador de danos e responsavel
pela dispersédo da praga, ndo se desenvolve e os efeitos podem ser minimizados
(LACERDA; CARVALHO, 2008).

Além de E. formosa, anteriormente citada, a espécie E inaron € um dos
organismos associados a B. tabaci e ocorre naturalmente no meio ambiente e &
frequentemente encontrada em varios habitats agricolas na Asia, Africa e Europa (LIU
et al., 2015). No Brasil, o primeiro relato de E. inaron ocorreu em 2003 (OLIVEIRA et
al., 2003), onde parasitoide foi associado a B. tabaci MEAM1, em plantas de fumo
(Nicotiana tabacum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), algodao (Gossypium spp
L.), soja (Glycine max L. Merr.), couve (Brassica oleracea L.), meldo (Cucumis melo
L.) e jil6 (Solanum aethiopicum L.). Entretanto, como supracitado, apesar de existir o
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relato da ocorréncia no pais, ndo ha estudos do parasitoide quanto a determinacao do
uso como agente em programas de controle bioldgico aplicado.

Como exemplo do potencial de E. inaron, em outros paises o parasitoide foi
introduzido para utilizagdo em programa de controle bioldgico. Nos Estados Unidos,
especificamente na Califérnia em 1989, o inimigo natural foi utilizado para o controle
de Siphoninus phillyreae (Haliday) (Hemiptera: Aleyrodidae), praga que causava
grandes danos na espécie vegetal freixo Fraxinus uhdei (Wenzig) (PICKETT et al.,
1996). Essa praga, assim como B. tabaci, € polifaga e possui ampla distribuicéo
geografica. No Egito a praga também ocasiona danos em arvores de roma Punica
granatum L., por isso E. inaron é liberada nos pomares de producédo, o que resultou
na reducéo significativa nas popula¢des da praga.

O parasitoide também apresenta eficiéncia no controle de outras espécies
como por exemplo Neomaskellia andropogonis (Corbett) (Hemiptera: Aleyrodidae).
Essa praga ataca a cultura da cana-de-agucar no Ird e é responsavel por perda
significativa na produtividade devido a alimentacédo, que por meio da excrecdo do
honeydew, torna as folhas um local propicio para o desenvolvimento de fungos que
diminuem a area fotossintética da planta consequentemente reduzindo o rendimento
da cana, e neste caso, E. inaron apresenta eficacia de 85% no controle de N.
andropogonis (MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012).

A espécie T. vaporariorum, também possui distribuicho mundial e ataca
inUmeras espécies olericolas e ornamentais, e E. inaron é utilizada na Europa,
principalmente na RUssia, para o controle da praga em casas de vegetacdo. Além
disso, adicionalmente a esses exemplos de utilizacdo por meio da liberacéo, E. inaron
€ encontrado naturalmente em diversas culturas onde essas e outras moscas-branca
ocorrem (BRADY; WHITE, 2012).

Em relacdo aos aspectos deste inimigo natural, a espécie E. inaron é uma
microvespa, com aproximadamente 0,5 mm de comprimento, com coloracdo escura
na regido da cabeca. As asas possuem coloracdo clara e além da observacéo das
genitdlias, as fémeas podem ser diferenciadas dos machos por apresentarem
coloracédo amarelada no abdémen, enquanto os machos possuem coloragéo escura
(Figura 1) (PICKETT et al, 1996).
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Figura 1 — Fémea (A) e macho (B) do parasitoide Encarsia inaron
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¥

Fotos: Thais Cirino - 2022

Em relacédo ao desenvolvimento, um caso extremo de diversidade de habitos é
encontrado na Familia Aphelinidae. Os machos se desenvolvem como
hiperparasitoides internos das larvas das fémeas, o que €& chamado de
adelfoparasitismo ou autoparasitismo, e sdo classificados como hiperparasitoides,
engquanto as fémeas séo classificadas como parasitoides primarios e se desenvolvem
diretamente no hospedeiro (GOULD et al., 1995; SHISHEHBOR, 2001). Entretanto,
E. inaron é uma das excecBes da familia e tanto macho quantos fémeas séo
parasitoides primarios e se desenvolvem no hospedeiro, o que descomplica o uso da
espécie em programas de controle bioldgico (VIGGIANI 1988; HERATY; POLASZEK;
SCHAUFF, 2008).

Os adultos vivem cerca de 14 a 21 dias em temperatura média de 25°C, porém,
a longevidade pode ser alterada de acordo com as condi¢des climéaticas e com o
hospedeiro utilizado, por exemplo, Gould et al. (1995), constataram o aumento da
longevidade de fémeas e machos conforme a diminuicdo da temperatura, entretanto,
os estudos foram realizados em S. phillyreae. O mesmo ocorreu com O
desenvolvimento do parasitoide na espécie N. andropogonis, onde foi verificado
aumento na longevidade de acordo com diminuicbes na temperatura
(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012), porém, nao existem dados
sobre o desenvolvimento de populagdes brasileiras do parasitoide em B. tabaci.

Alguns estudos com E. inaron abordam o desenvolvimento do parasitoide em
S. phillyreae, no qual o parasitoide consegue se desenvolver e apresenta eficacia de
parasitismo, o que explica o sucesso da importagéo para os EUA, como anteriormente

citado. Sobre S. phillyreae as fémeas de E. inaron possuem capacidade de oviposi¢ao
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de aproximadamente 159 ovos durante todo o periodo de vida (GOULD; BELLOWS,;
PAINE, 1995), entretanto, em N. andropogonis o maximo de ovos colocados por
fémea é de 74 ovos (MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012), e em
ambos realizam a postura dos ovos nas ninfas para que a fase juvenil do parasitoide
complete o desenvolvimento no interior do hospedeiro. Os jovens apresentam
coloragéo transparente e formato de meia-lua (Figura 2B) e permanecem nessa fase
cerca de 20 dias (25°C). A diferenciacdo de ninfas parasitadas é possivel devido a
coloracdo mais escura do que ninfas nao parasitadas (Figura 2C), além disso, ninfas
de onde emergiram parasitoides apresentam um orificio redondo como abertura de
saida, enquanto quando nao parasitadas, a saida do adulto possui forma de “T”
(Figura 2D) (POLASZEK et al., 1992; PICKETT et al., 1996).

Figura 2 — Ninfas de Bemisia tabaci ndo parasitadas (A); forma jovem de
Encarsia inaron no interior de ninfas de Bemisia tabaci (B); ninfa de Bemisia
tabaci com coloragcédo escura caracteristica de parasitismo em fase avancada
(©); ninfa de Bemisia tabaci com furo de saida causado pela emergéncia do

adulto de Encarsia inaron

Fotos: Thais Cirino - 2020
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Em outros estudos foi avaliado a influéncia de temperaturas constantes no
desenvolvimento, na reproducao e em parametros biologicos de E. inaron parasitando
N. andropogonis, onde os autores concluiram que esse fator climéatico € essencial
nesses aspectos do parasitoide (MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI,
2012). Os autores avaliaram o desenvolvimento do parasitoide nas temperaturas 20,
25, 30 e 32°C, e observaram que o tempo ovo-adulto variou de 31,7 dias a 20°C a 15
dias a 30°C, e a longevidade de 22,3 a 20°C a 4,5 dias a 32°C.

Em relacdo a E. inaron parasitando B. tabaci, alguns autores estudaram como
o parasitismo ocorre em diferentes estadios ninfais do hospedeiro, e concluiram que
apesar do parasitismo ocorrer em todos, quando ocorre em ninfas de quarto instar,
tanto parasitoide como hospedeiro acabam morrendo, pois o0 parasitoide se
desenvolve no interior na ninfa, porém, ndo consegue emergir, desse modo, esses
resultados sdo importantes para criacdo desses inimigos naturais de forma eficiente
(BRADY; WHITE, 2012). Diferentemente do encontrado anteriormente, os demais
estudos realizados com E. inaron, e citados nesse resumo ndo encontraram tal
fenbmeno.

Como citado, existem estudos sobre o parasitoide, porém, a maioria fora do
Brasil, desse modo, deve-se levar em consideracao a diferenca que existe entre uma
mesma espécie em regides diferentes, por isso ha a necessidade de estudo basicos
(PINTO et al., 2003) para que E. inaron possa um dia ser utilizado em um programa
de controle biol6gico no pais. Para que E. inaron possa ser utilizado em programas
de controle biolégico no Brasil diversos estudos sédo necessarios, desde a avaliacdo
de caracteristicas intrinsecas tanto do inimigo natural como do alvo, como a interacao
e dindmica entre ambos e com fatores bidticos e abidticos (PARRA et al., 2002).
Diante desses pontos, pode-se considerar que o caminho até a utilizacdo de E. inaron
como agente de controle biolégico de B. tabaci possui alguns desafios, porém, &
necessario e possui potencial diante dos exemplos de sucesso que 0 parasitoide

possui em todo o mundo.
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CAPITULO 2
Caracterizacion molecular de Encarsia inaron (Walker, 1839) asociada

naturalmente con Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) en Brasil

Molecular characterization of Encarsia inaron (Walker, 1839) naturally

associated with Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) in Brazil

Thais Carolina Silva Cirino*, Daniel de Lima Alvarez, Valmir Antonio Costa, Cristiane
Mduller, Luis Fernando Watanabe Maranho, Bruno Rossitto De Marchi,

Vinicius Henrique Bello, Renate Krause Sakate, Regiane Cristina de Oliveira

RESUMEN

Este es el primer registro de Encarsia inaron (Walker, 1839) (Hymenoptera:
Aphelinidae) parasitando Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae)
en soja en Brasil. Se proporcionan caracterizaciones morfolégicas y moleculares,
ademas de la verificacion de la presencia de E. inaron en areas infestadas por mosca
blanca, lo que indica que la avispa puede potencialmente ser utilizada en programas
de manejo integrado. Ademas de la verificacion morfolégica, el analisis molecular
permitié identificar algtn grado de variabilidad genética en el genoma del parasitoide.
Palabras clave: control biolégico; enemigo natural; parasitoide; moscas blancas;

manejo integrado de plagas.

ABSTRACT

This is the first record of Encarsia inaron (Walker, 1839) (Hymenoptera: Aphelinidae)
parasitizing Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) on soybeans
in Brazil. Morphological and molecular characterizations are provided, in addition to

verification of the presence of E. inaron in areas infested by whiteflies, indicating that

1 Capitulo redigido de acordo com as normas do periédico IDESIA
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the wasp can potentially be used in integrated management programs. In addition to
morphological verification, molecular analysis allowed the identification of some
degree of genetic variability in the genome of the parasitoid.

Keywords: biological control; natural enemy; parasitoid; whiteflies; integrated pest

management.

2.1 INTRODUCTION

Problems with Bemisia tabaci (Gennadius 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), one
of the main threats to agriculture worldwide, began increasing two decades ago. This
sap-sucking insect is able to feed on more than 600 host plants (Polston et al., 2014)
and is characterized as a supervector involved in the transmission of more than 300
species of virus (Gilbertson et al., 2015). The specie Bemisia tabaci was initially
classified into two biotypes; however, it is now considered to be a complex of cryptic
species that differ genetically, ecologically, and biologically but are morphologically
identical (De Barro et al., 2011, Kanakala and Ghanim, 2015, Geng and Li, 2017).

Consensus among the scientific community does not exist in the identification
of B. tabaci due to the lack of distinguishing characters among these cryptic species.
However, molecular analyses so far have revealed 43 cryptic species based on the
rule concerning 3.5% divergence in the mitochondrial cytochrome oxidase | (mtCOl)
gene (Boykin and De Barro, 2014). Among these cryptic species, those species that
cause worldwide concern are the Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1, also known as
“biotype B”) and Mediterranean (MED, known as “biotype Q”). These whiteflies are
very invasive and widely disseminated, especially by international trade of plant
material (Dalton, 2006). The ease of adaptation of these species of B. tabaci to various
environmental conditions is key to their success in becoming established in several

regions of the world (Hadjistylli et al., 2016).



38

The first report of B. tabaci in Brazil dates from 1928 in Bahia. Up to the late
1980s, sporadic outbreaks of Bean golden mosaic virus (BGMV) were reported in
beans, but these outbreaks were not concerning as the vector belonged to the native
whitefly species of the New World group (biotype A), which presents low efficiency as
a vector and as a colonizer of cultivated plants (Inoue-Nagata et al., 2016). However,
issues with whitefly occurrence began to intensify in the early 1990s, when biotype B
was recorded in Sao Paulo. After the introduction of biotype B, begomovirus outbreaks
became increasingly frequent, especially in tomato crops, from which 14 new species
of virus were identified (Inoue-Nagata et al,. 2016).

In Brazil, MEAML1 is the species associated with high infestation rates and
significant losses in agricultural regions. Control of this whitefly is difficult and costly,
and the species is also an efficient virus vector. MED was recently found in Brazil in
the state of Rio Grande de Sul (Barbosa et al., 2015) and subsequently found in S&o
Paulo and Parana (Moraes et al., 2017). MED seems to present some specificity for
colonizing bell pepper crops and is less susceptible to neonicotinoid and pyriproxyfen
insecticides compared to MEAML. In Israel, in the absence of insecticides, MEAM1
tends to outcompete MED in cotton, but with the continuous use of insecticides, MED
is favored and replaces MEAML in the fields (Horowitz and Ishaaya, 2014). This
response suggests that MED might become a serious pest in Brazil, since applications
of chemical control are continuous in several crops. To suppress whiteflies, integrated
pest management (IPM) practices are essential to control economic losses.

One of the IPM approaches that helps keep pest populations below economic
damage level is biological control, which consists of the regulation of living organisms
through mortality caused by natural enemies. Biological control is an important strategy

for the management of B. tabaci, and parasitoids of the genus Encarsia (Forster 1878)
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(Hymenoptera: Aphelinidae) are notable because species such as Encarsia formosa
(Gahan 1924) and Encarsia inaron (Walker) are considered natural parasitoids of
whiteflies (Liu et al., 2015). Most Encarsia are autoparasitoids; that is, females develop
from eggs laid in a primary host, but males develop as parasitoids of conspecific
females or other endoparasitoids (Hunter and Woolley, 2001). However, both females
and males of E. inaron (Walker) are primary parasitoids of whitefly nymphs (Hunter
and Woolley 2001).

The specie Encarsia inaron may reach up to 85% parasitism in populations of
Neomaskellia andropogonis (Corbett) (Hemiptera: Aleyrodidae). They are the most
active parasitoids between September and November, which indicates some
adaptation to higher temperatures. Encarsia inaron was introduced in California in
1989 to control Siphoninus phillyreae (Haliday 1835) on Fraxinus uhdei (Wenzig.)
Lingelsh., 1907. Encarsia inaron was recorded in Brazil from Brasilia, associated with
Nicotiana tabacum L., 1763; Gossypium hirsutum L., 1763; Lycopersicon esculentum
Mill., 1768; Brassica oleracea L., 1753; Glycine max (L.) Merr., 1917; Phaseolus
vulgaris L., 1753; Cucumis melo L., 1753; Solanum gilo Raddi., 1820; Emilia
sonchifolia (L). DC., 1834; in Lavras (Minas Gerais), on Brassica oleracea L.; and in
Campinas (Séo Paulo state), on Gossypium hirsutum L., attacking B. tabaci MEAM1
and Trialeurodes vaporariorum (Westwood 1856) (Lourencgéo et al., 2014, Torres et
al., 2014). However, the identification, molecular characterization, genetic variability,
importance, and efficiency in control of B. tabaci have not yet been studied. Thus, the
objective of this work was to conduct the identification and molecular characterization
of the parasitoid attacking B. tabaci nymphs in soybean crops in open fields in the state

of Sdo Paulo.
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2.2 MATERIALS AND METHODS

Samples of B. tabaci were obtained from soybean (Glycine max (L.)) crops in
the municipality of Casa Branca, Sdo Paulo, Brazil (21°44'16.7"S; 47°09'40.1"W) in
November 2016 and May 2017. The parasitoids were reared and kept in isolated cages
with collard green (Brassica oleracea L.) plants infested with B. tabaci.

The samples were identified based on morphological and molecular analyses.
Morphological identification followed Myartseva and Evans (2008). The 102 examined
specimens (84 females and 18 males) were identified as E. inaron. The parasitoid
vouchers were deposited at the “Oscar Monte” Entomophagous Insects collection at
the Instituto Biologico in Campinas, SP, Brazil, under reference number IB-CBE-685.

The molecular analyses were conducted on DNA extracts from 10 samples (one
insect/tube) obtained using Chelex 100 (Walsh, Metzger & Higuchi, 1991). PCR
reactions were conducted using primers for 28S-D2 rDNA, as described by Campbell
et al. (2000). The primers amplified part of the Encarsia genome, and sequencing
allowed the comparison with other sequences in the database.

Three amplified samples were selected for sequencing. The PCR product was
purified, and the resulting sequences were compared with data in the NCBI database
using Blast-N (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). These comparisons led to
matches with E. inaron. The nucleotide sequences were aligned to a data set
composed by another 51 sequences of Encarsia samples available from GenBank,
using MAFFT v7.222 (Katoh et al., 2002) through Geneious v9.1.3 (Kearse et al.,

2012).

2.3 RESULTS AND DISCUSSION
The taxonomically diagnostic morphological features observed were tarsal

formula 5-5-5; fore wings uniformly setaceous, antennal club two-segmented; head
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and mesosoma dark; gaster yellow; scutellar placoid sensilla approximately five times
their diameter apart; mesofemur yellow, mesotibial spur 0.57x length of basitarsus,
ovipositor short, shorter than or as long as mesotibia; linear sensilla present in F1
through F6 (Myartseva and Evans, 2008).

The final molecular alignment consisted of 54 sequences with 481 bp. This data
set was analyzed using Bayesian phylogenetics (Figure 1) in MrBayes 3.2.2
(Huelsenbeck et al., 2011).

Figure 1 - Phylogenetic tree of the partial region of the 28S-D2 gene of Encarsia
inaron collected in Brazil (highlighted) plus the references of samples of the

genus Encarsia available from GenBank
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The obtained data showed that the primers and amplified sequences allowed
efficient detection of E. inaron. Phylogenetic analysis of 28S-D2 region fragments of
E. inaron indicated low variability in that region of the genome.

The confirmed identification of E. inaron attacking different cryptic species of B.

tabaci demonstrates the potential of this parasitoid for the management of whitefly
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populations. The use of E. inaron for control of B. tabaci might initially be implemented
through conservation methods such as the use of selective pesticides and indicates
opportunities for biology and field efficiency experiments for prospective mass
production and field release of the parasitoid.

The occurrence of the parasitoid in commercial soybean plantation areas
indicates the species tolerance to varying environmental conditions, which reinforces
the argument for the potential of this species as a biocontrol agent.

Although parasitism rates in Brazil have not been studied, the occurrence of E.
inaron in populations of B. tabaci established in various plant hosts indicates the
parasitoid can potentially be effective in various agricultural regions, especially in those
where B. tabaci occurs as a primary pest in succession planting, e.g., cotton followed
by beans, soybeans followed by beans or tomatoes, and so on.

Importantly, B. tabaci MEAM1 has caused damage to agriculture in Brazil since
its introduction in the 1990s, but with the appearance of MED (Moraes et al., 2017),
the problems are likely to increase, as MED is less susceptible to pesticides used for
whitefly control (Wang et al., 2018), which might lead to it predominating over MEAM1
in the field (Horowitz and Ishaaya, 2014). In addition to the competition between these
two cryptic species, virus transmission is also a concern. MED is more efficient as a
virus vector compared to MEAM1 and species of the New World 2 group (De Marchi
et al., 2017). The importance of MED as a vector may increase with the emergence of
new virus strains.

In conclusion, the use of natural enemies like E. inaron for biocontrol is
increasingly important due to the impact of MEAM1 on economically important crops
and the lower susceptibility of MED to insecticides. Thus, providing efficient control

methods to farmers is essential. The information provided in this work will serve as a
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foundation for future research on this parasitoid, which needs to be evaluated for its

potential application in the management of B. tabaci MEAM1 and MED in Brazil.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE Encarsia inaron (WALKER) (HYMENOPTERA:
APHELINIDAE) EM NINFAS DE Bemisia tabaci (GENNADIUS) (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) CRIADAS EM DIFERENTES PLANTAS E PROSPECCAO DE

ENDOSSIMBIONTES

RESUMO

O controle biolégico é uma das ferramentas no manejo de pragas, entretanto, para
gue possa ser utilizado de forma aplicada, estudos basicos sobre 0s inimigos naturais
e a relacdo com os hospedeiros sdo necessarios. Encarsia inaron é parasitoide de
ninfas de espécies de mosca-branca e, apesar de ter sido associado a Bemisia tabaci
MEAM 1 no Brasil, ainda sé&o escassos os estudos envolvendo a relagdo de ambos os
insetos. Com o intuito de auxiliar o manejo de B. tabaci, objetivou-se avaliar o
desenvolvimento de E. inaron parasitando ninfas de B. tabaci MEAML1 oriundas de
diferentes espécies vegetais, e adicionalmente, foi avaliada a presenca de
endossimbiontes na populacdo. O desenvolvimento de E. inaron foi avaliado em ninfas
de B. tabaci criadas em plantas de couve, tomate, soja e feijdo, e 0os parametros
avaliados em E. inaron foram parasitismo, viabilidade, tempo de desenvolvimento ovo-
adulto, longevidade e razdo sexual. Os parametros avaliados nao apresentaram
diferenca entre os tratamentos, o0 que aponta que independente da cultura onde B.
tabaci estiver, E. inaron consegue realizar se desenvolver, o que € interessante do
ponto de vista da aplicagcdo deste inimigo natural uma vez que as culturas onde a
mosca-branca ocorre sdo variadas. Em relacdo aos endossimbiontes, foram
realizadas trés prospeccdes em anos consecutivos. No primeiro ano géneros
encontrados foram Wolbachia, Serratia e Rickettsia e paralelamente a populacéo
apresentava apenas fémeas. No segundo ano foram prospectados 0s géneros
Serratia e Rickettsia, e no terceiro ano apenas Rickettsia, sendo que a partir do
segundo ano também foram observados machos. Dessa forma, levantou-se a
hipétese de que Wolbachia estaria induzindo esse fenétipo na populacéo, entretanto,
nado se sabe qual mecanismo foi utilizado pela bactéria e se esse resultado pode ter
ocorrido devido a infec¢cdo mista entre todos os endossimbiontes presentes, de forma
gue mais estudos sdo necessarios para o entendimento de como estas bactérias
afetam a biologia e comportamento de E. inaron.

Palavras-chave: controle biolégico; mosca-branca; manejo integrado de pragas;
Rickettsia; Wolbachia.
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ABSTRACT

Biological control is one of the tools in pest management, however, so that it can be
used in an applied way, basic studies on natural enemies and the relationship with the
hosts are necessary. Encarsia inaron is a parasitoid of nymphs of whitefly species and,
despite being associated with Bemisia tabaci MEAM 1 in Brazil, there are still few
studies involving the relationship between both insects. In order to help the
management of B. tabaci, the objective was to evaluate the development of E. inaron
parasitizing B. tabaci MEAM1 nymphs from different plant species, and additionally,
the presence of endosymbionts in the population was evaluated. The development of
E. inaron was evaluated in B. tabaci nymphs reared on cabbage, tomato, soybean and
bean plants, and the parameters evaluated in E. inaron were parasitism, viability, egg-
to-adult development time, longevity and sex ratio. The parameters evaluated showed
no difference between treatments, which indicates that regardless of the culture where
B. tabaci is, E. inaron can develop, which is interesting from the point of view of the
application of this natural enemy since the cultures where the whitefly occurs are
varied. Regarding endosymbionts, three surveys were carried out in consecutive
years. In the first year, the genera found were Wolbachia, Serratia and Rickettsia and
at the same time the population had only females. In the second year, the genera
Serratia and Rickettsia were prospected, and in the third year only Rickettsia, and from
the second year onwards, males were also observed. Thus, the hypothesis was raised
that Wolbachia would be inducing this phenotype in the population, however, it is not
known which mechanism was used by the bacterium and whether this result may have
occurred due to a mixed infection among all the endosymbionts present, so that more
studies are needed to understand how these bacteria affect the biology and behavior
of E. inaron.

Keywords: biological control; whitefly; integrated pest management; Rickettsia,;
Wolbachia.
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3.1 INTRODUCAO

A espécie Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae), popularmente
chamada de mosca-branca, € uma praga conhecida pela capacidade de infestar
mundialmente uma enorme gama de plantas de importancia econémica, nas quais
ocasiona danos diretos e indiretos (BROWN et al., 2015). O maior problema
relacionado a B. tabaci é o fato da espécie ser uma excelente transmissora de virus
causadores de doencas em diversas culturas (KANAKALA; GHANIM, 2015; KRAUSE-
SAKATE et al., 2020; VYSKICILOVA et al., 2018), o que torna imprescindivel o manejo
desta espécie, que é realizado majoritariamente pelo uso de produtos fitossanitarios
(ZANIC, 2018), entretanto, essa tatica pode nem sempre apresentar eficacia, além de
gue quando utilizado incorretamente pode causar efeitos adversos como a selecéo de
individuos resistentes e danos ao meio ambiente (QU et al., 2017).

Com o intuito de agregar ao manejo de B. tabaci diversos inimigos naturais
associados a mosca-branca sdo estudados por todo o mundo para verificacdo do
potencial de controle. Como exemplo, a espécie parasitoide de ninfas Encarsia inaron
(Walker) (Hymenoptera: Aphelinidae) é um dos inimigos que possui potencial para
auxiliar no controle de B. tabaci. Este inseto € uma microvespa encontrada
naturalmente como parasitoide de ninfas de diversas espécies de hemipteros-praga
como Siphoninus phillyreae (Haliday) (Hemiptera: Aleyrodidae) e Neomaskellia
andropogonis (Corbett) (Hemiptera: Aleyrodidae) (ASKARIANZADEH;
MINAEIMOGHADAM, 2018) e ocorre naturalmente em diferentes regides na Asia,
Africa e Europa (LIU et al., 2015). No Brasil o primeiro relato do parasitoide em ninfas
de B. tabaci ocorreu em 2003 (OLIVEIRA et al., 2003), entretanto, desde o relato
estudos basicos envolvendo a relagdo de ambas as espécies ainda sdo escassos.

Em um programa de controle biol6gico, um dos primeiros passos necessarios
para estudos € a criacdo do inimigo natural (PARRA et al., 2002), dessa forma,
entender a relacdo entre este e o hospedeiro é essencial para que a criagdo ocorra
de forma eficiente. No caso da interagdo entre E inaron e B. tabaci, além destes dois
organismos, a espécie vegetal também € importante e pode influenciar a relacéo entre
ambos, isso porque E. inaron é um parasitoide de ninfas, as quais necessitam de um
hospedeiro vegetal para completar o desenvolvimento, dessa forma, esses trés niveis
troficos estao interligados ja que caracteristicas fisicas e quimicas das plantas podem

influenciar significativamente a eficacia de agentes de controle bioldgico (HAN et al.,
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2019). Do mesmo modo que a espécie vegetal afeta diretamente o inseto que a ataca,
influencia também em parametros biolégicos do terceiro nivel tréfico (HAN et al.,
2019), sendo que essa influéncia pode ocorrer de maneira direta por meio das
caracteristicas biologicas ou pelo fornecimento de recursos alimentares alternativos,
e até mesmo de forma negativa levando em consideracéo caracteristicas fisicas das
plantas como por exemplo a presenca de tricomas que impedem o movimento de
inimigos naturais (HOUTEN et al. 2013).

Sabe-se que B. tabaci bidtipos B e Q apresentam desenvolvimento diferentes
guando comparadas entre si em plantas de soja, tomate, feijdo, pimentdo e algodao
(WATANABE et al., 2019), dessa forma, possiveis inimigos naturais associados a
estes bidtipos podem ser impactados indiretamente por essas diferencas (HOUTEN
et al. 2013). Em outras palavras, a espécie vegetal hospedeira da praga alvo pode
influenciar o desenvolvimento do inimigo natural e entender esta influéncia é
importante do ponto de vista de que B. tabaci € polifaga e ataca diversas culturas,
dessa forma, a atuacdo desse parasitoide em um programa de controle biolégico
ocorrera em espécies vegetais distintas, o que torna necessario avaliar se E. inaron
conseguira realizar a funcéo de parasitismo independente da origem da ninfa de B.
tabaci.

Além da interacdo com o terceiro nivel tréfico, outro aspecto importante no
estabelecimento da criacdo de um inimigo natural e na sua atuacdo em condi¢des
aplicadas é relacionado aos endossimbiontes associados. Atualmente sabe-se que as
relacbes entre os animais ultrapassam os niveis anteriormente conhecidos. Por
exemplo, organismos simbiontes estdo presentes em grande parte dos individuos
existentes no mundo e sdo encontrados expressivamente em insetos, uma vez que
estes constituem o grupo de animais mais abundantes no planeta (MORAN et al.,
2008), além disso, sé@o os catalisadores evolutivos mais importantes existentes no
planeta e exercem papel importante na evolugcdo de organismos complexos
(WERNEGREEN, 2002). Os endossimbiontes associados a parasitoides sé&o
importantes pois podem modificar o tipo de reproducéo, desempenho, sobrevivéncia
e eficacia (VORBURGER; PERLMAN 2018; XIE et al., 2014), o que pode impactar
diretamente na criacdo massal e desempenho em campo desses organismos. Dessa
forma, diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar parametros biolégicos

relacionados ao desenvolvimento de E. inaron em ninfas de B. tabaci MEAM1, ou
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bi6étipo B, oriundas de diferentes espécies vegetais, e identificar endossimbiontes

associados ao parasitoide.
3.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratorio do Grupo de Pesquisa em Manejo
Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), localizado no Departamento de
Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de Botucatu, Sado Paulo.

3.2.1 Criacao de Bemisia tabaci MEAM1

A espécie B. tabaci MEAML1 foi criada em plantas de couve, Brassica oleracea
L., anteriormente produzidas em casas de vegetacdo em vasos de polietileno de 3
litros. Apds o desenvolvimento das plantas, estas foram levadas para a sala de
criacdo, onde foram mantidas em gaiolas de criacdo confeccionadas com tela de
poliéster anti-afideo, com dimensfes de 45x45x55 cm. As moscas-branca foram
introduzidas nas gaiolas para a colonizacao das plantas, onde se reproduziram. As
gaiolas de criagdo foram mantidas em sala climatizada (temperatura 26+2°C; UR
70+10%; fotofase de 14 horas), em estantes de ferro com iluminacéo prépria para o

desenvolvimento das plantas.

3.2.2 Criacao de Encarsia inaron

Os parasitoides utilizados no estudo foram obtidos em campo em ninfas de B.
tabaci MEAM1 em soja em area convencional, no municipio de Casa Branca, SP
(21°44'16.7"S; 47°09'40.1"W) em novembro de 2016 e maio de 2017. Os parasitoides
foram levados ao laboratério e criados em gaiolas confeccionadas com tela de
poliéster anti-afideo, com dimensfes de 45x45x55 cm. Plantas previamente
infestadas com ninfas de B. tabaci espécie criptica MEAM1 foram ofertadas aos
parasitoides para que que as fémeas pudessem realizar o parasitismo. Plantas com
ninfas parasitadas foram isoladas em novas gaiolas para o controle de emergéncia e
idade dos parasitoides. Do mesmo modo que a criagdo de B. tabaci, as gaiolas de
criacdo foram mantidas em sala climatizada (temperatura 26+2°C; UR 70%10%;

fotofase de 14 horas). Para os experimentos ninfas de terceiro instar foram utilizada,
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sendo que estas sao diferenciadas das de segundo instar pelo tamanho maior, e das

de quarto instar pela ndo observacao da coloracédo vermelha dos olhos de B. tabaci.

3.2.3 Desenvolvimento de Encarsiainaron em ninfas de Bemisia tabaci oriundas

de diferentes hospedeiros vegetais

Para saber se o0 hospedeiro vegetal de B. tabaci influencia o desenvolvimento
de E. inaron, foi instalado o seguinte experimento: plantas de couve (Brassica
oleracea L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.) e feijao,
(Phaseolus vulgaris L.), foram ofertadas a B. tabaci por 24 horas em gaiolas de
criacdo. Apoés esse periodo todas as moscas-brancas foram retiradas das folhas e as
plantas foram colocadas em gaiolas vazias, onde foram mantidas até que as ninfas
atingissem o terceiro instar.

Quando alcancaram terceiro instar as ninfas de B. tabaci foram isoladas com
auxilio de armadilhas do tipo clip-cage, sendo que em cada armadilha foram
aprisionadas 15 ninfas. Apoés a instalagdo, uma fémea de E. inaron recém emergida
foi inserida nas clip-cages para a realizacao do parasitismo, e foram mantidas por 24
horas e retiradas. Neste experimento foram isoladas apenas fémeas pois no ano de
realizacdo do mesmo existiam apenas fémeas na populacdo, sendo esse o motivo
para a realizacdo da prospecc¢ao de endossimbiontes. Apos a retirada das fémeas, a
clip-cage foi mantida na planta para identificacdo do local do parasitismo e dessa
forma foi realizado o acompanhamento do desenvolvimento de E. inaron em diferentes
hospedeiros de B. tabaci. As plantas foram mantidas em sala climatizada (temperatura
2612°C; UR 70+10%; fotofase de 14 horas).

Ao total foram quatro tratamentos (diferentes plantas) e quinze repeticoes,
correspondentes as clip-cages de cada espécie vegetal. Os parametros avaliados
foram: nimero de ninfas parasitadas, nimero de parasitoides emergidos, tempo de
desenvolvimento ovo-adulto, longevidade e razdo sexual. Os resultados foram
submetidos aos testes de normalidade de variancias (Shapiro-Wilk) e apos a
verificagdo da normalidade foram submetidos a analise de variancia paramétrica e as
médias submetidas a comparagdo mdultipla de Tukey (0,5%). A sobrevivéncia dos
parasitoides em diferentes espécies vegetais foi avaliada pelo método estatistico de
Kaplan-Meier e comparadas a partir do teste de Log-rank pelo software SigmaPlot
12.0.
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3.2.4 Endossimbiontes associados a Encarsia inaron

O parasitoide E. inaron foi submetido a analises para deteccdo de possiveis
organismos associados como endossimbiontes dos géneros Arsenophonus,
Cardinium, Carsonella, Hamiltonella, Serratia, Sodalis, Spiroplasma, Regiella,
Rickettsia, Wolbachia, e microsporidio do género Nosema. Para isso foram utilizados
50 insetos para a extragdo do DNA, e utilizando 80ul de solugdo de Chelex a 10% com
8ul de proteinase K a 20mg/mL, a 95°C por 20 min. O protocolo para extracdo de DNA
utilizando a resina Chelex 100® é baseado no método descrito por Walsh (1991).
Posteriormente foi coletado o sobrenadante para a realizagdo de reacgbes de
polimerase em cadeia (PCR).

A PCR foi preparada contendo um total de 12,5 pl de Gotaq (Neobio), com os
reagentes necessarios para a reagao: 5 U/ul Taq, 100 uM de cada dNTP e 25 mM
MgCl2, 7,5 pl de Nuclease Free Water (Promega), 1 ul de cada primer [10 mM] e 3 pl
de DNA gendmico, totalizando 25 pl por reagdo. A PCR foi conduzida em
termociclador INFINIGEN (modelo TC-96CG) e os ciclos (inicial, desnaturacéao,
anelamento, extensao e polimento) para cada endossimbionte estdo presentes na
Tabela 1, uma vez que foram utilizados primers especificos para géneros de interesse
(Tabela 2). Para visualizar os produtos da amplificacéo foi utilizada eletroforese em
gel de agarose 1% utilizando marcador de 100 pb (Norgen). O gel de agarose foi

visualizado e fotografado em transiluminador de luz ultravioleta (Major Science).
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Tabela 1 — Ciclos de PCR utilizados para identificacdo de endossimbiontes em
Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae)

Endossimbionte Ciclos

95 °C por 2’ + 30 ciclos: 95 °C (30”), 58 °C (30”) e 72 °C (1’) e extenséo

Arsenophonus final de 72 °C por 5’
Cardinium 95 °C por 2’ + 30 ciclos: 92 °C (30”), 57 °C (30”) e 72 °C (30”) e
extenséo final de 72 °C por 5’
Carsonella 94 °C por 3’ + 35 ciclos: 94 °C (30”), 50 °C (30”) e 72 °C (1’) e extensao
final de 72 °C por 10’
Hamiltonella 95 °C por 2’ + 30 ciclos: 95 °C (30”), 58 °C (30”) e 72 °C (1’) e extensao
final de 72 °C por 5’
Reqiella 94 °C por 5’ + 30 ciclos: 94 °C (1'), 52 °C (1’) e 72 °C (2’) e extensao
9 final de 72 °C por 5’
. . 95 °C por 2" + 30 ciclos: 92 °C (30”), 58 °C (30”) e 72 °C (30”) e
Rickettsia extenséo final de 72 °C por 5’
Serratia 95 °C por 10’ + 35 ciclos: 95 °C (1’), 52 °C (1’) e 72 °C (1’) e extenséo
final de 72 °C por 1’
Sodalis 94 °C por 5" + 30 ciclos: 94 °C (17), 62 °C (1') e 72 °C (30”) e extenséo
final de 72 °C por 5’
Spiroplasma 94 °C por 5’ + 30 ciclos: 94 °C (1’), 52 °C (1’) e 72 °C (2’) e extensao
pirop final de 72 °C por 5’
. 95 °C por 3’ + 30 ciclos: 95 °C (30”), 55 °C (30”) e 72°C (30”) e
Wolbachia extensao final de 72 °C por 5’
Nosema 95°C por 4’ + 45 ciclos: 95° C (1’), 48° C (1’) e 72°C (1’) e extensao final

de 72°C por 4’

Fonte: adaptado de Ramos (2020).
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Tabela 2 — Primers utilizados para identificacdo de endossimbiontes em

Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae)

Endossimbiontes Primer - Sequéncia 5' - 3' Tar(]:)%r;ho Referéncia
F: CGTTTGATGAATTCATAGTCAAA Thao e
Arsenophonus 600 Baumann, 2004
R: GGTCCTCCAGTTAGTGTTACCCAAC
Cardinium F: TACTGTAAGAATAAGCACCGGC 400-500 Zchori-Fein e
Pearlman, 2004
R: GTGGATCACTTAACGCTTTCG
Carsonella 212 2011 ’
R: AGTTCAAGACCGCAACCTC+A11:C16
Hamiltonell F: TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG 200 Zchori-Fein e
amiftonetia Brown, 2002
R: AGTTCAAGACCGCAACCTC
_ F: ATCGGGGAGTAGCTTGCTAC Sandstrém et
Regiella 1000 al. 2001
R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
Rickettsia F: GCTCAGAACGAACGCTATC 900 Gottlieb, 2006
R: GAAGGAAAGCATCTCTGC
) F: CGCAGGCGGTTTGTTAAGTC o
Serratia 268 Ribeiro, 2019
R: CTTCAAGGGCACAACCTCCA
. F: ACCGCATAACGTCGCAAGACC Novakova e
Sodalis 1000 .
Hypsa, 2007
R: CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG
i F: GCTTAACTCCAGTTCGCC Montenegro et
Spiroplasma 800 al. 2005
R: CCTGTCTCAATGTTAACCTC
F: CGGGGGAAAAATTTATTGCT _
Wolbachia 700 Hedldglgegt al.
R: AGCTGTAATACAGAAAGTAAA
F: CACCAGGTTGATTCTGCC Vossbrinck et
Nosema 222

R: TTATGATCCTGCTAATGGTTC

al. 1993

Fonte: adaptado de Bechi (2021).
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Desenvolvimento de Encarsia inaron em ninfas de Bemisia tabaci

oriundas de diferentes hospedeiros vegetais

O parasitoide E. inaron nao apresentou diferengca nos parametros avaliados em
relacdo a espécie vegetal hospedeira de B. tabaci. O parasitismo observado foi de
72,44, 71,11, 71,56 e 68,89% em plantas de tomate, soja, couve e feijao,
respectivamente (F= 0,298; p= 0.827). A viabilidade observada também n&o
apresentou diferenca e os valores encontrados foram 75,39, 71,35, 71,01, 72,82% em
tomate, soja, couve e feijao, respectivamente (F= 0.413; p= 0.7443). Como os demais
parametros avaliados, o tempo de desenvolvimento ovo adulto em dias, 17,60, 18,33,
17,87 e 17,33 (F=0.218; p= 0.8840), e a longevidade em dias, 18,27, 17,90, 18,07 e
18,47 (F= 0.110; p= 0.9542) foram semelhantes estatisticamente para tomate, soja,
couve e feijao, respectivamente. Em relacdo a razédo sexual, foram encontradas

apenas fémeas (1,0) (Figura 1).
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Figura 1 — (A) Parasitismo (%), (B) viabilidade (%), (C) tempo de
desenvolvimento ovo-adulto (dias), (D) longevidade e (E) razdo sexual de

adultos de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) em diferentes

hospedeiros de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae). Barras (médias + erro

padrédo) acompanhadas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (0,5%)
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A sobrevivéncia das fémeas de E. inaron também foi semelhante entre todas

as plantas testadas como hospedeiro de B. tabaci (p= 0,842) (Figura 2).

Figura 2 — Sobrevivéncia de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae).
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3.3.2 Endossimbiontes associados a Encarsia inaron

No primeiro teste, realizado no ano de 2019, para a prospeccao de
endossimbiontes e do microsporidio na populacdo de E. inaron foram encontradas
trés bactérias pertencentes aos géneros Wolbachia, Rickettsia e Serratia. No segundo
teste, em 2020, Wolbachia nao foi detectada, apenas Rickettsia e Serratia, e no ultimo
teste, realizado em 2021, apenas a bactéria do género Rickettsia foi identificada na

populacéo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Endossimbiontes prospectados em Encarsia inaron (Hymenoptera:
Aphelinidae)

Endossimbiontes

AR CD CS HN SR SO SP RG RK WO NO

Teste /Ano

12 (2019) - - - - + - - -+ + -
22(2020) - - - - + - - -+ - -
32(2021) - - - - - - -+ - -

Sinal positivo (+) = presenca do endossimbionte; sinal negativo (-) = auséncia do
endossimbionte. Legendas = AR: Arsenophonus; CD: Cardinium; CS: Carsonella; HN:
Hamiltonella; SR: Serratia; SO: Sodalis; SP: Spiroplasma; RG: Regiella; RK: Rickettsia; WO:
Wolbachia; NO: Nosema.

3.4 DISCUSSAO

Os parametros avaliados em E. inaron parasitando ninfas de B. tabaci oriundas
de diferentes espécies vegetais foram semelhantes em todos os tratamentos, o que
mostra que independente da espécie vegetal E. inaron apresenta o mesmo padréo de
desenvolvimento pelo menos na primeira geracdo avaliada. Esses resultados séo
importantes porque no caso de liberacdes em campo, E. inaron entra em contato com
ninfas que estdo em diferentes espécies vegetais, ou seja, independente da cultura
hospedeira de B. tabaci MEAML, E. inaron seria capaz de realizar o parasitismo e se
desenvolver, controlando desta forma a praga. Provavelmente o0s aspectos
nutricionais obtidos por B. tabaci em diferentes plantas ndo foram diferentes ao ponto
de impactar sobre E. inaron, uma vez que a nutricdo do hospedeiro afeta diretamente
capacidades biologicas do inimigo natural (PEKAS; WACKERS, 2020). Além disso, 0
desenvolvimento dos parasitoides de forma geral também pode ser afetado por
toxinas vegetais uma vez que estes quase sempre entram em contato através do
hospedeiro (ODE, 2019). Como o observado no presente estudo para E. inaron, o
parasitoide Encarsia formosa (Gahan) (Hymenoptera: Aphelinidae) ndo apresentou
tempo de desenvolvimento diferente quando parasitando ninfas de B. tabaci oriundas
de tomate, soja e couve (TAKAHASHI et al., 2008). A semelhanca no desenvolvimento
de E. inaron observada neste estudo em ninfas oriundas de diferentes vegetais pode
ser consequéncia das plantas selecionadas que, apesar de serem espécies

diferentes, possibilitaram o desenvolvimento do terceiro nivel trofico, o que implica que
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possuem conteudos nutricionais suficientes para o desenvolvimento ndo apresentar
diferencas.

Em outro cenério, € possivel que se outras espécies de plantas com contetdo
nutricionais insuficientes ou até mesmo a presenca de diferentes compostos
secundarios tivessem sido selecionadas, o desenvolvimento de E. inaron poderia ser
diferente. Por exemplo, E. formosa se desenvolve de forma semelhante em plantas
de soja, couve e tomate como descrito assim acima, entretanto, se desenvolve melhor
em ninfas de B. tabaci oriundas de plantas de batata yacon em relagéo a plantas de
tabaco (ZHAO et al., 2020), e apresenta diferenca no tempo de desenvolvimento e
capacidade de parasitismo em ninfas de Trialeurodes ricini (Misra) (Hemiptera:
Aleyrodidae) oriundas de plantas de mamona, berinjela, algodéo, feijdo, batata e
abdbora (SHISHEHBOR; BRENNAN, 1995).

Outro aspecto importante a ser considerado é que neste estudo E. inaron ndo
teve chance de escolha, ou seja, possivelmente se a chance de escolha tivesse sido
dada as fémeas os resultados poderiam ser diferentes, por exemplo, o parasitoide
Aenasius bambawalei (Hayat) (Hymenoptera: Encyrtidae) apresentou parasitismo
semelhante quando exposto a cochonilha Phenacoccus solenopsis (Tinsley)
(Sternorrhyncha: Pseudococcidae) em plantas de quiabo, tomate, berinjela, hibisco e
batata, entretanto, os resultados foram semelhantes apenas em testes sem escolha,
uma vez que o parasitismo foi diferente quando A. bambawalei teve chances de
escolher as ninfas para parasitar (BADSHAH et a., 2018).

Assim como parasitismo, viabilidade e tempo de desenvolvimento, a razéo
sexual de E. inaron nao foi influenciada pelos hospedeiros de B. tabaci. Entretanto o
gue chamou atencdo foi a presenca majoritaria de fémeas na populacdo. Essa
constatacao levantou a hipétese da manipulacao da reproducéo por endossimbiontes,
o que foi confirmado com os experimentos paralelamente realizados.

Apos resultados das trés prospeccoes realizadas e a mudancga na razao sexual
da populacdo ap6s o segundo ano de teste, é possivel levantar a hipotese de que a
presenca de Wolbachia causou producdo apenas de fémeas, algo que pode ser
considerado vantajoso em cria¢cdes massais de parasitoides uma vez que apenas as
fémeas sdo responsaveis pelo parasitismo. Na auséncia de Wolbachia na populacdo
de E. inaron, individuos machos foram encontrados, isso pode ter ocorrido por
diferentes mecanismos em que a bactéria atua para garantir a sobrevivéncia no

hospedeiro, uma vez que machos nao reproduzem e consequentemente ndao passam
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0S genes bacterianos para novas geragdes. Esses mecanismos de sobrevivéncia de
Wolbachia podem ser por meio da feminizacdo de machos (ROUSSET et al., 1992),
incompatibilidade citoplasmatica (O’ NEILL, 1990) e a inducdo de partenogénese
(STOUTHAMER et al.,, 1990), sendo todos esses mecanismos relacionados
diretamente com a manipulacdo da razdo sexual dos hospedeiros (HARUMOTO,;
FUKATSU; LEMAITRE, 2018; MANN et al, 2017; XIE et al, 2014;). A
incompatibilidade ja foi relatada em E. inaron em infeccdo mista de Wolbachia e
Cardinium (PERLMANN et al., 2006) e a partenogénese é comum em parasitoides
como por exemplo em E. formosa (ZCHORI-FEIN; ROUSH; HUNTER, 1992) e muitas
espécies do género Trichogramma, que quando infectadas por Wolbachia se
reproduzem por telitoquia (LIU et al., 2017).

Entretanto, apesar dos relatos de outras espécies na literatura, ndo € possivel
saber se apenas Wolbachia foi responsavel pelo fendétipo observado, ou se a
associacdo com Rickettsia e Serratia pode ter causado o evento, ja que a influéncia
de uma bactéria pode ser alterada quando esta ocorre sozinha ou em infecfes mistas
(PERLMAN et al., 2006; WHITE et al., 2011), em outras palavras, ndo é correto atribuir
um fenotipo a um simbionte quando ocorre infecgdo mista, dessa forma, a presenca
de fémeas pode ser resultado ndo apenas da infeccdo por Wolbachia como também
da infecdo mista entre Wolbachia, Rickettsia e Serratia, o0 que necessita de mais
estudos para avaliacao.

Na terceira testagem apenas o género Rickettsia foi prospectado, ou seja,
assim como Wolbachia, Serratia também foi excluida da populacédo. Diferentemente
de Wolbachia, ndo é conhecido a funcdo ou interferéncia em E. inaron, entretanto,
estudos associam o género a protecdo contra estresses oferecidos por altas
temperaturas e até mesmo defesa contra parasitoides em afideos (MONTLLOR et al.,
2002; OLIVER et al., 2003). Em relacao ao calor, entende-se que bactérias desse
género possuem bom desenvolvimento em altas temperaturas para que possam
oferecer alguma protecéo ao hospedeiro. Sendo assim, a hip6tese de protecdo contra
estresses relacionados ao calor em E. inaron pode ser justificada a partir do momento
que a criacdo do parasitoide ocorreu em condi¢des de laboratorio com temperaturas
constantes e amenas, dessa forma, a bactéria pode ter perdido a funcdo para a qual
era selecionada em condi¢cdes de campo e possivelmente foi deslocada e excluida

pelas demais bactérias presentes em E. inaron.
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Dessa forma, as hipéteses de exclusdo dos géneros Wolbachia e Serratia ha
populacdo sédo por competicdo entre si e ou interferéncia de fatores abioticos como
temperatura e umidade relativa do ar. Na primeira prospeccao a populagéao de E.
inaron era recém trazida de campo, onde era encontrada sobre condi¢des climaticas
adversas e talvez por isso a presenca os trés géneros, Wolbachia, Rickettsia e Serratia
era vantajosa. No segundo cenario, E. inaron encontrava-se em condi¢des climaticas
controladas, e com o decorrer das geracoes, perdeu dois dos géneros previamente
identificados, ou seja, esses géneros provavelmente se desenvolviam melhor em
condi¢cOes adversas e perderam a funcao ou nao foram bons competidores em relacao
a Rickettsia.

Outra hipétese € a de incompatibilidade citoplasmatica, uma vez que o
parasitoide estava infectado de forma mista. Possivelmente as condi¢cdes abidticas
pouco interferiram na exclusdo de Wolbachia e Serratia, de forma que tal fato pode ter
ocorrido apenas como resultado de cruzamentos entre individuos com diferentes
endossimbiontes, sendo que o que prevaleceu foi Rickettsia provavelmente por
apresentar maior frequéncia na populacdo, o que foi observado por exemplo em
infecdo mista de Hamiltonella e Cardinium em B. tabaci, que além de diminuirem a
fecundidade do inseto quando juntas, também possuem relacdo antag6nica dado que
com o aumento da densidade de Cardinium ocorre reducdo na densidade de
Hamiltonella (ZHAO et al., 2018).

O Unico género restante na populacdo de E. inaron foi Rickettsia, que assim
como Wolbachia pode induzir alteracdes na reproducéo de parasitoides, porém, isso
nao foi observado no estudo. Os efeitos que essa bactéria causa no hospedeiro varia
de acordo com a espécie infectada. Por exemplo, B. tabaci abriga Rickettsia como
endossimbionte secundario (GOTTLIEB et al., 2006) e a bactéria é responsavel por
conferir & praga resisténcia a inseticidas (KONTSEDALOV et al., 2008) e melhor
desempenho no ambiente (HIMLER et al., 2011), assim como auxilia ha transmissao
dos virus transmitidos pela mosca-branca (KLIOT et al., 2014). Por infestar B. tabaci
e possuir capacidade de transmissao horizontal, provavelmente dessa maneira que
E. inaron nesse estudo adquiriram a bactéria, entretanto, os efeitos no parasitoide
precisam ser melhor investigados.

Uma terceira hipotese é relacionada a relacao tritrofica, entre a espécie vegetal,
0 hospedeiro e o parasitoide. Para a realizacdo da prospecc¢éo de endossimbiontes

apenas a couve foi utilizada para a criagdo de B. tabaci e E. inaron, dessa forma a
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utilizacdo dessa espécie vegetal pode de alguma forma ter criado condigcbes
favoraveis a Rickettsia. Essa hipdtese também permite pensar porque os resultados
do desenvolvimento de E. inaron em ninfas de B. tabaci oriundas de diferentes
espécies vegetais foi semelhante, uma vez que as interacgdes tritréfica também podem
ser mediadas por endossimbiontes (TAN et al., 2018), isso porque a interagéo entre o
parasitoide e os endossimbiontes pode auxiliar na expresséo de vias de defesas de
parasitoide contra toxinas presentes nas plantas (SHIKANO et al., 2017), o que pode
explicar o motivo do desenvolvimento de E. inaron néo ter sido afetado nos
tratamentos utilizados neste estudo.

A manutencao de Rickettsia e a exclusdo de Wolbachia e Serratia pode ser
explicada pela juncao de todas as hipoteses levantadas, entretanto, mais estudos sao
necessarios para que se chegue de fato a uma concluséo. Os resultados encontrados
neste estudo sdo importantes pois, como dito anteriormente, o desenvolvimento de E.
inaron em diferentes culturas de B. tabaci MEAML1 é essencial para que esse inimigo
natural possa futuramente ser utilizado como ferramenta de controle biolégico em
diversas culturas. Além disso, em relacdo aos endossimbiontes a presenca de um
individuo que ocasione a producédo apenas de fémeas em caso de producdo massal
de parasitoides é vantajosa e por esse motivo estudos se fazem necessarios para a
verificacdo do motivo especifico de exclusdo de Wolbachia com a intencédo de nova
introducdo e manutencao da bactéria na populacédo. Dessa forma conclui-se que 0s
parametros em relacdo as plantas escolhidas ndo diferiram nas caracteristicas de E.
inaron, entretanto, testes com chances de escolha sdo necessarios para a melhor
compreensao da relacao tritrofica. Em relagdo aos endossimbiontes, esse estudo € o
primeiro a relatar a infeccdo mista dos trés géneros apresentados, porém, é
necessario o desenvolvimento de mais estudos para o melhor entendimento sobre as

influencias no parasitoide E. inaron.
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CAPITULO 4

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E CAPACIDADE DE PARASITISMO DE
Encarsia inaron (WALKER) (HYMENOPTERA: APHELINIDAE) EM DIFERENTES
TEMPERATURAS SOBRE O HOSPEDEIRO Bemisia tabaci (GENNADIUS)
(HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

RESUMO

A temperatura € um dos fatores mais importantes no desenvolvimento dos insetos
pois interfere diretamente em caracteristicas biolégicas como capacidade de
parasitismo, viabilidade, longevidade, razdo sexual e comportamento, por esse
motivo, investigar o efeito deste fator abiético em inimigos naturais com potencial
utilizacdo no controle de pragas € essencial. O parasitoide de ninfas Encarsia inaron
€ um organismo associado a espécie-praga Bemisia tabaci, entretanto, sdo escassos
0s estudos envolvendo a relacao entre ambos no Brasil. Desta maneira, o objetivo do
trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura sobre E. inaron parasitando ninfas de
B. tabaci. Foram avaliadas caracteristicas bioldgicas como tempo de desenvolvimento
ovo-adulto, viabilidade, longevidade, razdo sexual e capacidade de parasitismo nas
temperaturas de 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 e 36°C. Além disso, foram estimadas taxas
de desenvolvimento do parasitoide por meio de modelos lineares e nao-lineares. O
tempo de desenvolvimento ovo-adulto variou de 14,6 a 21,7 dias entre as
temperaturas de 21 e 33°C e a viabilidade foi acima de 80% entre as temperaturas de
15 e 27°C, porém diminuiu com o0 aumento da temperatura, chegando a 31% em 33°C.
A longevidade de E. inaron diminuiu com o aumento da temperatura, e variou de 24,1
a 1,9 dias entre as temperaturas de 15 e 33°C, enquanto a razdo sexual nao foi
influenciada pela temperatura. Sobre a capacidade de parasitismo, o maior tempo
observado para este parametro (10 dias), e o0 maior niumero de ninfas parasitadas
(55,2) ocorreram na temperatura de 24°C, enquanto o menor foi observado a 33°C, 2
dias e 1,1 ninfas parasitadas. Em todos os experimentos 0s parasitoides morreram
anteriormente antes de 24 horas na temperatura de 36°C. Em relacdo as taxas de
desenvolvimento de E. inaron, diversos modelos entre linear e ndo-lineares foram
testados, entretanto, o modelo que apresentou melhor ajuste ao parasitoide foi o
modelo ndo-linear Bayoh. O limiar de temperatura inferior (To) foi de 13,3°C, enquanto
os limiares de temperatura superior (Ts) e oOtima (Top) foram 35,9 e 32,5°C,
respectivamente, constante térmica (K) de 417,7 graus dia?. Os dados gerados com
esses experimentos servem de embasamento na instalagdo de criagcdo massal
adequada a E. inaron, além se ser subsidio para o entendimento do comportamento
e eficiéncia deste inimigo natural em condi¢des de campo.

Palavras-chave: controle biolégico; manejo integrado de pragas; parasitoide de
ninfas; mosca-branca.
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ABSTRACT

Temperature is one of the most important factors in the development of insects, and
directly interferes in biological characteristics such as parasitism capacity, viability,
longevity, sex ratio and behavior, for this reason, investigate the effect of this abiotic
factor in natural enemies with potential to control pests is essential. The nymph
parasitoid Encarsia inaron is an organism associated with the pest species Bemisia
tabaci, however, there are few studies in Brazil involving the relationship between both.
Thus, the objective of this work was to evaluate the temperature pressure on E. inaron
parasitizing B. tabaci nymphs. Biological characteristics such as egg-adult
development time, viability, longevity, sex ratio and parasitism capacity were evaluated
at temperatures of 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 and 36 °C. In addition, parasitoid
development rates were estimated using linear and non-linear models. The egg-adult
development time ranged from 14.6 to 21.7 days between the temperatures of 21 and
33 °C and the viability was above 80% between the temperatures of 15 and 27 °C, but
it decreased with the increase in temperature, reaching 31% at 33 °C. The longevity of
E. inaron decreased with increasing temperature, and range from 24.1 to 1.9 days
between temperatures of 15 and 33 °C, while the sex ratio did not was influenced by
temperature. Regarding the parasitism capacity, the longest time observed for this
parameter (10 days), and the largest number of parasitized nymphs (55.2) occurred at
a temperature of 24 °C, while the lowest observed was at 33 °C, 2 days and 1.1
parasitized nymphs. In all experiments, the parasitoids died before 24 hours at a
temperature of 36 °C. Regarding the development rates of E. inaron, several models
between linear and non-linear were tested, however, the model that presented the best
fit to the parasitoid was the non-linear Bayoh model. The lower temperature threshold
(To) was 13.3 °C, while the upper (Ts) and optimal (Top) temperature thresholds were
35.9 and 32.5°C, respectively, and the thermal constant (K) of 417.7 degrees day™.
The data generated with these experiments serve as a basis for the installation of
suitable mass rearing for the parasitoid E. inaron on nymphs of the host B. tabaci, in
addition to being a subsidy for the behavior and efficiency of this natural enemy in field
conditions.

Keywords: biological control; integrated pest management; nymph parasitoid;
whitefly.
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4.1 INTRODUCAO

A mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) esta
entre as espécies de maior importancia econémica no mundo devido aos danos
diretos e indiretos causados em diversas culturas (BROWN et al., 2015). O método de
controle empregado majoritariamente € o quimico por meio utilizacdo de produtos
fitossanitarios como inseticidas. Entretanto, sabe-se que apenas um tipo de
ferramenta no controle de insetos-praga pode nao ser efetivo ou ainda causar eventos
indesejados como a selecdo de individuos resistentes e contaminacao do ambiente
devido ao uso excessivo e incorreto (QU et al., 2017). Dessa forma, o controle
bioldgico surge como um aliado as demais taticas de controle, sendo que a utilizacédo
conjunta de todas as taticas disponiveis € vantajosa no ponto de vista do manejo de
B. tabaci, além de ser algo preconizado pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Em relacdo ao controle biolégico, o parasitoide de ninfas Encarsia inaron
(Walker) (Hymenoptera: Aphelinidae) é estudado e utilizado em algumas regifes do
mundo no controle de espécies de hemipteros-praga, entretanto, no Brasil apesar de
0 parasitoide ter sido associado a B. tabaci ha alguns anos atras (OLIVEIRA et al.,
2003), e continuar no pais presente em campo em diversas culturas como soja e
piment&do, novos estudos sobre a relagéo deste inimigo natural e B. tabaci ainda sao
€scasso0s e hecessarios para o entendimento da relagédo entre estes insetos.

Entre os aspectos importantes no estudo de novos inimigos naturais com
potencial de controle de pragas estd o efeito de diferentes temperaturas sobre o
desenvolvimento. A temperatura interfere na distribuicdo e na densidade populacional
dos insetos (DAMOS; SAVOPOULOU-SOULTANI, 2012) e é um dos fatores mais
importantes na vida de todos os organismos viventes no planeta e pode afetar
positivamente ou negativamente todas as espécies. Além disso, de acordo com Park
et al. (2016), compreender a influéncia da temperatura no desenvolvimento, no
parasitismo e na reproducdo de parasitoides é essencial tanto para entender o ciclo
de vida e caracteristicas biologicas desses organismos, como para que seja possivel
o desenvolvimento da criagdo massal.

Os parasitoides sé&o organismos pecilotérmicos e ndo possuem capacidade de
termorregulagdo corporal, deste modo, sdo altamente suscetiveis as mudangas de
temperatura do ambiente principalmente pelo tamanho pequeno de seus corpos.

Deste modo, a temperatura pode interferir desde a sobrevivéncia e desenvolvimento
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guanto nas capacidades destes organismos como parasitismo, longevidade e no
namero de machos e fémeas na populacdo (GULLAN; CRANSTON, 2017; KANG et
al. 2017; REBAUDO; RABHI, 2018). Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi
avaliar a influéncia desse fator sobre as caracteristicas biolégicas e a capacidade de
parasitismo de E. inaron sobre ninfas de B. tabaci espécie criptica MEAML1 (ou bi6tipo
B) com o intuito de estabelecer uma criacdo massal de qualidade para realizacao de

mais estudos e possivel utilizacdo do parasitoide em programas de controle biolégico.
4.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratério do Grupo de Pesquisa em Manejo
Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), localizado no Departamento de
Protecdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de Botucatu, S&o Paulo.

4.2.1 Caracteristicas bioldgicas e exigéncias térmicas de E. inaron em diferentes

temperaturas

Para avaliar a influéncia de diferentes temperaturas nas caracteristicas
biologicas de E. inaron sobre ninfas de B. tabaci, mudas de couve transplantadas em
copos plasticos com no minimo 4 folhas verdadeiras infestadas com ninfas de terceiro
instar foram ofertadas ao parasitoide por 24 horas em gaiolas de criacdo. Para
identificacdo, as ninfas foram aprisionadas em armadilhas do tipo clip-cages e um
casal de E. inaron foi inserido nesta armadilha. ApGs as 24 disponiveis ao parasitismo,
0s parasitoides foram retirados e as plantas com as armadilhas foram transferidas
para camaras climatizadas do tipo B.O.D reguladas nas temperaturas 15, 18, 21, 24,
27, 30, 33 e 36+1°C; 70 £ 10% de HR; e fotofase de 12 h.

ApOs a constatacdo de parasitismo nas ninfas, que é possivel pela coloracéo
escura, essas foram descoladas das folhas com auxilio de estilete entomolégico e
individualizadas em tubos de fundo chato. Esse passo foi necessario uma vez que as
plantas ap6s um periodo dentro das cAmaras comegam processo de senescéncia e
impossibilitam a visualizagéo das ninfas parasitadas, além disso, apos atingirem grau
de parasitismo onde é possivel observacao a olho nu, a retirada da ninfa da folha ndo

influencia o desenvolvimento de E. inaron.
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Ao todo foram 8 tratamentos, com 15 repeti¢coes correspondentes as clip-cages,
sendo que 10 ninfas foram aprisionadas em cada uma. Os parametros avaliados
foram viabilidade, raz&o sexual, tempo do desenvolvimento ovo-adulto e longevidade.
A viabilidade, foi calculada pela formula V= (nidmero de parasitoides emergidos/
namero de ninfas parasitadas) *100, e a razdo sexual pela formula RS= numero de
fémeas/ numero de fémeas + o numero de machos (GALLO et al. 2002). O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado e os resultados
de parasitismo, viabilidade, razdo sexual, longevidade e periodo de desenvolvimento
foram submetidos aos testes de normalidade de variancias (Shapiro-Wilk), como n&o
foram satisfeitas as suposi¢coes e normalidade dos dados, foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05). A sobrevivéncia dos parasitoides em diferentes temperaturas
foi avaliada pelo método estatistico de Kaplan-Meier e comparadas a partir do teste
de Log-rank pelo software SigmaPlot 12.0.

Em relacdo as exigéncias térmicas, as taxas de desenvolvimento de E. inaron
em funcdo da temperatura foram analisadas em modelos linear e ndo-lineares (Tabela
1). Os parametros que compdem cada um dos modelos foram estimados pelo método
de Levenberg-Marquardt, usando-se o pacote minpack.Im (ELZHOV et al., 2016) do
aplicativo computacional R verséo 4.1.1 (R CORE TEAM, 2021). A sele¢cado do modelo
com melhor ajuste foi realizada com base no teste de aderéncia de chi-quadrado (x?ad),
coeficiente de determinacdo ajustado (RZ2ad), logaritmo de méxima verossimilhanca
(LogLik), soma de quadrados residual (SQR), critério de informacao de Akaike (AIC)

e respectivo peso (pAIC) em relacdo aos demais modelos.

Tabela 1 — Modelos usados para relacionar a taxa de desenvolvimento a
temperatura ambiente, onde r (T) € ataxa de desenvolvimento e T é

atemperatura

Modelo Equacéao Parametros Referéncia

. _ . a: intercepto na linha
Linear r(T)=a+b-T b: inclinacdo da linha Campbell et al. (1974)

Tmin: limiar de
) 1 temp(?ratura minima Briere et al. (1999)
Brierel (M) =a T (T —Tunin)* Tmax — T)2 Tmax: temperatura
maxima
a: constante

Tmin: limiar de
temperatura minima Briere et al. (1999)
Tmax. temperatura
maxima

) 1
Briere2 r(T)=a T (T = Tpin) * (Tmax — TP
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a, b: constante

y: taxa de
desenvolvimento em
alguma temperatura

base acima do limite de
desenvolvimento
_ o (Tmax=T) T temperatura Logan et al. (1976)
LOgans (1) = - exp?™ — explPTrex ) T ember
AT: amplitude da
camada limite de alta
temperatura
p: constante

0: constante
Tmax: temperatura
maxima
AT: amplitude da
camada limite de alta
temperatura

_(Tmax-T)

Lactin1 (T) = expP ™ — exp\PTmar—"5F—) Lactin et al. (1995)

p, b: constantes
Tmax: temperatura
maxima
AT: amplitude da
camada limite de alta
temperatura

_(Tmax-T)

Lactin2 r(T) = exp”T — exp(p Tmax=55—) |

Bayoh; Lindsay

Bayoh = . . ) . (-1 :
y r(T)=a+b-T+c-exp'’ +d-exp a, b, c e d: constantes (2003)

a, k1, e k2: constantes
T1 e T2: limites
=g (1 (ck1-T-TD)y . " concgituais Qe _
Shi r(T) =a-( exp ) ( desenvolylmento inferior Shi et al. (2011)
— exp (2 (T-T2))) € superior em que as
taxas de
desenvolvimento sao
iguais a zero

4.2.2 Capacidade de parasitismo em diferentes temperaturas

Para avaliar a influéncia da temperatura na capacidade de parasitismo de E.
inaron plantas (com no minimo 4 folhas verdadeiras) infestadas com ninfas de B.
tabaci em terceiro instar foram ofertadas diariamente a fémeas dentro de camaras
climatizadas do tipo B.O.D reguladas nas temperaturas 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33 e
36%1°C; 70 + 10% de HR; e fotofase de 12 h. Para isso, fémeas do parasitoide apos
emergéncia e copula foram inseridas em armadilhas clip-cages em folhas infestadas
de ninfas de terceiro instar. Cada fémea foi colocada em uma armadilha e diariamente
eram transferidas para novas armadilhas em novas plantas infestadas com ninfas de

B. tabaci, e isso foi realizado diariamente até a morte da fémea. As ninfas parasitadas
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foram retiradas das plantas e acondicionadas em tubos de fundo chato nas
respectivas temperaturas para a avaliacao dos parametros definidos.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com 8
tratamentos (temperaturas) e 15 repeticdes (fémeas). Os parametros avaliados foram
o parasitismo diério, nimero total de ninfas parasitadas, viabilidade, razdo sexual e
longevidade das fémeas com experiéncia de parasitismo. Os resultados foram
submetidos aos testes de normalidade de variancias (Shapiro-Wilk), e como néo
apresentaram normalidade, foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis (p<0,05). A
sobrevivéncia das fémeas com experiéncia de parasitismo em diferentes temperaturas
foi avaliada pelo método estatistico de Kaplan-Meier e comparadas a partir do teste

de Log-rank pelo software SigmaPlot 12.0.
4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracteristicas bioldgicas e exigéncias térmicas de Encarsia inaron em

diferentes temperaturas

O tempo de duracdo do desenvolvimento ovo-adulto de E. inaron variou de
acordo com as temperaturas (H= 86,22 p<0,0001) (Tabela 2) sendo que na
temperatura de 36°C todos os parasitoides morreram. O menor valor de tempo
observado foi na temperatura de 33°C, entretanto de acordo com a estatistica utilizada
o valor néo foi significativamente diferente das temperaturas de 24, 27, 30°C (Tabela
2). Apesar do tempo semelhante, a viabilidade entre as temperaturas foi diferente
(H=86,59; p<0,0001). Nas temperaturas de 15, 18, 21, 24 e 27°C a viabilidade
observada foi acima de 80% (Tabela 2). A razao sexual ndo foi afetada em relagéo as
temperaturas testadas (H=7,77; p= 0,2478) (Tabela 2), e a emergéncia de fémeas foi
maior em relacdo a machos. Outro parametro afetado de acordo com as temperaturas
foi a longevidade (H= 65,88; p<0,0001), sendo que a maior ocorreu no tratamento com
temperatura mais baixa (15°C) e a menor na temperatura mais alta com insetos vivos
(33°C) (Tabela2).
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Tabela 2 — Periodo de duracédo do desenvolvimento ovo-adulto, viabilidade (%),

razdo sexual e longevidade de Encarsia inaron (Hymenoptera:

Aphelinidae) em diferentes temperaturas

Tempoeratura Tempo' de Viabilidade Razao sexual Longevidade
(°C) desenvolvimento
15 36,3 +0,9a 82,3+1,7a 0,7 £ 0,02" 24,1+ 3,5a
18 27,7 £ 0,8ab 84,5+ 1,3a 0,8+0,01 21,7+1,1a
21 21,7+ 0,5b 85,3+ 1,9a 0,6 + 0,03 18,1+ 1,4ab
24 17,1+ 0,6c 86,3+ 1,8a 0,7 £ 0,02 16,6 + 1,9ab
27 16,2 =+ 0,5c 85,6 + 1,6a 0,6 + 0,02 12,3+ 1,0bc
30 14,7 £ 0,4c 58,2+ 3,7b 0,7 +0,02 6,1+ 0,5cd
33 14,6 £ 0,4c 31,2+ 2,7b 0,7 +0,07 1,9+0,4d
36 - - - -

Médias * erro

padréo seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis (p<0,05).

Em relacéo as exigéncias térmicas o modelo linear apresentou R?aj superior a

0.92 demon

strando ajuste adequado aos dados. O limiar de temperatura inferior (To)

igual a 2,15°C com constante térmica (K) de 417,7 graus dia® (Tabela 3).

Tabela 3 - Estimativa dos parametros de ajuste do modelo linear de
requerimento térmico, limiar de temperatura inferior (To) e
constante térmica (K) de Encarsia inaron (Hymenoptera:
Aphelinidae) criado em ninfas de Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae)

Parametros Estimativa Erro padrao

Bo -0,00515714 0,00668877

B1 0,00239405 0,00027038

= 78,4014835

p 0,00030542

R2aj 0,9280

To (°C) 2,15

K (GD) 417,7

Boe B1: coeficiente linear e angular no modelo linear; F: Teste F da andlise de variancia; p: p-valor;
R2aj: Coeficiente de determinacao ajustado; To: Limiar de temperatura inferior; K: Constante térmica

em graus dia-

1 (GD).
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Entre os modelos né&o lineares avaliados todos apresentaram ajustes aos dados
observados para E. inaron (Tabela 4 e Figura 1). E possivel verificar uma
predominancia do modelo Shi e Bayoh com base no AIC, pAIC, LogLIK e R?aj em
relacdo aos demais modelos. Ao se analisar os parametros dos modelos Shi e Bayoh
verifica-se que o limiar de temperatura inferior (To) foram discrepantes, enquanto que
os limiares de temperaturas 6tima (Top) € superior (Ts) foram proximos (Tabela 5).
Recordando que o resultado To estimado pelo modelo linear também foi baixo, assim
como o estimado pelo modelo néo linear Shi (ambos com valores inferiores a 5°C), e
levando em conta a literatura que apresentam valores superiores aos estimados,
pode-se inferir que tais modelos (linear e Shi) ndo possibilitaram estimativas confiaveis
para estes parametros. Por outro lado, o modelo néo linear Bayoh apresentou para To
uma estimativa mais plausivel para um inseto de clima tropical. Diante de tais
resultados, € plausivel considerar o modelo ndo linear Bayoh como o mais adequado
para os dados e estimativas desse estudo.

Tabela 4 - Critérios de selecdo aplicados aos modelos nao lineares de
requerimento térmico de Encarsia inaron (Hymenoptera:
Aphelinidae) sobre ninfas de Bemisia tabaci (Hemiptera:

Aleyrodidae)

Modelos AIC PAIC Log(LIK) R?Z%j SQR XZad F P

Logan6  -62,11 0,0949 36,05 0,9741 0,000057 0,0008 90,54 0,0004
Brierel -50,37 0,0064 29,18 0,9384 0,000318 0,0052 28,42 0,0019
Briere2 -56,73 <0,001 33,36 0,9579 0,000112 0,0011 45,55 0,0015
Lactinl -54,85 0,0025 31,43 0,9423 0,000181 0,0043 51,68 0,0005
Lactin2 -55,19 0,003 32,60 0,9404 0,000135 0,0035 37,37 0,0022
Bayoh -64,45 0,3066 37,23 0,9811 0,000043 0,0024 121,85 0,0002

Shi -65,75 0,5863 38,88 0,9832 0,000028 0,0003 103,87 0,0015

AIC: Critério de informacéo de Akaike; pAIC: Peso de importancia de AIC em relagdo aos modelos
testados; Log(LIK): Logaritmo de maxima verossimilhanca; R?aj; Coeficiente de determinacao
ajustado; SQR: Soma de quadrado residual; x?ad: Teste de aderéncia de Chi-quadrado; F: Teste F da
andlise de variancia; p: p-valor.
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Figura 1 — Modelos néo lineares de requerimento térmico de Encarsia inaron
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Tabela 5 — Estimativa dos parametros de ajuste dos modelos néo lineares de
requerimento térmico, limiares de temperaturas 6tima (Top), inferior
(To), superior (Ts) de Encarsia inaron (Walker) (Hymenoptera:
Aphelinidae) sobre ninfas de Bemisia tabaci (Hemiptera:

Aleyrodidae)

Modelos Parametros Estimativas Erro-padrao
a -0,34617491 2,79787697
k1l -0,00738148 0,05255351
k2 0,57866961 0,21819178
Shi T1 4,25517895 7,82070008
T2 36,0011282 0,05799413
Top 31,3
To 4,3
Ts 36
a -0,00324674 0,00711749
b 0,00237148 0,00027401
c -1,9081x1017 1,0751x1018
Bayoh d -15953,8118 15151,8709
Top 32,5
To 13,3
Ts 35,9

a, b, c, d, ki, k2, T1 e T2: Parametro dos modelos néo lineares; Top: Limiar de temperatura 6tima;
To: Limiar de temperatura inferior; Ts: Limiar de temperatura superior.

4.3.2 Capacidade de parasitismo de Encarsia inaron em diferentes temperaturas

O parasitismo diario de E. inaron em ninfas de B. tabaci variou de acordo com
as temperaturas dos tratamentos (Figura 2). O maior numero de ninfas de B. tabaci
parasitadas diariamente por fémeas de E. inaron foi observado no primeiro dia em
todos os tratamentos, com média de 5,06, 6,13, 7,07, 9,13, 6,60, 4,07 e 0,67 ninfas
em 15, 18, 21, 24, 27, 30 e 33°C, com excecao do tratamento de 36°C, no qual todas
as fémeas morreram. O tratamento com maior numero ninfas parasitadas no primeiro
dia foi na temperatura de 24°C (H=90,13; p<0,0001) e o menor namero foi observado
na temperatura mais alta com fémeas vivas, 33°C. Outro aspecto observado em todos
os tratamentos foi a diminuicédo do parasitismo conforme o avanco da idade da fémea.
Os tratamentos com maior periodo de parasitismo foram 21 e 24°C, ndo sendo
observado parasitismo apds o décimo dia (Figura 2). Na Figura 3 é possivel observar

0 padrao do parasitismo das fémeas em todas as temperaturas.



Figura 2 — Parasitismo diario (médias + desvio padréo) e acumulado de
Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) em ninfas de Bemisia tabaci

(Hemiptera: Aleyrodidae) em diferentes temperaturas
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Figura 3 — Parasitismo de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) em
ninfas de Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) em diferentes temperaturas
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Assim como o parasitismo diario, o numero total de ninfas de B. tabaci
parasitadas por E. inaron, a viabilidade da progénie e a longevidade das fémeas com
experiéncia de parasitismo variou de acordo com a temperatura. O maior numero de
ninfas de B. tabaci parasitadas foi observado em 24°C, e o menor na temperatura mais
alta com fémeas vivas, 33°C (H= 109,10; <0,0001) (Tabela 6 e Figura 4). A viabilidade
mais alta de E. inaron também foi observada na temperatura de 24°C e a menor 33°C
(H=41,83; p<0,0001) (Tabela 6 e Figura 4). A longevidade mais avancada de E. inaron
foi observada na temperatura de 15, 18, e 21°C, respectivamente, e 0 menor tempo
de vida foi observado em 36°C (H= 94,44 p<0,0001). Em contraste aos demais
parametros, a razdo sexual de E. inaron ndo variou com as temperaturas e foi em

geral tendenciosa para fémeas (H=5,77; p=0,3987) (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero total de ninfas parasitadas, viabilidade (%), razdo sexual e
longevidade do parasitoide Encarsia inaron (Hymenoptera:

Aphelinidae) em diferentes temperaturas

T Ninfas

(°C) parasitadas Viabilidade Razao sexual Longevidade

15 16,9 £ 0,9cd 80,5 +3,2b 0,68 + 0,02 19,2 +1,9a
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18
21
24
27
30
33
36

22,9+ 1,7bc
30,9 =+ 1,3ab
55,2+ 22a
25,3+ 1,3bc
9,5+0,7de
1,1 +0,3ef
0,0f -

82,0

+2,0b

84,2 +1,7ab

89,3

+1,7a

83,2 +2,5ab

99,5
26,0

+5,9c
+7,9c

0,70 £ 0,02
0,72+ 0,03
0,75+0,01
0,70 £ 0,02
0,75+ 0,06
0,75+0,13

17,3+ 1,4a
16,9 + 1,0a
14,6 + 0,7ab
11,0+ 0,6b
5,8+0,3c
0,5+0,2c
0,0c -

Medianas (médias + erro padrédo) seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Figura 4 — Niumero total de ninfas (médias + erro padrdo) de Bemisia tabaci

(Hemiptera: Aleyrodidae) parasitadas por Encarsia inaron (Hymenoptera:

Aphelinidae) e viabilidade (%) (médias + erro padrdo) em diferentes
temperaturas (1: 15°C; 2: 18°C; 3: 21°C; 4: 24°C; 5: 27°C; 6: 30°C; 7: 33°C; 8:

36°C. Barras (médias * erro padrdo) acompanhadas pela mesma letra néo
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A sobrevivéncia das fémeas com experiéncia de parasitismo pode ser observada na

Figura 5, e variou de acordo com as temperaturas que E. inaron foi exposta (p<0,001).

Figura 5 — Sobrevivéncia das fémeas de Encarsia inaron (Hymenoptera:

Aphelinidae) com experiéncia de parasitismo em diferentes temperaturas

1,0
|_ 15°C
[ — 18°C
21°C
— 24°C
—— 27°C
0,8 — 30°C
| —— 33°C
. i
S 0,6 —
C
<
>
o
o]
(@]
%]
0,4 —
0,2
0,0 T T | |
0 5 10 15 20 25 30

Dias

4.4 DISCUSSAO

A duracédo do tempo de desenvolvimento ovo-adulto de E. inaron sobre ninfas
de B. tabaci foi inversamente proporcional a temperatura. Em temperaturas baixas,
como 15°C, o tempo em que E. inaron leva para completar o desenvolvimento
aumenta, e isso € consequéncia do decréscimo de atividades metabdlicas, onde
ocorre a diminuigao no processo de conversao de nutrientes em energia (REYNOLDS,;
NOTTINGHAM, 1985). Esse efeito ocorre em parasitoides e outros insetos porque

estes sdo tipicamente pecilotérmicos, dessa forma, o metabolismo, crescimento,
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movimentos e reproducédo sdo dependentes da temperatura (FURLONG; ZALUCKI,
2017) sendo assim a performance e o desenvolvimento aumentam ou diminuem de
acordo com a variacao de temperatura (ZHANG et al., 2019). Adicionalmente, além
de afetar o metabolismo do parasitoide a temperatura também pode influenciar a
quantidade de compostos no hospedeiro que servem como fonte energética para
parasitoides, como lipidios e carboidratos (ILTIS et al., 2019), dessa forma, com uma
menor fonte de energia ao parasitoide, este leva mais tempo para se desenvolver.

Do mesmo modo ao encontrado para E. inaron sobre ninfas de B. tabaci, o
tempo de desenvolvimento ovo-adulto de E. inaron observado sobre o hospedeiro
Neomaskellia andropogonis Corbett (Hemiptera: Aleyrodidae) aumentou com a
diminuicdo da temperatura, e variou de 31,7 a 15,0 dias a 20 e 30°C, respectivamente
(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012). Em outro estudo, sobre
ninfas de Siphoninus phillyreae (Haliday) (Hemiptera: Aleyrodidae), o tempo de
desenvolvimento de E. inaron foi de 31,0 a 17,2 entre as temperaturas de 20 a 32°C
(GOULD et al., 1995). Outras espécies de parasitoides parasitando B. tabaci, como
Encarsia formosa (Gahan) (Hymenoptera: Aphelinidae) necessitou de 20,2 dias a
20°C, 14,5 dias a 25°C e 12,9 dias a 30°C para completar o desenvolvimento ovo-
adulto (XU et al., 2003), enquanto Encarsia bimaculata (Heraty & Polaszek)
apresentou tempo de desenvolvimento ovo-adulto de 34,3 a 8,7 dias entre as
temperaturas de 20 e 32°C (QIU et al. 2006). A diferenca observada entre os valores
em ambos os estudos pode ser atribuida tanto a diferentes caracteristicas entre os
hospedeiros, como aspectos fisioldgicos e morfolégicos, ou ainda pela diferenca nas
linhagens de E. inaron utilizadas nos ensaios.

Como a temperatura exerce papel fundamental na taxa metabdlica dos insetos,
era esperado que a viabilidade de E. inaron, assim como o tempo de desenvolvimento,
também sofresse alteracdes de acordo com a temperatura em que o parasitoide foi
exposto. Apesar de numeros variados, o0s resultados nao foram diferentes
estatisticamente entre as temperaturas de 15 a 27°C, e diminuiram a partir de 30°C,
até a temperatura onde a viabilidade foi 0, 36°C. A diminuicdo da viabilidade
observada em temperaturas mais altas, além de ser consequéncia de respostas
metabdlicas do parasitoide, também pode ter sido influenciada devido a reacfes do
hospedeiro. Altas temperaturas podem estimular a expressao de genes relacionados
a respostas imunolégicas no hospedeiro 0 que conseqguentemente impacta

negativamente a sobrevivéncia e viabilidade do parasitoide (ILTIS et al., 2019). Assim
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como o decréscimo da viabilidade com o aumento da temperatura observado neste
trabalho, sobre ninfas de N. andropogonis a viabilidade maxima de E. inaron foi de
86,6% a 25°C, e a minima de 64,4% a 32°C (MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR,;
KOCHEILI, 2012).

Assim como no tempo de desenvolvimento ovo-adulto e a viabilidade, a
longevidade dos adultos de E. inaron também é diretamente influenciada pela
temperatura. Como o adulto ndo possui mais contato com o hospedeiro, a diminuicédo
da longevidade pode ser consequéncia direta de alteracbes no metabolismo do inseto
(ZHANG et al., 2019), entretanto, como 0 aumento da temperatura pode impedir o
fornecimento de compostos energéticos ao parasitoide (ILTIS et al., 2019), é possivel
gue na vida adulta sem esses componentes absorvidos na fase juvenil, alguns
parasitoides se tornem incapazes de sintetizar gordura para a sobrevivéncia (VISSER,;
ELLERS, 2008), o que impacta diretamente na longevidade e pode explicar os
resultados observados para E. inaron. No hospedeiro N. andropogonis a longevidade
média de E. inaron variou de 22,3 a 4,5 dias a 20 e 32°C, respectivamente
(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012), porém, como dito
anteriormente, a diferenca dos numeros em ambos os trabalhos provavelmente séo
consequéncia da diferenca entre os hospedeiros, e possivelmente da linhagem. Como
exemplo de outras espécies de parasitoide sobre B. tabaci, a longevidade de E.
bimaculata variou de 8,4 a 5,4 dias entre as temperaturas de 20 e 32°C (QIU et al.
2006), e a de E. formosa 17,7 a 13,6 dias entre as temperaturas de 25°C a 30°C (XU
et al., 2003).

Diferentemente dos outros parametros avaliados neste trabalho, a razédo sexual
nao foi influenciada pela temperatura, 0 que contrasta ao observado para E. inaron
em ninfas de N. andropogonis, onde a propor¢cdo sexual variou de 54 a 82%
(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012). A diferenca na razao
sexual, além de potencialmente estar relacionada a interacdo especifica entre
parasitoide e hospedeiro e como esta funciona de acordo com as exposi¢cdes a
diferentes temperaturas, o resultado aqui encontrado também pode ser consequéncia
da interacdo da temperatura com a presenca de endossimbiontes associados. A
populacdo de E. inaron utilizada neste trabalho possuia como endossimbionte
associado uma bactéria do género Rickettsia, as quais além de serem conhecidas por
impactarem em aspectos nutricionais e de protecao, sao frequentemente associadas
a reproducdo (MANN et al., 2017; HARUMOTO; FUKATSU; LEMAITRE, 2018),
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entretanto, isso é uma hipdétese e mais estudos sdo necesséarios para entender a
possivel interacdo entre temperatura e o efeito deste endossimbionte em E. inaron.

Do mesmo modo que a falta de reservas energéticas na fase adulta pode ter
impactado a longevidade de E. inaron, € possivel que a capacidade de parasitismo
também possa ser influenciada uma vez que as fémeas necessitam de compostos,
principalmente relacionados a reserva de gordura, para a producao de ovos (VISSER,;
ELLERS, 2008). Entretanto, como as fémeas utilizadas para a avaliacdo do
parasitismo em todos os tratamentos emergiram a 24°C, essa explicacdo nao pode
ser aplicada a este estudo, além disso, este processo biolégico explicaria apenas o
resultado em temperaturas mais altas. Dessa forma, a reducdo da capacidade de
parasitismo nas diferentes temperaturas pode ser consequéncia das atividades
metabdlicas, onde as fémeas além de demandarem energia para a OvipoSi¢ao
também necessitam desta para a sobrevivéncia. O niumero médio de ovos por fémea
de E. inaron parasitando ninfas de N. andropogonis variou de 12 a 74 entre as
temperaturas de 20 a 32°C(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012),
enquanto que de acordo com GOULD et al (1995), E. inaron produziu em média 159
ovos sobre ninfas do hospedeiro S. phillyreae, o que contrasta com o resultado
encontrado neste estudo, porém, a diferenca possivelmente é resultado da interacéo
especifica entre parasitoide e hospedeiro, por exemplo, a espécie Encarsia citrina
sobre a o0 hospedeiro Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) (Hemiptera:
Diaspididae) produziu 96,3 e 87,2 ovos sobre as temperaturas de 20 e 25°C, enquanto
E. bimaculata (sobre ninfas de B. tabaci teve producéo total de 24,3 ovos a 32°C, a
29,3 ovos a 20°C (QIU et al. 2006).

Em relacdo a taxa de desenvolvimento de E. inaron em diferentes
temperaturas, como citado anteriormente, os resultados obtidos neste estudo foram
aplicados a modelos lineares e ndo-lineares. Os modelos lineares sao os mais antigos
e 0s mais utilizados mundialmente para descrever o desenvolvimento de insetos em
relagdo a temperatura (MIRHOSSEINI; FATHIPOUR; REDDY, 2017), entretanto,
algumas vezes de acordo com as caracteristicas bioldgicas e o comportamento de
determinadas espécies em relacdo a temperatura, esses modelos podem estimar
dados considerados irreais. Por exemplo, o modelo linear utilizado no estudo, apesar
de apresentar ajuste adequado (R? aj = 0,9280), estimou que a limiar de temperatura
inferior foi de 2,15°C, o que é inviavel para E. inaron, o qual é levado a morte quando

exposto a temperaturas proximas a esta, aléem disso, ao contrario de modelos néo-
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lineares, o modelo linear ndo estima limiar de temperatura superior e nem de
temperatura Gtima. Por isso, as vezes para estimar os parametros envolvidos no
desenvolvimento de uma espécie € necessario que os dados sejam aplicados a
modelos nao-lineares, pois, de acordo com Mirhosseini; Fathipour e Reddy (2017), os
modelos n&o-lineares podem descrever de forma mais precisa a taxa de
desenvolvimento, entretanto, como isso ndo € certo em todos 0s casos e como sao
mais complicados de aplicar, ainda de acordo com os autores, € indicado que sejam
realizadas comparacdes dos resultados em diferentes modelos, o que foi realizado no
presente trabalho.

Assim como exposto anteriormente, todos o0s modelos n&o-lineares
apresentaram bons ajustes a E inaron neste estudo, devido ao fato de que o
desenvolvimento de E. inaron apresenta uma resposta nao-linear em relacdo a
temperatura, onde a maior taxa de desenvolvimento ocorreu em uma temperatura
Otima intermediaria, entretanto em relacédo aos sete modelos testados, de acordo com
os critérios utilizados, os dois modelos considerados mais adequados aos dados do
estudo foram Shi e Bayoh. E importante ressaltar que o ajuste a um modelo especifico
nao coloca os demais como modelos ruins, uma vez que as suposicdes sobre os
efeitos de diferentes temperaturas e a estimativa dos limiares séo diferentes para cada
modelo usado, ou seja, 0s modelos possuem precisdo diferentes, dessa forma, cada
modelo pode ser mais adequado que outros de acordo para uma determinada espécie
de parasitoide, ou qualquer outro organismo para qual essas caracteristicas estao
sendo avaliadas (MIRHOSSEINI; FATHIPOUR; REDDY, 2017; NEGAHBAN et al.,
2021; QUINN, 2017).

Adicionalmente, além de levar em conta os critérios utilizados para a validagéo
dos modelos é importante que a interpretacao dos dados em relacéo as caracteristicas
bioldgicas sejam levadas em consideracédo. Por exemplo, seria incorreto inferir que o
modelo néo linear Shi € adequado para a explicacdo dos efeitos da temperatura na
taxa de desenvolvimento de E. inaron, uma vez que mesmo apresentando um bom
ajuste, o valor encontrado para o limiar de temperatura inferior em Shi foi préximo ao
valor encontrado no modelo linear testado. Dessa forma, o modelo Bayoh, além de
ser adequado em relacdo aos critérios utlizados, também estimou valores
consideravelmente reais em relacdo ao observado para parasitoides dessa familia na

literatura.
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A constante térmica (K) observada neste estudo para E. inaron parasitando
ninfas de B. tabaci foi de 417,7 graus dia, enquanto que para o mesmo parasitoide em
ninfas de N. andropogonis foram necessérios 305,4 dias para o completo
desenvolvimento (MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012). Para
outra espécie do mesmo género, E. bimaculata sobre ninfas de B. tabaci, foi estimado
181,4 graus dia para o desenvolvimento completo sobre o limiar de temperatura
inferior 11,6°C. Em relagéo ao limiar de temperatura inferior (To) assumido (Bayoh), o
valor observado foi de 13,3°C, e quando parasitando outros hospedeiros, o limiar de
temperatura inferior de E. inaron foi de 10,8°C em ninfas de N. andropogonis
(MALEKMOHAMMADI; SHISHEHBOR; KOCHEILI, 2012), e de 10,1°C em ninfas de
S. phillyeae (GOULD et al., 1995). Os limiares de temperatura superior (Ts), onde a
temperatura extrapola o maximo suportado por E. inaron e causa morte e injurias
irreversiveis, e a 6tima (T,,) onde o desenvolvimento é mais rapido, foram de 35,9 e
32,5°C, respectivamente. Os limiares estimados neste estudo para E. inaron apontam
gue o parasitoide possui alta eficiéncia bioldégica em regides tropicais devido aos
valores observados, o que pode contribuir diretamente no controle de B. tabaci no
Brasil devido as condi¢cées ambientais do pais. Em relacao a essas estimativas, como
os estudos com o mesmo parasitoide ou parasitoides da mesma familia em geral
utilizam modelos lineares para estimar as taxas de desenvolvimento, ndo € possivel a
comparacao com os resultados observados no presente estudo, uma vez que modelos
lineares ndo conseguem estimar os parametros mencionados. Entretanto, nos outros
estudos foram calculados o aumento da taxa intrinseca de E. inaron, e sobre ninfas
de N. andropogonis o melhor desenvolvimento ocorreu a 25°C, enquanto para E.
bimaculata o mais desenvolvimento ocorreu a 29°C sobre ninfas de B. tabaci.

Entre os fatores envolvidos no desenvolvimento dos insetos a temperatura € a
principal e define os processos bioldgicos e ecolégicos mais importantes em todos o0s
insetos (DAMOS; SAVOPOULOU-SOULTANI 2012), por isso e devido as condi¢cbes
climaticas encontradas em diferentes épocas do ano e também em diferentes regiées
no pais, as temperaturas testadas no trabalho (15 — 36°C) séo relevantes para o
entendimento das caracteristicas de E. inaron de acordo com o ambiente a qual a
espécie é exposta. Esses resultados ajudam encontrar as condi¢cdes adequadas para
a criagdo em massa do parasitoide, além disso, também permitem o comec¢o do

entendimento de como sera o comportamento deste inimigo natural diante de
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diferentes situacdes em campo, e como podemos aproveitar de forma correta o

potencial do organismo no controle de B. tabaci.
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CAPITULO 5

SELETIVIDADE DE PRODUTOS FITOSSANITARIOS AO PARASITOIDE DE
Encarsia inaron (WALKER) (HYMENOPTERA: APHELINIDAE)

RESUMO

O uso de produtos fitossanitarios é uma das ferramentas mais importantes no manejo
de pragas e doencas, entretanto, apesar de causarem efeitos deletérios desejados na
praga alvo, também podem impactar negativamente inimigos naturais presentes no
ambiente. Para que esse efeito seja minimizado € importante entender como diversos
produtos formulados podem agir em organismos benéficos por meio do estudo da
seletividade. Por esse motivo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar efeitos diretos de
inseticidas e fungicidas utilizados em culturas hospedeiras de Bemisia tabaci, sobre o
endoparasitoide de ninfas Encarsia inaron. O parasitoide foi exposto em fase adulta e
fase de pupa, e os parametros avaliados foram mortalidade, viabilidade e longevidade.
Os inseticidas utilizados foram ciantraniliprole, sulfoxaflor, flupiradifurone +
espiromesifeno, piriproxifen, acetamiprido, acefato, espiromesifeno, azadiractina,
Beauveria bassiana, metaflumizone, tiametoxan + lamba-cialotrina, imidacloprido,
teflubenzuron, e os fungicidas foram epoxiconazol + fluxapiroxade + piraclostrobina,
bixafem + protioconazol + trifloxistrobina, mancozebe e oxicloreto de cobre. Em fase
de pupa de forma geral os produtos tiveram menor impacto em relacéo a fase adulta,
porém, os unicos ingredientes que apresentaram seletividade nesta fase foram
azadiractina e metaflumizone, sendo que os demais apresentaram nocividade de leve
a extrema. Para adultos de E. inaron os Unicos ingredientes ativos seletivos foram os
fungicidas bixafem + protioconazol + trifloxistrobina, mancozebe e oxicloreto de cobre,
e 0s demais também apresentaram diferentes graus de nocividade. Os experimentos
realizados no presente estudo constituem a primeira fase das trés previstas para
avaliacao da seletividade de acordo com as normas da IOBC, por isso, para afirmar
guais produtos sdo ou nao seletivos sdo necessarios estudos em ambiente protegido
e em situagdo de campo. Até o momento, com 0s resultados obtidos aqui para E.
inaron, de forma geral, a utilizacdo da seletividade ecoldgica pode ser vantajosa para
a integracdo das ferramentas de controle, para que ambos controles, quimico e
biologico, ndo entrem em contato no mesmo momento para que a efetividade de
ambos nao seja prejudicada e E. inaron possa exercer o parasitismo em ninfas de B.
tabaci.

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas (MIP); mosca-branca, Bemisia tabaci,
sustentabilidade.
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ABSTRACT

The use of phytosanitary products is one of the most important tools in the
management of pests and diseases, however, despite causing desired deleterious
effects on the target pest, they can also negatively affect natural enemies present in
the environment. In order to minimize this effect, it is important to understand how
formulated products can act on beneficial organisms through the study of selectivity.
For this reason, the objective of this study was to evaluate the direct effects of
insecticides and fungicides used in host cultures of Bemisia tabaci, on the
endoparasitoid of nymphs Encarsia inaron. The parasitoid was exposed in adult and
pupa stage, and the parameters evaluated were mortality, viability and longevity. The
insecticides used were cyantraniliprole, sulfoxaflor, flupyradifurone + spiromesifen,
pyriproxyfen, acetamiprid, acefate, spiromesifen, azadirachtin, Beauveria bassiana,
metaflumizone, thiamethoxan + lamba-cyhalothrin, imidacloprido, teflubenzuron, and
fungicides were epoxiconazol + fluxapyroxade + pyraclostrobin, bixafen +
prothioconazol + trifloxystrobin, mancozeb and copper oxychloride. In the pupae stage
in general, the products had less impact compared to the adult stage, however, the
only ingredients that showed selectivity in this stage were azadirachtin and
metaflumizone, and the others were slightly harmful to harmful. For adults of E. inaron,
the only selective ingredients were the fungicides bixafem + prothioconazol +
trifloxystrobin, mancozeb and copper oxychloride, and the others also presented
different degrees of harmfulness. The experiments carried out in this study constitute
the first phase of the three planned for the evaluation of selectivity in accordance with
the IOBC standards. Therefore, in order to state which products are or are not
selective, studies in a protected environment and in a field situation are necessary. For
now, with the results obtained here for E. inaron, in general, the use of ecological
selectivity can be advantageous for the integration of control tools, so that both
chemical and biological controls do not come into contact at the same time for
effectiveness of both is not harmed and E. inaron can exert the parasitism in B. tabaci
nymphs.

Keywords: Integrated Pest Management (IPM); whitefly, Bemisia tabaci,
sustainability.
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5.1 INTRODUCAO

O controle da mosca-branca, Bemisia tabaci (GENNADIUS) (Hemiptera:
Aleyrodidae) bi6tipo B ou Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1), ocorre majoritariamente
por meio da utilizacdo de produtos fitossanitarios (ZANIC, 2018), deste modo, 0
controle quimico é uma ferramenta importante nas culturas onde ocorre o ataque da
praga. Apesar disso, com a utilizacdo excessiva e 0 posicionamento incorreto, 0s
produtos fitossanitarios podem oferecer riscos e problemas de utilizacdo, como por
exemplo o desequilibrio ambiental e a selecdo de espécies resistentes (QU et al.,
2017), além disso, esses produtos afetam ndo somente a praga como também a
entomofauna benéfica, o que é ruim para o controle biolégico natural que os inimigos
naturais exercem em um ambiente equilibrado (MAC LOUGHLIN; PELUSO; MARINO,
2017).

Para que os efeitos da ma utilizacdo de produtos fitossanitarios sejam
minimizados é essencial que ocorra a adocdo do Manejo Integrado de Pragas (MIP).
O MIP preconiza a utilizacdo em conjunto de diversas estratégias de controle de
pragas, ndo somente o quimico, mas o biolégico, o comportamental, o genético, e
todas as ferramentas que estiverem disponiveis (BUENO et al., 2017). Além disso,
adicionalmente a adocéo de diferentes taticas de manejo, outro ponto importante € a
utilizacdo de produtos seletivos a inimigo naturais. O ataque dos inimigos naturais
constitui a fonte de mortalidade mais frequente para diversos insetos (CORNELL;
HAWKINS, 1995), entretanto, muitas vezes a utilizacdo inadequada de produtos
fitossanitarios impossibilitam a acdo desses inimigos. O uso de produtos seletivos
causa um impacto reduzido a todos os organismos dos sistemas, ou seja, estes
produtos conseguem controlar a praga com sucesso e nao possuem grandes efeitos
nos inimigos naturais.

Para que um produto possa ser considerado seletivo, ou seja, para verificar a
compatibilidade entre produtos quimicos e agentes de controle bioldgico é necessario
gue a seletividade seja estudada (HASSAN, 1992). Por meio desses estudos é
possivel avaliar o grau de seletividade que cada produto possui em relagdo a um
determinado inimigo natural, ou seja, € por meio dessas avaliacbes que surgem
informacdes necessérias para a integragcdo de diferentes taticas de manejo, no caso
controle quimico e controle biolégico. Os métodos de avaliagdo possuem a

padronizacdo atribuida a “International Organization of Biological and Integrated
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Control of Noxious Animal and Plants” (IOBC), sendo que essa organizacao tem o
como objetivo reunir os dados obtidos pelos pesquisadores ao redor do mundo.

As pesquisas no Brasil sobre seletividade de quimicos em diversas culturas
crescem todos 0s anos e uma atencao especial é dada aos parasitoides de ovos
(GIOLO et al., 2005), porém, avaliagdo do efeito de produtos fitossanitarios sobre
outras espécies também se faz necesséario, como por exemplo, em inimigos naturais
de B. tabaci, tendo em vista os problemas brevemente expostos e a necessidade de
um manejo eficaz para esse inseto. Um dos organismos associados a esta praga é o
parasitoide de ninfas Encarsia inaron (WALKER) (Hymenoptera: Aphelinidae), inimigo
natural de inUmeras espécies de moscas-branca no mundo, inclusive no Brasil onde
foi associado a B. tabaci em diversas culturas (OLIVEIRA et al., 2003). Ainda séo
poucos os estudos sobre seletividade envolvendo este organismo no pais, dessa
forma, objetivou-se avaliar o impacto de produtos fitossanitarios utilizados no controle
de B. tabaci, ou utilizados em culturas onde B. tabaci ocorre, sobre o0 inimigo natural

E. inaron.

5.2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios de seletividade foram realizados no laboratério do Grupo de
Pesquisa em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP), localizado no
Departamento de Protecéo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA), da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Campus de
Botucatu, Sdo Paulo. A metodologia utilizada em testes de seletividade é padronizada
pela International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious
Animals and Plants/West Paleartic Regional Section (IOBC/WPRS), entretanto, devido
ao inseto alvo se tratar de um parasitoide de ninfas, as quais necessitam do
hospedeiro vegetal para sobreviver, a metodologia em questao necessitou de algumas
modificagdes para se adequar ao objeto de estudo. De acordo com as normas da
IOBC/WPRS os testes relacionados a seletividade devem ser realizados e trés etapas,
laboratorio, casa de vegetacdo e campo, dessa forma, o presente estudo abordou
apenas a primeira das etapas previstas.

A definicdo dos tratamentos, ou seja, os produtos utilizados nos testes (Tabela
1), foi realizada de acordo com levantamento dos principais inseticidas e fungicidas

7

utilizados em culturas onde é recorrente a presenca de B. tabaci, mesmo que 0s
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produtos sejam destinados ao controle de outras pragas. As doses foram definidas
conforme descrito em bula para o controle de B. tabaci, ou quando nao registrado para
a praga, foi definida de acordo com a cultura onde a mesma é comumente encontrada.
Os parametros avaliados nos experimentos foram mortalidade, longevidade e
viabilidade A reducdo da capacidade benéfica do parasitoide foi calculada por meio
da equacdo: E (%) = (100 — (porcentagem média geral do tratamento/ porcentagem
meédia geral do tratamento testemunha) x 100), onde E (%) é a porcentagem de
reducédo da capacidade benéfica do parasitoide (MANZONI et al., 2007; STERK et al.,
1999). Todos os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas por teste de Tukey a 0,5%. Todas as etapas seguiram o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC).

Os produtos, correspondentes a cada tratamento, foram enquadrados de
acordo com as normas da IOBC em: classe 1 — indcuo, quando E < 30%; classe 2 —
levemente nocivo, quando 30 < E < 79%; classe 3 — moderadamente nocivo, quando
80 < E £99%; e classe 4, quando E > 99% (HASSAN, 1992).
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Tabela 1 - Inseticidas e fungicidas selecionados para os testes de seletividade a Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae)

Nome . . . Lo - - Dosagem
. Ingrediente ativo (i.a) Grupo quimico Sitio de agao*

comercial A2 pPC3

Classe Inseticida

Benevia® Ciantraniliprole Diamida antranilica Moduladores de receptores de rianodina 100 g/L 1250 mL

Closer® Sulfoxaflor Sulfoxaminas Moduladores competmvos_de receptores nicotinicos 240 giL 400 mL

da acetilcolina
Sivanto® Flupl'rad|furpne + I?u_tenolld:jlf Derlvadps _de Modula_dorgs compgtltlvos de receptores nlcotln_lcos da 120 - 120 glkg 1L
Espiromesifeno acido tetrdnico e tetrdmico acetilcolina + Inibidores da acetil CoA carboxilase

Tiger® Piriproxifem Eter piridiloxipropilico Mimicos do horménio juvenil 100 g/L 250 mL

Mospilan® Acetamiprido Neonicotinoide Moduladores competmvos_de feceptores nicotinicos da 200 glkg 100 g
acetilcolina

Orthene® Acefato Organofosforado Inibidores da acetilcolinesterase 750 g/kg 0,50 kg

Oberon® Espiromesifeno PEmEe s Sa ?rgﬁquijcootetromco € Inibidores da acetil CoA carboxilase 240 g/L 0,6L

Azamax® Azadiractina Tetranortriterpendide Compostos com rr:)%di?]g:rt?ao desconhecido 1lg/L 600 mL

Ecobass® Beauveria bassiana Produto microbioldgico Mecanismos multiplos de acao 11 g/kg 750 g

Verismo® Metaflumizone Semicarbazonas Blogueadores de canais de sodio dependentes da 240¢g/L 1000 mL

voltagem
Engeo Pleno S® USRI 57 20T 98 2 Neonicotinoide + Piretroide Moduladpres_ COMEEHNTES el receptores n'COt'p'(.:OS R 141 - 106g/L 250 mL
cialotrina acetilcolina + Moduladores de canais de sédio

Warrant® Imidacloprido Neonicotinoide Moduladores competmvos_de receptores nicotinicos da 700g/kg 250 g
acetilcolina

Nomolt® Teflubenzuron Benzoilureias Inibidores da biossintese de quitina 150¢g/L 150 mL

Classe Fungicida

Ativum® Epoxmonqzol + Fluxgpwoxade Triazol + Car_bo>.<am|da + Biossintese de esterol em merrjbranas + Respiracao + 50-50-81g/L 1000 mL

+ Piraclostrobina Estrobilurina Respiracéo
Bixafem + Protioconazol + Carboxamida + Triazolinthione  Respiragédo + Biossintese de esterol em membranas + 125-175 -
Fox Xpro® e g oo L 500 mL
Trifloxistrobina + Estrobilurina Respiragéo 150g/L
Unizeb® Mancozebe Ditiocarbamato Atividade de contato multissitio 750g/kg 3 kg
Status® Oxicloreto de cobre Inorgénico Diversos 588g/L 15L

1Fonte: IRAC/BR (2021), FRAC/BR (2021); 2Concentracéo de i.a; 3Dosagem do produto por hectare
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5.2.1 Testes em diferentes fases de desenvolvimento de Encarsia inaron

Os testes foram realizados em fase adulta e de pupa do parasitoide de ninfas
E. inaron. Para os testes com adultos, ninfas parasitadas foram previamente
separadas e apd6s a emergéncia, foram individualizados em tubos de fundo chato
previamente tratados com os produtos, para isso, antes da introduc¢ao do parasitoide
foi realizado uma pulverizacdo com auxilio de aerégrafo (10 psi) de acordo com as
doses recomendadas em bula. Os tubos foram naturalmente secos e ap0s secagem
total os adultos foram inseridos.

Para os testes coma fase de pupa de E. inaron, o alvo foi exposto aos
tratamentos quando atingiu a referida fase no interior das ninfas de B tabaci, para isso,
ninfas parasitadas receberam pulverizacdo direta dos tratamentos com auxilio de
aerografo (10 psi). Apdés a secagem, as ninfas foram individualizadas em tubos de
Duran para a avaliacdo de emergéncia, longevidade e reducdo de E%. Ambos os
testes foram compostos por 18 tratamentos (Tabela 1 + 4gua) e 20 repeticbes, sendo

Orthene® e 4gua testemunhas positiva e negativa, respectivamente.
5.3 RESULTADOS

Os produtos fitossanitarios utilizados no estudo tiveram diferentes efeitos sobre
E. inaron em fase adulta e fase de pupa (Tabelas 2 e 3). Foram classificados como
in6cuos (E < 30%) os tratamentos Fox Xpro® (bixafem + protioconazol +
trifloxistrobina), Unizeb® (mancozebe) e Status® (oxicloreto de cobre) (Tabela 2). O
Unico tratamento classificado como levemente nocivo (30 < E < 79%) foi o produto
Verismo® (metaflumizone) (Tabela 2) e os tratamentos inseticidas Closer®
(sulfoxaflor), Sivanto® (flupiradifurone + espiromesifeno), Tiger® (piriproxifem),
Mospilan® (acetamiprido), Oberon® (espiromesifeno), Azamax® (azadiractina),
Ecobass® (Beauveria bassiana), Engeo Pleno S® (tiametoxan + lambda-cialotrina),
Nomolt® (teflubenzuron) e o fungicida Ativum® (epoxiconazol + fluxapiroxade +
piraclostrobina) foram classificados como moderadamente nocivos (80 < E < 99%) a
E. inaron em fase adulta (Tabela 2). Os classificados como nocivos (E > 99%) a fase
adulta de E. inaron foram Benevia® (ciantraniliprole), Orthene® (acefato) e Warrant®

(imidacloprido) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Seletividade de produtos fitossanitarios ao parasitoide Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) em fase
adulta. Temperatura 25+2°C, UR 70+10% e fotofase de 14 horas

Classe IOBC Classe IOBC

Tratamento Principio ativo M% (24h) M% (48h) M% (72h) E% 24 h Geral
Tensetgglﬁ,r;ha Agua destilada 0,0+ 0,0a 0,0+ 0,0a 0,0+00a 0,0 - -
Benevia® Ciantraniliprole 100 = 0,0c 100 = 0,0c 100 £ 0,0c 100,0 4 4
Closer® Sulfoxaflor 95,0+ 0,1c 100 + 0,0c 100 £ 0,0c 98,3 3 3
Sivanto® Fég‘;'irr%‘:];fg;ﬁgﬁo+ 95,0+ 0,1c 100 + 0,0c 100+0,0c 98,3 3 3
Tiger® Piriproxifem 80,0 £ 0,1bc 92,3+0,1c 100 £ 0,0c 90,8 3 3
Mospilan® Acetamiprido 90,0 + 0,1bc 100 = 0,0c 100 £ 0,0c 96,7 3 3
Orthene® Acefato 100 + 0,0c 100 + 0,0c 100 +0,0c 100,0 4 4
Oberon® Espiromesifeno 95,0+ 0,1c 100 +0,0c 100 + 0,0c 98,3 3 3
Azamax® Azadiractina 75,0 £ 0,1bc 84,6 £ 0,1c 92,3+0,1c 84,0 2 3
Ecobass® Beauveria bassiana 75,0 £ 0,1bc 100 £ 0,0c 100 + 0,0c 91,7 2 3
Verismo® Metaflumizone 65,0+ 0,1c 85,0+ 0,1c 85,0+ 0,1c 78,3 3 3
Engeo Pleno S® T'ametgi‘;gt;n;ambda' 90,0 + 0,1bc 100,0 + 0,0c 100+ 0,1c 96,7 3 3
Warrant® Imidacloprido 100 = 0,0c 100 = 0,0c 100 £ 0,0c 100,0 4 4
Nomolt® Teflubenzuron 90,0 + 0,1bc 90,0+ 0,1c 100 + 0,0c 93,3 3 3
Avum@ ~ EPoxiconazol + Fluxapiroxade g4 4 ¢ qpc 90,0 + 0,1c 100£0,0c 90,0 3 3

+ Piraclostrobina

Fox Xpro® B'XafeT”:ile’o';rsot%’gi?]’;azo' * 20,0+ 0,1a 20,0 % 0,1b 30,0+ 0,1b 233 1 1
Unizeb® Mancozebe 10,0 £ 0,1a 10,0 £ 0,1ab 25,0+ 0,1b 15,0 1 1
Status® Oxicloreto de cobre 0,0 £0,0a 0,0+ 0a 0,0+£0,0a 0,0 1 1

Médias + Erro Padréo seguidos pela mesma letra na coluna nado diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (0,5%). "M%: mortalidade corrigida
(Abbott); 2Classificagdo dos produtos segundo IOBC: classe 1 - indcuo (E < 30%), classe 2 - levemente nocivo (30 < E £ 79%), classe 3 - moderadamente
nocivo (80 < E £99%) e classe 4 - nocivo (E > 99%).
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Quando exposto em fase de pupa, o resultado dos tratamentos foi diferente do
observado em adultos. Nesse experimento os tratamentos nas doses utilizadas
(Tabela 1) Azamax® (azadiractina) e Verismo® (metaflumizone) foram classificados
como inocuos (E < 30%) (Tabela 3). Os tratamentos compostos por produtos
inseticidas, Benevia®  (ciantraniliprole),  Orthene®  (acefato), = Oberon®
(espiromesifeno), Ecobass® (Beauveria bassiana), Warrant® (imidacloprido),
Nomolt® (teflubenzuron) e os fungicidas Ativum® (epoxiconazol + fluxapiroxade +
piraclostrobina), Fox Xpro® (bixafem + protioconazol + trifloxistrobina), Unizeb®
(mancozebe), Status® (oxicloreto de cobre) foram todos classificados como
levemente nocivos a E. inaron em fase de pupa (30 < E < 79%) (Tabela 3). Os
inseticidas Closer® (sulfoxaflor), Tiger® (piriproxifem) e Mospilan® (acetamiprido)
foram classificados como moderadamente nocivos (80 < E < 99%), e Sivanto®
(flupiradifurone + espiromesifeno), Engeo Pleno S® (tiametoxan + lambda-cialotrina)
como nocivo (E > 99%) (Tabela 3).

Tabela 3 — Seletividade de produtos fitossanitarios ao parasitoide Encarsia

inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) em fase de pupa. Temperatura
25+2°C, UR 70+10% e fotofase de 14 horas

Tratamento Principio ativo M% (24h) 1 Classe?
Agua Agua destilada 0,0 £ 0,0a -
Benevia® Ciantraniliprole 64,3 £ 0,0 bcde 2
Closer® Sulfoxaflor 92,9 +0,1de 3
Sivanto® Flupiradifurone + Espiromesifeno 100,0 £ 0,0e 4
Tiger® Piriproxifem 85,7 + 0,1cde 3
Mospilan® Acetamiprido 85,7 + 0,1cde 3
Orthene® Acefato 429 + 0,1abc 2
Oberon® Espiromesifeno 78,6 £ 0,1bcde 2
Azamax® Azadiractina 21,4 +0,1ab 1
Ecobass® Beauveria bassiana 35,7 £ 0,1abc 2
Verismo® Metaflumizone 13,3+ 0,1ab 1
Engeg@PIeno Tiametoxan + Lambda-cialotrina 100£0,0¢e 4
Warrant® Imidacloprido 73,3 £ 0,1bcde 2
Nomolt® Teflubenzuron 46,7 + 0,1abcd 2
Ativum® Epoxiconqzol + Fluxgpiroxade * 60,0 £ 0,1abcde 2

Piraclostrobina

Fox Xpro® Bixafem + Protioconazol + Trifloxistrobina 60,0 + 0,1abcde 2
Unizeb® Mancozebe 46,7 £ 0,1abcd 2
Status® Oxicloreto de cobre 53,3 + 0,1abcde 2

Médias + Erro Padréo seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (0,5%). "M%: mortalidade corrigida (Abbott); 2Classificagdo dos produtos segundo IOBC:
classe 1 - indcuo (E < 30%), classe 2 - levemente nocivo (30 < E < 79%), classe 3 - moderadamente
nocivo (80 < E < 99%) e classe 4 - nocivo (E > 99%).
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A mortalidade de E. inaron foi maior quando exposto em fase adulta em relacéo
a fase de pupa (Figuras 1 e 2). Com excecdo da testemunha positiva Orthene®
(acefato), a maior mortalidade em adultos nas primeiras 24 horas foi observada nos
tratamentos com inseticidas Benevia® (ciantraniliprole) e Warrant® (imidacloprido)
(Figura 1) enquanto a maior mortalidade em pupas foi observada no tratamento com
inseticida Sivanto® (flupiradifurone + espiromesifeno) (Figura 2). A menor mortalidade
em adultos em 24 horas foi observada no tratamento com o fungicida Status®
(oxicloreto de cobre) (Figura 1), enquanto a menor mortalidade em pupa ocorreu no

tratamento com o inseticida Verismo® (metaflumizone) (Figura 2).

Figura 1 — Mortalidade de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) quando
exposto a produtos fitossanitarios em fase adulta. Temperatura 25£2°C, UR
70+£10% e fotofase de 14 horas
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Figura 2 — Mortalidade de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae) quando
exposto a produtos fitossanitarios em fase de pupa. Temperatura 25+2°C, UR
70+10% e fotofase de 14 horas
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Além da mortalidade, a viabilidade de adultos oriundos de pupas tratadas foi
avaliada e o resultado pode ser observado na Figura 3. Com excec¢ao do tratamento
controle (dgua), a maior emergéncia foi observada em individuos tratados com o
inseticida Verismo® (metaflumizone), e a menor emergéncia observada no tratamento

com inseticida Engeo Pleno S® (tiametoxan + lambda-cialotrina) (Figura 3).



Figura 3 — Efeito dos tratamentos na emergéncia de Encarsia inaron
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(Hymenoptera: Aphelinidae) quando exposto a produtos fitossanitarios em

fase de pupa. Temperatura 25+2°C, UR 70£10% e fotofase de 14 horas. Barras

(médias * erro padrdao) acompanhadas pela mesma letra nao diferem entre si

pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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Da mesma forma que a mortalidade, a longevidade de adultos foi menor

guando comparado a fase de pupa de E. inaron (Figuras 4 e 5). De forma geral, os

parasitoides em fase de pupa apresentaram longevidade maior que os adultos quando

expostos aos tratamentos. A maior longevidade em adultos foi observada com o

fungicida Status® (oxicloreto de cobre) (Figura 4), enquanto que a maior em pupas foi

observada no tratamento com o inseticida Verismo® (metaflumizone) (Figura 5). Com

excecao da testemunha positiva Orthene® (acefato), a menor longevidade em adultos

foi observada nos inseticidas Benevia® (ciantraniliprole), e Warrant® (imidacloprido)
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(Figura 4), enquanto em pupas ocorreu com o tratamento Engeo Pleno S®

(tiametoxan + lambda-cialotrina) (Figura 5).

Figura 4 — Longevidade de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae)
guando exposto a produtos fitossanitarios em fase adulta. Temperatura
25+2°C, UR 70+10% e fotofase de 14 horas. Barras (médias * erro padréo)
acompanhadas pela mesma letra ndo diferem entre si teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05)
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Figura 5 — Longevidade de Encarsia inaron (Hymenoptera: Aphelinidae)
guando exposto a produtos fitossanitarios em fase de pupa. Temperatura
25+2°C, UR 70+£10% e fotofase de 14 horas. Barras (médias + erro padréo)

acompanhadas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05)
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5.4 DISCUSSAO

O presente estudo fornece novos dados toxicolégicos para os inseticidas e
fungicidas utilizados sobre o inimigo natural E. inaron. De maneira geral, todos os
produtos avaliados afetaram o parasitoide nos estagios de pupa e/ou adulto, embora
tenham se manifestado em diferentes graus de toxicidade nas duas fases. A molécula
inseticida escolhida como testemunha positiva no presente trabalho foi o acefato
(Orthene®) devido a conhecida acao deletéria em inimigos naturais, entretanto, outros
tratamentos foram de forma geral mais deletérios que a testemunha escolhida. Essas
moléculas conseguem interromper a transmissao de impulsos nervosos quando se
ligam a acetilcolinesterase, consequentemente levando o inseto a morte (IRAC, 2021).
Isso é importante a fim de comparar o impacto de outras moléculas, uma vez que
acefato é bastante estudada e tém impacto negativo comprovado, sendo de forma

geral classificado como nocivo a inimigos naturais expostos em diferentes fases de
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desenvolvimento devido & baixa seletividade e amplo espectro de acéo
(ZANTEDESCHI et al.,2018; WANG et a., 2019; RAKES et al., 2021).

Em relacdo a fase de pupa, os resultados observados neste estudo sobre a
acao da azadiractina apontam que o composto possui a capacidade de penetrar a
cuticula do hospedeiro e interromper o desenvolvimento de E. inaron, do mesmo modo
gue afeta o parasitoide Eretmocerus mundus Mercet (Hymenoptera: Aphelinidae)
(FRANCESENA,; SCHNEIDER, 2018).Entretanto, neste trabalho, a azadiractina nao
foi o tratamento mais agressivo em relagdo a E. inaron em fase de pupa, e
possivelmente a diferenca encontrada pode ser atribuida tanto a diferenca entre
espécies quando as de doses utilizadas em ambos os trabalhos. Sobre a diferenca da
acao entre espécies, alguns autores levantam a hipétese de que para alguns inimigos
naturais esse composto se comporte mais como um repelente do que causador de
mortalidade e outros efeitos (LUNA CRUZ et al., 2011). Apesar de n&o ter sido o pior
tratamento em relacdo a mortalidade para individuos em fase de pupa, a longevidade
destes foi afetada, o que mostra que nao apenas efeitos diretos, mas como indiretos
podem ser comprometidos por produtos fitossanitarios. Sobre os efeitos em adultos,
azadiractina foi mais téxica, porém, ndo é possivel inferir em qual sitio o composto
atua neste inimigo natural uma vez que nao é claro o modo de acao.

Nos tratamentos com neonicotindides, os ingredientes ativos acetamiprido
(Mospilan®) e imidacloprido (Warrant®), foram considerados téxicos em ambos 0s
estagios da E. inaron neste trabalho, o que esta diretamente relacionado a ativacéo
continua dos receptores nicotinicos da acetilcolina, que faz com que ocorra a
superexcitagdo no organismo do inseto, causando a morte (IRAC, 2021). A acao do
acetamiprido observada neste trabalho € semelhante a observada para os
parasitoides E. mundus (FRANCESENA; SCHNEIDER, 2018) e Trichogramma
chilonis (Ishii) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (KHAN, 2019). Além disso, por
meio dos resultados € possivel a confirmacdo de que para E. inaron o imidacloprido
reduz a emergéncia quando aplicado em fase de pupa (SOHRABI et al., 2012). E
importante ressaltar que quando se trata de seletividade faz-se necessario o estudo
de diversos produtos comerciais, ou seja, ndo é correto generalizar a acdo de um
ingrediente ativo, pois, na formulacdo de cada produto existem componentes que
podem alterar o impacto causado em inimigos naturais. Porém, de forma geral o

7 7

funcionamento € semelhante, e para neonicotinoides € comum que os efeitos
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causados em parasitoides sejam de toxicidade significativa, principalmente em adultos
(WANG et al., 2019).

Outro produto utilizado no estudo, além de possuir em sua composicado um
neonicotinoide (tiametoxan), também €& composto por um piretroide (lambda-
cialotrina). Os piretroides, assim como neonicotinoides, agem no sistema nervoso e
muscular dos insetos e interferem na abertura e fechamento do canal de sédio,
aumentando o tempo que estes ions entram nas células e consequentemente
interrompendo a transmissao de impulsos nervosos e ocasionando em morte. A
juncdo do modo de acédo do tiametoxan e da lambda-cialotrina explica porque o
produto comercial Engeo Pleno S® foi um dos mais toxicos para E. inaron tanto em
fase adulta como em fase de pupa. Tiametoxan também causa alta mortalidade no
parasitoide de pulgdes Aphidius colemani Viereck (Hymenoptera: Braconidae)
(RICUPERO et al., 2020) e é classificado como nocivo aos parasitoides de ovos de
percevejo Telenomus podisi (Ashmead 1893) e Trissolcus basalis (Wollaston 1858)
(Hymenoptera: Platygastridae) (ZANTEDESCHI et al., 2019)

As diamidas sdo moléculas moduladoras de receptores de rianodina no sistema
nervoso dos insetos (IRAC, 2021), e no presente estudo a testada foi ciantraniliprole
(Benevia®), que foi considerado levemente nocivo a fase de pupa, podem nocivo a
fase adulta de E. inaron, apontando que a primeira fase tolera melhor os efeitos desse
inseticida, assim como como ocorre com Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera:
Aphelinidae), para qual ciantraniliprole é nocivo a fase adulta e levemente nocivo a
fase de pupa do parasitoide (WANG et al., 2019).

O produto utilizado pertencente ao grupo quimico sulfoxaflor foi Closer®, que,
assim como ciantraniliprole, € amplamente utilizado no controle de B. tabaci. Ambos
0os ingredientes ativos (sulfoxaflor e ciantraniliprole) sdo inseticidas sistémicos
modernos e eficazes no controle de adultos e imaturos de mosca-branca. Entretanto,
como o encontrado neste estudo, sulfoxaflor € consideravelmente toxico a E. inaron,
assim como é para E. formosa (WANG et al., 2019), e para o parasitoide de
cochonilhas Aenasius arizonensis (Girault) (Hymenoptera: Encyrtidae), no qual a
molécula foi classificada como nociva em relacdo a emergéncia de adultos
(KARMAKAR; SHERA, 2018). Em contraste a molécula é considerada in0cua ao
acaro predador de mosca-branca Amblyseius swirskii Athias-Henriot (Acari:

Phytoseiidae) (FERNANDEZ et al., 2017), apontando que essa ferramenta quando
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usada corretamente, além de ser eficaz no controle de B. tabaci, também pode ser
aliada a alguns inimigos naturais.

O produto Verismo® tem como componente o ingrediente ativo metaflumizone,
gue atua como bloqueador de canais de sodio dependentes da voltagem, para isso,
se liga aos poros de canais abertos enquanto a membrana esté despolarizada e
bloqueia esses canais, interrompendo a transmisséo dos impulsos e matando o inseto
por paralisia. Em geral, inseticidas que agem no sistema nervoso e muscular dos
insetos séo classificados como téxicos, o que ocorreu com E. inaron em fase adulta,
consequentemente pelo modo de acdo de amplo espectro desta molécula, resultado
semelhante ao encontrado para os inimigos naturais Nesidiocoris tenuis (Reuter)
(Hemiptera: Miridae) e Macrolophus basicornis (Stal) (Heteroptera: Miridae)
(WANUMEN et al., 2016). Entretanto, o0 mesmo tratamento foi classificado como
in6cuo para o parasitoide em fase de pupa, 0 que pode ser consequéncia tanto da
protecdo conferida pela estrutura da ninfa de B. tabaci, na qual a pupa fica localizada,
como pelo fato de que metaflumizone em comparacéo a outros inseticidas, é mais
ativado através da ingestdo e possui propriedades translaminar moderadas (TOMLIN
2009), desse modo, talvez pelo tamanho a molécula ndo tenha conseguido atravessar
a cuticula de B. tabaci até chegar no individuo de E. inaron.

O produto com ingrediente ativo piriproxifen (Tiger®) atua no crescimento e
desenvolvimento dos insetos, especificamente agindo como mimicos do horménio
juvenil (IRAC, 2021), e teve impacto tanto na fase adulta como na fase de pupa,
diminuindo a viabilidade e também a longevidade de E. inaron, semelhante ao
observado para E. mundus que também apresentou reducdo na emergéncia e a
sobrevivéncia de adultos oriundos de pupas previamente tratadas com piriproxifen
(FRANCESENA; SCHNEIDER, 2018). Na fase de pupa esses resultados séao
consequéncia do modo de acao, ja que o inseticida imita o0 hormonio juvenil, e pode
causar interrupcdo na metamorfose, além de possivel ma-formacdo em adultos
(SOHRABI et al., 2013). Em contraste, para E. formosa, piriproxifen foi inofensivo para
adultos, porém, foi prejudicial para formas jovens do parasitoide, como o ocorrido no
presente trabalho (WANG et al., 2019).

Outra molécula com acdo no crescimento e desenvolvimento, testada no
presente trabalho, foi espiromesifeno sozinha (Oberon®) e em conjunto com
flupiradifurone (Sivanto®). A acdo do espiromesifeno € como inibidor da acetil CoA

carboxilase que interrompe a biossintese de lipidios (IRAC, 2021). Devido ao modo
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de acdo essa molécula normalmente é classificada como levemente nociva a inimigos
naturais, como por exemplo a T. chilonis (KHAN, 2019) para o qual nao foi responsavel
por alta mortalidade, entretanto, para A. arizonensis espiromesifeno nao foi
considerado in6cuo para adultos da espécie (KARMAKAR; SHERA, 2018), o que é
semelhante ao encontrado neste trabalho, j& que molécula foi toxica em ambas as
fases de E. inaron. A diferenca dos resultados pode estar relacionada as
caracteristicas fisiologicas de cada espécie, 0 que pode tornar uma mais tolerante a
outra em relacdo a efeitos de produtos fitossanitarios. Além disso, o modo de
exposicdo aos tratamentos também pode ser o responsavel pelas diferentes respostas
obtidas, em adicdo, além da molécula inseticida, outros componentes presentes em
cada produto formulado podem ser responsaveis pela mortalidade observada.

Ainda sobre espiromesifeno, a fase de pupa suportou melhor a acéo o produto,
0 que mostra novamente que a ninfa de B. tabaci funciona como uma barreira contra
a acdo de produtos fitossanitarios, entretanto, ndo foi suficiente para que néo atingisse
e afetasse E. inaron. O outro produto testado com essa molécula foi Sivanto®, que €
a mistura com flupiradifurone, molécula que age no sistema nervoso e muscular como
modulador competitivo de receptores nicotinicos da acetilcolina (IRAC, 2021). A soma
dos efeitos dessas duas moléculas ndo aumentou a toxicidade observada em adultos,
porém, o efeito foi maior em relacdo a fase de pupa, dessa forma, comparando os dois
produtos aqui descritos, pode-se inferir que o maior impacto em fase de pupa foi
causado por flupiradifurone, e que a barreira exercida pela ninfa de B. tabaci foi
ineficaz.

Outra molécula utilizada no estudo com acdo no crescimento e
desenvolvimento foi teflubenzuron (Nomolt®) que pertence ao grupo das benzoiluréia,
responsaveis pela inibicdo da biossintese de quitina em Lepdoptera (IRAC, 2021).
Produtos que atuam neste este sitio de acdo podem ser encontrados na literatura
como inécuos ou levemente nocivos a inimigos naturais devido ao modo de acgéo,
entretanto no presente estudo o tratamento apesar de variar o grau de nocividade,
nao apresentou seletividade a E. inaron. Além disso, produtos reguladores de
crescimento afetam de forma mais significativa estagios imaturos dos insetos, como o
observado no predador Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae)
(STECCA et al., 2017), onde a molécula foi classificada como nociva a ninfas do
inseto, mas levemente nociva a adultos, enquanto que para Trichogramma pretiosum

Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) foi classificada como moderadamente
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nociva em relacdo a emergéncia de pupas tratadas, porém in6cua em relagdo a
mortalidade de adultos (FELTRIN-CAMPOS et al., 2019), resultado este contrastante
com o observado no presente estudo. Apesar do maior impacto em formas juvenis,
outros efeitos podem ocorrer na fase adulta, como por exemplo, o efeito transovariano
em algumas espécies (PRATISSOLI et al., 2004). Além da mortalidade observada no
presente estudo, o tratamento com teflubenzuron também diminuiu a longevidade de
individuos expostos em fase adulta e em fase de pupa, assim como o ocorrido com T.
pretiosum, onde teflubenzuron apesar de ndo apresentar toxicidade aguda reduziu a
longevidade da espécie (PAIVA et al., 2021).

Em contraste com os exemplos citados acima, para o parasitoide T. podisi,
teflubenzuron é seletivo para ambas as fases de pupa e adulto da espécie (STECCA
et al, 2018), o que mostra que além de fatores como diferenca de doses, tipos de
exposicao e outros, os efeitos também podem ser diferentes de espécie para espécie,
ndo apenas para teflubenzuron como também para todos os produtos testados no
trabalho.

Inseticidas formulados a partir de agentes microbiol6gicos como Beauveria
bassiana sdo geralmente classificados como inGcuos ou levemente nocivos a inimigos
naturais, o que foi observado para E. inaron em fase de pupa, entretanto, o tratamento
foi mais toxico a adultos. A longevidade, assim como nos demais tratamentos diminuiu
em ambas as fases do parasitoide, porém o mais impacto foi em individuos adultos,
assim como ocorre com E. formosa (DROBNJAKOVIC et al., 2019), o que aponta que
nessa fase ambos os parasitoides sdo consideravelmente mais suscetiveis em
relacdo ao estagio de pupa. Para o parasitoide de ovos Cleruchoides noackae Lin &
Huber (Hymenoptera: Mymaridae), B. bassiana foi levemente nocivo em fase adulta,
resultado que pode ser associado a producdo de metabdlitos secundarios, como 0s
acidos organicos envolvidos no processo de infeccdo e toxinas como a beauvericina
(DOMINGUES et al., 2020).

Os resultados de diferentes graus de toxicidade encontrados podem estar
associados a formulacdo do produto biolégico, uma vez que o0s componentes
presentes nesses produtos tém como objetivo proteger o agente biolégico de fatores
abidticos como condicbes climaticas, e podem ser responsaveis pelos danos
negativos encontrados em inimigos naturais. Outros fatores que sao associados aos
efeitos de B. bassiana a inimigos naturais sdo tempo de aplicagéo, a linhagem do

inimigo natural e fatores abioticos envolvidos como umidade. Todos esses pontos
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citados podem aumentar ou diminuir o impacto em agentes de controle biolégico, por
esse motivo, 0s casos precisam ser estudados isoladamente. Com esses dados,
pode-se inferir que mesmo se tratando de um produto biolégico, é importante que
ocorra um intervalo entre a utilizacdo desse tipo de produto e a liberacdo de agentes
de controle biolégico, uma vez que esse intervalo pode permitir a sobrevivéncia
desses organismos no ambiente.

Ao contrario do o ocorrido com a maioria dos inseticidas testados, os fungicidas
em geral tiveram maior impacto em pupas em relacdo a adultos. Assim como
inseticidas bioldgicos, os fungicidas geralmente sdo menos toxicos ou nao téxicos a
inimigos naturais quando comparados a outros produtos formulados como piretroides
e organofosforados, entretanto, alguns podem apresentar efeitos diretos ou indiretos
em inimigos naturais diversos. O fungicida Fox Xpro® impactou nas pupas, porém foi
in6bcuo aos adultos, entretanto, como se trata de uma mistura de trés ingredientes
ativos é incorreto inferir qual destes foi responsavel pelo efeito em pupas, sendo
necessario o estudo das moléculas isoladas, dessa forma, atribuimos o efeito a
mistura até a realizacdo de mais estudos. Provavelmente a acdo em pupas se deu
pela capacidade de deslocamento do produto até o interior da ninfa de B. tabaci e
possivel alimentacdo de E. inaron. Assim como neste estudo, os ingredientes ativos
trifloxistrobina + protioconazol, presentes no fungicida Fox Xpro® (+bixafem), foram
classificados como in6cuos ao parasitoide T. podisi (PAZINI et al., 2017) e levemente
nocivo a T. basalis (ZANTEDESCHI et al., 2018) e também a T. pretiosum (MAGANO
et al., 2015). A acao isolada de bixafem necessita de melhor investigagéo.

Ainda em relacdo aos fungicidas, assim como observado para E. inaron, as
moléculas fungicidas epoxiconazol + piraclostrobina, presentes no produto Ativum®
(+fluxapiroxada) foram classificadas como levemente nocivas a T. pretiosum,
entretanto, quando separada a molécula piraclostrobina foi classificada como inécua
(MAGANO et al., 2015). Ativum® no presente trabalho foi o Unico fungicida que
impactou em E. inaron em fase adulta, com a toxicidade semelhante a observada em
inseticidas de amplo espectro testadas no trabalho. Este resultado pode ser
consequéncia da mistura dos trés ingredientes ativos presentes na formulacao,
principalmente da mistura entre um triazol e uma estrobilurina, que podem ter efeitos
adversos em parasitoides. O ingrediente ativo fluxapiroxade foi lancado no ano de
2010 e pertence a um grupo consideravelmente novo de fungicidas, por esse motivo,

os trabalhos envolvendo a seletividade dessa molécula sdo escassos, e como neste



114

trabalho foi testado em mistura, ndo é correto inferir que o maior ou menor efeito de
Ativum® é consequéncia desta ou da acao das trés utilizadas na formulacdo, desse
modo, estudos com a ac¢do isolada em E. inaron, sdo necessarios.

Produtos a base de cobre sdo importantes e utilizados por fazendeiros ha
muitos anos no controle de doencas em diversas culturas. Esses produtos apresentam
resultados diferentes de acordo com as espécies de inimigos naturais testadas, como
por exemplo, o oxicloreto de cobre ndo apresenta efeitos deletérios sobre o
parasitoide Psyttalia concolor (Szepligeti) (Hymenoptera: Braconidae) em fase adulta
e de pupa (BENGOCHEA et al., 2014), o que contrasta com o presente trabalho onde
o produto apesar de in6cuo a fase adulta, foi considerado levemente nocivo a fase de
pupa, o que pode indicar a capacidade de penetracdo pela ninfa de B. tabaci, além
disso, oxicloreto de cobre possui atividade bactericida conhecida, o que pode ter
atuado nas bactérias endossimbiontes necesséarias no desenvolvimento larval,
causando a morte das pupas (ROSI et al. 2007).

O mancozebe (Unizeb®), assim como produtos a base de cobre como o citado
acima, também € importante para produtores no controle de doencas em muitas
culturas, principalmente por possuir agdo multissitio e ajudar no manejo de resisténcia
de organismos causadores de doencas. Para E. inaron adulto, o produto né&o
apresentou grandes efeitos negativos, assim como em Trichogramma atopovirilia
(Oatman & Platner) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) para o qual o fungicida é
considerado in6cuo (Pratissoli et al., 2010), entretanto em fase de pupa o produto foi
levemente nocivo a E. inaron, o que pode ter ocorrido pela ingestdo do produto que
possivelmente se deslocou para o interior da ninfa de B. tabaci, enquanto em adultos
nao ocorreu a digestdo devido ao tipo de exposi¢ao. De acordo com a IOBC, no geral,
mancozebe mostra ter baixa ou nenhuma toxicidade para inimigos naturais em
diversas ordens (JANSEN, 2014; MILES, 2006), e por isso se torna aliado em relagéo
ao manejo integrado de pragas. Entretanto, assim como o observado para pupas de
E. inaron, mancozebe nédo foi seletivo ao parasitoide da mesma familia Aphytis
melinus (DeBach) (Hymenoptera Aphelinidae) (GONZALEZ-ZAMORA; CASTILLO;
AVILLA, 2013), o que ressalta mais uma vez a importéancia dos testes em cada espécie
de inimigo natural, uma vez que cada uma pode ter reacdes diferentes aos mesmos
produtos e doses.

Ainda em relacéo aos fungicidas, mesmo quando s&o considerados in6cuos a

inimigos naturais podem causar problemas em relacéo a entomofauna benéfica, como
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a reducdo de bactérias e fungos em flores. A reducdo destes microrganismos pode
diminuir a qualidade do néctar que serve como alimento para inimigos naturais no
ambiente, consequentemente afetando a sobrevivéncia destes (SCHAEFFER et al.,
2017), e esse fato € importante tendo em vista a necessidade da utilizacdo desses
produtos no controle de doengas com as quais 0s produtores ndo podem se
tranquilizar caso ndo queiram grandes prejuizos econémicos, como por exemplo, a
ferrugem asiética causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow & Sydow),
responsavel por grandes quantidades de pulverizacdo na soja.

Sobre os resultados de forma gera, como discutido na maioria dos tratamentos
acima, uma das maiores diferencas nos resultados deste experimento é relacionada
ao estagio de desenvolvimento de E. inaron. Com algumas excec¢des, como ocorreu
com os fungicidas, o adulto foi mais afetado em relacédo a fase ninfa. Os resultados
observados no estudo nao diferem nesse quesito de outros encontrados na literatura,
tendo em vista que o menor grau de nocividade observado pode ser explicado devido
as condicfes de protecao do parasitoide em fase de pupa, pois, durante essa fase o
mesmo se encontra protegido pela estrutura da ninfa, que funciona como uma barreira
contra a agdo de produtos fitossanitarios em geral, fazendo com que essa fase do
parasitoide tolere melhor a acédo de alguns dos tratamentos, assim como ocorre com
parasitoides de ovos, além disso, pode ser que assim como o coérion dos ovos, a
estrutura da ninfa torne dificil a penetracdo de moléculas grandes, o que protege a
pupa contra produtos com essa caracteristica (HASSAN, 1992; STECCA et al., 2016).

Além disso, a diferenca observada na acdo de produtos fitossanitarios a E.
inaron e a outros inimigos naturais pode ser explicada por outros motivos como a
caracteristicas de cada espécie relacionadas a composi¢do quimica e a estrutura da
cuticula, a diferenca em relacdo a metabolismo, comportamento, tamanho e
caracteristicas biol6gicas (BUENO et al., 2017), e mais afundo, além da influéncia
especifica de cada espécie, é possivel que diferentes linhagens também possuam
tolerancias diferentes a produtos fitossanitarios (CARVALHO; PARRA; BAPTISTA,
2001).

A tolerancia de E. inaron a alguns produtos testados também pode ser
consequéncia da acéo de enzimas de degradacédo (RIGITANO; CARVALHO, 2001),
capacidade de metabolizacdo das moléculas (FERNANDES et al., 2010), e/ou por
outros mecanismos ainda desconhecidos. Em relacdo a degradacgdo, assim como a

resisténcia de espécies pragas como B. tabaci (ULUSOY, 2021), enzimas do



116

citocromo P450 estdo envolvidas na detoxificacdo de moléculas inseticidas, que sao
convertidas em metabolitos 0os quais os insetos sdo capazes de eliminar através da
excrecdo. No parasitoide Meteorus pulchricornis (Wesmael) (Hymenoptera:
Braconidae) foram identificados e silenciados genes responsaveis por enzimas do
P450, e ap6s o silenciamento a espécie foi mais afetada pela acdo de produtos
fitossanitarios em relagdo a populagédo controle (XING et al., 2021), o que aponta a
importancia das P450s em relacdo a seletividade fisiologica de inimigos naturais.
Entretanto, apesar de ser conhecido que P450s estdo na linha de frente na tolerancia
a quimicos (BUENO et al. 2017), estudos em inimigos naturais ainda estdo em
desenvolvimento devido a maior importancia no entendimento e controle da
resisténcia em insetos praga.

Outro fator que pode influenciar nos diferentes resultados em diversas espécies
é relacionado a carateristicas bioldgicas e fisiolégicas do hospedeiro, por exemplo,
um mesmo inimigo natural em diferentes hospedeiros poder ser mais ou menos
tolerantes a diferentes produtos quimicos (PRATISSOLI et al., 2009), o que indica que
0S mesmos produtos utilizados neste experimento poderiam ter efeitos adversos se o
hospedeiro fosse outro ao invés de B. tabaci. Todos esses pontos levantados acima
podem explicar os resultados observados, porém, estudos mais especificos séo
necessarios.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo importantes pois apresentam
uma possibilidade de integracdo de métodos de controle, entretanto, de acordo com
os protocolos preconizados pela IOBC, os testes em condicbes de laboratorio
constituem a primeira fase da avaliagao da seletividade de produtos fitossanitarios,
sendo que testes em casas de vegetacdo e a campo sao necessarios para o veredito
da nocividade de um determinado produto, uma vez que em condi¢des de laboratorio
a exposigao dos inimigos naturais € a maxima possivel e ndo condiz com o que ocorre
em condi¢gdes de semi-campo e campo. Entretanto, com os resultados disponiveis no
momento, como os produtos em geral ndo foram seletivos a ambas as fases de E.
inaron é importante que a integracao seja realizada de forma a minimizar os impactos
dos produtos neste inimigo natural de acordo com a fase escolhida para liberagéo, e
isso pode ser alcangado por meio da utilizacdo da seletividade ecoldgica, que é
relacionada as diferengas comportamentais entre praga e inimigo natural o (RIPPER;
GREENSLADE; HARTEY, 1951), e no caso do experimento em questdo pode ser

alcangada por meio do manejo de janelas de aplicagdo de ambas as ferramentas, para
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que dessa forma uma n&o ocorra no mesmo periodo que a outra e nao sejam
inviabilizadas. Adicionalmente, além da possibilidade da seletividade ecoldgica, ha
também a possibilidade do manejo de doses para que os impactos sob o parasitoide
sejam reduzidos, uma vez que todos os tratamentos foram realizados com a dose

maxima recomendada em bula.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo mostram quais sdo as melhores condicbes
de temperatura para o estabelecimento da criacdo massal do parasitoide de ninfas
Encarsia inaron, que é uma espécie promissora no controle biologico de Bemisia
tabaci. A possibilidade da criacdo utilizando diferentes espécies vegetais permite a
opcéo de escolhas, entretanto, estudos das caracteristicas de desenvolvimento de B.
tabaci ndo foram realizadas neste trabalho e podem ser decisivas para a
implementacdo de uma das espécies vegetais na criacao.

Além disso, maiores investigacdes sobre Wolbachia sdo necessarias tendo em
vista que a reintroducdo da bactéria na populacdo € algo vantajoso pois a presenca
desta induziu a producdo de fémeas, as quais sdo as Unicas responsaveis pelo
parasitismo.

Os resultados dos bioensaios de seletividade mostram que o parasitoide em
fase de pupa tolera melhor a acdo de alguns produtos em relacdo a fase adulta,
entretanto, estudos em condi¢cdes de semi-campo e campo S80 hecessarios para a
concluséo da ocorréncia de seletividade.

Os dados obtidos neste estudo fazem parte das etapas iniciais previstas na
construcdo de um programa de controle biolégico e fornecem informacdes para o
entendimento de caracteristicas biolégicas basicas de E. inaron sobre ninfas de B.
tabaci MEAM1 (ou biétipo B), porém, estudos que investiguem a qualidade do
parasitoide e aspectos relacionados a ecologia de E. inaron e B. tabaci sdo

necessarios.
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