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RESUMO

O Eucalyptus é o género florestal mais plantado no hemisfério sul, sendo a base da
produgao florestal para Brasil e Uruguai. A espécie Leptocybe invasa Fisher & La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae) € uma microvespa de origem Australiana considerada
uma das principais pragas de plantios e viveiros de eucaliptos. Esta espécie induz a
formacgéao de galhas em folhas e ramos de Eucalyptus spp. O uso do controle biolégico
e a resisténcia de plantas séo as estratégias mais promissoras para o controle de L.
invasa. Conhecer os fatores bidticos e abidticos que afetam a capacidade de
dispersao e estabelecimento da praga ¢ vital para o manejo embora, ha auséncia de
metodologia padrao para seu monitoramento. O presente estudo objetivou-se em
conhecer a ecologia, distribuicdo geografica e espacial de L. invasa e seus
parasitoides o controle bioldgico desta praga em plantios de Eucalyptus spp, e estudar
a presenca de endossimbiontes secundarios. O uso de armadilhas adesivas amarelas
resultou ser uma boa metodologia para o monitoramento de L. invasa e seu
parasitoide Selitrichodes neseri (Hymenoptera: Eulophidae) em plantios de
Eucalyptus spp. Embora a altura de 4 m tenha sido a que apresentou as maiores
capturas, a altura de 1,8 m foi a segunda, sendo considerada uma boa altura para
colocar as armadilhas. A modelagem climatica de L. invasa para Uruguai indicou
melhores condigdes para o estabelecimento da praga na regido oeste e norte do pais.
Relata-se pela primeira vez a presenca dos parasitoides Quadrastichus mendeli e
Megastigmus zebrinus e de machos de L. invasa no Uruguai. As capturas de L. invasa
apresentaram uma correlagéo positiva com o aumento da temperatura. S. neseri
apresentou uma correlacdo positiva com o aumento de L. invasa e M. brasiliensis
apresentou uma correlagao negativa apos a liberagao e estabelecimento do S. neseri.
O parasitoide S. neseri apresentou uma relagao de dependéncia populacional espacial
e temporal com a praga. Confirmou-se a presenca do S. neseri até 8 m de altura
acompanhando a presenca de galhas na copa. Arvores maiores do que trés anos
apresentaram uma menor infestacdo do que o plantio de dois anos. Foram
encontrados seis géneros de endossimbiontes associados a L. invasa, quatro a S.

neseri.

Palavras-chave: vespas galhadoras; Eucalyptus spp.; distribuicdo potencial;
parasitoides; controle biolégico; endossimbiontes.






ABSTRACT

Eucalyptus is the most planted forest genus in the southern hemisphere, being the
basis of forest production for Brazil and Uruguay. Leptocybe invasa Fisher & La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae) is a microhymenopteran species native to Australia that is
considered one of the major Eucalyptus pests in plantations and nurseries. This
species induces gall formation in Eucalyptus spp. leaves and branches. The use of
biological control and plant resistance are the most promising strategies for the
management of L. invasa. Knowing the biotic and abiotic factors that affect the
dispersion and establishment of this pest is necessary for the management, although
there is no standard methodology for its monitoring. The present study aimed to know
the ecology, real and spatial distribution of L. invasa and its parasitoids, the biological
control of this pest in Eucalyptus spp. plantations, and to study the presence of
secondary endosymbionts. The use of yellow sticky traps proved to be a good
methodology for monitoring L. invasa and its parasitoid Selitrichodes neseri
(Hymenoptera: Eulophidae) in Eucalyptus spp. Although the height of 4 m was the one
that presented the highest catches, the height of 1.8 m was the second, being
considered a good height to place the traps. The climatic modeling of L. invasa for
Uruguay indicated better conditions for the establishment of the pest in the western
and northern regions of the country. The presence of the parasitoids Quadrastichus
mendeli and Megastigmus zebrinus and males of L. invasa in Uruguay is reported for
the first time. The captures of L. invasa showed a positive correlation with the increase
in temperature. S. neseri showed a positive correlation with the increase of L. invasa
and M. brasiliensis showed a negative correlation after the release and establishment
of S. neseri. The parasitoid S. neseri showed a spatial and temporal population
dependence relationship with the pest. The presence of S. neseri up to 8 m in height
was confirmed by following the presence of galls in the canopy. Trees older than three
years had less infestation than two-year-old trees. Six endosymbionts’ genera were

associated with L. invasa, and four with S. neseri.

Keywords: gall wasps; Eucalyptus spp.; potential; distribution; parasitoids; biological

control; endosymbionts.
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INTRODUGAO GERAL

As florestas tém um valor muito importante por fornecerem muitos servigos
ecossistémicos como o refugio a diferentes espécies de animais, evitam erosao do
solo, preservam a qualidade da agua, fornecem alimentos e madeira para energia,
fonte de compostos medicinais, além de abrigar alta diversidade de plantas e animais
(FAO, 2016). Porém, segundo a FAO (2016), as florestas ndo devem ser consideradas
simplesmente arvores isoladas e propde para o ano de 2030 gerar uma interagao entre
as florestas e a agricultura, para melhor utilizagao dos recursos naturais de maneira
mais sustentavel.

A area coberta por florestas no mundo diminuiu 3,1% (129 milhdes de hectares)
durante o periodo de 1990-2015, possuindo pouco menos de quatro bilhdes de
hectares (FAO, 2015, 2016; PAYN et al., 2015). Em 2010 a proporgéo da area de
terras com florestas no mundo ocupava o segundo lugar, com 30,7%, depois a
agricultura com 37%, sendo América do Sul e Europa os continentes com maior area
de florestas (FAO, 2016). Na América Latina observa-se mudanga no uso da terra nas
areas com florestas pelo avango da agricultura e pastagens (FAO, 2016).

Dos quase quatro bilhées de hectares de florestas no mundo apenas 7,3% séo de
florestas plantadas, das quais somente 19% sdo com espécies exoéticas e/ ou
introduzidas (FAO, 2015; PAYN et al., 2015). A produgao florestal tem aumentado nas
ultimas décadas, com especial desenvolvimento em varios paises de areas
temperadas e tropicais, tornando-se importantes na economia a nivel local, regional e
internacional (CIESLA, 2011; WILLY e SPEIGHT, 2012; FAO, 2016).

Alguns pesquisadores consideram a madeira como um dos produtos renovaveis
mais importantes para o ser humano (EATON e HALE, 1993). A madeira pode ser
utilizada para serraria, postes, celulose e papel, laminas (compensado), MDF, lenha,
contraplacado (madeira compensada), carvdao vegetal e bioenergia, entre outros
(FLORES et al., 2016; PAYN et al., 2015).

Também existem os produtos florestais ndo-madeireiros, como a extracdo de
fungos comestiveis, frutos (pinhdes), 6leos essenciais, resina, latex, entre outros. A
maior parte das florestas plantadas € manejada para producao de celulose ou carvao
vegetal e tem uma alta porcentagem destinada na obtengédo de madeira para serraria
(EATON & HALE, 1993; CIESLA, 2011). Em 2012, 46,3% da madeira rolica para a

industria era de florestas plantadas, sendo os produtores da regido tropical e
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subtropical os que mais contribuiram, seguido das regides temperadas e boreal, que
por apresentar temperaturas mais frias, a taxa de crescimento por ano € menor (PAYN
et al., 2015).

O uso de espécies exoticas em plantacdes florestais teve efeito positivo no
aumento da producéo florestal no mundo, devido a adaptacao das espécies a novos
locais e a relativa auséncia de problemas de pragas e doengas, que resultaram em
elevadas taxas de crescimento das arvores, quando comparadas com o local de
origem (CARLE et al., 2009; EVANS, 2009; GIBSON et al., 1980). Apenas trinta das
mais de mil espécies de arvores de interesse florestal no mundo tém sido plantados
extensivamente. As mais importantes sdo Tectona grandis L. F. (Verbenaceae) e
Cunninghamia lanceolata (Lamb.) Hook (Cupressaceae) e as restantes espécies
distribuidas nos géneros Pinus Linnaeus 1753 (Pinaceae), Acacia Martius (1829)
(Fabaceae), Eucalyptus L'Hér. (Myrtaceae) e Populus L. (Salicaceae) (CARLE et al.,
2009).

Os géneros ou espécies plantadas variam de acordo das regides climaticas, devido
a adaptabilidade dos mesmos as condicdes ambientais e necessidades produtivas de
cada localidade (CARLE et al., 2009). As florestas do Hemisfério Sul, por exemplo,
estdo caracterizadas pelo uso majoritariamente de espécies dos géneros exoticos
Eucalyptus e Pinus (PAYN et al., 2015).

Plantagcbes de Eucalyptus spp.

O género Eucalyptus L'Hér (Myrtaceae) conta com mais de 700 espécies
descritas, é originario da Australia e ilhas vizinhas (Filipinas, Indonésia, Timor-Leste e
Papua-Nova Guiné) (DOUGHTY, 2000; LADIGES, 1997; WARDELL-JHONSON, et
al., 1997; WILLIAMS & BROOKER, 1997). As espécies Eucalyptus urophylla e E.
deglupta s&o as unicas espécies do género que nao existem naturalmente na Australia
(BRUSSA, 1994, DOUGHTY, 2002).

A distribuicdo geografica natural das diferentes espécies de Eucalyptus na
Australia esta associada com as condigdes climaticas, altitude e os tipos de solo
presentes no pais (FLORES et al.,, 2016). Porém, uma mesma espécie pode
apresentar diferencas morfoldégicas em especial na altura, dependendo da regiao da
Australia, onde esta se encontra (BRUSSA, 1994; FLORES et al., 2016). Espécies

mais tolerantes as variagdes climaticas e ao tipo de solo como E. camaldulensis,
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apresentam uma ampla distribuicdo, podendo ser encontradas em todo o territério
australiano, embora, outras estao restritas a locais especificos como E. ficifolia, sendo
altamente suscetivel a processos de extingdo (BRUSSA, 1994). Por isso, € importante
observar a procedéncia do material a ser utilizado em um plantio florestal, sendo que
o ideal € que provenha de uma localidade com caracteristicas climaticas similares ao
local onde vai ser plantado para obter uma boa produtividade.

Desde 1944 ha um incremento de area plantada com eucaliptos na América
latina, devido a capacidade das diferentes espécies de se adaptarem a variadas
condicbes ambientais, permitindo selecionar as mais adequadas para as localidades
de interesse (BRUSSA, 1994). Algumas espécies de Eucalyptus apresentam
importancia econdmica, devido ao rapido crescimento, qualidade da madeira e
adaptacao aos diferentes climas e solos (BROOKER, 2002).

O eucalipto é utilizado industrialmente para produzir madeira, bioenergia,
celulose, extrair 6leos essenciais e taninos, fabricar carvao vegetal, produzir postes,
lenha, cercas de protecao para o gado (DOUGHTY, 2000). Além de serem utilizadas
como plantas ornamentais em areas recreativas (DOUGHTY, 2000; BROOKER, 2002;
MENDEL et al., 2004), quebra-ventos para pomares de frutiferas (KUMARI et al, 2010;
SANZANA, et al., 2012), e constituem fontes de pdlen e néctar para apicultura em
estagcdes com poucas floradas (SANTOS et al., 2009; SANTOS et al., 2013), entre
outros. Por isso, nos ultimos anos a producdo florestal tem aumentado a nivel
mundial, levando espécies de eucaliptos a todos os continentes, principalmente, nas
areas com climas subtropicais e tropicais onde conseguem se desenvolvem melhor
(BROOKER, 2002).

A producgao florestal no Brasil e no Uruguai € baseada praticamente em
espécies exoticas dos géneros Eucalyptus e Pinus (JORGE et al., 2016; FLORES et
al., 2016). A area ocupada com eucalipto no Brasil totalizou 5,7 milhdes de hectares
em 2017, representando 72,7% das florestas comerciais (IBA, 2017). A situagéo no
Uruguai € similar a do Brasil, onde o Eucalyptus € o género mais importante ocupando
78% do total da area plantada (DIEA, 2017).

Os primeiros plantios de Eucalyptus no Brasil iniciaram-se na década de 1920,
e a partir de 1960 o governo brasileiro fomentou a produgao florestal com Eucalyptus
(FOECKEL, 2005; MORA e GARCIA, 2000). Aproximadamente trinta espécies de
Eucalyptus e Corymbia, e alguns hibridos, apresentam interesse econdmico para a

producao florestal neste pais (FLORES et al., 2016). No Uruguai, foi a partir da criagéao
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da lei florestal em 1984 que se promoveu a inversdo na producao florestal, a qual
segue crescendo ano a ano no pais (PAYSEIRO, 2018; SPF, 2017).

As pragas (insetos e fitopatdgenos) séo responsaveis pela maior parte das
perdas econdmicas na producgéo florestal no mundo (WINGFIELD et al., 2008). A
globalizacdo e o aumento no transporte de mercadorias e pessoas no mundo,
proporcionaram o incremento da distribuicdo geografica de espécies de insetos
fitofagos associadas as florestas (HURLEY et al., 2016; NAHRUNG e SWAIN, 2015;
PAINE et al., 2011).

As florestas comerciais de eucalipto s&o as mais importantes no setor florestal
do Hemisfério Sul, sendo os paises da Africa e América do Sul os mais afetados pelo
ingresso de espécies praga provenientes da Australia (HURLEY et al., 2016). Ainda,
a Austrdlia tem sofrido invasbes biologicas de patdogenos exdticos como
Austropuccinia psidii (G. Winter) Beenken (Uredinales) (nativo do América do Sul)
responsavel da doenca “ferrugem do eucalipto” no ano 2010 e do patdgeno asiatico
Phytophthora cinnamomi Rands (Oomycetes: Peronosporales), agente causal do
“‘Jarrah die-back” (NBPG, 2014). Essas invasdes no local de origem do eucalipto
geram importantes alteracbes nos ecossistemas naturais e perdas econdmicas,
aumentando o perigo de extingdo das espécies mais suscetiveis (GLEN et al., 2007).

Além disso, existe uma grande preocupagao mundial pelo incremento das
espécies invasoras no ultimo século que estdo gerando desequilibrios ambientais
(ROY et al., 2011). REID e De LITTLE (2013), tem relatado a expansédo no limite de
distribuicdo natural de algumas espécies de besouros desfolhadores do eucalipto,
ocasionando problemas em paises como os Estados Unidos e a Nova Zelandia.

Devido ao material de propagacgao das espécies vegetais de interesse florestal
ser por sementes e mudas, aumenta-se o risco do ingresso de insetos fitéfagos e
doencgas. Portanto, considera-se que as plantas e ou material de origem vegetal séo
as principais fontes de ingresso e dispersao de insetos-praga (LIEBHOLD et al., 2012).
Porém, nem todas as espécies exoticas que ingressam aos paises conseguem se
estabelecer no primeiro processo de invasao, as vezes, o éxito de um inseto-praga
envolve varios processos invasivos, até que haja o estabelecimento com sucesso
(GARNAS et al., 2016).
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Insetos-praga que atacam o eucalipto

As florestas de eucalipto podem ser o habitat de uma grande diversidade de
espécies herbivoras, vertebrados e invertebrados, que se alimentam dos diferentes
estadios fisioldgicos das plantas, em especial no centro de origem a Australia, sendo
os insetos os mais importantes pela diversidade e abundéncia (LANDSBERG &
CORK, 1997). Embora, das 28 ordens de insetos, so seis (Coleoptera, Hemiptera,
Hymenoptera, Isoptera (Blattodea), Lepidoptera e Orthoptera) apresentam espécies
consideradas pragas para os plantios de eucaliptos (STRAUSS, 2001). Milhares de
espécies de insetos fitofagos nativos foram relatadas associadas a florestas de
Eucalyptus spp. na Australia (MAJER et al., 2000; STRAUSS, 2001). Nos plantios de
eucaliptos na Australia foram relatadas até o ano 2000 cerca de 85 espécies de
insetos nativos considerados pragas, sendo os besouros os mais diversos, com 0 41%
(STRAUSS, 2001).

Os insetos fitéfagos podem atacar todas as partes das plantas, desde as raizes
até os frutos. Portanto, podemos encontrar nos plantios de eucaliptos grupos de
insetos rizoéfitos, desfolhadores, minadores, sugadores, brocas (xiléfagos e fleéfagos),
galhadores e pragas das sementes e flores (BENTANCOURT & SCATONI, 2010;
CIESLA, 2011). Além dos insetos prejudiciais, ha insetos benéficos, como os
polinizadores, os predadores e parasitoides. Os plantios de Eucalyptus spp. sdo muito
importantes para os produtores de mel, principalmente nos meses de floragdo do
eucalipto durante o outono, onde os apiarios sao alocados nos plantios por ser quase
a unica fonte de néctar para manter as colénias de abelhas nesta estacdo do ano
(SANTOS et al., 2009).

Tanto no Brasil como no Uruguai as formigas cortadeiras dos géneros
Acromyrmex e Atta (Hymenoptera: Formicidae) sdo as pragas nativas que geram os
maiores prejuizos durante os primeiros estagios das florestas, podendo causar a
morte dos eucaliptos jovens e a detencao da atividade florestal na area (BOLAZZI,
2014; WILCKEN et al., 2015 a). Os cupins xiléfagos (que vivem no interior da arvore
se alimentando de madeira) e os subterraneos (causam danos as raizes) sdo outros
insetos nativos que podem causar danos aos plantios de Eucalyptus spp. (BERTI-
FILHO et al., 1993). No Brasil, os cupins podem gerar muitas perdas econémicas aos
produtores florestais se as mudas nao forem tratadas, prévio a instalagao do plantio
(SANTOS et al., 1990).
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Insetos-praga exaoticos do eucalipto

Levando em conta que os eucaliptos sao espécies exoticas para nossa regido, é
esperado que os insetos que se alimentam deles também sejam. Nas ultimas trés
décadas tém duplicado o numero de insetos originarios da Australasia relatados
atacando eucaliptos fora da distribuicdo natural (HURLEY et al., 2016). WINGFIELD
et al. (2008) observaram na Africa do Sul um aumento das espécies de insetos e
doengas associadas com os eucaliptos provenientes da Australia, provavelmente
devido ao aumento na area plantada com eucaliptos neste pais. Essa tendéncia
internacional tem se observado nos paises da América do Sul como Brasil e Uruguai,
onde nos ultimos 15 anos o numero de pragas exoticas do eucalipto tem aumentado
consideravelmente (WILCKEN et al., 2015a). Embora, nesses paises as principais
perdas econdmicas nos plantios de eucalipto sejam geradas por pragas nativas
(formigas cortadeiras), estas s&o seguidas pelas pragas de origem australiano.

Os principais insetos praga exéticos do eucalipto presentes no Brasil e no s&o o
gorgulho-do-eucalipto Gonipterus spp. (Coleoptera: Curculionidae); as brocas-do-
eucalipto Phoracantha recurva Newman, 1842 e Phoracantha semipunctata
(Fabricius, 1775) (Coleoptera: Cerambycidae); o percevejo bronzeado
Thaumastochoris  peregrinus  Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastochoridae), o psilideo-de-concha Glycaspis brimblecomblei Moore
(Hemiptera: Aphalaridae) e a vespa-da-galha do eucalipto Leptocybe invasa Fisher &
La Salle, 2004 (Hymenoptera: Eulophidae) (JORGE et al., 2016; WILCKEN et al.,
2015a).

Tendo em conta que n&o existem barreiras geograficas entre Brasil e Uruguai e
dadas as semelhangas da producéo de eucalipto entre ambos paises, as pragas que
tem ingressado em um pais, em pouco tempo tem sido relatada no outro (Tabela 1).
A maior parte destas pragas tem ingressado primeiro no Brasil e depois foram
relatadas no Uruguai, com excegdo do percevejo bronzeado do eucalipto e de P.
semipunctata (Tabela 1).

As duas espécies de Phoracantha tem reduzida importancia na regiao quando
comparadas com as outras pragas exoticas do eucalipto, por serem pragas
secundarias que atacam arvores estressadas ou debilitadas e que sao faciimente
controladas com medidas silviculturais (BALDINI et al., 2006). Porém, como se

desenvolvem na madeira, a presenca desta praga pode gerar problemas na



exportacdo de toras a paises onde a praga nao esteja presente (WILCKEN et al.,

2002).

Tabela 1. Espécies de insetos-praga exoticos do eucalipto presentes em Brasil
(Br) e Uruguai (Ui), com o ano do primeiro relato para cada pais. H.A.= Habito
alimentar, S= sugador, D= desfolhador, F= fle6fago, G= galhador, X= xilé6fago.
SD: sem data, *= Atualizagao taxonémica: Gonipterus pulverulentus (ex
Gonipterus gibberus) e Gonipterus pratensis (ex Gonipterus scutellatus).

Espécie Ordem Familia H.A. Ano do relato

Br Ui

Blastopsylla Hemiptera Aphalaridae S 1997 2010

occidentalis (BURCKHART et (MARTINEZ

al.,1999) etal, 2014)

Glycaspis Aphalaridae S 2003 (WILCKEN, 2006

brimblecombei 2003) (BALDINI et

al., 2006)

Ctenarytaina S 1998 1998

eucalypti (BURKHART et (BURKHART

al.,1999) et al.,1999)

Ctenarytaina S 1994 (TAYLOR, 1994

spatulata 1997) (TAYLOR,

1997)

Thaumastocori S 2008 (WILCKEN 2006-2008

S peregrinus etal,2010) (MARTINEZ

e BIANCHI ,

2010)

Gonipterus Coleoptera  Curculionidae D 1920 (ANDRADE, X
pulverulentus™ 1928)

Gonipterus D 1979 (FREITAS, X
platensis * 1979)

Phoracantha Cerambycidae F 1994 (WILCKEN 1998

recurva etal, 2002) (MORELLI et

al., 2002

Phoracantha F 1956 (BIEZANKO 1932

semipunctata e BOSQ, 1956) (MORELLI et

al., 2002)

Epychrisochari Hymenoptera Eulophidae G 2003 (BERTI 2015

s burwelli FILHO E. et (JORGE,

al.,2004) 2015)

Leptocybe G 2007 (COSTA et 2011

invasa al., 2008) (JORGE et

al., 2016)

As espécies de Ctenarytaina (Hemiptera: Psylidae) e Blastopsylla occidentalis
(Hemiptera: Aphalaridae), também nao tém gerado muitas perdas e estao controladas
e outros

pelo parasitoide Psyllaephagus pilosus (Hymenoptera: Encyrtidae)
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parasitoides. Entretanto, o psilideo-de-concha, o percevejo-bronzeado, os gorgulhos-
do-eucalipto e a vespa-da-galha sao considerados os principais responsaveis pelas
perdas na produtividade do eucalipto nas ultimas décadas no Brasil e no Uruguai
(WILCKEN et al., 2015a).

Nos estados do Sul e Sudeste do Brasil Gonipterus platensis (Marelli, 1926) é
considerada a principal praga em plantios de Eucalyptus urophylla e E. urophylla x E.
grandis (SOUZA et al., 2016). No Uruguai o complexo Gonipterus spp., vem causando
mais problemas na regido Sul e Sudeste do pais, onde se encontram os plantios de
E. globulus, a espécie preferida por esta praga (BENTANCOURT e SCATONI, 2010).

O psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei Moore, 1964 (Hemiptera:
Aphalaridae) é uma das pragas exoticas que tem gerado muitas perdas na produgéo
florestal brasileira desde o ingresso no pais (FERREIRA-FILHO et al., 2008 a,b; 2014),
principalmente por ser uma praga de dificil controle, pois o seu parasitoide
Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) € pouco eficiente em algumas
regides, e ainda ha dificuldade de cria-lo em laboratério, como é realizado com outros
parasitoides de pragas do eucalipto. Embora no Uruguai seja considerada uma praga
de menor importancia, provavelmente devido os gendtipos utilizados no pais serem
mais resistentes ou tolerantes que os afetados pelo psilideo-de-concha no Brasil.

No caso do percevejo-bronzeado, ele é considerado uma das trés pragas exéticas
de maior importancia para a produgcdo de Eucalyptus no Brasil desde a primeira
deteccdo em 2008 (WILCKEN et al., 2015b). T. peregrinus tem gerado no Brasil
perdas na producdo de madeira de entre 10 a 15%, o equivalente a 330 milhdes de
dolares durante os anos 2010 a 2015 (WILCKEN et al., 2017).

Em relagéo as vespas galhadoras do eucalipto, Epychrisocharis burwelli Schauff,
2000 e Leptocybe invasa Fischer & La Salle, 2004 (Hymenoptera: Eulophidae) séo as
duas espécies presentes no Brasil e Uruguai. Epychrisocharis burwelli, a vespa-da-
galha-do-eucalipto-citriodora, é oligofaga sendo encontrada somente atacando
arvores ou plantas jovens de Corymbia citriodora (SCHAUFF e GARRISON, 2000). A
praga ingressou no Brasil em 2003 (BERTI-FILHO et al., 2003) e foi relatada
recentemente por JORGE (2015), no Uruguai. Esta espécie pode ocasionar perdas
na produgéo 30 a 80% de 6leos essenciais nas arvores de C. citriodora (ANJOS e
ZACARO, 2005; PEREIRA et al., 2012). Considerando que o hospedeiro é pouco
plantado na regido € considerada uma praga de menor importancia e pouco dispersa

quando comparada com L. invasa (FRANCO et al., 2016).
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Leptocybe invasa, a vespa-da-galha do eucalipto € a ultima espécie relatada
formalmente para Brasil e para Uruguai (COSTA et al., 2008; JORGE et al., 2016).
Essa espécie é considerada uma das mais prejudiciais para os plantios e mudas de
eucalipto no viveiro no mundo, (WILCKEN et al., 2015a). Ainda n&do foram
quantificadas as perdas geradas por esta praga, mas, no Brasil tem afetado a
atividade florestal durante um periodo de seis meses nos municipios de Turmalina e
Itamarandiba, MG, devido a alta susceptibilidade do material genético plantado, tendo
que ser substituido por outros materiais de Eucalyptus resistentes (WILCKEN et al.,
2015 a).

Desde o ingresso de L. invasa nestes paises, vém sendo desenvolvidas pesquisas
sobre medidas de controle efetivas que possam ser empregadas no manejo das
populagdes desta praga. O uso do controle biolégico com a importagao do parasitoide
de larvas Selitrichodes neseri Kelly & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) (DITTRICH-
SCHRODER et al. 2014; WILCKEN et al., 2015a) e o uso de variedades resistentes
(DITTRICH-SCHRODER et al. 2012; JORGE et al., 2016) sdo as metodologias com

melhores resultados no manejo de L. invasa.

Controle bioldégico

A certificacdo ambiental dos bosques de producdo de madeira tem levado as
empresas florestais ao uso de técnicas de controle de pragas e doengas menos
prejudiciais ao meio ambiente como o controle bioldgico (DITTRITCH-SCHRODER et
al., 2012; KENIS et al., 2019). Segundo de DeBACH (1964), o controle biolégico € um
fendbmeno natural no qual um organismo vivo regula a populagao de outro organismo
qgue é considerado prejudicial (ABROL & UMASHANKAR, 2012). Dentro dos agentes
de controle bioldgico que sdo mais utilizados para diminuir os niveis populacionais das
pragas se encontram os parasitoides, predadores e microrganismos

entomopatogénicos como fungos, bactérias, virus e nematoides (KENIS et al., 2019).

Distribuicao espacial

A distribuicdo de uma espécie € um conceito amplamente discutido € de grande
importancia para trabalhos na area de ecologia da conservagdo e do manejo de
pragas. A distribuicido real € quando se conta com os dados dos locais de ocorréncia
da espécie. A Distribuicdo potencial € aquela que € desenvolvida aplicando um

modelo de nicho ecoldgico, baseado nos dados de registros de presenca da espécie
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comparada com as variaveis climaticas das localidades (PHILIPS et al. 2006;
TORRES-OLAVE, 2015).

Os modelos de nicho ecolégico podem ser utilizados para estabelecer as
condicbes ambientais favoraveis para predizer o estabelecimento de espécies
(BOOTH, 2017; LI et al., 2006; SUTHERST, 2014). Varios autores tem utilizado
modelos de distribuicdo potencial para estimar a probabilidade de disperséo e
estabelecimento de espécies-praga (BARREDO et al., 2015; CARNEGUIE et al.,
2006; QUEIROZ et al., 2013). OTIENO et al. (2019) utilizaram analises de distribuicdo
potencial para estabelecer as caracteristicas climaticas favoraveis na Australia a partir

dos dados climaticos nos pontos de presenca de L. invasa no mundo.

Endossimbiontes:

Os endossimbiontes s&o microorganismos, em geral, bactérias, micoplasmas,
microsporidios, que vivem associados com outros seres vivos aos quais fornecem
algum beneficio ou podem prejudica-los (HUNTER e ZCHORI-FEIN 2006). A fungao
dos endossimbiontes é variada, porém o mais comum é que colaborem no
processamento e digestdo dos nutrientes no sistema digestivo dos insetos
hospedeiros (HOSOKAWA et al. 2006). Alguns sao responsaveis pelo comportamento
de herbivoria (RUSSELL et al. 2009). Em alguns casos o endossimbionte pode ser
prejudicial para o inseto, gerando incompatibilidade citoplasmatica (MANN et al.
2017), deformagdes no desenvolvimento e até a morte dos embrides (O'NEILL et al.
1992).

No caso da ordem Hymenoptera, a incompatibilidade citoplasmatica esta
associada com a modificagdo da razdo sexual da espécie, gerando feminizagéo por
indugdo da partenogénese telitoca (NUGNES et al. 2015). Além da fungdo na
alimentacéo e na reproducéo, tem sido descrita a incidéncia dos endossimbiontes na
resisténcia a entomopatogénos e/ou promogao do parasitismo (FURIHATA et al.
2015) ou do hiperparasitismo (VAN NOHOUYS et al., 2016) entre outros.

NUGNES et al. (2015) confirmaram a presenca do endossimbionte Rickettsia na
vespa-da-galga do eucalipto Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae).
GUALTIERI et al. (2017) encontraram a presenca deste endossimbionte no seu
parasitoide Quadrastichus mendeli (Hymenoptera: Eulophidae), propondo que a
presenca de Rickettsia € a responsavel pela partenogénese telitoca nestas duas

espécies.
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Como foi mencionado devido a auséncia de barreiras geograficas entre Brasil e
Uruguai e as similaridades na producéo florestal, € muito provavel que as pragas que
ingressam a um pais podem chegar ao outro em pouco tempo. Por isso, € importante
contar com uma boa vigilancia sanitaria nas fronteiras e o trabalho em parceria entre
0s pesquisadores da area de protegao florestal do Brasil e Uruguai, para manter as
populacdes de insetos-praga abaixo do nivel de dano econdmico e melhorar assim a
sanidade de nossos plantios florestais.

Por tanto, conhecer os fatores bidticos e abidticos que afetam a capacidade de
disperséo e estabelecimento da praga € vital para o manejo embora, ha auséncia de
metodologia padrao para seu monitoramento. O presente estudo objetivou-se em
conhecer a ecologia, distribuicdo geografica e espacial de L. invasa e seus
parasitoides o controle bioldgico desta praga em plantios de Eucalyptus spp, e estudar
a presenca de endossimbiontes secundarios. As hipoteses testadas foram:

1) A flutuagdo populacional de L. invasa e dos parasitoides S. neseri e M.
brasiliensis vai estar influenciada pela temperatura e precipitagao.

2) O Selitrichodes neseri € um bom parasitoide a ser utilizado no controle de L.
invasa e vai acompanhar a dispersao da praga.

3) As armadilhas adesivas amarelas sdo uma boa metodologia para o
monitoramento da vespa-da-galha e dos seus parasitoides.

4) A infestacdo de L. invasa no perfil das arvores e o nivel de parasitismo do S.
neseri, assim como as capturas destes nas armadilhas adesivas amarelas vai ser
maior na altura perto das copas.

5) A distribui¢cao potencial de L. invasa no Uruguai mostrara uma maior area para
a dispersao e estabelecimento da praga.

6) Se espera encontrar alguns géneros de endossimbiontes associados com L.

invasa e seus parasitoides.
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CAPITULO 1

VESPAS GALHADORAS DO Eucalyptus spp. (Myrtaceae)'

Resumo

Recentes ocorréncias de insetos-praga em florestas de eucalipto no mundo foram
associadas a insetos galhadores, que ocasionaram graves problemas fitossanitarios
em plantagdes comerciais, levando até a interrup¢ao da atividade florestal em zonas
com alto nivel de infestacdo ou mesmo a exclusdo de genaotipos suscetiveis. Existem
mais de 50 espécies de insetos nativos da Australia com capacidade de induzir galhas
em Eucalyptus spp., embora na atualidade ndo se conhega com exatiddo o numero
atual de espécies de galhadores associadas ao género. Esses artropodes podem
induzir a formacédo de galhas nos 6rgaos vegetativos e reprodutivos das plantas,
sendo as folhas, frutos e sementes os mais atacados. Até o momento, dez espécies
de insetos galhadores sao consideradas pragas para o eucalipto. Todas elas sao
micro-himendpteros das familias Torymidae (Megastigmus Dalman, 1820) e
Eulophidae (Aprostocetus Westwood, 1833; Quadrastichodella Girault, 1922;
Epichrysocharis Girault, 1913; Selitrichodes Girault, 1913; Ophelimus Haliday, 1844;
Moona Kim & La Salle, 2005 e Leptocybe Fisher & La Salle, 2004). As espécies
Ophelimus maskelli Ashmead, 1900 e Leptocybe invasa Fischer & La Salle, 2004 séao
as mais importantes, devido a maior gravidade das injurias causadas nas plantas e
pelas significativas perdas econémicas associadas. Esta ultima espécie de micro-
vespa apresenta a maior importancia, devido a agressividade de seu ataque e pela
rapida dispersdo nas plantagdes, sendo a unica destas espécies que conseguiu se
estabelecer em todos os continentes onde o eucalipto é plantado. Em funcdo das
restricdbes que envolvem o0 manejo quimico de insetos-praga em plantagdes de
eucalipto, o controle biologico classico e a resisténcia de plantas apresentam-se como

as principais alternativas utilizadas no manejo desse grupo de pragas.

Palavras-chave: Espécies Invasoras, Insetos-Praga, Eucalyptus, Corymbia,
Espécies quarentenarias.

! Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Biological Invasions
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1.1 Insetos galhadores

Artropodes galhadores configuram-se como um dos grupos mais evoluidos da
classe Insecta, devido a forte interagdo que desenvolveram com as plantas
hospedeiras ao longo da evolugéo, chegando a uma alta especificidade taxonémica
(Rohfritsch e Shorthouse 1982; Csodka et al. 2017). Alguns pesquisadores propdem
que o comportamento indutor de galhas teria surgido independentemente em insetos
herbivoros de vida livre em insetos minadores e insetos sedentarios que se
alimentavam dos tecidos externos das plantas e que evoluiram a galhadores (Price et
al. 1987).

As galhas oferecem protegcdo frente as mudangas ambientais, além de
representarem fonte de alimento com boa qualidade nutricional, livre de compostos
toxicos, gerando um micro-habitat adequado para o desenvolvimento do artrépode
(Mani 1964; Price et al. 1987; Stone e Schonrogge 2003; Shorthouse et al. 2005).
Price et al. (1987) propuseram que a relagao entre as plantas e os insetos galhadores
seria de tipo parasitica, uma vez que os hospedeiros sdo afetados negativamente
durante a interagéo. Alguns pesquisadores sugerem que o comportamento indutor de
galhas também teria surgido como uma estratégia de protecdo do inseto frente a
inimigos naturais. Price et al. (1987), consideram que nao existem evidéncias que
sustentem essa hipotese e que as galhas teriam surgido como um refugio frente a
condicbes ambientais adversas e como fonte nutricional, sendo a protegdo uma
consequéncia secundaria desta interagéo.

A diversidade de insetos formadores de galhas é desconhecida devido a alta
complexidade comportamental e morfoldégica existentes, o que tem levado ao
desinteresse no estudo deste grupo, além da falta de taxonomistas que auxiliem nas
identificacdes, em especial na regido Neotropical. Mani (1964), estimava que o
numero de insetos galhadores fosse de 13000 spp., embora estudos posteriores
(Espirito-Santo e Fernandes 2007) tenham relatado que o montante estaria entre
21000 e 211000 spp. Estes pesquisadores se basearam na alta especificidade
taxondmica dos insetos galhadores e no numero de espécies de plantas fanerégamas,
que é de aproximadamente 422000 espécies. Além, da falta de estudos que avaliem
a diversidade bioldgica presente na regido Neotropical, o que faz que novas espécies
estejam ainda por serem descobertas (Prance 1994). Assim, se esperaria que 0O

numero de galhadores também fosse superior ao estimado por Mani em 1964.
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Similar ao verificado com outros grupos de insetos, os galhadores seriam mais
diversos em areas com temperaturas mais altas que em localidades temperadas
(Espirito-Santo e Fernandes 2007). Isso poderia estar correlacionado com a alta
especificidade deste grupo de insetos com suas plantas hospedeiras (Mani 1964;
Rohfritsch e Shorthouse 1982) e com a maior diversidade de espécies de plantas
presentes na regido Neotropical (Gentry 1982). Esses artropodes apresentam
comportamento bastante complexo, podendo atacar qualquer érgédo das plantas,
inclusive frutos, botdes florais e sementes (Kim e La Salle 2008).

Embora muitas espécies ja tenham sido relatadas em plantas cultivadas,
existem poucos estudos de galhadores em espécies florestais de interesse econémico
na regiao Neotropical, em especial na América do Sul, onde Eucalyptus e Pinus sao
0s géneros mais plantados comercialmente (Csdéka et al. 2017). Contudo,
comparando-se os dois géneros, existem mais estudos com insetos galhadores
associados a espécies de Eucalyptus que de Pinus. Foram relatadas varias espécies
de galhadores sobre ramos, caule, folhas e sementes de Eucalyptus spp. (Mani 1964;
Protasov et al. 2007; Kim and La Salle 2008). Devido ao habito criptico dos
galhadores, muitas vezes passam despercebidos em procedimentos de fiscalizagao,
sendo transportados juntamente com suas plantas hospedeiras e introduzidos em
outros paises durante a importagao e exportagdo de mudas e sementes, tornando
esta via uma das principais causas da disperséo das pragas dos vegetais (Liebhold et
al. 2012; Roques et al. 2016; Meurisse et al. 2018).

1.2 Diversidade de insetos galhadores de folhas e ramos de Eucalyptus spp.

Blanche e Westoby (1995) basearam-se em um estudo de diversidade de
insetos galhadores em espécies de Myrtaceae no estado da Nova Gales do Sul
(Australia) e relataram que os géneros Eucalyptus e Syncarpia, conseguem suportar
um numero maior de espécies de insetos indutores de galhas que outras da mesma
familia botanica. O género Eucalyptus é originario da Australia, pais com grande
diversidade de insetos formadores de galhas, principalmente das ordens Hemiptera e
Hymenoptera (Taylor 1987; Morrow et al. 1994). Em uma das revisdes mais relevantes
sobre insetos galhadores do Eucalyptus na Australia, Morrow et al. (1994) relatam
mais de 25 espécies de insetos galhadores associados a plantas hibridas (E. obliqua

x E. baxteri e E. calliginosa x E. stelullata) nas regides de Nova Gales do Sul e Victoria.
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Posteriormente, Blanche e Westoby (1995) estudaram a diversidade de insetos
galhadores em oito regides com cultivos de mirtaceas proximos a Sidney (Australia) e
reportaram entre 5 e 29 espécies, sendo que a maioria das plantas eram pertencentes
ao género Eucalyptus. Entretanto, apos esses levantamentos, tornaram-se escassos
os estudos visando ampliar o conhecimento sobre insetos galhadores em Eucalyptus
spp. na Australasia.

Os ultimos registros de espécies de insetos galhadores associados ao eucalipto
causando danos de importancia, foram realizados fora da Australia (Berry e Withers
2002; Protasov et al. 2007). Porém, nem todas as espécies de insetos galhadores dos
eucaliptos tém saido da Australasia e causado danos nos plantios, sendo menos de
10 as espeécies consideradas pragas para a producédo de Eucalyptus spp. no mundo
(Paine et al. 2011). Embora, se estime que o numero seja maior que as 30 espécies
registradas por Blanche e Westoby (1995), existe grande dificuldade para novos
registros devido a falta de taxonomistas ou interesse pelo tema, além da complexidade

morfoldgica e comportamental destes insetos.

1.3 Vespas galhadoras de Eucalyptus spp. e Corymbia spp.

No grupo das vespas galhadoras dos eucaliptos, as mais diversas sdo aquelas
que atacam os frutos e as sementes e aquelas que desenvolvem suas galhas em

folhas e ramos.

1.3.1 Vespas galhadoras de frutos e sementes

A deteccdo de sementes de Eucalyptus spp. com galhas é muito dificil,
aumentando a probabilidade de que espécies de insetos galhadores se dispersem em
novos paises por meio do comércio internacional de sementes de eucaliptos
provenientes da Australia ou outras regides (Roques et al. 2016). Adicionalmente, a
identificacdo dos insetos emergidos das galhas esbarra na dificuldade taxondémica e
a escassez de taxonomistas especializados no grupo, sugerindo que o numero de
espécies seja maior.

As microvespas sao as mais comuns a emergirem das sementes, embora seja
necessario estudar a fundo a relagao da espécie emergida com as galhas, uma vez
que podem ser inquilinos ou parasitoides e ndo o organismo indutor da galha. Dentre

as especies de vespas galhadoras em sementes de Eucalyptus spp. e Corymbia spp.



36

ja foram relatadas Quadrastichodella nova Girault, 1922, Moona spermophaga Kim &
La Salle, 2005, e Leprosa milga Kim & La Salle, 2008 (Hymenoptera: Eulophidae),
além de espécies do género Megastygmus (Hymenoptera: Torymidae), como M.
zebrinus Greisell, 2006 (Kim et al. 2005; Doganlar e Doganlar 2008; Kim e La Salle
2008; Klein et al. 2015) (Tabela 1).

O género Leprosa Kim e La Salle (2008) é o grupo de vespas galhadoras de
sementes com detecéo e descricdo mais recente. E um género monotipico, sendo
Leprosa milga a unica espécie (Noyes 2017). Este género é considerado muito
préoximo aos géneros Moona Kim e La Salle, 2005 e Quadrastichodella Girault, 1913
(Kim e La Salle 2008). Leprosa milga foi relatada na Italia e Africa do Sul, associada
a sementes de Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt (Klein et al. 2015). Embora L.
milga tenha sido identificada pela primeira vez fora da Australia, assim como a maior
parte dos insetos galhadores dos eucaliptos, se presume que aquele pais seja seu
local de origem (Kim e La Salle 2008). O organismo tipo é proveniente da Africa do
Sul e os exemplares foram coletados nos anos de 2003 e 2004, e na Italia entre os
anos 2006 e 2007.

Similar a Leprosa, o género Moona € monotipico e foi descrito em 2005 a partir
de exemplares de origem australiana, depositados em cole¢gdes de Museus da
Australia, Canada, Estados Unidos e da Inglaterra, alguns deles com data de coleta
de 1940 (Kim et al. 2005). Posteriormente a sua descrigéo foi encontrada na Africa do
Sul (Kim et al. 2008; Noyes 2017). Moona spermophaga € a unica espécie do género,
e tem a capacidade de induzir galhas em sementes de Corymbia spp. (Kim et al.
2005).

Segundo Paine et al. (2011) o M. spermophaga é considerada uma espécie-
praga para a produg¢ao de eucaliptos, uma vez que inviabiliza as sementes. Contudo,
até o momento ndo se dispde de muita informacdo com relacdo a frequéncia das
deteccdes e nem sobre sua distribuicdo mundial. Dado que € uma espécie que pode
passar um periodo de mais de 10 anos dentro das sementes e emergir as vespas
adultas (Kim et al. 2005), deveriam ser intensificadas as inspe¢des quando sementes
de Corymbia sédo importadas a um pais onde a espécie esta ausente, para evitar sua
introducéo.

O género Quadrastichodella é mais diverso, com dez espécies descritas, sendo
os géneros Quadrastichodes Girault, 1913 e Flockiella Timberlake, 1957 sinénimos

deste (Boucek 1977, 1988; Noyes 2017). Quadrastichodella nova € uma das espécies
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de insetos galhadores de sementes de Eucalyptus mais distribuida no mundo, com
introducdes relatadas na Africa do Sul, Argentina, Espanha, Estados Unidos, Franca,
Israel, Italia, Nova Zelandia, Portugal e Turquia (Timberlake 1957; Kim e La Salle
2008; Paine et al. 2011; Klein et al. 2015; Noyes 2017; CABI 2018). Quadrastichodlla
nova apresenta trés espécies que foram consideradas sinonimias:
Flockiella eucalypti Timberlake, 1957; Quadrastichodella eucalypti (Timberlake, 1957)
e Quadrastichodella obscurata De Santis, 1957 (Noyes 2017).

As fémeas de Q. nova depositam seus ovos nos botdes florais recentemente
formados nas arvores de Eucalyptus spp. e depois da eclosédo das larvas inicia-se a
formacado das galhas nas sementes em formagao (Timberlake 1957). Outras duas
espécies australianas do género de menor importancia sdo Quadrastichodella
neglectae lkeda, 1999 e Quadrastichodella pilosa lkeda, 1999, as quais foram
relatadas em sementes de Eucalyptus neglecta Maiden e em Eucalyptus spp. da
Australia (Ikeda 1999).

O género Megastygmus apresenta habitos alimentares diversos, contendo
espécies galhadoras, inquilinos de galhas de outros galhadores, parasitoides de
insetos indutores de galhas em Eucalyptus spp. e outras espécies de plantas
(Doganlar e Hassan 2010, Roques e Skrzypczynska 2003). Dentro das espécies
galhadoras deste género, algumas tém adquirido a capacidade de se desenvolver em
sementes de Eucalyptus spp. e Corymbia spp (Protasov et al. 2008).

Megastigmus zebrinus Grissell (Grissell 2006) € uma das espécies do género
descritas originalmente como indutoras de galhas em sementes de E. camaldulensis,
embora, recentemente tenha sido relatada associada a galhas de Leptocybe invasa
na Argentina (Hernandez et al. 2015) e na Africa do Sul (Doganlar 2015). A relagéo
de M. zebrinus nas galhas de L. invasa ainda ndo esta completamente elucidada,
porém acredita-se que este possa ser um parasitoide ou inquilino (Doganlar 2015).
Recentemente, M. zebrinus foi relatada por Roques et al. (2016) emergindo das

sementes de Syzygium cordatum (Hochst.), uma espécie de mirtacea nativa da Africa.

1.3.2 Vespas galhadoras associadas a folhas e ramos.

O género Epichrysocharis (Girault, 1913) possui quatro espécies descritas, com
dois géneros sinbnimos: Brachychrysocharopsis Girault, 1922 e

Brachysocharopsis Girault, 1922 (Boucek 1988; Schauff e Garrison 2000; Noyes
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2017). A espécie Epichrysocharis burwelli Schauff, 2000 é uma vespa galhadora de
origem australiana, descrita pela primeira vez atacando arvores de Corymbia
citriodora na Califérnia, Estados Unidos (Schauff e Garrison 2000). Trata-se de uma
espécie mondfaga e que consegue se desenvolver apenas em folhas de C. citriodora.
Em 2003, E. burwelli foi encontrada pela primeira vez na América do Sul, em
plantagdes de C. citriodora do Brasil (Santana e Anjos 2007), em 2016 foi feito o
primeiro relato na Europa, em Portugal (Franco et al. 2016). Atualmente, a espécie
encontra-se distribuida na Australia (origem), Estados Unidos (2000), Brasil (2003),
Argentina (2013), e Portugal (2016) (Schauff e Garrison 2000; Hernandez et al. 2014;
Franco et al. 2016) (Tabela 1).

Os adultos de E. burwelli sao microvespas de 0,5 a 0,6 mm de comprimento e
coloragao marrom-escura (Schauff e Garrison 2000; Franco et al. 2016). As fémeas
de E. burwelli depositam os ovos no limbo foliar das arvores de C. citriodora. Apds a
eclosdo, as larvas comegam a formar pequenas galhas de forma lenticular que vao
aumentando em tamanho conforme o desenvolvimento dos insetos em seu interior
(Santana e Anjos 2007). O ciclo de ovo a adulto para E. burwelli tem duragao média
de 75 dias (Pereira 2010). A formagao de galhas desta espécie praga provoca
reducdes na area fotossintética, producao de 6leo essencial e crescimento das plantas
(Anjos e Zacaro 2005; Pereira et al. 2012).

Santana e Anjos (2007) relatam perdas de 30 a 80% na produgédo de dleo
essencial em plantios de C. citriodora afetados por E. burwelli. Pereira et al. (2015)
afirmam que a reducao na producdo de 6leo essencial € decorrente da queda e
necrose das folhas de C. citriodora ocasionadas pelo ataque da microvespa galhadora
em genotipos suscetiveis. Por se tratar de uma espécie que sé ataca arvores de E.
citriodora, o inseto tem sido considerado como de baixa importancia, com estudos
ainda incipientes. Assim, as poucas informag¢des acerca de sua biologia e danos
associados no Brasil, sdo aquelas provenientes do estudo de Pereira (2010).

Varias espécies de vespas galhadoras foram encontradas em folhas e ramos
de Eucalyptus spp. As espécies de Eulophidae, Ophelimus maskelli (Ashmead, 1900);
Ophelimus eucalypti (Gahan, 1922); Leptocybe invasa Fischer & La Salle, 2004 e
Selitrichodes globulus La Salle & Gates, 2009 sdo consideradas pragas para 0s
plantios de Eucalyptus spp. (Tabelas 1 e 2). As espécies dos géneros Leptocybe e

Ophelimus sao as mais importantes e que foram priorizadas a nivel internacional para
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o desenvolvimento de aliangas para o estabelecimento de programas de controle
biolégico classico (Kenis et al. 2019).

A espécie S. globulus tem sido relatada somente para a Califérnia nos Estados
Unidos, atacando ramos em arvores de Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae);
porém, acredita-se que seja originaria da Australia (La Salle et al. 2009). Apesar de
ser uma especie de distribuicdo restrita, € considerada uma praga importante nos
Estados Unidos, em decorréncia dos danos gerados nos ramos das arvores atacadas
na arborizacao urbana.

Ophelimus Haliday, 1844 é um género australiano de microvespas da familia
Eulophidae, com varias sinonimias: Chrysoatomus  Ashmead, 1904;
Brachychrysocharella Girault, 1913; Cirrospilomyia Girault, 1913; Elachertetrastichus
Girault, 1913; Omphalomorphella Girault e Dodd, 1913; Rhicnopeltella Girault, 1913;
Omphalomorphoides Dodd, 1915 e Deciana Girault, 1925 (Noyes 2017). Este género
pertence a subfamilia Opheliminae e apresenta 51 espécies, sendo O. maskelli e O.
eucalypti, de grande importancia para a produgao de Eucalyptus no mundo (Noyes
2017). Recentemente foi descrita a espécie Ophelimus mediterraneus Borowiec &
Burks, 2019; atacando Eucalyptus globulus na Australia, Italia, Franga e Portugal; E.
rudis em Portugal, e E. gunnii na Franga (Borowiec et al. 2019).

Devido ao baixo numero de caracteres taxondmicos disponiveis para a
diferenciagao das espécies do género, assim como a variabilidade intraespecifica em
algumas destas, fazem que sua identificagdo seja bastante trabalhosa. As trés
espécies mencionadas anteriormente se diferenciam pelo niumero de setas na base
da nervura submarginal da asa anterior e pela coloragéo do corpo.

Ophelimus maskeli € uma vespa de cor verde com brilho metalizado e
apresenta apenas uma seta na asa anterior (Protasov et al. 2007; Borowiec et al.
2019). A coloragao do corpo de O. eucalypti e O. mediterraneus e preta e tém duas
setas, 0 mais, na base da nervura submarginal (Borowiec et al. 2019). No caso de O.
eucalypti observou se recentemente a presenga de dois bidtipos o “Maid” e o “Trans”,
com duas a quatro setas e de cinco a seis setas respetivamente, ja O. mediterraneus
apresenta de duas a quatro setas, sendo trés o mais comum (Borowiec et al. 2019).

Varios registros de Ophelimus em eucaliptos na Europa foram associados
originalmente com O. eucalypti, mas apds uma revisao, a maioria se tratava de O.
maskelli (Withers et al. 2000; Protasov et al. 2007; Branco et al. 2009). Provavelmente,

existem mais espécies do género e que foram originalmente identificadas como O.
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eucalypti ou como O. maskelli. Segundo Noyes (2017) e Borowiec et al. (2019)
Ophelimus eucalypti estaria presente na Italia e na Nova Zelandia até o momento. A
espécie mais distribuida do género é O. maskelli, ja estabelecida em 13 paises no
mundo além da Australia: Africa do Sul, Argélia, Argentina, Espanha, Estados Unidos,
Franca, Grécia, Indonésia, Israel, Italia, Malta, Nova Zelandia, Portugal, Tunes,
Turquia, Inglaterra e Vietnam (Doganlar e Mendel 2007; Protasov et al. 2007; Aquino
et al. 2014; Burks et al. 2015; Mendel et al. 2017; Noyes 2017).

Os adultos de O. maskelli sao pequenas vespas de 0,8 a 1,07 mm de
comprimento, com coloragao verde-metalica, que induzem a formagao de galhas no
limbo foliar, reduzindo a area fotossintética, perda de crescimento e desfolha
(Protasov et al. 2007; Mendel et al. 2017). Eucalyptus globulus Labill. € considerada a
espécie mais suscetivel a O. maskelli; porém, este galhador pode atacar outras
espécies do género. As armadilhnas adesivas de cor verde sdo utilizadas para
monitorar esta espécie e a efetividade do controle biolégico com os parasitoides
australianos Closterocerus chamaeleon (Girault) (Eulophidae) e Stethynium ophelimi
Huber, 2006 (Mymaridae) em Israel e Italia (Protasov et al. 2007; Mendel et al. 2017).

O uso de C. chamaeleon em Israel é considerado um dos primeiros exemplos
de sucesso no uso do controle biologico classico sobre insetos indutores de galhas, o
qual foi reproduzido em outras partes do mundo (Mendel et al. 2007; Kim et al. 2008).
Closterocerus chamaeleon foi detectado em varios paises onde O. maskelli foi
relatado, tais como: Turquia (Doganlar e Mendel 2007), Portugal (Branco et al. 2009),
Italia (Caleca et al. 2011), Argélia (Caleca 2010), Argentina (Aquino et al. 2014),
Estados Unidos (Burks et al. 2015), Australia, Africa do Sul, Espanha e Tunisia (CABI
2017) e na Franga (Borowiec et al. 2019).

Closterocerus chamaeleon conseguiu ovipositar nas galhas de O.
mediterraneus e completar o ciclo em laboratério, no campo isso nao foi observado,
dada a assincronia das duas espécies (Garcia et al. 2019). Dado que O. mediterraneus
€ uma espécie de recente descricdo, até o momento ndo foram registrados inimigos
naturais emergindo de suas galhas no campo, que possam ser empregados no seu
controle (Borowiec et al. 2019; Garcia et al. 2019).

Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae), conhecida como vespa-da-
galha-do-eucalipto, é considerada a principal espécie de inseto-praga indutor da
formagao de galhas em Eucalyptus spp. Esse “status” & decorrente do grande niumero

de espécies de eucalipto em que o inseto consegue se desenvolver, além de seu
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rapido potencial de dispersdo e agressividade do ataque (Tabela 2). O efeito da
oviposicdo e/ou da formagao das galhas de L. invasa podem ocasionar perda de
crescimento das arvores e redugao na produtividade dos plantios (Otieno et al. 2019),
impedindo a atividade florestal em areas com alto nivel de infestacdo (Mendel et al.
2004; Wilcken et al. 2015; Kenis et al. 2019). Oito anos apds a sua primeira detecgéo
em lIsrael em 2000, a vespa-da-galha foi detectada em todos os continentes onde o
eucalipto é plantado (Jorge et al. 2016).

Leptocybe invasa € uma micro-vespa Australiana de 0,8 e 1,4 mm de
comprimento, com coloragdo marrom-escura e brilho azul-esverdeado metalico
(Mendel et al. 2004; Doganlar 2005). Devido a partenogénese telitoca apresenta uma
razao sexual favoravel as fémeas, as quais sdo mais abundantes, (Doganlar 2005).
As fémeas ovipositan em folhas (principalmente sobre a nervura central e peciolos) e
ramos de plantas jovens de Eucalyptus spp. e Corymbia citriodora, 0os quais, apos o
desenvolvimento das larvas se da a formacao de galhas (Wilcken et al. 2015; Jorge
et al. 2016).

O ciclo de vida de L. invasa de ovo a adulto varia conforme a temperatura. Em
regides de clima temperado, o ciclo pode durar 130 dias em média (Mendel et al. 2004;
Aquino et al. 2011); ja em locais quentes, como na Indonésia, o ciclo se completa em
apenas 45 dias (Sangtongpraow et al. 2011), com duas a sete geracdes anuais,
respectivamente.

Dentre os métodos de controle mais adequados para o manejo de L. invasa
destacam-se a selecdo de variedades resistentes e o uso de controle biolégico
classico, por meio de parasitoides de larvas originarios da Australia (Dittrich-Schréder
etal. 2012, 2014; Jorge et al. 2016; Mendel et al. 2017). Apesar de L. invasa conseguir
se desenvolver em varias espécies de eucaliptos e hibridos, as espécies mais
atacadas e afetadas pela vespa-da-galha sao E. camaldulensis, E. grandis, E. saligna,
E. tereticornis e seus respectivos hibridos (Jorge et al. 2016; Martinez et al. 2019).

Varios estudos foram realizados para conhecer a resisténcia dos gendétipos
mais cultivados em diversos paises como Israel (Mendel et al. 2004), Vietna (Thu et
al. 2009), Quénia e Uganda (Nyeko et al. 2010), Africa do Sul (Dittrich-Schréder et al.
2012), China (Zhu et al. 2012; Luo et al. 2014), Tanzania (Petro et al. 2014), Brasil
(Guerreiro et al. 2015) e india (Kumar et al. 2015). As espécies de Corymbia thorelliana
(C. Jorge (2019) dados nao publicados), Corymbia henryi (S. T. Blake) K. D. Hill & L.

A. S. John e Eucalyptus resinifera, E. punctata, sdo consideradas resistentes ao
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ataque de L. invasa (Nadel et al. 2010; Lin et al. 2014). Dada a grande variabilidade
intraespecifica foram observados alguns genoétipos de E. grandis (Dittrich-Schroder et
al. 2012), E. microcorys, E. urophylla (Lin et al., 2014), de E. tereticornis e de E.
grandis x E. camaldulensis (Nadel et al. 2010) que apresentaram resisténcia o foram
tolerantes ao ataque desta praga.

Espécies de parasitoides dos géneros Megastigmus (Hymenoptera:
Torymidae), Selitrichodes, Aprostocetus e Quadrastichus (Hymenoptera: Eulophidae),
tém sido associadas as galhas de L. invasa em diferentes regides do mundo (Kim e
La Salle 2008; Kulkarni et al. 2010; Kelly et al. 2012; Doganlar et al. 2013; Dittrich-
Schroder et al. 2014; Jorge et al. 2016; Zheng et al. 2016; Mendel et al. 2017; Bush et
al. 2018; Le et al. 2018; Kenis et al. 2019). Programas de controle biolégico da vespa-
da-galha tém sido desenvolvidos em Israel desde 2003 (Kim et al. 2008; Mendel et al.
2017; Kenis et al. 2019) e, posteriormente, na Africa do Sul (Dittrich-Schroder et al.
2014), Chile (SAG 2016), Argentina (Andorno et al. 2017) e Zimbabue (Ndela et al.
2018). Recentemente, Le et al. (2018), realizaram uma revisao sobre os parasitoides
asociados a essa vespa-da-galha e os programas de controle bioldgico realizados
com a praga em todo o mundo.

Quadrastichus mendeli Kim & La Salle, 2008 e Selitrichodes kryceri Kim & La
Salle, 2008 (Hymenoptera: Eulophidae) foram as primeiras espécies associadas com
galhas de L. invasa (Mendel et al. 2009). As espécies de parasitoides também de
origem australiana Megastigmus zvimendeli Doganlar & Hassan, 2010 e M. lawsoni
Doganlar & Hassan, 2010 (Hymenoptera: Torymidae), foram também introduzidos em
Israel junto com o Q. mendeli e o S. kryceri em 2007 (Doganlar e Hassan 2010; Kenis
et al. 2019). As quatro espécies foram recapturadas, mas Quadrastichus mendelli foi
o mais efetivo, com taxas de parasitismo de até 73%, embora esta espécie seja de
dificil criagdo e manutengédo em laboratorio (Kim et al. 2008). O SAG (Servicio Agricola
y Ganadero de Chile) tentou importar esse parasitoide de Israel em 2014 quando L.
invasa foi detectada no Chile, mas nao conseguiram estabelecer uma criagéo no pais
(SAG 2014). Recentemente, este parasitoide foi relatado ocorrendo naturalmente em
galhas de L. invasa na China (Zheng et al. 2016), Argentina (Aquino et al. 2018), Africa
do Sul (Bush et al. 2018), onde a espécie nao tinha sido importada (Le et al. 2018). A
facilidade de dispersao deste parasitoide tinha sido mencionada por Kim et al. (2008).

O parasitoide Selitrichodes neseri Kelly & La Salle, 2012 foi importado para a
Africa do Sul em 2012 a partir da Australia (Dittrich-Schroder et al. 2014; Kenis et al.
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2019). Na Africa do Sul, foram realizados testes para comprovar a especificidade
deste parasitoide sobre galhas de L. invasa, obtendo-se porcentagens de parasitismo
de 9 e 70% em condigcbes de laboratério (Dittrich-Schroder et al. 2014). Este
parasitoide foi importado pelo Brasil em 2015 da quarentena do FABI (Forestry &
Agricultural Biotechnology Institute), da Africa do Sul (Wilcken et al. 2015).
Selitrichodes neseri permaneceu na quarentena “Costa Lima” da Embrapa meio
ambiente em Jaguariuna, SP e depois foi transferido para o Laboratério de Controle
Bioldgico de Pragas Florestais (LCBPF), da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas,
UNESP, Campus de Botucatu, SP. No LCBPF, vém sendo estudados aspectos de
sua biologia, métodos de criagao e parasitismo visando o possivel manejo de L. invasa
em plantagdes de eucalipto do pais. O SAG do Chile importou S. neseri do Brasil em
setembro de 2015 (SAG 2016); na sequéncia, a Argentina o importou do Chile em
dezembro de 2016, o qual foi liberado em areas com infestagdo da praga no pais
(Andorno et al. 2017), em fevereiro de 2019 foi importado da Argentina pelo Uruguai
(Martinez et al. 2019).

Atualmente, acredita-se que o Q. mendelli e o S. neseri estejam presentes em
varios paises da América do Sul, Africa, Europa e Asia, seja por meio de importagéo
ou por dispersao natural junto com a praga. Estas espécies sao consideradas
espécies-chave para o desenvolvimento de programas de controle bioldgico de L.
invasa no mundo, porém estudos de bioecologia e distribuicdo devem ser aprimorados
para estabelecer os fatores que incidem na adaptacdao e estabelecimento destes

parasitoides para aumentar o sucesso do controle biolégico da vespa-da-galha.
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Tabela 1. Espécies de vespas galhadoras praga do Eucalyptus spp.

deteccao fora da Australia.

e Corymbia spp. *: Primeira

Espécie Hospedeiros EA Pais Referéncias
Epichrysocharis ~ Corymbia citriodora F Australia*, Schauff e Garrison 2000;
burwelli Argentina Brasil, Santana e Anjos 2007;

Estados Unidos, Hernandez et al. 2014;
Portugal. Franco et al. 2016.
Leprosa milga Eucalyptus S Africa do Sul, Kim e La Salle 2008; Klein
camaldulensis, Australia, Italia. et al. 2015; Noyes 2017.
Megastigmus E. camaldulensis; FI/S Africa do  Sul, Grissell 2006; Doganlar
zebrinus Syzygium cordatum Argentina, and Doganlar 2008;
Australia. Doganlar and Hassan
2010; Hernandez et al.
2015; Klein et al. 2015,
Roques et al. 2016.
Moona Corymbia citriodora, S Africa do Sul e Kimetal.2005; Paine et al.
spermophaga C. maculata Australia. 2011; Noyes 2017.
Ophelimus E. camaldulensis, E. F Australia, Italia, Noyes 2017; Borowiec et
eucalypti globulus, E. saligna, Nova Zelandia. al. 2019.
Ophelimus E. amplifolia, E. F Africa  do  Sul, Withers et al. 2000;
maskelli camaldulensis, E. Argélia, Argentina Doganlar e Mendel 2007,
cloeziana, E. Australia®, Protasov et al. 2007;
globulus, E. rudis, E. Espanha, Estados Branco et al. 2009; Aytar et
tereticornis Unidos, Franga, al. 2011; Caleca et al.
Grécia, Indonésia, 2011; Aquino et al. 2014;
Inglaterra, Israel, Burks et al. 2015; Noyes et
Itdlia, Malta, Nova al. 2017; Borowiec et al.
Zelandia, Portugal, 2019.
Tunes, Turquia e
Vietna.
Ophelimus E. globulus, E. F Australia, Franga, Borowiec et al. 2019;
mediterraneus gunnii, E. rudis Itélia e Portugal. Garcia et al. 2019.
Quadrastichodella Eucalyptus neglecta S Australia. lkeda 1999
neglectae
Quadrastichodella E. camaldulensis, BF/ Africa do Sul, Girault 1922; Timberlake
nova E. resinifera S Argentina, 1957; Boucek 1977, 1988;
E. umbellatus Australia, Espanha, Kim and La Salle 2008;
Estados Unidos, Aytar et al. 2011; Paine et
Franga, Israel, al. 2011; Klein et al. 2015;
Italia, Nova Noyes 2017; CABI 2018
Zelandia, Portugal e
Turquia.
Quadrastichodella E. neglecta S Australia. Ikeda 1999
pilosa
Selitrichodes Eucalyptus globulus R Australia*, Estados La Salle et al. 2009
globulus Unidos.

BF: Botoes florais, EA: estrutura atacada, F: folha, Fr: fruto, R: ramo, S: semente.
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Tabela 2. Espécies hospedeiras e pais de ocorréncia de L. invasa, baseado na publicacéo de Jorge et
al. (2016). Classificagédo das espécies de Eucalyptus e Corymbia é baseada em Hill (2004) e Sale et al.
(2006). N.S.: Nao especificado o pais.

Espécie hospedeira

Pais

Referéncia

Género Corymbia

Corymbia citriodora

C. maculata
Género Eucalyptus
Subgénero:

E. pilularis
Subgénero:

E. microcorys

Subgénero:
Eucalyptus alba
E. amplifolia
E. benthamii

E. botryoides

E. bridgesiana

E. camaldulensis

E. cinerea
E cladocalyx
E. coolabah

E. dunnii

E. exserta

E. globulus

E. gomphocephala

Brasil, Taiwan

Taiwan

Monocalyptus
N.S., Vietna.
Nothocalyptus
China, N.S., Vietna.

Symphyomyrtus

N.S

Brasil, Taiwan, Uruguai
Brasil, Uruguai

Israel, N.S

Israel, N.S

Argentina, Brasil, China,
Israel, Mozambique,
N.S, Uganda, Uruguai,
Taiwan, Vietna.

N.S

N.S

Vietnam

Argentina, China,
Kenya, N.S, Taiwan
China

Israel, Uganda, N.S,

Uruguai.

N.S.

Lin et al. 2014; Guerreiro et al. 2015;
Wilcken et al. 2015

Lin et al. 2014

Thu et al. 2009; Nadel e Slippers 2011

Thu et al. 2009; Nadel e Slippers 2011; Zhu
etal. 2012

Nadel e Slippers 2011
Lin et al. 2014
Wilcken et al. 2015; Jorge et al. 2016

Mendel et al. 2004; Nadel e Slippers 2011;
Wylie and Speight 2012.

Mendel et al. 2004; Nadel e Slippers 2011;
Wylie e Speight 2012.

Mendel et al. 2004; Nyeko et al. 2009,
2010; Thu et al. 2009; Aquino et al. 2011;
Nadel e Slippers 2011; Wylie e Speight
2012; Zhu et al. 2 012; Luo et al. 2014;
Cegatta e Villegas 2013; Chirinzane et al.
2014; Lin et al. 2014; Jorge et al. 2016;
Eskivinski et al. 2018.

Wylie e Speight 2012

Nadel e Slippers 2011

Thu et al. 2009

Nyeko et al. 2010; Nadel e Slippers 2011;
Wylie e Speight 2012; Zhu et al. 2012; Lin
et al. 2014; Eskivinsky et al. 2018

Zhu et al. 2012

Mendel et al. 2004; Nyeko et al. 2009;
Nadel e Slippers 2011; Wylie e Speight
2012; Jorge et al., 2016

Nadel e Slippers 2011
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Continuacao tabela 2.

Espécie hospedeira

Pais

Referéncia

E. grandis

E. gunnii
E. leucoxylon
E. longirostrata

E. maidenii

Eucalyptus major
E. moluccana

E. nicholii

E. nitens

E. pellita

E. propinqua

E. pulverulenta

E. robusta

E. rudis

E. saligna

E. sideroxylon

E. smithii

E. tereticornis

Argentina, Brasil, Israel,
Kenya, N.S, Africa do
Sul, Uganda, Uruguai,
Taiwan, Vietna.

Israel, N.S.
N.S.
Argentina

Uganda, Vietna, N.S

Argentina
Argentina, Vietna
N.S.

N.S.

Vietna, N.S.

Argentina, China,
Taiwan

N.S.

China, Israel, Taiwan,
Uganda, Vietna, N.S.

Australia, N.S.

Brasil (*), China, Kenya,
Israel, Mozambique,
Taiwan, Uganda, Vietna,
N.S.

N.S.

N.S, Africa do Sul,
Uruguai (*), Vietna.

Argentina, China, Israel,
Kenya, N.S, Taiwan,
Uruguai, Vietna.

Mendel et al. 2004; Nyeko et al. 2009,
2010; Thu et al. 2009; Nadel e Slippers
2011; Dittrich-Schroder et al. 2012; Wylie
e Speight 2012; Lin et al. 2014; Guerreiro
et al. 2015; Wilcken et al. 2015; Jorge et
al. 2016; Eskiviski et al. 2018

Mendel et al. 2004; Wylie e Speight 2012
Nadel e Slippers 2011
Eskivinsky et al. 2018

Nyeko et al. 2009; Thu et al. 2009; Nadel
e Slippers 2011; Wylie e Speight 2012

Eskivisky et al. 2018

Thu et al. 2009; Eskivisky et al. 2018
Wylie e Speight 2012

Nadel e Slippers 2011

Thu et al. 2009; Nadel e Slippers 2011

Zhu et al. 2012; Lin et al. 2014; Eskivisky
etal. 2018

Wylie e Speight 2012

Mendel et al. 2004; Nyeko et al. 2009,
2010; Thu et al. 2009; Nadel e Slippers
2011; Wylie e Speight 2012; Zhu et al.
2012 Lin et al. 2014

Kim et al. 2008; Wylie e Speight 2012;
Mendel et al. 2017.

Mendel et al. 2004; Nyeko et al. 2009,
2010 Thu et al. 2009; Nadel e Slippers
2011; Wylie e Speight 2012; Zhu et al.
2012; Chirinzane et al. 2014; Lin et al.
2014

Nadel e Slippers 2011.

Thu et al. 2009; Nadel e Slippers 2011;
Dittrich-Schrdoder et al. 2012

Mendel et al. 2004; Thu et al. 2009;
Nyeko et al. 2010; Nadel e Slippers 2011;
Wylie e Speight 2012; Zhu et al. 2012; Lin
et al. 2014; Luo et al. 2014; Jorge et al.
2016; Eskivinsky et al. 2018.
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Continuacgédo de Tabela 2.

Espécie hospedeira Pais Referéncia

E. urophylla Argentina, China, Kenya, Thu et al. 2009; Nyeko et al. 2010; Nadel e
N.S., Africa do Sul, Vietna Slippers 2011; Dittrich-Schréder et al.
2012; Wylie e Speight 2012; Zhu et al.
2012; Eskivinsky et al. 2018.

E. viminalis Israel, N.S. Mendel et al. 2004; Nadel e Slippers 2011;
Wylie e Speight 2012.

Hibridos

E. grandis x E. Argentina, Brasil,Kenia, Nyeko et al. 2010; Nadel and Slippers

camaldulensis N.S., Africa do Sul, 2011; Dittrich-Schroder et al. 2012;

Uganda, Uruguay Guerreiro et al. 2015; Jorge et al. 2016;
Eskivisky et al. 2018.

E. nitens x E. grandis Africa do Sul Dittrich-Schroder et al. 2012.

E. urophylla x E. Brasil Guerreiro et al. 2015.

camaldulensis

E. urophylla x E. grandis  Argentina, Brasil, Uganda Nyeko et al. 2010; Guerreiro et al. 2015;
Eskivisky et al. 2018.

1.4 Consideracgdes Finais

As vespas galhadoras séao um importante grupo dentro dos insetos-praga do
eucalipto. Dado o seu comportamento criptico, aumenta a facilidade de sua dispersao
com o material vegetal, e por consequente a sua faixa de distribuigdo natural.
Independente do transporte com material vegetal ser legal ou ilegal € considerado a
principal via de dispersdo destas pragas, devido ao seu pequeno tamanho, também
podem ser facilmente dispersas pelas correntes de ar, trafego de pessoas e
mercadorias provenientes de areas infestadas. Outro aspecto a considerar é a
dificuldade de sua identificacdo, escassez de pesquisadores interessados em estudar
estes micro-himendpteros, levando a uma negligéncia de estudos por parte dos
pesquisadores da area florestal.

A procura de metodologias mais promissoras para o manejo de insetos-praga
indutores de galhas, como o Controle biolégico classico e a Resisténcia de plantas a
Insetos sdo as mais promissorias para 0 manejo destes insetos-praga em plantios de
eucaliptos. Portanto, podemos concluir que as vespas galhadoras, sdo um grupo
complexo, de dificil identificagdo e manejo, que tem chegado para ficar e que vai

continuar gerando perdas de importancia nos plantios de Eucalyptus spp. do mundo.
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CAPITULO 2:

CONTROLE BIOLOGICO CLASSICO DE Leptocybe invasa COM O
PARASITOIDE EXOTICO Selitrichodes neseri (Hymenoptera: Eulophidae):
DISPERSAO, EFICIENCIA E COMPETIGAO COM O PARASITOIDE NATIVO

Megastigmus brasiliensis (Hymenoptera: Torymidae) '.

Resumo

A vespa-da-galha Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae) € uma das principais
pragas que afetam plantios florestais de Eucalyptus no mundo, principalmente os do
Brasil, desde sua detecgao em 2008, registrando perdas econémicas e de produgao
de madeira nas empresas florestais. O desconhecimento da flutuagdo populacional
da praga e dos fatores ambientais que favorecem a proliferagdo da vespa-da-galha e
a falta de metodologia de monitoramento e manejo adequados tém contribuido no
aumento da densidade populacional e perdas econdmicas. O controle biolégico
classico com o parasitoide australiano Selitrichodes neseri (Hymenoptera:
Eulophidae), vem sendo avaliado no pais. O parasitoide nativo Megastigmus
brasiliensis (Hymenoptera: Torymidae) esta associado as galhas de L. invasa nos
estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Porém, nao conhecemos os fatores ecoldgicos
que afetam a dispersao e o estabelecimento do parasitoide no campo. O objetivo foi
avaliar a flutuagao populacional e distribuicao espacial de L. invasa e dos parasitoides
S. neseri e M. brasiliensis, em um plantio comercial de Eucalyptus spp. em
ltamarandiba, MG, Brasil. Em mar¢o de 2016 foram instaladas 138 armadilhas
adesivas amarelas e trocadas mensalmente até setembro de 2017. Em maio de 2016
foi liberado o parasitoide S. neseri no ponto central da area. L. invasa apresentou uma
correlacdo positiva com o aumento da temperatura minima. Os parasitoides nao
apresentaram nenhuma correlagdo com a temperatura. A abundéncia dos
parasitoides e da praga nao esteve correlacionada com a precipitagdo. No entanto, S.
neseri apresentou uma correlagdo positiva com o aumento de L. invasa e M.
brasiliensis apresentou uma correlagdo negativa com o aumento de S. neseri. O
parasitoide S. neseri apresentou uma relacdo de denso dependente espacial e

temporal com a praga.

' Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Biological Control
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Palavras-chave: Modelagem espacial, dispersdo, armadilhas adesivas amarelas,

Selitrichodes neseri, Megastigmus sp.

2.1 Introducgao

O Brasil € um dos principais produtores de madeira de Eucalyptus spp. no
mundo, obtendo o primeiro lugar em produtividade em 2016 com uma média de 35,7
m?ha (IBA, 2017). O eucalipto é utilizado no Brasil para diferentes propdsitos, como
producdo de papel e celulose, painéis de madeira, piso laminado, lenha, extracédo de
6leos essenciais, carvdo vegetal, entre outros (IBA, 2017; Schihli et al., 2016). Em
2016, os plantios de eucaliptos alcangaram uma area de 5,7 milhdes de hectares no
Brasil, sendo o principal estado do pais Minas Geral com 24% do total da area
plantada (IBA, 2017). Em Minas Gerais, as plantacdes de eucalipto tém como um dos
principais objetivos a producdo de carvao, como fonte de energia renovavel para
manter as empresas siderurgicas e para a producao de celulose (Rezende e Santos,
2010; Simioni et al., 2017).

A homogeneizagao dos plantios de eucalipto, principalmente de origem clonal,
com baixa variabilidade genética, tem levado ao aumento de area adequada para o
estabelecimento de espécies de insetos-praga originarios da Australia (Garnas et al.,
2012). Os insetos-praga e doengas sdo os grandes responsaveis pelas perdas da
produtividade dos plantios florestais (Wingfield et al., 2008).

No Brasil, além das pragas nativas (formigas cortadeiras e as lagartas
desfolhadoras), as pragas exéticas também sao responsaveis pelas perdas geradas
nos plantios de Eucalyptus spp. (Wilcken et al., 2015a). A vespa-da-galha do
eucalipto, Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae), €&
considerada uma das principais pragas exoticas do eucalipto, por ter ocasionado
perdas econdmicas em viveiro e no campo, além da paralisacdo da atividade florestal
e troca de material genético dos plantios em algumas empresas (Wilcken, 2015b).

A vespa-da-galha € um micro-himendptero da familia Eulophidae que induz a
formagéo de galhas na nervura central e peciolo das folhas do eucalipto (Mendel et
al., 2004; Jorge et al., 2016). As fémeas de L. invasa reproduzem-se principalmente
por partenogénese telitoca, o que Ihe confere uma grande capacidade reprodutiva e
de dispersao (Czoca et al., 2017; Zhu et al., 2014). Além da formagao de galhas pode

causar deformacdes em folhas e ramos, desfolha, redugdo da area fotossintética,
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perda de crescimento e até ocasionar a morte (Mendel et al., 2004, Wilcken et al.,
2015 a, b; Jorge et al., 2016).

O monitoramento da vespa-da-galha é feito mediante a contagem de ramos
com galhas (Wilcken et al., 2015a) ou pelo uso de armadilhas adesivas amarelas
(Kumari, 2010; Vastrad et al., 2010). Porém, até o momento n&o ha um protocolo do
numero ideal de armadilhas por hectare e a posicao adequada dentro do talh&o.

O ciclo de vida de L. invasa é influenciado pelas condicbes ambientais,
podendo observar de duas a sete geragbes em regides temperadas como o Israel
(Mendel et al., 2004) ou tropical como na Tailandia e o Taiwan (Santongpraow et al.,
2011; Tung et al., 2014). No Brasil estabeleceu-se que L. invasa consegue completar
o ciclo em 87 dias nas condigdes climaticas do municipio de Botucatu, SP (Souza,
2016). Mas, desconhece-se o numero de geragdes anuais, a duragcéo do ciclo e em
quais meses do ano a praga apresenta os picos populacionais em localidades mais
quentes e secas como no estado de Minas Gerais.

O descarte de mudas com sintomas de ataque em viveiro e o controle cultural
sdo empregados para diminuir rapidamente a abundancia de adultos de L. invasa em
regides com altos niveis de infestacdo (Medel et al., 2004; Wilcken et al., 2015). A
resisténcia de plantas e o controle bioldgico s&o consideradas as metodologias mais
promissoras para o manejo desta praga (Kim et al.,, 2008; Mendel et al., 2017).
Quadrastichus mendelli Kim & La Salle, 2008 e Selitrichodes neseri Kelly & La Salle,
2012 (Hymenoptera: Eulophidae), sdo as espécies mais utilizadas em programas de
controle bioldgico classico (Dittritch- Schroder et al. 2014; Mendel et al., 2017; Kenis
et al., 2019). Algumas espécies de parasitoides nativos, dos paises onde L. invasa
conseguiu se estabelecer, se adaptaram a parasitar as galhas desta praga, como é o
caso do Megastigmus brasiliensis Doganlar, Zaché & Wilcken, 2013 (Hymenoptera:
Torymidae) no Brasil (Doganlar et al., 2013).

O parasitoide S. neseri foi importado no Brasil em 2015 e vem sendo utilizado
para o controle de L. invasa no campo (Masson et al., 2017; Kenis et al., 2019). Por
ser uma espécie de recente introducdo no Brasil, o tempo que demora para se
estabelecer nos locais de liberagao e a capacidade de dispersao sao desconhecidos.
Além disso, ha pouca informagado da historia natural do parasitoide M. brasiliensis,
nativo do Brasil. Assim, a realizagcao de um estudo da flutuagao populacional da vespa-

da-galha e dos seus parasitoides € essencial para entender o0s processos
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bioecoldgicos envolvidos na capacidade de adaptacédo desta praga e do sucesso do
controle bioldgico.

Estudos que avaliem a flutuagcédo populacional e modelagem da disperséo de
insetos-praga e parasitoides s&o imprescindiveis para estabelecer o numero de
individuos e o periodo temporal adequado para serem liberados. Estes parametros
sd0 necessarios para avaliar a efetividade do uso do controle biolégico no manejo de
insetos-praga. Existem estudos de avaliacdo da dispersdo e/ou colonizagéo de
parasitoides em plantios agricolas (Langhof et al., 2005; Linhares-Volpe et al., 2014)
e de arvores frutiferas (Mcdougall and Mills, 1997; Paranhos et al., 2007; Hegazi et
al., 2012; Mundstock et al., 2017), entre outros, porém na area florestal sdo escassos
os estudos visados na capacidade de dispersdo de inimigos naturais apos sua
liberacdo no campo.

No Brasil tem alguns exemplos do estudo da dispersdo de parasitoides de
insetos praga do eucalipto. Ferreira-Filho et al. (2008 a) avaliaram a dispersao do
Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae), parasitoide do psilideo-de-
concha Glycaspis brimblecomblei Moore (Hemiptera: Aphalaridae), em plantio de
Eucalyptus camaldulensis Dehnh. (Myrtaceae) no estado de Sao Paulo. Zaché (2012)
estudou a dispersido do parasitoide de pupas de Lepidoptera Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) no campo. Candelaria (2013) estudou a capacidade de
parasitismo do endoparasitoide Palmistichus elaeisis (Delvare & LaSalle, 1993)
(Hymenoptera Eulophidae) encontrando uma dispersédo de até 80 m de distancia do
ponto de liberacdo. Apesar da importancia de L. invasa, ndo existem estudos que
avaliem a disseminacao dessa praga e de seus parasitoides. O objetivo foi estudar a
flutuagao populacional e distribuicio espacial de L. invasa e dos parasitoides S. neseri
e Megastigmus spp., em plantio comercial de Eucalyptus spp. em Itamarandiba, MG,

Brasil.

2.2 Material e Métodos
2.2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em plantagdo comercial de Eucalyptus spp. no Municipio
de Itamarandiba em MG, Brasil (Fig. 1A). A area apresenta uma temperatura média
de 20,9 °C e pluviosidade média anual de 1098 mm. O estudo foi conduzido na area

central de um talhdo de teste de progénie de Eucalyptus saligna de origem seminal
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de 2,9 hectares, circundada por trés clones de E. cloeziana (A, B, C) e um de E.
camaldulensis.

O talh&o de E. saligna foi plantado em janeiro de 2015, o clone A foi instalado
em 2011 e os talhdes dos clones B e C foram plantados em outubro de 2015. O
espacamento das arvores foi de 2 x 3 m em todos os talhdes. No talhdo de E. saligha
algumas progénies apresentavam um alto nivel de infestacdo de L. invasa, assim
como na bordadura com E. camaldulensis. Estas espécies sdo consideradas
susceptiveis a praga (Dittritch-Schroder et al., 2012; Petro et al., 2014), enquanto que
E. cloeziana é resistente ao ataque de L. invasa (Thu et al., 2009; Nadel e Slippers,
2011).

2.2.2 Amostragem

Para a avaliag¢ao da flutuacéo populacional e distribuigcao espacial da vespa-da-
galha e dos parasitoides foram utilizadas armadilhas adesivas amarelas, dupla face,
de 10 x 12,5 cm, colocadas entre duas arvores com um arame plastificado a uma
altura de 1,8 m do solo. O uso de armadilhas adesivas amarelas vem sendo
empregado para o monitoramento de pragas exéticas do eucalipto no Brasil (Ferreira-
Filho et al., 2008 a, b) e no Uruguai (Jorge C., comunicagdo pessoal). Esta
metodologia também foi testada na india por Vastrad et al. (2010) para monitorar a
vespa-da-galha e o parasitoide Megastigmus spp. em viveiro € no campo, mas
utilizando armadilhas de maior tamanho (10,5” a 7,5”). Estes autores propdem que as
armadilhas adesivas sdo uma boa metodologia para monitorar a praga e seus inimigos
naturais.

O ensaio foi instalado em oito de margo de 2016, as armadilhas foram trocadas
mensalmente até setembro de 2017 e uma ultima coleta de margo a abril de 2018 foi
realizada. No final do estudo tivermos um total de 19 coletas. Apds a troca, cada
armadilha foi envolta com filme de PVC para proteger os insetos coletados, facilitar a
triagem e a quantificagao dos individuos.

Foram instaladas 96 armadilhas no talhdo de E. saligna dispostas em oito linhas
de 12 armadilhas cada uma, separadas a uma distancia de 22 m x 10 m em média
(Figura 1B). Como o talhdo de E. saligna era mais comprido, as armadilhas nos
talhbes vizinhos foram colocadas em diferentes distancias tentando abranger o
tamanho deste. Nos talhdes dos clones A, B e C foram colocadas 12 armadilhas em

duas linhas, nos clones A e C a uma distancia de 15 m x 30 m, no clone B a 65 m x
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30 m e na bordadura com E. camaldulensis 6 armadilhas separadas a uma distancia
de 65 m entre si (Figura 1B). Cada armadilha foi considerada uma amostra. Ao final
do ensaio foram avaliadas 2760 armadilhas, sendo 1920 no talhdo de E. saligna, 120
no de E. camaldulensis, e 240 em cada um dos trés talhdes de E. cloeziana.

As armadilhas adesivas amarelas foram geo-referenciadas com um GPS para
poder interpolar os dados das abundancias do parasitoide e da praga com as
coordenadas geograficas de cada ponto amostral (Figura 1B). Os dados de
temperatura e precipitacdo foram obtidos do Banco de Dados Meteorolégicos para
Ensino e Pesquisa (BDMEP) do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), da
estacao meteoroldgica presente no municipio de ltamarandiba (BDMEP, 2019).

Em maio de 2016 foram liberados 1000 individuos adultos do parasitoide S.
neseri (até o momento ausente na area) no ponto central do talhdo, para avaliar a
dispersdo do parasitoide dentro e entre os talhdes vizinhos. A leitura e identificagao
dos insetos presentes nas armadilhas foi realizado com uma lupa estereoscopica
Nikon SMZ645, no Laboratério de Controle Biolégico de Pragas Florestais, na
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista, Unesp,
campus experimental de Botucatu, SP. Os exemplares de S. neseri capturados nas

armadilhas foram sexados, quantificando o numero de machos e fémeas.
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Figura 1. Area de estudo. A. Municipio de ltamarandiba indicado pelo circulo preto.
(Sur= Suriname, G. F.= Guiana Francesa). B. Disposicao das armadilhas adesivas
amarelas nos talhdes (pontos pretos). L Sn.: ponto de liberagdo do parasitoide S.
nesetri.
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Tabela 1: Precipitacdo acumulada anual e média mensal para o municipio de
Itamarandiba, MG de 2015 até 2018.

Ano Precipitacao

Anual Média
2015 482,4 40,2
2016 1068,8 89,1
2017 745,9 62,2
2018 1239,7 103,3

2.2.3 Analise dos dados

2.2.3.1 Dinamica populacional

Foi realizado o grafico de abundancia dos adultos de L. invasa, dos parasitoides
capturados nas armadilhas e das variaveis climaticas, precipitagdo mensal,
temperatura maxima e minima de margo de 2016 até setembro de 2017 (Figura 2).
Devido as grandes diferengas nas capturas de L. invasa entre o inicio e final do ensaio,
e com a abundancia de seus parasitoides, os dados foram transformados empregando
a funcdo Log10 (x+1). Esta transformacdo foi selecionada porque dados
apresentaram uma grande proporcdo de zeros (Lachin et al. 2011). Esta
transformagdo € comumente empregada em estudos com dados biologicos, para
avaliar a dindmica populacional e em alguns estudos ecolégicos (O'Hara e Kotze
2010; Xiao et al., 2011).

O teste de Correlacao de Pearson foi utilizado para analisar possiveis relagcoes
entre as abundancias da praga e dos parasitoides entre si. Também foi analisada a
influéncia dos dados climaticos, precipitagcao, temperatura maxima e minima, sobre a

flutuacéo de L. invasa e dos parasitoides durante o tempo de avaliagéo.

2.2.3.2 Distribuicao espacial e dispersao

A anadlise espacial pode ser utilizada para interpolar o numero de insetos
presentes em armadilhas com os dados das coordenadas geograficas para gerar um
modelo de distribuigdo potencial de uma espécie (Ferreira-Filho et al., 2008b). Porém,
sao poucos os estudos que analisam a distribuicdo espacial de pragas e seus inimigos

naturais, em especial em plantios florestais. Ferreira-Filho et al. (2008a) utilizaram
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armadilhas adesivas amarelas para caracterizar a estrutura espacial de adultos do
pisilideo-de-concha (Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)) e do
parasitoide Psyllaephagus blitteus (Hymenoptera: Eulophidae) para avaliar o nivel de
parasitismo e a evolugdo da infestacdo na area de estudo, mediante o uso de
geoestatistica. Os dados da avaliagao da flutuagao populacional foram utilizados para
analisar a dispersao do parasitoide da vespa-da-galha e do S. neseri.

Na construgdo dos mapas de dispersédo do parasitoide e infestagdo da praga
foi utilizado o estimador ndo paramétrico de Kernel, que constréi um “raster” a partir
de uma camada de pontos (Q-GIS, 2009). O kernel (ou nucleo) € um método
estatistico que permite estimar curvas de densidades (“raster”), interpolando os dados
de um determinado fenémeno e a intensidade, até mesmo em aquelas regidées em
que o evento ndo esteve realmente presente. Neste método cada uma das
observacbes € ponderada pela distancia em relagcdo a um valor central (nucleo),
permitindo assim ter uma visao geral da intensidade do fenbmeno em todas as regides
do mapa. O estimador Kernel tem sido utilizado para estudar o comportamento
geografico de padrdes, em gestao ambiental (Oliveira e Oliveira, 2017), avaliar efeitos
ambientais catastroficos, e distribuicdo de espécies, epidemias, entre outros.

Para a elaboracao dos mapas de dispersao foi utilizado o programa Q-GIS 2.2.0
Valmiera (Q-GIS, 2009), empregando a fungéo “mapa de calor”. Esta fungéo permite
construir uma matriz da soma do empilhamento de “n” raster circulares de raio “h” para
cada ponto (Oliveira e Oliveira, 2017). Foi utilizada a fungao “Quartica (biponderada)”,
com um raio de 30 m a partir de cada ponto amostral, usando como peso o campo de
abundancia de L. invasa e de S. neseri. O resultado da analise gera uma funcao
matematica (“raster”’) que adquire valores entre 0 a 1. Quando esta préxima ao ponto
adquire valores de 1, e quando esta na fronteira da vizinhanga 0, (Oliveira e Oliveira,
2017). Apds a construgdo do mapa os dados “raster” foram reclassificados mediante
a renderizagdo da banda da imagem na opg¢ao banda simples falsa-cor, invertida,

categorizando-a em sete classes.
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2.3 Resultados
2.3.1 Dinamica populacional

Foram capturados 20.581 individuos: 77.9% de Leptocybe invasa, 3,9% de
Megastigmus brasiliensis e 18.2% de Selitrichodes neseri (Tabela 2). As capturas de
L. invasa cairam notoriamente de marc¢o a agosto de 2016, aumentando novamente
em setembro do mesmo ano, diminuindo em fevereiro de 2017 (Tabela 2, Figura 2A).
Se compararmos as capturas de L. invasa no més de margo nos trés anos, 2016 foi o
que apresentou um alto nivel de infestacdo (N=7578), e nos anos seguintes
2017(N=91) e 2018 (N=71), as capturas foram baixas apresentando pouca diferenca
entre eles (Tabela 1). Em 2016 a precipitagdo na area aumentou 221% em
comparagao com o ano anterior, e no ano seguinte as precipitagdes diminuiram 30,2%
(Tabela 1).

O numero de individuos de Megastigmus brasiliensis comegou a diminuir a
partir de junho de 2016, deixando de ser observado em novembro do mesmo ano
(Tabela 2, Figura 2A). Esta espécie apresentou dois picos de abundancia, sendo um
em abril e outro em junho de 2016 (Figura 2A).

O parasitoide Selitrichodes neseri comegou a ser observado nas armadilhas no
talhdo de E. saligna em maio e junho de 2016 com apenas 1 e 2 individuos. A
porcentagem deste parasitoide teve um aumento constantemente em relagdo as
capturas de L. invasa desde novembro de 2016 estando abaixo da praga somente em
abril de 2017 (Tabela 2). Em margo de 2018 foi observado um aumento nas capturas
de L. invasa e de S. neseri, em comparagdo com o registro anterior de setembro de
2017 Figura 2 A). Se compararmos as capturas dos meses de margo houve um
detrimento das capturas da praga conforme o S. neseri aumentava (Tabela 2). Em
setembro de 2016 comegou a aumentar a presenca do parasitoide nas armadilhas
passando de um 16% a 57% em margo de 2017, atingindo o 97% em setembro de
2017 (Tabela 2).



66

Tabela 2. Numero de individuos de L. invasa (L. i) e dos parasitoides capturados nas
armadilhas amarelas por més. O més da liberagdo de S. neseri (S. n) na area de
estudo em Itamarandiba, MG é indicado pelo asterisco (*).

% S. n/

Datas L. invasa M. brasiliensis S. neseri L.i
Mar-16 7.578 78 0 0

Abr-16 2.555 228 0 0

Mai-16(*) 1.256 135 1 0,1
Jun-16 682 277 2 0,3
Jul-16 108 38 0 0

Ago-16 60 28 0 0

Set-16 154 7 31 16,8
Out-16 444 1 32 6,7
Nov-16 886 0 73 7,6
Dez-16 823 0 201 19,6
Jan-17 852 0 542 38,9
Fev-17 289 0 373 56,3
Mar-17 91 0 120 56,9
Abr-17 79 0 46 36,8
Mai-17 55 0 329 85,7
Jun-17 25 1 785 96,9
Jul-17 8 0 777 99,0
Ago-17 14 0 244 94,6
Set-17 2 0 87 97,8
Mar-18 71 0 113 61,4

Total 16.032 793 3.756
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Figura 2. A. Flutuagcdo populacional de individuos de L. invasa, S. neseri e M.
brasiliensis capturados nas armadilhas adesivas amarelas com a transformacéao
Log10(x+1). B. Variaveis meteorolégicas registradas durante o periodo de estudo.
Seta: més de liberagao de S. neseri.

Na Figura 3 se presentam os graficos das correlagdes que tiveram sustentagcéo
estatistica (p<0,05). Enquanto foi observada uma correlagdo negativa entre a
abundancia de L. invasa e do parasitoide S. neseri uma correlagao positiva foi
encontrada quando foi comparada a abundancia da praga com o M. brasiliensis
(Figura 3 A-B). O parasitoide M. brasiliensis tende a diminuir em correlagdo com o
aumento das capturas do parasitoide S. neseri (Figura 3C). Isto pode indicar uma
competicdo entre eles pelas galhas de L. invasa, com desvantagem ao M. brasiliensis.

As abundancias dos parasitoides e da vespa-da-galha n&o apresentaram
nenhuma correlagdo com a precipitacdo nem com a temperatura maxima. O aumento
da temperatura minima tem uma correlagao positiva com ao aumento das capturas de
L. invasa nas armadilhas adesivas amarelas (Figura 3 D), mas esta variavel n&o

influenciou na abundéancia dos parasitoides.
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Figura 3. Correlacéo entre a abundancia da praga e os parasitoides, com os dados
transformados pela fungdo Log10(x+1). A: L. invasa vs S. neseri, B: L. invasa vs M.
cf. brasiliensis, C: S. neseri vs M. brasiliensis; D: Correlacao entre a temperatura
minima e da abundancia de L. invasa

Desde o inicio das avaliagbes, o numero médio de individuos de L. invasa por
armadilha foi maior no talh&o de E. saligna, seguido pela area com E. camaldulensis
e dos clones B e C (Tabela 3). O talhdo do clone A, de maior idade foi o que
apresentou o0 menor numero de individuos nas armadilhas. As capturas médias de M.
brasiliensis e S. neseri apresentaram um padrao similar ao observado em L. invasa,
mas a diferencga entre os talhdes B e C foi maior apresentando uma maior propor¢ao
destes parasitoides por individuos de L. invasa (Tabela 3). O parasitoide S. neseri foi
mais capturado no talhdo de E. saligna (onde foi liberado), e no talhdo do clone B, na

direcdo norte, com 92% e 5,1% dos individuos, respectivamente. A area com E.
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camaldulensis, que também apresentava galhas, teve 1,7% deste parasitoide (Tabela
3).

Tabela 3. Numero total de insetos capturados e capturas médias por armadilha para
cada talhdo. E. cam: E. camaldulensis, E. sal: E. saligna. Prop.: propor¢ao, Li: L.
invasa, Sn: S. neseri, Mb: M. brasiliensis.

Leptocybe Megastigmus Selitrichodes Li/Sn Li/Mb
invasa brasiliensis neseri
Médi Prop. Prop
Talhoes Total Média Total a Total Média
E. cam. 702 5,85 28 0,23 65 0,54 10,8 251

E. sal. 13.539 7,05 677 0,35 3455 1,80 3,92 19,9
Clone A 109 0,45 6 0,03 9 0,04 121 18,2
Clone B 866 3,61 70 0,29 192 080 45 124
Clone C 831 3,46 13 0,05 34 0,14 244 639

Tanto a praga como os parasitoides foram mais capturados na linha de
armadilhas da bordadura (a mais préxima do talh&do de E. saligna), do que na linha de
armadilhas interna, para todos os talhdes clonais de E. cloeziana (Tabela 4). Isto pode

indicar um efeito de barreira para a dispersédo da praga e de seus inimigos naturais.

Tabela 4. Comparagao da abundancia da praga e dos parasitoides entre a linha de

armadilhas adesivas da bordadura e a interna nos talhdes de E. cloeziana.

Linha Clone L. invasa S. neseri M. brasiliensis
Bordadura A 70 7 2
Bordadura B 755 182 41
Bordadura C 665 20 7
Interna A 37
Interna B 108 6 10
Interna C 163
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2.3.2 Distribuicao espacial de L. invasa e dispersao do parasitoide S. neseri

Nas figuras 4 e 5, L. invasa foi mais abundante na area central que corresponde
ao talhdo de E. saligna, e nos talhdes vizinhos comegaram a aumentar de julho a
outubro de 2016. Na figura 6 (A-F), pode ser observado que a distribuicdo de L. invasa
ficou restrita a dois pontos no talhdo de E. saligna. A praga foi diminuindo sua
distribuicdo com o percorrer do tempo (Figuras 4-6). A colonizagao de S. neseri no
talhdo de E. saligna iniciou em setembro de 2016, e se espalhou desde o ponto de
liberagao (Figura 6H). A dispersao do parasitoide para os talhdes do norte e do oeste,
comecgou em setembro e outubro de 2016, respectivamente (Figuras SH-1). Em margo
de 2017 o parasitoide tinha colonizado o leste da area, correspondente ao clone C
(Figura 5N).
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Figura 4. Mapas mensais da distribuicdo de L. invasa (A-F) e do parasitoide S. neseri (G-L)
e em um plantio de Eucalyptus spp. em Iltamarandiba, MG. De margo de 2016 até agosto de

2016.
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Figura 5. Mapas mensais da distribuigao de L. invasa (A-G) e do parasitoide S. neseri
(H-N) em um plantio de Eucalyptus spp. em ltamarandiba, MG. De setembro de 2016
até margo de 2017.
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Figura 6. Mapas mensais da distribuicdo de L. invasa (A-F) e do parasitoide S. neseri
(G-L) em um plantio de Eucalyptus spp. em ltamarandiba, MG. De abril até setembro
de 2017.
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2.4 Discussao

2.4.1 Dinamica populacional

A flutuagdo populacional dos organismos e sua distribuicdo espacial esta
determinada por fatores bidticos e abioticos (Dajoz, 2000). Dentro deste ultimo, os
fatores climaticos, como a temperatura, precipitagdo, umidade relativa, luminosidade
sdo as principais variaveis ambientais que incidem na sobrevivéncia e nos aspetos
biolégicos e fisioldgicos dos insetos, como a duragdo do ciclo de vida (Dajoz, 2000,
2005; Gulan e Cranston, 2017). As espécies de insetos-praga, como L. invasa,
apresentam uma maior amplitude climatica nas quais se conseguem desenvolver, o
que Ihes confere uma maior adaptagao para colonizar novos ambientes (Zhu et al.,
2014).

O grande numero de individuos de L. invasa capturados ao inicio do
experimento (N=7578), esta correlacionado com o alto nivel de infestagao observado
no talhdo de E. saligna em margo de 2016. A vespa-da-galha apresentou uma
diminuicdo das capturas entre o final do verdo e inicio do inverno de 2016, em
correlagdo com a diminuigdo das temperaturas propicias da estagao seca. A praga
voltou a aumentar em setembro de 2016, quando as temperaturas minimas
comegaram a aumentar novamente e se manteve até fevereiro de 2017 em que voltou
a diminuir. Esses dados concordam com o observado por Masson (2015), em que as
capturas de L. invasa em armadilhas adesivas amarelas diminuiram durante o inverno
em plantios de Eucalyptus spp. na Bahia, Brasil. Resultados similares foram
observados no Israel (Mendel et al., 2004), na China (Zhu et al., 2012) e no Sri-Lanka
(Udagedara e Karunaratne, 2014). No trabalho de Jorge et al. (em preparagéo), em
plantio de Eucalyptus spp. em Tacuarembd, Uruguai, o resultado foi mais extremo,
nao registrando individuos de L. invasa nas armadilhas adesivas amarelas durante os
meses de inverno.

A precipitacdo também pode incidir na sobrevivéncia e na durag¢ao do ciclo de
vida e periodo de oviposigao dos insetos (Gulan e Cranston, 2017). Nado houve uma
correlacio entre a flutuagao de L. invasa e a precipitagao. A presenca de L. invasa
nas armadilhas apresentou uma correlagao positiva com o aumento da temperatura
minima. Por tanto, podemos concluir que a populagdo de Itamarandiba apresentou
um comportamento similar ao observado em outras regides do mundo, nas quais ha

uma diminui¢cao de adultos conforme a diminuicdo da temperatura.
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O parasitoide nativo da vespa-da-galha, Megastigmus brasiliensis, comegou a
diminuir a partir da liberagao do S. neseri na area. Tendo em conta que é uma espécie
de recente descricdo, de baixa abundancia e com dificuldade para ser criada em
laboratério, desconhece-se a duragdo do ciclo de vida e interagdes com outros
inimigos naturais. Assim, a correlagao negativa das capturas de M. brasiliensis com o
aumento de S. neseri observada no presente estudo, sugere uma competi¢cao entre
eles. Portanto, que existe possivel relagao antagdnica entre ambos parasitoides pelas
galhas de L. invasa.

Segundo Dittritch-Schroder et al. (2014), S. neseri € um parasitoide de larvas
maduras especifico da vespa-da-galha que apresenta um ciclo de 19 dias, com um
intervalo de entre 12 a 31 dias na Africa do Sul. Nas condi¢gbes ambientais de
Botucatu, Sao Paulo, Brasil a média do ciclo deste parasitoide foi de 17 dias (Souza,
2015). O mesmo comegou a ser registrado com maior frequéncia nas armadilhas
adesivas amarelas na primavera de 2016, quatro meses apos a liberagao na area de
estudo. Embora ndo tenha sido observada uma correlagdo das capturas do
parasitoide com a temperatura, o aumento da temperatura minima influenciou no um
aumento das capturas de L. invasa, e por conseguinte de galhas maduras disponiveis
para que as fémeas do S. neseri possam ovipositar. Isto gerou condi¢des 6timas do
hospedeiro favorecendo o parasitismo. Portanto, o S. neseri conseguiu se estabelecer
e se adaptar as condigdes ambientais da area de liberagdo em Itamarandiba, MG,

acompanhando as flutuagdes populacionais da praga.

2.4.2 Dispersao da praga e dos parasitoides

Enquanto a vespa-da-galha pode atacar mais de 36 espécies Eucalyptus e
alguns hibridos, foram identificados gendétipos e espécies que séo resistentes e/ou
tolerantes a praga (Nadel and Slippers, 2011; Dittritch-Schroder et al., 2012; Kumar et
al., 2015; Eskiviski et al., 2018). Petro et al. (2014), observaram diferengas no ataque
de L. invasa em plantios de Eucalyptus spp. na Tanzania, em talhdes de Eucalyptus
tereticornis, E. camaldulensis e de E. saligna, os quais foram mais afetados, em
comparagao com os de outras espécies de Eucalyptus. O Eucalyptus cloeziana é uma
das espécies do género menos preferidas por L. invasa, sendo considerada resistente
(Thu et al., 2009; Nadel e Slippers, 2011).

Portanto, o menor numero de capturas médias por armadilha de L. invasa nos

talhdbes de E. cloeziana quando comparado com o de E. saligna e o de E.
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camaldulensis, pode ser explicado a resisténcia de esta espécie a praga. Além disso,
a maior porcentagem de capturas foi observada na linha de armadilhas da bordadura,
mais proxima ao talhdo de E. saligna. Isso confirma que os talhdes de E. cloeziana
atuaram como uma barreira efetiva para interferir na disperséo da praga.

As diferengas nas capturas de L. invasa entre os talhdes de E. cloeziana pode
ser devido a idade dos mesmos, ja que o talhdo do clone A (maior idade), foi o que
apresentou o menor numero de capturas totais por armadilha e nos clones B e C (de
igual idade) foi similar. Os resultados obtidos sdo concordantes com a literatura em
que se menciona que a vespa-da-galha tem preferéncia por atacar plantios novos,
pela maior proporcdo de folhas novas e brotacbes presentes em plantas jovens
(Mendel et al., 2004; Wilcken et al., 2015). Petro et al. (2014), observaram que plantios
de menos de trés anos eram mais afetados por L. invasa que plantios de quatro a seis
anos, na Tanzania, sustentando os resultados obtidos no presente trabalho.

Em relagdo aos parasitoides observou-se uma maior abundéancia do S. neseri
e do M. brasiliensis e uma menor proporgao da vespa-da-galha por parasitoide, nas
armadilhas do clone B. Tendo em conta que nao houve diferencas nos talhdes B e C
nas capturas da praga e que nestes talhdes ndo foram observadas a presenga de

galhas que pudessem atrair os parasitoides.

2.4.3 Modelagem da distribuigdo potencial de L. invasa e do parasitoide S. neseri

A geoestatistica e os sistemas de informacédo geografica (SIG) tém sido
empregados para tentar explicar a dispersdo e distribuicdo espacial de pragas.
Portanto, conhecer a distribuicdo dos insetos € necessario para determinar os
requerimentos ecoldgicos e estabelecer medidas de manejo (Thomas et al., 2001).
Existem varios exemplos do uso desta metodologia para determinar os padrdes de
distribuicdo espacial de insetos-praga em cultivos de macgés e peras (Ribes-Dasi et
al., 1998; Farias et al., 2004; Duarte et al., 2015; Calvo et al., 2018), vinhedos (Thomas
et al., 2001; Thomson e Hoffmann, 2013), agroecossistemas e pragas florestais
(Cocco et al., 2010; Jones et al., 2015; Duque-Lazo e Navarro-Cerrillo, 2017).

Lismar et al. (2012) analisaram a distribuigcdo espacial e nivel de infestagcéo de
formigas cortadeiras e de seus ninhos em plantios de Eucalyptus spp. no Brasil.
Santos et al. (2016) utilizaram a geoestatistica para modelar a distribuigdo de cupins

subterraneos do género Syntermes em plantios de Eucalyptus spp. no Brasil. Existem



77

exemplos do estudo da distribuicdo espacial de insetos-praga e predadores em
vinhedos (Thomas et al., 2001, Thomson e Hoffmann, 2009, 2013).

O uso da geoestatistica e do SIG visando 0 manejo de pragas florestais, em
especial para avaliar o uso do controle biologico, € escasso. Ferreira-Filho et al.
(2008b), utilizaram a geoestatistica para avaliar a distribuigdo espacial do parasitoide
P. bliteus, além da distribuicdo da praga e estudar a eficiéncia do controle biolégico
das populacdes do psilideo-de-concha. Zaché (2012) e Candelaria (2013) avaliaram
a dispersao e distribuigdo espacial de parasitoides de pupa de lagartas desfolhadoras
em plantios de eucalipto no Brasil. O presente trabalho € o primeiro em avaliar a
distribuicdo espacial da vespa-da-galha do eucalipto e seu parasitoide S. neseri.

Os mapas de distribuicdo espacial de L. invasa com o estimador Kernel
mostram como a densidade da praga foi diminuindo em todos os talhdes com o
percorrer do tempo de estudo. O parasitoide S. neseri demorou trés meses para ser
capturado nas armadilhas adesivas amarelas apos sua liberagdo no talhdo de E.
saligna. Isto pode ter ocorrido porque o ponto central onde o parasitoide foi liberado
tinha progénies altamente suscetiveis a L. invasa com um alto nivel de infestacao,
pelo qual a espécie n&o precisou se dispersar muito para procurar galhas de L. invasa
adequadas para parasitar.

A demora na dispersao do parasitoide também pode ter sido influenciada pela
queda de temperatura nos meses posteriores a sua liberagao (de maio a agosto de
2016). A temperatura incide na duragao do ciclo (acelerando ou diminuindo) e na
sobrevivéncia dos insetos (Dajoz, 2005; Gulan e Cranston, 2017). A diminuicdo da
temperatura pode ter afetado o tempo do ciclo de vida do S. neseri, e por
consequéncia, demorado para aumentar a progénie e assim poder-se dispersar a uma
distancia maior. Apds setembro de 2016, S. neseri dispersou-se nas areas proximas
no qual a praga tinha apresentado uma maior densidade.

Conhecer a dispersdo das pragas e de seus inimigos naturais no espago €&
necessario para poder estabelecer medidas de monitoramento e controle efetivas.
Paraisso, é necessario contar com dados precisos e de boa qualidade. Os organismos
podem se distribuir de forma uniforme, agregada ou ao acaso, dependendo dos
recursos (alimento, refugio, reproducado, entre outros) e das interagdes intra e
interespecificas e dos fatores ambientais (Dajoz, 2005, Begon et al., 2006). A
distribuicdo agregada (ou contagiosa) é comum de observar em seres vivos (Dajoz,

2005), em especial nos insetos-praga (Bentancourt e Scatoni, 2009). A dispersao do
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S. neseri foi agregada, e coincidiu com as areas de maior infestagcdo da praga.
Ferreira-Filho et al. (2008), observaram um comportamento similar no Psyllaephagus
bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae) parasitoide do psilideo-de-concha, Glycaspis

brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae), no Brasil.

2.5 Conclusoes

O presente estudo proporciona informagédo relevante acerca de aspectos
ecoldgicos que incidem na distribuicdo espacial e temporal da vespa-da-galha e dos
seus parasitoides Megastigmus brasiliensis e Selitrichodes neseri. Contar com esses
dados é necessario para o desenvolvimento de protocolos de controle biolégico da
praga em plantios de eucaliptos. Confirmou-se o estabelecimento e dispersdo do
parasitoide S. neseri nos talhdes vizinhos ao local de liberacdo. O S. neseri
acompanhou as flutuacdes de L. invasa, e dispersou-se a pontos de maior densidade
da praga, pelo que poderia existir uma relacdo de denso dependéncia entre eles. O
M. brasiliensis foi afetado negativamente pela liberagdo do S. neseri, uma possivel
relacédo antagbnica entre eles é sugerida. Os talhdes de E. cloeziana auxiliaram na
diminui¢ao da dispersao da praga fora da area de infestagcéo do talhdo de E. saligna.

Portanto, sua utilizagdo em areas com altos niveis de infestagdo é recomendavel.
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CAPITULO 3:

DISTRIBUIGAO VERTICAL DE Leptocybe invasa (Hymenoptera: Eulophidae)
E DO SEU PARASITOIDE Selitrichodes neseri (Hymenoptera: Eulophidae) NO
PERFIL DAS ARVORES DE Eucalyptus spp."

Resumo

A vespa-da-do eucalipto Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera:
Eulophidae), é considerada um dos principais insetos-praga do eucalipto tanto em
viveiro como em campo. A praga tem preferéncia em atacar brotagdes e folhas novas,
sendo observado maiores danos em viveiro e em plantios novos de até os dois anos
de idade. O uso do controle biolégico classico com o parasitoide australiano
Selitrichodes neseri Kelly & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) € um dos mais
utilizados no manejo desta praga. Leptocybe invasa também pode atacar plantios de
maior idade, dessa forma, a liberagao e avaliagao da efetividade do controle bioldgico
torna-se dificultada. A distribuicdo do parasitoide e da praga no perfil das arvores de
eucalipto é desconhecida. Por tanto, o objetivo foi estudar a distribuicao de L. invasa
e do parasitoide S. neseri nas arvores de Eucalyptus spp. Foi avaliado um talhdo
comercial de E. grandis com alto nivel de infestacdo da praga e com presenga do
parasitoide em Mogi Guacgu, Sao Paulo, Brasil. Em fevereiro de 2019, foram instaladas
armadilhas adesivas amarelas nas alturas de 1.8, 4 e 8 m, em 20 arvores. As
armadilhas foram trocadas 55 dias apoés a instalagdo. Também foram coletados ramos
a cada altura para avaliar as emergéncias das galhas. Tanto a praga como o
parasitoide apresentaram mais capturas na altura de 4 m, seguida na de 1.8 m. Nos
ramos foi observada uma maior infestacdo de galhas e de emergéncias de L. invasa
na altura de 8 m, porém, S. neseri foi mais abundante a 4 m (N=34) que a 8 m (N=
26), sendo as fémeas mais abundantes (84%). Portanto, confirmou-se a presenga do
parasitoide até 8 m de altura acompanhando a presenga de galhas no ponteiro. Este
e o primeiro trabalho em avaliar a distribuicdo de uma praga do eucalipto e de seus

inimigos naturais no perfil vertical das arvores.

' Capitulo redigido de acordo com as normas do periodico Forest Ecology and Mangement
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Palavras-chave: controle bioldgico, altura de voo, eucaliptos, pragas florestais.

3.1 Introducgao

Os plantios de Eucalyptus spp. sao caraterizados por apresentar uma baixa
diversidade genética (origem clonal), grandes extensdes com um mesmo material
genético, aumentando a area adequada para o estabelecimento de espécies de
insetos fitofagos exoticos (Garnas et al., 2012; Hurley et al. 2016). Os insetos-praga
exoéticos como a vespa-da-galha do eucalipto, Leptocybe invasa Fisher & La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae) tem ocasionado importantes perdas na produtividade nos
plantios de Eucalyptus spp. no mundo (Mendel et al., 2004; Czo6ca et al., 2017; Otieno
et al., 2019). No Brasil, L. invasa ingressou e se estabeleceu em 2008 (Costa et al.,
2008; Wilcken, 2015), os danos gerados pela praga tém aumentado nos ultimos anos
tanto em viveiros como no campo.

A vespa-da-galha do eucalipto tem se transformado em uma espécie altamente
invasora devido a reproduzir-se por partenogénese telitoca (Jorge et al., 2016; Czoéca
et al.,, 2017; Otieno et al., 2019) e a grande adaptagdo as diferentes condi¢cbes
climaticas (Lu et al., 2014; Yang et al., 2015; Zhu et al., 2015). Os danos gerados por
L. invasa estao associados com a formagao de galhas em folhas e ramos, desfolha,
deformagcdo da copa, perda de crescimento e morte em gendtipos altamente
suscetiveis (Mendel et al., 2004; Wilcken et al., 2015; Martinez et al., 2019). As plantas
jovens sdo as mais afetadas e genodtipos muito suscetiveis podem apresentar
deformacgbes no tronco e nos ramos alterando a topografia normal do material,
tornando-as produtivamente inviaveis (Jorge et al., 2016; Wilcken et al., 2015). No
Brasil e Uruguai clones comerciais tiveram que ser retirados da produg¢do devido a
alta suscetibilidade a L. invasa (Wilcken C.F., 2018 e Jorge C., 2019, comunicagdes
pessoais).

Devido a complexidade comportamental de L. invasa e por estar protegida dentro
dos tecidos da planta, nao existe uma metodologia eficiente de manejo, além do
controle cultural. Porém, o uso do controle bioldgico classico com parasitoides de larva
e pre-pupa tem sido recomendado (Dittritch-Schroder et al., 2014; Kenis et al., 2019).
Os parasitoides Selitrichodes neseri Kelly & La Salle 2012 e Quadrastichus mendeli

Kim & La Salle, 2008 (Hymenoptera: Eulophidae) tem sido os mais estudados e
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empregados em programas de controle bioldgico classico de L. invasa no mundo (Kim
et al., 2008; Mendel et al., 2017; Kenis et al., 2019).

No Brasil, S. neseri foi importado em 2015 da Africa do Sul (Kenis et al., 2019), e
o mesmo foi enviado ao Chile e deste pais foi importado para a Argentina. Em
fevereiro de 2019 foi importado e liberado no Uruguai proveniente da Argentina
(Martinez et al., 2019). Os parasitoides sao liberados manualmente sobre ramos com
galhas maduras em materiais suscetiveis a praga. Este procedimento é relativamente
facil em plantios novos de até um ano de idade, mas, em plantios de mais de um ano
afetados por L. invasa, é logisticamente dificil, sendo liberados a uma altura maxima
de 1,8 m em brotacdes baixas. A dispersao espacial de S. neseri vem sendo estudada
no Brasil (Jorge C., dados nao publicados), mas, desconhece-se a capacidade do
parasitoide de se movimentar no perfil das arvores em procura das galhas de L.
invasa.

Estudos de bioecologia, e em especial que avaliem a distribuicido vertical de
inimigos naturais em florestas comerciais s&o escassos. Lima et al. (2016) estudou a
distribuicdo do percevejo bronzeado do eucalipto, Thaumastocoris peregrinus
Carpintero & Dellapé, 2006 (Hemiptera: Thaumastocoridae) a diferentes alturas em
um plantio comercial no estado de Sao Paulo, mas, ndo existem estudos com inimigos
naturais e sua distribuicdo no perfil das arvores. Leptocybe invasa tem gerado
importantes perdas econdmicas em plantios de Eucalyptus spp., € uma espécie de
dificil manejo, e o nivel de infestagcdo nas copas em plantios de mais de dois anos e
desconhecido. A efetividade do controle biologico e a capacidade de altura de voo do
S. neseri sao desconhecidas. O obijetivo foi estudar a distribuicdo de Leptocybe invasa

e do parasitoide Selitrichodes neseri no perfil das arvores de Eucalyptus spp.

Hipoteses propostas:
(1) As maiores capturas serdo nas armadilhas de maior altura.
(2) Como S. neseri é bi parental, ndao existirdo diferengcas nas capturas entre os

SEXO0s.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Area de estudo
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A distribuicdo de L. invasa e do parasitoide Selitrichodes neseri no perfil das
arvores de Eucalyptus spp. (Myrtaceae) foi avaliada na localidade de Mogi Guacu,
Sao Paulo, Brasil (Fig. 1A). O local em Mogi Guagu consistiu em um plantio de dois
anos de idade, de um clone comercial de E. grandis altamente suscetivel a L. invasa.
Foi selecionada uma parcela de 19 hectares de dois anos, com arvores com uma
altura média de 11 a 13 m (Fig. 1B). O plantio estava rodeado por talhdes do mesmo
clone susceptivel a praga. A localidade apresenta uma temperatura de 20,3 °C e 1344
mm de pluviosidade média anuais. Durante o periodo de instalacdo do experimento a

precipitacao foi de 368,3 mm e uma temperatura média de 22,5 °C.

3.2.2 Desenho amostral

Cada ponto consistiu de uma arvore no qual foram instaladas trés armadilhas
adesivas amarelas dupla face, de 10 x 12,5 cm, nas alturas de 1,8; 4 e 8 m do solo.
A distribuicdo das armadilhas foi uniforme com uma separacédo de 10 x 15 m entre
elas (Fig. 1B). Foram selecionados vinte pontos amostrais, totalizando 60 armadilhas.
As mesmas foram dispostas em uma estrutura de cano onde foram fixadas (Fig. 2 A).
O experimento foi instalado dia 1° de fevereiro de 2019 e as armadilhas foram trocadas
aos 55 dias.

Apos a coleta cada armadilha foi coberta com filme de PVC plastico para proteger
os insetos que foram capturados e para facilitar a identificacdo (Fig. 2 B). A
identificacdo dos insetos presentes nas armadilhas foi realizada com uma lupa
estereoscopica Nikon SMZ645, no Laboratorio de Controle Biolégico de Pragas
Florestais, na Faculdade de Ciéncias Agronémicas da Universidade Estadual Paulista

(Unesp), Campus de Botucatu, SP.
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Fig. 1. Area de estudo. A. Localizagdo do Municipio de Mogi Guacgu, SP, Brasil

(Ponto preto). B. Distribuigdo das armadilhas no talhdo comercial de E. grandis.

Além das armadilhas, foram coletados dois ramos de 50 cm de comprimento (ou
equivalente) por ponto, nas alturas de 4 e 8 m para a contagem do numero de galhas

e nivel de infestac&do (Fig. 2. C). Em 1,8 m n&o foi possivel coletar devido a que o
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plantio tinha dois anos de plantado e as arvores ndo contavam com ramos nessa
altura. Os ramos foram identificados e guardados em sacolas Ziploc® de 25 x 35 cm
para contabilizar a emergéncias de adultos das galhas (Fig. 2 D). As sacolas foram
mantidas em uma sala climatizada a 25°C, 70% UR e com fotoperiodo 12:12 h, até a
emergéncia dos insetos. As avaliagbes foram realizadas até n&o observar
emergéncias durante quatro dias corridos. Os insetos foram conservados em alcool
70% sendo depositados na colegdo do Departamento de Protecédo vegetal da FCA

Unesp

Fig. 2. A. Disposicao das armadilhas a trés alturas. B. Armadilha adesiva amarela

avaliada. C. Coleta de ramos. D. Conservagao das amostras de folhas.
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3.2.3 Analises de dados

O teste nao paramétrico Kruskal-Wallis (KW), ou teste H de Kruskal-Wallis, foi
utilizado para avaliar a existéncia de diferengas no numero de individuos de L. invasa
e seus parasitoides capturados nas armadilhas adesivas amarelas dispostas em
diferentes alturas. O Kruskal-Wallis € um dos testes ndo paramétricos mais utilizados
para analisar variaveis de contagens de dados biolégicos, quando os dados nao
cumprem com as pressuposi¢cdes de normalidade e homoscedasticidade (Hammer et
al., 2001).

Também foi realizado o teste de correlagao de Pearson para estudar possiveis
relacdes entre as capturas de L. invasa e do parasitoide S. neseri, para as capturas
totais e em cada altura avaliada. A significancia estatistica foi considerada para
p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o software livre: PAST 2.17¢c
(Hammer et al., 2001). Para a elaboragao dos mapas da area de estudo foi utilizado o
software QGIS 2.2.0-Valmiera (QGIS, 2009).

3.3 Resultados

3.3.1 Distribuigcao vertical de L. invasa e do parasitoide S. neseri nas armadilhas

Foram registrados 6772 individuos de L. invasa, e 5019 de S. neseri. Tanto a praga
como o parasitoide apresentaram as maiores capturas na altura de 4 m, seguida na
de 1,8 m (Tabela 1). A proporgéo de individuos de S. neseri por individuos de L. invasa
capturados nas armadilhas variou de 0,66 na altura de 4 m a 0,95 aos 8 m de altura,
com um valor de 0,74 para o total das capturas (Tabela 1). A proporg¢do diminui ao
analisar a porcentagem de fémeas de S. neseri por fémeas de L. invasa, sendo a
altura de 1,8 m a que apresentou o melhor valor com 0,31 fémeas de S. neseri por

fémeas da praga (Tabela 1).

Observou-se uma predominancia de machos do parasitoide em todas as
alturas (62%, das capturas da espécie), com uma razao sexual de 1,63 machos
por fémea (Tabela 1). O numero de machos capturados diferiu estatisticamente
nas alturas de 1,8 e 4 com a de 8 m (Tabela 2). Tanto para as capturas de L. invasa

como as de S. neseri e de machos e fémeas do parasitoide diferiram
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estatisticamente as alturas de 1,8 e 4 com a de 8 m, sendo ranqueado primeiro a

altura de 4 m seguida da de 1,8 e por ultimo a de 8 m (Tabela 2)

Tabela 1.

Abundéncia de L. invasa (Li) e S. neseri (Sn) capturados nas armadilhas adesivas amarelas
nas diferentes alturas. Total (os valores das trés alturas, N=60). M= macho, F: fémea.
RZ=razao sexual (numero de machos por fémea).

L. invasa S. neseri Propor¢do  Proporgao

Altura (m) Total M F RZ Sn/Li ?Sn/¢Li
1,8 2318 1788 1070 718 1,49 0,77 0,31
4 3456 2279 1368 911 1,50 0,66 0,26
8 998 952 675 277 244 0,95 0,28
Total 6772 5019 3113 1906 1,63 0,74 0,28

A analise de correlagdo de Pearson mostrou uma tendéncia positiva (r= 0,72)

entre o aumento das capturas de L. invasa e S. neseri nas armadilhas ao analisar

o total das capturas (Fig. 3 A). A altura de 4 m apresentou um comportamento

similar ao total, com uma leve tendéncia positiva das capturas de S. neseri com o
aumento de L. invasa (r= 0,65; p= 0,020) (Fig. 3 C).

Tabela 2.

Prova de Kruskal-Wallis para as capturas de L. invasa e S. neseri nas armadilhas colocadas
a diferentes alturas. H: valor de K-W. Médias com a mesma letra ndo séo significativamente
diferentes (p > 0,05*). N=20 (humero de amostras). F= fémeas, M= machos

Altura Média “Rank”

Variavel (m) H p

L. invasa 1,8 116 A 34 34,15 <0,0001*
4 173 A 4406
8 499 B 12,9

S. neseri 1,8 89,4 A 29,9 13,41 0,0012*
4 114 A 32,48
8 476 B 16,33

S. neseri F 1,8 359 A 36,65 25,46 <0,0001*
4 456 A 40,30
8 139 B 14,55

S. neseri M 1,8 535 A 33,65 9,37 0,0092*
4 684 A 36,93
8 33,8 B 20,93
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Fig. 3. Correlagéo entre a abundéancia de L. invasa e S. neseri observadas nas armadilhas

adesivas amarelas, no total das capturas e para cada altura estudada.

3.3.2 Infestacédo de L. invasa e emergéncias do parasitoide S. neseri y da praga nos

ramos

Na avaliagdo dos ramos coletados observou-se uma média de 20 folhas por
amostra na altura de 4 m e de 24 folhas a 8 m. O clone avaliado apresentou
maiores ataques de L. invasa na nervura central das folhas que no peciolo para

ambas alturas avaliadas (Tabela 3). O dobro no numero de galhas nos ramos foi

registrado aos 8 m de altura. Por tanto, foi observada uma maior infestagao de L.

invasa na altura de 8 m, por apresentar um maior numero de galhas e de folhas

com galha nos ramos coletados (Tabela 3).
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Tabela 3

Nivel de infestagdo das amostras de ramos com galhas. NC= nervura central, Pec= peciolo.

Média N°  Galhas Média de folhas por amostra
Altura NC Pec. Ramo Total Cl/galhas S/galhas
4m 1041 19,7 0,9 20,3 12,2 7,8
8m 175 31,7 1,8 23,7 19,9 4

A emergéncia de L. invasa dos ramos foi maior na altura de 8m (427 fémeas e
1 macho) do que quando comparado com as emergéncias a 4 m (229 fémeas). As
emergéncias coincidem com a maior presenca de galhas observada na maior
altura avaliada. Em relagdo as emergéncias do parasitoide S. neseri foi levemente
maior na altura de 4 m (Tabela 4). Observou-se uma maior porcentagem
emergéncias de fémeas das galhas coletadas (84%) (Tabela 4). A razao sexual de
S. neseri foi de 1,7 fémeas /macho a 4 m e de 1,8 fémeas /macho a 8 m. A
porcentagem S. neseri por individuos de L. invasa assim como a propor¢ao de

fémeas do parasitoide por fémeas da praga foi muito baixa (Tabela 4).

Tabela 4:

Individuos de L. invasa (L. i) e S. neseri (S. n) emergidos das amostras de ramos coletadas
em um talhdo clonal de E. grandis suscetivel a praga nas alturas de 4 e 8 m.

L. invasa S.  Neseri % S.n/  Proporgao
Altura  Total M F Total M F L QSn/Li
4m 229 o 229 34 5 29 15 0,13
gm 428 1 47 26 4 22 6 0,05

3.4 Discussao

3.4.1 Distribuig&o vertical de L. invasa e do parasitoide S. neseri nas armadilhas

O maior numero de individuos de L. invasa foram capturados nas armadilhas

adesivas amarelas a 4 m, seguido pelas armadilhas na altura de 1,8 m. Estudos
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realizados por Cividanes et al. (2004) e Santos e Silva (2013) em percevejos praga da
Seringueira (Hevea brasileinsis) observaram que esses insetos apresentavam
preferéncia pelo estrato meio e superior das arvores. Lima et al. (2016) avaliaram a
distribui¢cao vertical do percevejo bronzeado do eucalipto em arvores de E. grandis no
estado de Sao Paulo, Brasil. Neste trabalho encontraram uma preferéncia de T.
peregrinus (Hemiptera: Thaumastocoridae) pelo estrato meio e superior das arvores
avaliadas, concordante com a preferéncia desta praga por atacar folhas maduras e
arvores de mais de dois anos de idade.

Selitrichodes neseri apresentou um comportamento semelhante ao seu
hospedeiro, sendo mais abundante nas armadilhas a 4 m e 1,8 m. Além disso, a
proporcao de individuos do parasitoide por individuos de L. invasa foi alta estando
sempre acima de 0,66. A altura de 8 metros apresentou a melhor propor¢ao sendo
capturados 0,95 parasitoides por individuo da praga. O resultado foi concordante com
o observado por Dittrich-Schroder (2014) em que observaram que o0 S. neseri
apresenta um nivel de parasitismo acima do 70% em condi¢bes de laboratorio.

Compton et al. (2000) avaliaram a distribuicdo vertical de parasitoides num
bosque tropical com armadilhas adesivas amarelas. Eles observaram que varias
espécies de Chalcidoidea, conseguem voar até as copas das arvores e utilizar o vento
para se dispersar a maiores distancias na procura de seus hospedeiros. Se bem se
conta com estudos que avaliaram a dispersao espacial de insetos praga do eucalipto
e seus parasitoides (Zaché, 2012; Candelaria, 2013) o presente estudo e o primeiro
que visou caracterizar a distribuicdo de um inseto-praga do eucalipto e do seu
parasitoide no perfil das arvores de Eucalyptus spp.

Os machos de S. neseri foram mais capturados que as fémeas nas armadilhas
adesivas amarelas se observando uma razao sexual de 1,5 a 2,4 machos por fémea.
Segundo Dittrich-Schroder (2014) o parasitoide S. neseri apresentaria uma raz&o
sexual de 1: 3,43 machos por fémea. Essa diferengca com o trabalho de Dittrich-
Schroder (2014) poderia ser explicada pelo fato de as fémeas serem mais estimuladas

a procurar galhas da praga do que pela coloragao das armadilhas.

3.4.2. Infestacdo de L. invasa e emergéncias do parasitoide S. neseri y da praga nos
ramos
Se tomarmos em conta que L. invasa tem preferéncia por atacar brotagbes e

folhas novas (Mendel et al., 2004; Wilcken et al., 2015), era esperado que as alturas
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de 4 e de 8 m iriam apresentar as maiores capturas. Isto foi corroborado com a coleta
dos ramos no qual a altura de 8 m apresentou um maior nivel de infestagdo e
emergéncia de adultos da praga. Nas armadilhas o maior numero de individuos
observou-se na altura de 4 m.

As emergéncias do parasitoide S. neseri foi similar entre as duas alturas
avaliadas sendo levemente maior na altura de 4 m. A diferengca das capturas nas
armadilhas adesivas amarelas as fémeas foram mais abundantes que os machos. A
razao sexual de machos por fémea de S. neseri foi de 0,17:1 nos ramos coletados a
4 mde alturae de 0,18: 1 a8 m.

A porcentagem S. neseri por individuos de L. invasa foi muito baixa de 15% a
6% nas alturas de 4 e 8 m respetivamente a diferenga do parasitismo acima do 70%
observado por Dittrich-Schroder (2014) em condigdes de laboratério. Isto poderia ser
explicado em que as galhas coletadas n&do foram adequadas para o parasitoide ou
que o periodo de avaliacao das galhas foi menor ao ciclo do parasitoide.

Agaonidae é uma das familias de Chalcidoidea que consegue voar até as copas
das arvores para procurar os hospedeiros (Compton et al., 2000). A emergéncia de
individuos do parasitoide S. neseri das galhas nas alturas de 4 e 8 m no local de
estudo sugere que o parasitoide consegue acompanhar a colonizagdo da praga no
estrato superior das arvores. Isto também foi observado na avaliagdo com as

armadilhas adesivas amarelas.

3.5 Conclusoes

A nossa hipétese 1 foi rechacada em parte devido ao fato de que as maiores
capturas tanto de L. invasa como do S. neseri foram observadas na alturade 4 me a
1,8 m e ndo na de maior altura (8 m). Foi observada diferenga nas capturas das
armadilnas adesivas entre os sexos do parasitoide sendo os machos os mais
capturados em comparagao com as fémeas. Portanto, a nossa segunda hipdtese
também foi rechagada. O presente estudo é o primeiro que visou caracterizar a
distribuicdo de um inseto-praga do eucalipto e do seu parasitoide no perfil das arvores
de Eucalyptus spp. Aportam-se dados comportamentais e ecolégicos de L. invasa e
do seu parasitoide S. neseri de grande importancia, que permitirdo aos tomadores de

decisdes optarem por medidas mais adequadas de manejo desta praga. A altura de
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1,8 m e boa para ser utilizada no monitoramento da praga e de seus inimigos naturais
devido ao grande numero de individuos coletados. Confirmou-se o acompanhamento
do parasitoide nas novas infestagbes da praga em maiores alturas conforme o

crescimento das arvores.
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CAPITULO 4.

FLUTUAGAO POPULACIONAL E MODELAGEM DA DISTRIBUIGAO POTENCIAL
DA VESPA-DA-GALHA DO EUCALIPTO Leptocybe invasa Fisher & La Salle
(Hymenoptera: Eulophidae) NO URUGUAI 1

Resumo

A produgao florestal no Uruguai tem se tornado a principal atividade produtiva
para o pais. Os plantios de Eucalyptus spp. sdo os predominantes com o 78% da area
de plantios florestais. Na ultima década tém aumentado os relatos de introducéo de
pragas exoticas do eucalipto originarias da Australia, sendo Leptocybe invasa Fisher
& La Salle (Hymenoptera: Eulophidae), o ultimo relato oficial. A praga gerou
importantes perdas econémicas nos paises onde conseguiu se estabelecer. Dado seu
recente ingresso no pais, desconhecem-se os fatores bioecoldgicos, assim como, a
distribuicdo geografica atual. Por tanto, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer
o efeito da temperatura e precipitacao na flutuacdo populacional de L. invasa e o
potencial das regides climaticas do Uruguai para a ocorréncia da praga. A flutuagao
populacional de L. invasa foi realizada numa area com Eucalyptus spp. na cidade de
Tacuarembd, com 4 armadilhas adesivas amarelas, trocadas mensalmente de
dezembro de 2015 a dezembro de 2018. O mapa de distribuicdo potencial foi realizado
com o programa MaxEnt baseado nos registros de presenca da praga. A vespa-da-
galha apresentou trés picos de emergéncia em 2016, ja em 2017 e 2018 foram dois
picos, sendo o de menor importancia em 2017. A modelagem climatica indicou
melhores condi¢des para o estabelecimento da praga na regiao oeste e norte do pais,
sendo as variaveis associadas a temperatura as que mais contribuiram com o modelo
de distribuicdo potencial. Futuros esforgos de manejo deveriam ser direcionados nas
regides de condig¢des climaticas favoraveis, visando diminuir o nivel populacional da
praga e no leste do pais aumentar as prospecgdes para a sua detecdo precoce

evitando perdas econOmicas.

Palavras-chave: Modelo de nicho, vespa-da-galha, dinamica populacional,

MaxEnt, insetos-praga, distribuicdo potencial.

' Capitulo redigido de acordo com as normas do periédico Agricultural and Forest Entomology
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4.1 Introdugao

Nos ultimos 20 anos a produgao florestal no Uruguai tem se tornado uma das
atividades produtivas mais importantes (Payseiro, 2018), se posicionando em 2018 no
primeiro lugar com aproximadamente 2000 milhdes de dolares em exportagdes
(Ligrone, 2018). A area com plantios florestais no Uruguai esta préxima a 1,2 milhdes
de hectares em 2015 (SPF, 2017) sendo ocupadas por espécies dos géneros exoéticos
Eucalyptus (78%) e Pinus (18%), sendo o restante plantado com salicaceas (Populus
spp.) (DIEA, 2018). O nordeste (Tacuarembd e Rivera), litoral oeste (Rio Negro e
Paysandu) e o Sudeste (departamento de Lavalleja), sdo as principais regidées com
plantios florestais do Uruguai (SPF, 2017; DIEA, 2018). As espécies mais plantadas
de eucaliptos no Uruguai sdo Eucalyptus globulus Labill., E. maidenii F. Muell., E.
grandis W. Hill ex Maiden e E. dunnii Maiden (SPF, 2017).

As pragas (insetos e doencas) sao consideradas o principal fator bidtico
responsavel pela reducao da producao florestal, ocasionando perdas econbémicas
para as empresas florestais (Wingfield et al., 2008), assim como o fechamento de
mercados internacionais, caso medidas fitossanitarias ndo sejam respeitadas. Com a
globalizacdo e o aumento na frequéncia do transporte e niumero de pessoas e
mercadorias no mundo, tem intensificado a distribuicdo geografica de espécies de
insetos fitofagos associados as florestas comerciais, com acréscimo no numero de
relatos de pragas florestais (Paine et al., 2011; Hurley et al., 2016). Um exemplo sao
os insetos-praga indutores de galhas, consideradas espécies altamente invasoras de
dificil manejo (Csoka et al., 2017). Leptocybe invasa Fischer & La Salle, 2004
(Hymenoptera: Eulophidae) (a vespa-da-galha do eucalipto) é considerado o principal

inseto galhador praga do eucalipto no mundo.

Devido a agressividade do seu ataque, rapida dispersao, colonizagao e
adaptagao a novos ambientes (Wilcken et al., 2015; Jorge et al., 2016; Csoka et al.,
2017), nos paises onde L. invasa se estabeleceu vem gerando varios problemas entre
eles a limitagao da atividade florestal em locais de alta infestacdo (Mendel et al., 2004;
Wilcken et al., 2015), assim como a descontinuidade do uso de clones produtivos que

sejam altamente suscetiveis a esta praga (Jorge C., 2018 comunicagao pessoal).

As mudas nos viveiros e plantios jovens de até dois anos sdo as etapas mais

suscetiveis ao ataque de L. invasa na cadeia florestal (Wilcken et al., 2015). Esta



104

espécie conseguiu se dispersar e estabelecer em menos de dez anos (2000-2008) em
todos os continentes onde o Eucalyptus é plantado. Na América do Sul foi detectada
pela primeira vez no Brasil em 2008 em plantios de Eucalyptus spp. na Bahia (Costa
et al., 2008). No Uruguai foi detectada em 2011 em arvores urbanas de E. tereticornis

na cidade de Montevidéu (Jorge et al., 2016).

A oviposigao e o posterior desenvolvimento das larvas de L. invasa dentro das
galhas sdo responsaveis pelas deformacgdes em folhas e ramos, desfolha, reducédo da
area fotossintética, perda de crescimento e até a morte em materiais muito suscetiveis
(Mendel et al., 2004, 2017; WIlicken et al., 2015). Quando o nivel populacional de L.
invasa € muito alto ou se o gendétipo de Eucalyptus afetado € muito suscetivel, podem
causar injurias no caule e nos ramos em mudas ou plantas jovens de eucalipto,
tornando as produtivamente inviaveis (Jorge et al., 2016; Wilcken et al., 2015). A
duracao do ciclo de vida (ovo-adulto) de L. invasa é afetada pela temperatura e pela
espécie de Eucalyptus hospedeira, sendo de 130 dias em média em climas
temperados (Mendel et al., 2004) e de apenas 46 dias em locais com climas tropicais
(Santongpraow et al., 2011), com duas a sete geragdes anuais respectivamente. Até
o momento ndo se conhece no Uruguai a duragao do ciclo de L. invasa, nem quantas

geragdes no ano a espécie consegue ter nas condigdes climaticas presentes no pais.

Embora existam estudos sobre o uso de variedades resistentes (Dittrich-
Schroder et al., 2012; Kumar et al., 2015; Nyeko et al., 2010; Thu et al., 2009), controle
quimico (Cegatta & Villegas, 2013; Kulkarni, 2010; Ramos, 2015) e controle biolégico
(Dittrich-Schroder et al., 2014; Mendel et al., 2017) ndo se conta com uma metodologia
de manejo adequada para o controle de L. invasa. Além disso, existem escassos
estudos que analisam a influéncia de fatores bidticos e abidticos sobre a flutuagéao

populacional da vespa da galha e da distribuicdo, em especial com enfoque ecolégico.

Segundo Philips et al. (2006), a distribuicdo pode ser referida a distribui¢cao real
de uma espécie (locais de ocorréncia) ou a potencial que é determinada através de
um modelo de nicho ecoldgico, baseado em dados de registros de presenca da
espécie e das variaveis climaticas associadas com as localidades. Os modelos podem
ser utilizados para predizer o comportamento de uma espécie em fungao das variaveis

climaticas presentes nas localidades de ocorréncia da espécie estudada e da
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probabilidade de encontrar areas geograficas com caracteristicas similares onde a

espécie possa se estabelecer (Torres-Olave, 2015).

Os modelos de nicho ecologico tém sido utilizados para estabelecer quais sao
as condicbes ambientais favoraveis para predizer o estabelecimento de espécies
invasoras (Booth, 2017a; Li et al., 2006; Sutherst, 2014), espécies-praga (Barredo et
al., 2015; Carneguie et al., 2006; Evangelista et al., 2011; Ireland et al., 2018;
Montemayor et al., 2014; Queiroz et al., 2013; Saavedra et al., 2015; Venet et al.,
2017), conservacao de espécies (Park et al., 2018) e planejamento de plantios
florestais em locais de maior aptidao climatica (Ashraf et al., 2017; Flores et al., 2016),
entre outras. Recentemente Otieno et al. (2019) realizaram a analise de modelo de
nicho ecoldgico inverso para estabelecer as caracteristicas climaticas favoraveis na
Australia a partir dos dados climaticos nos pontos de presencga de L. invasa no mundo.
Portanto, esses modelos sao uteis para otimizar o uso de recursos humanos e
econdmicos na escolha de locais para realizar a prospec¢ao de uma espécie-praga
e/ou definir o seu status, além da silvicultura poder planejar quais sdo os melhores

locais para estabelecer cada tipo de plantio.

Considerando que L. invasa é uma espécie com alta capacidade reprodutiva,
de dificil controle e de rapida dispersao, o desenvolvimento de medidas efetivas para
a detecgdo e manejo sado fundamentais. O desenvolvimento da presente pesquisa &
fundamental para aumentar o conhecimento da biologia e requerimentos ambientais
da vespa-da-galha no Uruguai, para definir os fatores que afetam a distribui¢do. Essa
informacéo é vital para o entendimento do processo invasivo desta praga para poder
estabelecer medidas de manejo adequadas, ecologicamente sustentaveis e
adaptadas as condigbes climaticas do Uruguai. O presente trabalho teve como
objetivo geral conhecer o efeito da temperatura e da precipitagdo na dinamica
populacional de L. invasa e o potencial das regides Climaticas do Uruguai para seu

estabelecimento.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Efeito da temperatura e precipitacdo na dindmica populacional de L. invasa

4.2.1.2 Area de estudo:
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O experimento foi instalado em um talhdo com diferentes espécies de eucalipto,
com predominancia de Eucalyptus tereticornis e Eucalyptus camaldulensis (espécies
altamente suscetiveis ao ataque da vespa-da-galha (Jorge et al., 2016)), localizada
no Campus Interinstitucional INIA-Udelar-MGAP, em Tacuarembd, no Departamento
de Tacuarembd no nordeste do Uruguai (31°44'26.19"S; 55°58'48.43"W). (Fig. 1). O
talhdo tem uma area de 0,5 hectare. A localidade apresenta uma temperatura média

anual de 17,9 °C e pluviosidade média anual de 1280 mm.
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Figura 1. Localizacdo da area de instalacdo das armadilhas adesivas amarelas, no

departamento de Tacuarembd, Uruguai (ponto preto).

4.2.1.2 Amostragem:

Para a avaliacdo da flutuagcao populacional foram utilizadas armadilhas
adesivas amarelas, dupla face (Biotrap®) de 10 x 12,5 cm. A medida das armadilhas
foi escolhida por ser o tamanho padréo utilizado para o monitoramento de L. invasa e
outras pragas-chave do eucalipto no Uruguai e no Brasil (Jorge C. comunicagao
pessoal). Essa metodologia foi testada na india e demonstrada sua efetividade para
ser utilizada no monitoramento de L. invasa, embora com armadilhas de maior
tamanho (27 x 19 cm) (Kumari 2010; Vastrad et al. 2010). No Brasil o uso de
armadilhas adesivas amarelas foi testado por Masson (2015) para avaliar a infestagcao

de um talhdo de eucalipto afetado pela vespa-da-galha.
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Quatro armadilhas amarelas foram instaladas em 15 de dezembro de 2015 em
uma area de 0,5 ha de Eucalyptus spp., e foram avaliadas durante um periodo de trés
anos (até dezembro de 2018). As armadilhas foram trocadas mensalmente, exceto
em junho a julho de 2016 e de margo a maio de 2016, devido a problemas climaticos
que impediram a troca das armadilhas durante estes periodos. Apds a coleta, as
mesmas foram cobertas com sacos plasticos de PVC transparente (policloreto de
polivinil), para protecao e facilitar a identificacdo dos insetos capturados. A avaliagao
das armadilhas foi realizada com microscépio estereoscépico ZEISS Stemi DV4 +/-
0,8-4,5 aumentos, no laboratério de Entomologia do Campus Interinstitucional INIA-
Udelar-MGAP, Tacuarembo, Uruguai.

A area de estudo tem uma estacao climatica automatica DAVIS AVENTAGE
VUE, da qual se utilizaram os dados meteoroldgicos de temperatura maxima e minima
e precipitacao acumulada por periodo de troca das armadilhas. Porém, devido a que
as armadilhas nem sempre foram trocadas na mesma data, foram considerados os
valores dos intervalos entre cada coleta. Com isso, foi possivel estudar a possivel

existéncia de correlagao entre a flutuagéo da vespa-da-galha com os dados climaticos.

4.2.1.3 Analise dos dados:

Foi realizada a curva da abundancia de adultos de L. invasa capturados nas
armadilhas adesivas amarelas no tempo e se comparou com as curvas de
temperatura (maximas, minimas, média) e precipitagdo mensal, para ver se no grafico
observava-se alguma tendéncia.

A influéncia das variaveis climaticas na flutuacao de L. invasa foi analisada
mediante o coeficiente de correlagao de Pearson (r). A significAncia estatistica foi
considerada para valores de p < 0,05. Esta andlise € comumente utilizada para
estudar possiveis relagbes e/ou o efeito das variaveis climaticas na dinamica
populacional de insetos (Ferreira-Filho et al. 2017). As analises foram realizadas no

programa PAST (Hammer et al. 2001).

4.2.2 Distribuicao real e potencial de L. invasa no Uruguai

Existem varios programas que podem ser utilizados para a construgcéo de
modelos de nicho ecolégico ou de distribuicdo potencial de espécies. Os mais

utilizados sdo o Climax e o MaxEnt. A analise de nicho ecolégico do MaxEnt foi
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calculada com as seguintes condi¢des: quadrantes de 5 x 5 km (25 x 25 km). O ajuste
estatistico do modelo foi avaliado com o AUC (area abaixo da curva) com a curva
caracteristica operativa do receptor (ROC) (Peterson et al., 2011). Foi considerado
que valores de AUC superiores a 0,95 apresentavam bom grau de confiabilidade
estatistica, portanto, valores mais perto de 1 indicam um ajuste perfeito da curva e,
porém, uma boa predigao.

Parte dos dados de presenga/auséncia de galhas no pais de agosto de 2013
até julho de 2015 foram obtidos do trabalho de Jorge et al. (2016) e parte de
relevamentos pontuais da praga. A partir desses dados foi realizada uma modelagem
da distribui¢cdo potencial de L. invasa para selecionar areas com alta probabilidade de
ocorréncia sem dados de registros da vespa galhadora do eucalipto (Figura 3A).
Baseados nesta predigdo foram realizadas algumas visitas em procura da presenca
de L. invasa em areas de quebra-ventos e plantios de Eucalyptus spp. em diferentes
regides do pais.

Para a modelagem da distribuicao potencial foram empregados os softwares
livres DIVA-GIS, e o Maxent. 3.3.1. (Maximum Entropy based program) (Philips et al.,
2006). As curvas de resposta foram construidas com o Jackknife, a equagéo logistica,
“Random test percentage”, com 25% para o “test” e o 75% “training”. Para as
interacbes maximas N= 1500. Os pontos duplicados foram removidos. O “Maximum
trainin sensitivity plus specificity” foi selecionado para aplicar no “threshold rule”. Para
ambos programas foi utilizada a base climatica WorldClim 2.0, resolugcéo de 30 sec.
(1 km?), e o Bioclim (19 variaveis climaticas) (Fick e Hijmans, 2017).

Para avaliar as condigdes climaticas do Uruguai para o estabelecimento da
vespa-da-galha, classificamos os valores de probabilidade logistica obtidos na
modelagem do MaxEnt em seis niveis. Os valores estdo entre 0 (inadequado) e 1
(6timo), os quais podem ser interpretados como a probabilidade de ocorréncia da
espécie em relacdo as variaveis bioclimaticas do BIOCLIM. Os niveis sao: habitat
inadequado (< 0.15); habitat poco adequado (< 0.15 < 0.30); habitat moderadamente
adequado (= 0.30 < 0.45); habitat adequado (= 0.45 < 0.60); habitat muito adequado
(< 0.60 = 0. 76) e habitat éptimo (< 0.75). No mapa as cores calidas mostram as areas
que o modelo considera que presentam as melhores condi¢dées ambientais para o

estabelecimento de L. invasa.
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4.3 Resultados

4.3.1 Efeito da temperatura e precipitagdo na dindamica populacional de L. invasa:

Durante os trés anos de avaliagao foram capturadas 234 fémeas de Leptocybe
invasa com trés picos de emergéncias em 2016: em fevereiro (N=21), maio (N= 16) e
novembro (N= 17); e dois picos para 2017 (fevereiro N=8, novembro-dezembro N= 8)
e 2018 (abril N=32, dezembro N= 2) (Figuras 2-3). Em 2017 foi 0 ano que apresentou
0s menores valores de capturas.

O numero de individuos de L. invasa capturados nas armadilhas amarelas tem
tendéncia a diminuir quando a precipitagdo aumenta (Figura 2). As baixas
precipitacbes observadas de novembro de 2017 até abril de 2018 poderiam ter
contribuido para o crescimento constante dos registros da praga, passando a
apresentar um s6 grande pico durante esse periodo (Figura 2). A precipitagao anual
acumulada foi variavel durante os anos de estudo (Tabela 1), isso poderia ter
influenciado na captura das vespas nos cartbes adesivos amarelos.

A precipitagado anual do primeiro ano de avaliagao foi 2060 mm, decrescendo
em 2017 e 2018 (Tabela 1), com o consequente aumento das capturas da praga em
2018 (Figura 2 A). A média da precipitagdo anual em 2018 foi a menor dos trés anos

de estudo, (Tabela 1).
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Figura 2. Flutuagdo populacional de L. invasa e Precipitagdo acumulada (ml) por
periodo de troca das armadilhas, em Tacuarembd Uruguai. As setas indicam os picos
de emergéncias.
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O grafico das capturas de L. invasa em comparacdo com a temperatura nao
mostra um padrao (Figura 3). A temperatura média maxima por periodo de troca das
armadilhas anual teve um aumento no percorrer do tempo de estudo (Tabela 1). O
periodo de estudo teve uma variacdo na temperatura média minima, tendo o menor
valor em 2018 (Tabela 1).

Tabela 1: Precipitacdo acumulada anual e média mensal e as temperaturas maximas
e minimas anuais médias na area de estudo, Tacuarembo6 (Dez/2015-Dez/2018).

Ano Precipitacéo Média(mm) Temperatura (°C)
Anual Mensual Maxima Minima
2016 2060,3 171,7 30,6 3,7
2017 1739,3 144 31,8 4,1
2018 1389,8 115,8 33,0 3,4

A analise de correlacdo de Pearson indica que existe uma leve tendéncia
positiva das capturas de L. invasa e o aumento da temperatura minima (p= 0,011) e
da temperatura maxima (p=0,0063) (Figura 4 A-B, Tabela 2). A regressao mostrou
que nao houve efeito da precipitacdo nas capturas de L. invasa (p>0.05) (Figura 4 C,
Tabela 2).
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Figura 3. Flutuagdo populacional de Temperatura (°C) por periodo de troca das
armadilhas. As setas indicam os picos de emergéncias.
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Figura 4. Grafico da correlacdo de Pearson da abundancia de L. invasa nas
armadilhas e as variaveis meteoroldgicas. A. Temperatura maxima, B. Temperatura
minima, C. Precipitacao.

Tabela 2: Resultados da analise da Correlacdo de Pearson da abundancia de L.
invasa nas armadilhas e as variaveis meteoroldgicas. * indica significancia estatistica

(p <0,05).

Variavel r r? P
Temperatura Maxima (°C) 0,0327 0,107 0,0063*
Temperatura Minima (°C) 0,438 0,192 0,011*
Precipitagdo (mm) -0,091 0,008 0,0613

4.3.2 Distribuigao real e potencial de L. invasa no Uruguai

Com os dados de presencga de L. invasa até dezembro de 2015, foi verificado
que o oeste do pais apresentou os maiores valores enquanto o leste do pais tem baixa
probabilidade de encontrar o inseto-praga, coincidindo com os dados observados no
campo (Figura 5). O modelo apresentou alta significancia estatistica com valores de
AUC de 0.98. As variaveis que incidem no modelo até 2015 sdo a temperatura do
trimestre mais seco (23,7%), a sazonalidade da temperatura (20,3%) e a temperatura

média do trimestre mais quente (19,4%) também foram importantes.
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Figura 5. Modelagem da distribuicdo potencial de L. invasa para Uruguai no
programa MaxEnt. Pontos brancos: presenga; preto: ndo encontrada.

4.4 Discussao:

4.4.1 Efeito da temperatura e precipitacdo na dindmica populacional de L. invasa:

Os registros de L. invasa nas armadilhas adesivas amarelas para Tacuarembo,
foram mais altos nos meses com temperaturas quentes a temperadas. O resultado
obtido foi concordante com trabalhos realizados no Brasil (Masson, 2015), Sri-Lanka
(Udagedara e Karunaratne 2014) e em Israel (Mendel et al. 2004). Na China
encontraram menor captura de L. invasa nas armadilhas adesivas amarelas durante
o inverno (Zhu et al., 2012), nos meses de fevereiro, maio e novembro.

A temperatura € um dos principais fatores ambientais que incidem nos aspectos

fisiologicos e na sobrevivéncia dos insetos (Gulan e Cranston, 2017). Em nosso
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estudo o aumento da temperatura teve uma influéncia positiva nas capturas de L.
invasa. Zhu et al. (2014) relatam que a temperatura tem uma grande influéncia sobre
a biologia de L. invasa, afetando a longevidade dos adultos, a duragao do ciclo de vida
e do numero de ovos a serem depositados pelas fémeas. O metabolismo da praga
também é afetado com o aumento da temperatura com longevidade de apenas 18 h
quando os adultos sdo expostos a uma temperatura constante de 41°C (Lu et al.,
2014). De Souza et al. (2018), encontraram resultados similares onde as temperaturas
extremas (10°C e 34°C) em condi¢gbes controladas afetavam negativamente a
sobrevivéncia da praga no Brasil.

A duracédo do ciclo de vida é de 130 dias, em média, para areas temperadas
como Israel (Mendel et al., 2004) e Argentina (Aquino et al., 2011) e de 45 dias em
média em localidades com clima tropical, como a Tailandia (Santongpraow et al.,
2011) e Taiwan (Tung et al., 2014). Zhu et al. (2014), encontraram que o ciclo de ovo
a adulto na China é mais longo a temperaturas abaixo de 23°C. Portanto, as escassas
ou nulas emergéncias observadas de L. invasa durante o inverno poderiam também
ser explicadas pelas baixas temperaturas (médias de 17°C a 7°C durante o dia) em
Tacuarembd durante este periodo do ano. Além disso, a temperatura média anual na
cidade de Tacuarembo é de 17,8°C, sendo esperado que o ciclo de L. invasa seja
mais longo quando comparado com o observado em climas tropicais.

L. invasa apresenta um limiar amplo de temperaturas nas quais consegue se
desenvolver com 6timas entre 25°C - 29°C e temperaturas de congelamento de -10°C
para larvas e adultos (Lu et al., 2014). Yang et al. (2015) observaram que L. invasa
consegue se recuperar e adaptar frente a mudancas drasticas de temperatura.
Portanto, a rapida adaptacao desta espécie a temperaturas baixas e as mudancas na
temperatura tem contribuido na rapida dispersao e o sucesso na colonizagao de novos

ambientes.

4.4.2 Distribuicao real e potencial de L. invasa no Uruguai

A primeira modelagem realizada com o software MaxEnt indicou que a regi&o
leste do pais € a regidao com condigdes ambientais menos favoraveis para o
estabelecimento da vespa-da-galha no Uruguai. A temperatura € a variavel

meteoroldgica que mais influenciaria na distribuigao de L. invasa, sendo a temperatura
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do trimestre mais seco, a sazonalidade da temperatura (20,3%) e a temperatura média
do trimestre mais quente as que mais contribuiriam na construgdo do modelo.

O software MaxEnt tem sido utilizado para a modelizagdo da distribuicdo
potencial de outras pragas florestais como o percevejo bronzeado do eucalipto
Thaumastocoris  peregrinus  Carpintero &  Dellapé, 2006 (Hemiptera:
Thaumastocoridae) (Montemajor et al., 2014). Recentemente, Oquieno et al. (2019)
realizaram a modelagem inversa de L. invasa utilizando os softwares MaxEnt e
CLIMEX (NCAR, 2017) com boa sustentabilidade estatistica.

Os resultados obtidos permitiram aumentar o conhecimento disponivel dos
parametros meteoroldgicos que incidem na dinamica populacional de L. invasa.
Sendo a temperatura o principal fator climatico que mais afeta a praga. Esta
informag&o permite prever aos responsaveis de manter a sanidade tanto em viveiro
como a campo, os meses do ano com picos de emergéncia de adultos e aumentar as
medidas de protegcdo evitando assim perdas econdmicas de importancia e o
aproveitamento dos recursos humanos e econdmicos. O modelo de distribuicao
potencial permitiu definir as regiées do Uruguai com maior adequagao ambiental para
o estabelecimento da praga. Portanto, a informacao obtida no presente estudo aporta

ferramentas para a toma de decisdes silviculturais.
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CAPITULO 5:

PROSPECGAO DE INIMIGOS NATURAIS ASSOCIADOS AS GALHAS DE
Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae) NO URUGUAI'

Resumo

A vespa-da-galha do eucalipto, Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera:
Eulophidae), € o ultimo registro de um inseto-praga australiano em invadir o Uruguai.
O controle biolégico (CB) classico com parasitoides provenientes da Austrdlia e a
resisténcia de plantas a insetos, sdo as estratégias mais empregadas na atualidade
para o manejo desta praga. Brasil e Argentina vém desenvolvendo estudos do uso do
CB, assim como o estudo de espécies associadas as galhas de L. invasa. Porém, no
Uruguai estes estudos ndo foram realizados. Em fevereiro de 2019 se realizou a
importacdo do parasitoide Selitrichodes neseri (Hymenoptera: Eulophidae) da
Argentina e foi liberado numa plantacdo afetada por L. invasa perto da cidade de
Paysandu. Por tanto, o objetivo do presente estudo foi estudar a presenga de inimigos
naturais associados com as galhas de L. invasa em diferentes areas com Eucalyptus
spp. no Uruguai. De margo de 2018 até fevereiro de 2019 foram realizadas
amostragens de ramos com galhas de L. invasa em 13 pontos do norte do pais com
presenca conhecida da praga. Dos ramos foi observada a emergéncia de exemplares
de Quadrastichus mendeli em um ponto em Paysandu e de Megastigmus cf. zebrinus
em um ponto de Tacuarembd, além de machos de L. invasa em Tacuarembd. Nao foi
registrada a emergéncia de S. neseri, pelo qual se conclui que 0 mesmo nao

conseguiu se estabelecer em nosso pais.

Palabras-chave: Controle biologico, Eucalyptus spp., parasitoides, vespas

galhadoras, Megastigmus, Quadrastichus.

' Capitulo redigido de acordo com as normas do periédico Ecological Entomology
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5.1 Introdugao

A atividade florestal no Uruguai se converteu na primeira atividade produtiva do
pais com perto de 2000 milhdes de ddlares em exportagdes superando a produgao de
carne e soja, em 2018 (Ligrone, 2018). O género Eucalyptus é o mais plantado com
78% das 1,2 milhdes de hectares as espécies mais plantadas comercialmente no
Uruguai sao Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden no Norte e litoral oeste, Eucalyptus
dunnii Maiden no litoral (SPF, 2018; DIEA, 2018). Os eucaliptos vermelhos Eucalyptus
camaldulensis e E. tereticornis sao preferidos pelos produtores de gado como quebra-
ventos e em areas para sombra e refugio, em especial proximos as rodovias (Payseiro,
2018).

Os plantios de eucaliptos vém se prejudicados pela agao de pragas e doencgas
que diminuem a produgéo e ocasionando perdas econémicas (Wingfield et al., 2008).
Nas ultimas décadas tem se aumentado os relatos de pragas exéticas nos paises
produtores de eucaliptos. Isso pode estar correlacionado com o aumento da area
plantada com Eucalyptus, com baixa diversidade genética pelo uso de material clonal,
somado ao aumento no transporte de pessoas e mercadorias (Gibson et al., 1980;
Paine et al., 2011). Os ultimos grupos de insetos-praga exéticos do eucalipto foram os
insetos galhadores, sendo a espécie de micro-vespa Leptocybe invasa Fischer & La
Salle, 2004 (Hymenoptera: Eulophidae) a de maior importancia (Hurley et al., 2016;
Paine et al., 2011).

A vespa-da-galha do eucalipto (Leptocybe invasa) é considerada o principal
inseto-praga indutor de galhas em viveiro e em plantios de Eucalyptus spp. no mundo,
dada a agressividade do seu ataque e alta capacidade de colonizar novos ambientes
(Csodka et al., 2017; Otieno et al., 2019). L. invasa consegui se estabelecer em todos
os continentes onde o Eucalyptus é plantado para uso comercial € ou ornamental
(Jorge et al., 2016). Ingressou na América do Sul em 2008 no Brasil (Costa et al.,
2008), em 2011 foi detectada na Argentina (Aquino et al., 2011), chegando a Uruguai
em 2011 (Jorge et al., 2016). Até o momento nao existe metodologia efetiva para o
controle de L. invasa, porém o controle biolégico com parasitoides de larva e/ou pupa
€ uma das estratégias mais aceitas a nivel internacional (Mendel et al. 2017; Kienis et
al. 2019).
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Dado que L. invasa € uma espécie australiana o controle biologico classico
(CBC) com a procura de inimigos naturais no local de origem da praga foi o primeiro
realizado. O Israel foi o primeiro pais em testar o CBC da vespa-da-galha com
parasitoides de larva (Kim et al., 2008; Mendel et al., 2017). O uso do controle
biolégico aplicado mediante o uso de parasitoides nativos encontrados nos paises
aonde L. invasa conseguiu se estabelecer (fora do local de origem da praga) foi
estudado (Doganlar et al., 2013; Zheng et al., 2016).

Até o momento, foram relatadas varias espécies dos géneros Megastigmus
Dalman, 1820 (Hymenoptera: Torimidae); Selitrichodes Girault, 1913 e Quadrastrichus
Girault, 1913 (Hymenoptera: Eulophidae) entre outros, associadas com galhas de L.
invasa (Kim et al., 2008; Mendel et al., 2017; Le et al., 2018). Para alguns deles
confirmou-se que sao parasitoides de larvas e ou de pupas de L. invasa, e outros vem
sendo estudado qual é sua fungéo nas galhas desta praga.

No Brasil foi relatado o parasitoide nativo Megastigmus brasiliensis Doganlar et
al., 2013 (Hymenoptera: Torymidae) associado as galhas de L. invasa (Doganlar et
al., 2013). Recentemente na Argentina foi relatada a espécie Megastigmus zebrinus
Grissell, 2006 emergindo de galhas de L. invasa (Hernandez et al., 2015), embora
esta espécie era conhecida por induzir galhas em sementes de Eucalyptus spp.
(Grissell, 2006), sendo considerada uma espécie-praga quarentenaria (Roques et al.,
2016).

O parasitoide uniparental Quadrastichus mendeli (Hymenoptera: Eulophidae)
também foi relatado na Argentina (Aquino et al., 2018). Uruguai realizou a importagéo
do parasitoide Selitrichodes neseri (Hymenoptera: Eulophidae) da Argentina em
fevereiro de 2019 (Martinez et al., 2019), mas o mesmo nao se estabeleceu. Portanto,
conhecer as relagbes dos insetos associados as galhas de L. invasa no Uruguai é
necessario para poder estabelecer medidas de manejo adequadas, sobre todo no uso
do controle biologico. O objetivo do presente trabalho foi determinar a presenga de
inimigos naturais associados com as galhas L. invasa em areas com Eucalyptus spp.
em Uruguai. Tendo como hipdétese que o Quadrastichus mendeli e alguma das

espécies de Megastigmus citadas para a regido estariam presentes no Uruguai.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Area de estudo

Com base nos dados de distribuicdo da vespa-da-galha no Uruguai publicado
em Jorge et al. (2016), foram escolhidos locais com a presenga da vespa-da-galha.
Os locais foram selecionados visando as principais regides produtoras florestais no
litoral oeste no departamento Paysandu; no Nordeste nos departamentos de
Tacuarembd e Cerro Largo, € no Sudeste no departamento de Maldonado. Locais
com eucaliptos perto da fronteira com Argentina e Brasil, foram priorizadas, dada a
liberagao do parasitoide Selitrichodes neseri (Kenis et al., 2019; Andorno et al., 2017)
e ao relato de espécies do género Megastigmus (Doganlar et al., 2013; Hernandez et
al., 2015) em ambos paises e a presenga do Quadrastichus mendeli na Argentina
(Aquino et al., 2018).

Foram avaliados cinco departamentos de Uruguai, com diferente intensidade
amostral dependendo do nivel de infestagao, totalizando 13 pontos de amostragem
(Fig. 1). As coletas foram realizadas de margo de 2018 até fevereiro de 2019. Cada
ponto amostral foi avaliado uma vez. Durante 2016 e 2017 tinham sido realizadas
coletas eventuais em Tacuarembd, Montevidéu, Canelones e somente foi observada

a emergéncia de L. invasa das galhas.
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Fig. 1. Pontos de coleta de amostras de ramos com galhas de L. invasa
no Uruguai.

5.2.2 Obtencgéo, processamento e conservagdo das amostras

Em cada ponto foram coletados de duas a cinco amostras de ramos com galhas
de L. invasa maduras (sempre que foi possivel). As amostras foram coletadas de
diferentes arvores escolhidos ao acaso. Os ramos foram colocados em sacolas
Ziplock® de 24 x 35 cm (quando a infestagao foi baixa) ou de nylon transparente de
60 cm x 80 cm (alta infestagado), onde foi coletado um numero maior de ramos.

Todas as mostras foram etiquetadas com os dados de coleta e os locais
amostrados foram georreferenciados e levadas ao laboratorio para avaliar a
emergéncia dos individuos das galhas. As amostras com uma maior quantidade de
ramos foram colocadas em frascos com agua dentro de gaiolas para aumentar a
probabilidade de emergéncia dos insetos dentro das galhas. Depois do seu
acondicionamento, as amostras foram colocadas numa sala climatizada com
temperatura e umidade controladas, a 25°C com 60% de umidade, com fotoperiodo
12:12 h.
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As amostras foram avaliadas diariamente para a coleta dos exemplares
emergidos das galhas até que deixou de observar-se emergéncia de individuos. Os
exemplares foram conservados em parte em alcool 70% para identificagdo
morfologica e em alcool absoluto, para se fosse necessario a realizagdo de analises
moleculares para conferir a identificagdo dos mesmos. Todas as vespas que
emergiram das galhas foram contabilizadas, sexadas e identificadas. Para a
identificacdo dos exemplares diferentes a L. invasa, procedeu-se a bibliografia de
referéncia (Grisell, 2006; Kim et al., 2008; Kelly et al., 2012, Doganlar et al., 2013).
Alguns “vouchers” foram depositados na colecdo de Entomologia Florestal do

Campus Interinstitucional INIA-Udelar-MGAP, em Tacuarembd, Uruguai.

5.3 Resultados

Somente no ponto de Maldonado n&o emergiram individuos de L. invasa. Isso
poderia estar relacionado com o pouco desenvolvimento das galhas observado nesta
area de amostragem. Nos outros locais observou-se a emergéncia de L. invasa, € em
um local de Paysandu e de Tacuarembo6 emergiu uma espécie de Eulophidae e outra
de Torymidae (Figs. 2, 3). Além da presenca das duas espécies de micro
himendpteros foi registrada pela primeira vez para Uruguai, a emergéncia de machos
de L. invasa em trés dos pontos avaliados no departamento de Tacuarembd.

Em um plantio de E. grandis perto da cidade de Tacuarembd observou-se a
emergéncia de 19 individuos (8 machos e 11 fémeas) de uma espécie do género
Megastigmus (Hymenoptera: Torymidae) (Fig. 3C-D). Nesse ponto houve alta
emergéncia de L. invasa (N=846), e as emergéncias de Megastigmus representaram
apenas 2,2 % do total de individuos. Dado que o género apresenta dificuldade para a
identificacao a nivel especifico associada a alta similaridade morfolégica (Doganlar &
Hasan 2010; Doganlar, 2015), os mesmos foram identificados primariamente como

Megastigmus cf. zebrinus.
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Fig. 2. Locais onde foram observadas emergéncias de: macho L. invasa (estrela),
parasitoides (circulo preto), somente individuos de L. invasa (cinza) e sem
emergéncias (franjas).

Das amostras de um talhao clonal E. grandis perto da cidade de Quebracho em
Paysandu (préoxima do Rio Uruguay e da fronteira com Argentina), emergiram
individuos do parasitoide Quadrastichus mendeli (Fig. 3B). Em 20 dias de avaliagao
das amostras emergiram 25 fémeas de Q. mendeli e mais de 94 fémeas de L. invasa,
representando 21% do total de individuos que emergiram das galhas coletadas neste

local.
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Fig. 3. Novos registros para Uruguai: A. Macho de L. invasa, B. Quadrastichus
mendeli, C-D: Megastigmus zebrinus, C. Fémea, D. Macho.

5.4 Discussao

O controle bioldgico classico € uma das principais metodologias para 0 manejo dos
insetos-praga em florestas comerciais com espécies exéticas (Kenis et al., 2019).
Israel foi o primeiro pais afetado pela vespa-da-galha e que utilizou parasitoides
importados da Australia para o0 manejo da praga (Kim et al., 2008; Mendel et al. 2017,
Kenis et al., 2019). Em alguns casos espécies de parasitoides foram encontradas
acidentalmente durante as avalia¢cdes do estabelecimento de outros inimigos naturais
apos sua liberagdo no campo. A deteccado de Quadrastichus mendeli no Uruguai €
concordante com isso, dado que o plantio onde foi encontrada a espécie, foi
selecionado para avaliar o estabelecimento do S. neseri previamente liberado. O
mesmo aconteceu com a detec¢do do Q. mendeli na Argentina (Aquino et al., 2018) e
na Italia (Nugnes et al., 2016).
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A capacidade de dispersao dos parasitoides € um fator ndo menos importante
considerando no sucesso do controle biolégico. Algumas espécies podem se
dispersar junto com seus hospedeiros (Branco et al., 2009; Derocles et al., 2014; Burks
et al., 2015) ou demorar um tempo depois que o inseto-praga se instalou numa nova
regido. Devido a maior parte das espécies de parasitoides apresenta um pequeno
tamanho, o vento colabora passivamente ou ativamente na sua dispersao (Hernandez
& Manzano, 2016). Dada a rapida dispersao observada em outros paises onde Q.
mendeli fora relatado, e que ndo foram encontrados parasitoides em areas com
distancia menor a 50 km do ponto onde foi registado este parasitoide, poderia estar
indicando uma recente invasao desta espécie a partir da Argentina.

A hipétese da possivel presenga de espécies do género Megastigmus associadas
com galhas de L. invasa no Uruguai devido ao relato de M. brasiliensis no Brasil
(Doganlar et al., 2013) e de M. zebrinus na Argentina (Hernandez et al., 2015), foi
comprovada, com a emergéncia de M. zebrinus em um dos locais avaliados em
Tacuarembd. O género € um dos mais frequentemente associados com as galhas de
L. invasa, sendo o que apresenta um maior numero de espécies, além de se encontrar
amplamente distribuido (Doganlar, 2015; Huang et al., 2018; Le et al., 2018). Se bem
se conhece pouco acerca da biologia e de seus hospedeiros, mas, dado que ja foi
registrado na Argentina e na Africa do Sul, é provavel que M. zebrinus tenha
ingressado no Uruguai ha pouco tempo.

No presente estudo apenas em dois de 13 pontos de coleta de ramos com galhas
de L. invasa foi observada a emergéncia de parasitoides. As fémeas dos parasitoides
tém a capacidade de selecionar o seu hospedeiro baseado em fatores bidticos e
abidticos do ecossistema (Vinson, 1976). Também podem escolher hospedeiro pelo
tamanho (Krimmel e Morse, 2019), idade (Mutittu et al., 2013), evitando assim a
competicédo e favorecendo o fitness da espécie (Mohamad et al., 2013; Marrec et al.,
2018).

A maior parte dos parasitoides da vespa-da-galha parasitam larvas maduras ou
pre-pupa (galhas de maior tamanho, em geral), com excegédo de Q. mendeli que
consegue se desenvolver também em larvas novas (Kim et al., 2008; Dittrich-Schroder
et al., 2014; Doganlar, 2015; Huang et al., 2019). Alguns dos locais onde nao foram
registrados parasitoides foram verificadas galhas de pequeno tamanho e baixo nivel
de infestagdo, podendo estar indicando que a qualidade das galhas presentes nestes

locais poderia nao ser as adequadas para o estabelecimento dos parasitoides.



130

A reprodugao assexual por partenogénese € muito comum em insetos (Vershinina
& Kuznetsov, 2016), sendo a telitoca a mais estendida na ordem Hymenoptera, muitas
vezes associado com a presengca de endossimbiontes (Stouthamer et al., 2010;
Gualtieri et al., 2017). A pesar de L. invasa reproduzir-se por partenogénese telitoca
(proporcéo sexual favoravel as fémeas) (Mendel et al., 2004), alguns machos foram
relatados.

O primeiro relato da presenga de machos de L. invasa no Uruguai é realizado neste
trabalho. A presenga de machos da praga foi relatada no Brasil (Souza, 2016), China
(Chen et al., 2009 in Zheng et al., 2014, 2018), Gana (Le et al., 2018), india (Kumari
et al., 2010), Laos (Thu et al., 2009; Le et al., 2018), Malasia (Le et al., 2018), Sri-
Lanka (Udagedara & Karunaratne, 2014), Tailandia (Sangtongpraow et al., 2011),
Taiwan (Tung & La Salle, 2010) e Turquia (Doganlar, 2005).

Segundo as analises moleculares realizadas por Nugnes et al. (2015) e Dittritch-
Schréeder et al. (2018) L. invasa apresentaria baixa diversidade genética,
provavelmente devido a reprodugdo nessa especie ser por partenogénese telitoca.
Embora, a fungdo dos machos de L. invasa ainda ser desconhecida (Doganlar, 2005),
a presenca destes poderia estar associada com a presenca de reproducio sexual na
espécie (Zheng et al., 2014; 2018).

Considerando que a reproducao sexual € uma fonte de aumento de variabilidade
para as espécies (Felsenstein, 1974; Vershinina & Kuznetsov, 2016), assim como, de
interferéncia na arquitetura genética (Misevic et al., 2006), que resulta na evolugéo e
adaptagdo das espécies. Portanto, a presenga dos machos da praga aumenta as
chances de que L. invasa se reproduza sexualmente (Zheng et al., 2014), podendo
facilitar deste modo a adaptacao da praga a se desenvolver em novas espécies e/ou
genotipos de Eucalyptus até o momento pouco ou ndo atacados pela praga.

As espécies-praga do eucalipto Thaumastocoris peregrinus (Hemiptera:
Thaumastocoridae) e Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) que se
reproduzem sexualmente tem se adaptado rapidamente a se desenvolver em varias
espécies de eucaliptos (Saavedra et al. 2015; Wilcken et al., 2015b). Por exemplo o
T. peregrinus tem 42 espécies de Eucalyptus e Corymbia e ao menos sete hibridos
(Saavedra et al., 2015) e G. brimblecombei ao menos 22 espécies e alguns hibridos
como hospedeiras (Wilcken et al., 2015b). Nadel e Slippers (2011) relatavam a

susceptibilidade ou tolerancia a L. invasa em 21 espécies e cinco hibridos. Na
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atualidade foram relatadas ao menos 36 espécies e alguns hibridos de Eucalyptus em
que a vespa-da-galha consegue se desenvolver (Jorge 2019 nao publicado).

O presente trabalho denota a importancia do estudo de espécies associadas com
as galhas de L. invasa, visando no controle biolégico desse importante inseto-praga
florestal. A definicdo do status da espécie de Megastigmus encontrada sera essencial
para a toma de decisdes silviculturais no manejo de L. invasa. A presenga de Q.
mendeli no Uruguai, um parasitoide uniparental, pode se tornar uma espécie chave
para o controle da vespa-da-galha em plantios comerciais de Eucalyptus no pais e no

mundo.
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CAPIiTULO 6:

PROSPECAO DE ENDOSSIMBIONTES ASSOCIADOS COM Leptocybe invasa
Fisher & La Salle, E SEUS PARASITOIDES Selitrichodes neseri Kelly & La Salle
E Quadrastichus mendeli Kim & La Salle (Hymenoptera: Eulophidae)’

RESUMO

A Vespa-da-galha do eucalipto, Leptocybe invasa Fisher & La Salle (Hymenoptera:
Eulophidae), € uma das principais pragas do eucalipto no mundo. O controle biolégico
com os parasitoides nativos da Australia Selitrichodes neseri Kelly & La Salle e
Quadrastichus mendelli Kim & La Salle (Hymenoptera: Eulophide) vem sendo realizado.
A presenca de endossimbiontes em insetos € comum, alguns géneros como Wolbachia
e Rikettsia sao conhecidos por ocasionar incompatibilidade citoplasmatica e causar
feminizacao, sendo responsaveis pela partenogénese telitoca em muitas espécies de
Hymenoptera. Porém, o efeito que eles causam nos hospedeiros é desconhecido na
grande maioria das espécies. Uma diferenca nas capturas do parasitoide S. neseri com
maior proporcao de machos, em armadilhas adesivas amarelas na localidade de Mogi
Guacgu no estado Sao Paulo no Brasil, nos faz pensar em um possivel efeito de
endossimbiontes na proporgao sexual no campo. Portanto, o objetivo foi a prospecgéo
de endossimbiontes associados a L. invasa e seus parasitoides S. neseri e Q. mendeli.
Para isso foi realizada a extracdo de DNA gendmico de quatro populagdes de L. invasa,
trés de S. neseri e uma de Q. mendeli. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada para testar a presenca de onze géneros de endossimbiontes secundarios por
meio do uso de primers especificos. A leitura dos produtos das PCR's foi realizada em
gel de agarose com marcador molecular. Foram encontrados seis géneros de
endossimbiontes associados a L. invasa, quatro a S. neseri. Os resultados obtidos séo
a base para futuros estudos que avaliem o efeito dos endossimbiontes no controle

biolégico de L. invasa.

Palavras-Chave: Controle biolégico, Rikettsia, Wolbachia, Vespa-da-galha, insetos-

praga.

' Capitulo redigido de acordo com as normas do peridédico FEMS Microbiology Ecology
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6.1 INTRODUCAO

Os endossimbiontes sdo microorganismos, em geral, bactérias, micoplasmas,
microsporidios, que vivem associados com outros seres vivos aos quais fornecem
algum beneficio ou podem prejudica-los (Hunter e Zchori-Fein 2006; Giorgini et al.
2009, 2019). A funcado dos endossimbiontes é variada, porém o mais comum € que
colaborem no processamento e digestdo dos nutrientes no sistema digestivo dos
insetos hospedeiros (Hosokawa et al. 2006).

Os insetos xil6fagos que se alimentam de celulose, apresentam
endossimbiontes para colaborar na digestdo, mas algumas espécies utilizariam suas
préprias enzimas para digerir a celulose (Lewis 2008). Exemplos comuns € a presenga
de endossimbiontes no trato digestivo de cupins (Eaton e Hale 1993), e em insetos
sugadores de seiva (Nugnes et al. 2015). Também foram registrados em parasitoides
(Coppeland et al. 2008; Gualtieri et al. 2017). Alguns sao responsaveis pelo
comportamento de herbivoria (Russell et al. 2009). Em alguns casos o0s
endossimbiontes podem ser prejudiciais para o inseto, gerando incompatibilidade
citoplasmatica (Mann et al. 2017; O’neill et al. 1992; Rousset et al. 1992), deformagdes
no desenvolvimento e até a morte dos embrides (O neill et al. 1992; Ryan et al. 1968).

No caso da ordem Hymenoptera, a incompatibilidade citoplasmatica esta
associada com a modificagdo da razdo sexual da espécie, gerando feminizagéo por
inducéo da partenogénese telitoca (Nugnes et al. 2015; Giorgini et al. 2009, 2010).
Além da fungado na alimentagéo e na reprodugéo, tem sido descrita a incidéncia dos
endossimbiontes na resisténcia a entomopatogénos e/ou promogao do parasitismo
(Furihata et al. 2015) ou do hiperparasitismo (van Nohouys et al., 2016) entre outros.

Na area florestal o efeito dos endossimbiontes associados com os insetos-praga
e seus inimigos naturais (predadores e parasitoides) foi pouco explorado. O estudo de
Pistone et al. (2014) sobre a presenca de Wolwachia sp. em duas pragas de Pinus:
Diprion pini e Neodiprion sertifer (Hymenoptera: Diprionidae), e do parasitoide
Dahlbominus fuscipennis (Hymenoptera: Eulophidae) € um dos poucos trabalhos com

insetos de interesse florestal.
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Leptocybe invasa (Hymenoptera Eulophidae) € um dos principais insetos-praga
em plantios de Eucalyptus no mundo (Mendel et al. 2004; Jorge et al. 2016). Esta
praga induz a formagao de galhas nas nervuras centrais e peciolo de varias espécies
de eucalipto, ocasionando desfolha, perda de dominancia apical e de crescimento,
podendo ocasionar a morte em genotipos altamente suscetiveis (Mendel et al. 2004;
Wilcken et al. 2015; Jorge et al. 2016). Sao poucos os estudos que visaram a procura
de endossimbiontes associados a L. invasa.

Nugnes et al. (2015) confirmaram a presenca do endossimbionte Rikettsia na
praga e Gualtieri et al. (2017) para o parasitoide Q. mendeli. Neste ultimo trabalho,
propuseram que a presenca de Rikettsia foi a responsavel pela partenogénese telitoca
nestas duas espécies. O conhecimento dos endossimbiontes associados com L.
invasa e de seus inimigos naturais e seu efeito na fisiologia, desenvolvimento e
interagcdes ecologicas é vital para o seu manejo. O presente trabalho teve como
objetivo a prospeccgao de géneros de microorganismos endossimbiontes associados

a L. invasa e a seus parasitoides S. neseri e Q. mendeli.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Area de estudo

Com base nos dados de distribuicdo de L. invasa no Brasil (Wilcken et al. 2015)
e no Uruguai (Jorge et al. 2016), e da liberagcédo de S. neseri e da recente detecao de
Q. mendeli no Brasil (Wilcken, CF, 2019 dados n&o publicados), foram escolhidos
locais com alto nivel de infestagdo e principais regides produtoras de eucalipto de
ambos paises. No total foram avaliados talhdes de duas localidades e da criacédo de
L. invasa e do S. neseri do Laboratério de Controle biolégico de Pragas Florestais no
Brasil e uma no Uruguai (Fig. 1).

Foram avaliadas populagdes de L. invasa dos municipios de Botucatu (B) e Luiz
Anténio (LA) no estado de Sao Paulo e Itamarandiba (1) no estado de Minas Gerais
(Fig. 1). No Uruguai foi escolhida a cidade de Tacuarembd (T) (Fig. 1). Populagdes do
parasitoide S. neseri foram analisadas para os municipios de Botucatu e Itamarandiba,
e a populacdo do Q. mendeli do municipio de Luiz Anténio onde foi detectada pela

primeira vez no pais.
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Figura 1. Pontos de coleta das populagbes de L. invasa e dos parasitoides S. neseri e Q.
mendeli, no Brasil e Uruguai. Circulo preto: Tacuarembd; Rombo cinza: Itamarandiba,
Tridngulo: Botucatu e Quadrado: Mogi Guagu; Circulo cinza: Luiz Anténio

6.2.2 Coleta e preservagao das amostras

As amostras de ramos foram coletadas entre agosto de 2018 e janeiro de 2019.
Em cada ponto foram coletados ramos com galhas maduras de L. invasa de arvores
selecionados ao acaso. As amostras de Itamarandiba foram de um talhdo de teste de
progénies de E. tereticornis, em Luiz Antdnio de um talhdo de um clone suscetivel de
E. grandis, em Botucatu de mudas do clone 3025 (hibrido de E. grandis por E.
camaldulensis) e em Tacuarembd de um talhdo seminal de E. camaldulensis e E.
tereticornis.

Os ramos foram colocados em sacolas de nylon transparente de 60 cm x 80 cm.
Todas as mostras foram etiquetadas com os dados de coleta e os locais amostrados
foram georreferenciados e levadas ao laboratoério até a emergéncia dos individuos das

galhas.
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As amostras dos ramos coletados no campo foram colocadas em frascos com
agua dentro de gaiolas de madeira, com as laterais de voal, teto e frente de vidro. As
gaiolas foram mantidas em sala climatizada com temperatura e umidade controladas,
a 25°C com 60% de UR, com fotoperiodo 12:12 h. As mesmas foram avaliadas
diariamente para a coleta dos exemplares, que foram identificados, sexados e

colocados em tubos Eppendorf de 1,5 ml em alcool absoluto de uso molecular.

6.2.3 Processamento das amostras e extragao de DNA

Para cada populacdo de L. invasa e dos parasitoides foi extraido DNA
gendmico de 15 individuos adultos. Os exemplares foram colocados sobre um papel
toalha para a evaporagao do alcool e inseridos em tubo Eppendorf de PCR. Os
mesmos foram macerados e homogeneizados em solugdo de 50 ul de resina
Chelex100 (Bio-Rad Laboratories) a 10%, diluido em agua estéril e 5ul de proteinase
K (20 pg/ml) em tubos de 200ul. As amostras foram agitadas por alguns segundos em
Vortex Biomixer MOD QL901 e mini centrifuga de bancada Ministar a 6200 rpm e
depois transferidos para termociclador Infinigen (modelo TC-96CG) e incubados a
95°C durante 20 minutos.

Apods extracdo de DNA gendmico das populagdes foi realizada a técnica de
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para deteccdo dos géneros de
endossimbiontes secundarios: Arsenophonus; Cardinium; Hamiltonella; Regiella;
Rickettsia; Serratia;, Sodalis; Spiroplasma e Wolbachia. A presenca de microsporideo
também foi investigada (Tabela 1). Somente foi realizada a prospeccdo dos
endossimbiontes Wolbachia, Rikettsia Cardinium e Sodalis em Q. mendeli, (e na
populagao de L. invasa de Luiz Antbénio), pois este ultimo foi detectado no Brasil em

dezembro de 2018 (Jorge, 2019 informagao n&o publicada).

6.2.4 Processamento das amostras para PCR

As reacoes de PCR foram executadas seguindo as condigdes especificas para
cada primer apresentadas na Tabela 1. Foi utilizado mix de PCR contendo 12,5ul de
Taq DNA Polimerase (NeoBio); 7,5ul agua miliQ; 1,0ul de cada primer e 3,0ul de DNA
da amostra, totalizando um volume de 25ul. Para leitura dos produtos das PCRs foi
empregado o marcador molecular 100pb (Norgen) e gel de agarose 1%, contendo 80

ml de solugédo tampao TBE; 0,8g de agarose (Neo3Bio) e 0,4ul de intercalam-te de
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DNA GelRed (NeoBio), sendo visualizados em transiluminador de luz UV (Major
Science). Todos os procedimentos de extragdo de DNA foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular (Nematologia) na Faculdade de Ciéncias
Agronémicas da Universidade Estadual Paulista (FCA/UNESP).

Tabela 1. Lista de primers utilizados na prospeccido de endossimbiontes secundarios nas
diferentes populacdes estudadas de L. invasa, S. neseri e Q. mendeli.

Gene Tamanho da
Endossimbionte Sequéncia do Primer 5'>3’ Referéncia
Alvo banda (pb)
23S F-CGTTTGATGAATTCATAGTCAAA (Thao and Baumann
Arsenophonus 600
rRNA  R-GGTCCTCCAGTTAGTGTTACCCAAC 2004)
16S F-TACTGTAAGAATAAGCACCGGC (Zchori-Fein and
Cardinium 900
rRNA  R-GTGGATCACTTAACGCTTTCG Pearlman 2004)
16S F-TGAGTAAAGTCTGGAATCTGG (Zchori-Fein and Brown
Hamiltonella 700
rRNA  R-AGTTCAAGACCGCAACCTC 2002)
) 16S F-ATCGGGGAGTAGCTTGCTAC (Sandstrom et al. 2001)
Regiella 1000
rRNA  R-TACGGYTACCTTGTTACGACTT (Fukatsu and Nikoh 1998)
16S F-GCTCAGAACGAACGCTATC
Rickettsia 900 (Gottlieb et al. 2006)

rRNA  R-GAAGGAAAGCATCTCTGC
16S F- CGCAGGCGGTTTGTTAAGTC

Serratia 268 (Ribeiro 2019)
rRNA  R- CTTCAAGGGCACAACCTCCA
165 F-ACCGCATAACGTCGCAAGACC (Novakova and Hypsa
Sodalis 1000 2007)
rRNA  R-CTTAACCCAACATTTCTCAACACGAG
) 16S F-GCTTAACTCCAGTTCGCC (Montenegro et al. 2005)
Spiroplasma 800

rRNA  R-CCTGTCTCAATGTTAACCTC

16S F-CGGGGGAAAAATTTATTGCT
Wolbachia ~NA 700 (Heddi et al. 1999)
I

6.3 RESULTADOS

Foram detectados a presenga de Seis géneros de endossimbiontes secundarios
associados com as populagdes de L. invasa e quatro géneros com S. neseri. A
deteccao dos endossimbiontes Carsonella, Spiroplasma e Regiella nao foi consistente
em todas as amostras. Os géneros Wolbachia e Rickettsia ndo foram consistentes nas
populagdes de Q. mendeli e L. invasa de Luiz Anténio (Fig.3).

Os géneros Sodalis, Wolbachia e Serratia apresentaram banda positiva para as

populacdes de L. invasa de Tacuarembd, Botucatu e Itamarandiba. Os mesmos
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géneros de endossimbiontes foram encontrados no parasitoide S. neseri, nao

observando diferengas entre os machos e fémeas (Fig. 2-3; Tabela 2).

m12345 6 70mm1 2345 6 7

Figura 2. Imagens dos géis de agarose do produto da PCR para detegdo dos géneros de
endossimbiontes: A. Wolbachia B. Serratia, C. Hamiltonella e D. Arsenophonus. Numeragao:
1-2 S. neseri ltamarandiba: 1=m, 2 = f; 3-4 S. neseri Botucatu: 3= m, 4= f; 5-7 L. invasa: 5=
Botucatu, 6= Itamarandiba, 7= Tacuarembd. mm: marcador molecular (pb), m= macho, f=
fémea.
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Figura 3. Imagens dos géis de agarose do produto da PCR para detecdo dos géneros de
endossimbiontes: A. Sodallis, B. Microsporidia, C. Rickettsia e D. Cardinum. Numeracao: 1-2
S. neseri Itamarandiba: 1= M, 2 = F; 3-4 S. neseri Botucatu: 3= M, 4= F; 5-8 L. invasa: 5=
Botucatu, 6= Itamarandiba, 7= Tacuarembd e 8= Luiz Antdnio; 9= Q. mendeli Luiz Ant6énio.
mm: marcador molecular (pb), M= macho, F= fémea.

Tabela 2. Lista de géneros de endossimbiontes secundarios, encontrados para cada
populagado estudada. Li= Leptocybe invasa, Sn= Selitrichodes neseri, Qm= Quadrastichus
mendeli. B= Botucatu, |= ltamarandiba, LA= Luiz Antdnio T= Tacuarembd. “+”’= presencga; “-
“: negativo; “+/-": bandas pouco definidas. M= macho, F= fémea.

Li Li Li Li SnF SnM SnF SnM Qm

Endossimbionte B I T LA I | B B LA
Wolbachia + + + +/- + + + + +/-
Serratia + + + + + + +
Hamiltonella + + + - - - -
Arsenophonus - - - - - - -

Sodallis + + + + + + + }
Microsporidia - - + - - - -
Rickettsia + + + +/- - - - - +/-
Cardinum - - - - - - - +

O microsporidio somente apresentou banda positiva na populagdo de
Tacuarembd. Hamiltonella e Rickettsia foram registradas para as trés populagdes de
L. invasa nao sendo registradas nos parasitoides. O género Cardinum exibiu banda

positiva somente para a populagado do S. neseri de Botucatu. (Tabela 2., Fig. 2-3).
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6.4 DISCUSSAO

A presenca de endossimbiontes secundarios em Hymenoptera € conhecida em
varias familias como em Eulophidae (Coppeland et al. 2008, Georgini et al. 2009,
2010; Gualtieri et al. 2017). Segundo Wang et al. (2018), L. invasa apresenta uma
grande diversidade de bactérias cultivaveis, sendo identificados oito géneros
bacterianos, no qual Bacillus foi o predominante. Segundo Nugnes et al. (2015) e
Gualteri et al. (2017), a diversidade destes microorganismos simbiontes é baixa, tendo
como unico representante ao género Rickettsia. Porém, sao poucos estudos visados
na prospecc¢ao de endossimbiontes na vespa-da-galha e em seus parasitoides.

As espécies do género Rickettsia sao bactérias endossimbiontes intracelulares
obrigatérias, comuns de encontrar em insetos e em acaros (Weinert 2009; Giorgini et
al. 2010). As espécies deste género podem ocasionar doengas em vertebrados
(Weinert et al. 2009) e em artropodes até causar a morte em algumas espécies de
insetos pelas alteragdes fisiologicas de sua infecgado (Werren et al. 1994). Mas, em
muitas espécies de insetos o efeito da infeccdo por Rickettsia € desconhecido
(Giorgini et al. 2009).

Nugnes et al. (2015) relataram a presencga do género Rickettsia em populagdes
de L. invasa da Argentina, China, Italia, Tunes e da Turquia, sendo o unico
endossimbionte encontrado nesta espécie praga, encontrando diferengas nas
espéecies de Rickettsia entre os paises estudados. Em nosso estudo as populagdes
de L. invasa de Botucatu, Itamarandiba e Tacuarembé apresentaram bandas positivas
para Rickettsia sendo concordante com esses autores. Gualtieri et al. (2017),
relataram a presenga de Rickettsia no parasitoide da vespa-da-galha Q. mendeli em
amostras da Italia, utilizando os primers especificos 16S e gltA. Estes autores
propuseram a hipétese de que esse endossimbionte é o0 responsavel pela
partenogénese telitoca observada na praga e no seu parasitoide.

Wolbachia € o género de endossimbionte mais estendido em animais
(Rodriguero 2013). No presente estudo Wolbachia foi detectado nas populagdes de
da praga e no seu parasitoide S. neseri. Este género é conhecido pela sua capacidade
de manipular a reproducao dos insetos hospedeiros, atuando na determinacao do
sexo, alterando o ciclo celular e modificando o seu comportamento (O’Neill et al. 1997;
Hunter e Zchori-Fein 2006; Rodriguero 2013). O uso de Wolbachia no manejo de
insetos e nematoides-praga vém sendo explorado, devido a rapida transmissao
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vertical dentro da populagdo e do seu efeito inibitdério contra varias espécies de
microorganismos em endossimbiontes benéficos (Rodriguero 2013). Portanto, a
detecao de Wolbachia nas amostras de L. invasa e de S. neseri nas populacgdes sera
analisada posteriormente para estabelecer as consequéncias sobre a fisiologia e
reprodugao da praga e do seu parasitoide e a influéncia na eficiéncia do controle
biolégico da vespa-da-galha.

Os microsporidios sdo conhecidos por ocasionar doengas em animais
(Stentiford et al. 2013), e tém sido explorados para o manejo de insetos-praga em
plantios (Bauer e Pankratz 1993). A presenca de espécies de microsporidios € variavel
de uma geragao a outra nas espécies de insetos. No presente trabalho foi encontrada
a presencga de microsporidios apenas na populagdo do Uruguai. Tendo em conta o
efeito negativo dos microsporidios, que sao utilizados no manejo de insetos praga,
estudos que avaliem o seu efeito sobre as populacdes de L. invasa para ver se €
apropriada sua a utilizagdo no manejo desta praga.

O efeito protetor de algumas espécies do género Hamiltonella como a espécie
Hamiltonella defensa sobre pulgdes e outros insetos fle6fagos praga, prejudicando o
desenvolvimento de vespas parasitoides e/ou evitando infecgcdes por outros
microrganismos € amplamente documentado (Degnan et al. 2009; Oliver et al. 2019).
A identificacdo da espécie ou espécies de Hamiltonella associadas com as
populagcdes de L. invasa estudadas vai determinar se esse endossimbionte pode
interferir ou ndo no controle biolégico da praga.

O género Cardinium tem sido associado com a alteragcdo no fendtipo
reprodutivo dos insetos, manipulando a reproducédo, similar ao ocasionado por
espécies de Rickettsia (Hunter e Zchori-Fein 2006; Giorgini et al. 2009), que causam
incompatibilidade citoplasmatica (Mann et al. 2017). Tendo em conta o efeito negativo
deste endossimbionte em outras espécies de insetos em especial em parasitoides, a
incidéncia da presenca de Cardinium nas amostras de S. neseri na populacédo de
Botucatu, devera ser estudada em profundidade.

Existem poucos estudos sobre o género Sodalis, que também ¢é uma
enterobactéria endossimbionte proxima aos géneros de patdogenos entéricos Shigella
e Salmonella, e, portanto, de ter evoluido da patogenicidade ao mutualismo em
insetos (Dale et al. 2001). A espécie Sodalis glossinidius vem sendo estudada por sua

associacdo com as moscas vetores do tse-tse Glossina spp. Wiedemann, 1830
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(Diptera: Glossinidae). Mas, seu efeito em insetos fitéfagos e em parasitoides tem sido
pouco explorado e por tanto devera ser estudado nas populagdes de L. invasa.

O género Serratia apresenta espécies associadas com doengas em
vertebrados e algumas s&o consideradas benéficas para os insetos. Por exemplo, a
espécie Serratia marcescens (uma das espécies mais conhecidas do género) é
associada com doencgas intra-hospitalares (Dossi et al. 2002) e foi relatado um efeito
protetor deste endossimbionte no gorgulho Rhynchophorus ferrugineus Olivier
(Coleoptera: Curculionidae) ao ataque de entomopatogénos dos géneros Bacillus,
Paenibacillus e Lysinibacillus (Scascia et al. 2016). Porém a interacdo deste género
de endossimbionte com L. invasa e no seu parasitoide S. neseri necessita ser

estudado.

6.5 CONCLUSOES

O presente trabalho € o primeiro visado na prospecgao de endossimbiontes
associados ao parasitoide da vespa-da-galha, S. neseri e 0 segundo para o Q.
mendeli. Leptocybe invasa apresenta uma maior diversidade de endossimbiontes
secundarios que o relatado na literatura. A identificacdo destes endossimbiontes até
o nivel de espécie permitira aumentar o conhecimento sobre a fungdo destes
microrganismos na fisiologia de L. invasa e seus parasitoides, assim como sua
utilizagao e/ou interferéncia no manejo da vespa-da-galha em plantios e viveiros de

Eucalyptus spp.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho aporta informagdes acerca da ecologia de L. invasa e seus
parasitoides, assim como das interacdes entre eles e a influéncia da temperatura
minima na flutuagao das populag¢des da praga. O conhecer a influéncia das variaveis
meteorologicas é necessario para o planejamento de protocolos de manejo da vespa-
da-galha em plantios e viveiros de eucaliptos. A modelagem de nicho ecologico
realizada com o MaxEnt, mostrou ser uma boa ferramenta para predizer a distribuicao
potencial da praga.

As armadilhas adesivas amarelas resultaram uma boa ferramenta para
utilizacdo no monitoramento de L. invasa e seus parasitoides S. neseri e M.
brasiliensis em plantios de Eucalyptus spp.

O parasitoide S. neseri, resultou ser um bom agente de controle biolégico em
todas as localidades estudadas. A capacidade de disperséo do parasitoide em procura
de galhas de L. invasa foi confirmada ao longo do tempo a nivel espacial e no perfil
das arvores de Eucalyptus spp.

Foi relatado pela primeira vez o0 macho de L. invasa para Uruguai, assim como
a presenca dos parasitoides Q. mendeli e M. zebrinus.

Também foram obtidos dados da distribuicao no perfil das arvores de L. invasa
e seu parasitoide S. neseri e em plantios de E. grandis no Brasil. Um maior nivel de
infestacao de galhas L. invasa foi observado nas amostras de ramos de coletadas a 8
m em Mogi Guagu.

A prospecgao de endossimbiontes secundarios de L. invasa e de seus
parasitoides permitira entender e desenvolver estratégias que melhorem o uso do
controle biologico para o manejo desta praga.

Por tanto, os resultados obtidos na tese s&o muito importantes para aumentar
a informacao sobre a L. invasa e sua interacdo com o0s seus parasitoides e
endossimbiontes para assim poder estabelecer uma boa metodologia para o manejo

integrado da vespa-da-galha.
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