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RESUMO

A adogdo de plantas geneticamente modificadas que expressam toxinas oriundas da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), ocasionam mudangas na dindmica de pragas e
consequentemente nos seus inimigos naturais. A ocorréncia de insetos naturalmente tolerantes
ou resistentes a proteinas Bt demandam da utilizagdo de outras ferramentas de controle atuando
em conjunto, como o controle bioldgico, tornando o manejo mais robusto e sustentavel. No
entanto, sao necessarias pesquisas de prospec¢ao para determinar quais os agentes de controle
estdo adaptados ao modelo de cultivo Bt, onde o perfil das espécies de lepidopteros ¢ diferente
daquele encontrado nos plantios convencionais. O presente estudo teve como objetivo
determinar as espécies de parasitoides larvais e de ovos com potencial de controle de
lepiddpteros resistentes e/ou tolerantes a soja Bt que expressa a toxina CrylAc. No primeiro
capitulo, lagartas foram amostradas em uma area com soja Bt que expressa Cryl Ac e outra ndo-
Bt durante duas saftras, registrando as espécies de lagartas e o parasitismo natural. Espécies do
género Spodoptera Guenée (Lepidoptera: Noctuidae) predominaram na area Bt, além do
primeiro relato da ocorréncia de Peridroma saucia (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em soja
Bt e ndo-Bt. Na area ndo-Bt, predominou a subfamilia Plusiinae. A média de parasitismo na
area nao-Bt foi de 25% e na area Bt de 22%. Proveniente dos parasitoides coletados, uma nova
espécie de Aleiodes Wesmael (Hymenoptera: Braconidae) emergiu de lagartas do complexo
Spodoptera, sendo um promissor agente de controle dessas espécies. No segundo capitulo, a
ocorréncia de parasitoides de ovos foi estudada durante trés safras. A média do parasitismo
natural na area Bt foi de 37,76% e na area nao-Bt de 33,77%, sendo que a maior riqueza de
espécies foi observada na area Bt. Foram coletados parasitoides pertencetes a trés familias:
Aphelinidae (Encarsia sp.), Platygastridae (7Telenomus spp.) e Trichogrammatidae
(Trichogramma spp.). Do género Telenomus Haliday, seis espécies foram coletadas, das quais
trés sdo novas. Além disso, ¢ relatada a primeira ocorréncia de Telenomus remus Nixon no sul
do Brasil. Sete espécies de Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
foram coletadas, sendo que Trichogramma foersteri Takahashi, ¢ descrita no terceiro capitulo
e detalhes do seu parasitismo em espécies que ocorrem em area Bt e ndo-Bt sdo fornecidos. E
por fim, no quarto capitulo, os pardmetros bioldgicos de Aleiodes sp. nov., foram avaliados em
lagartas de Spodoptera eridania (Stoll) alimentadas com soja Bt e soja ndo-Bt e a possivel
transferéncia tritréfica de CrylAc em um ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica. Os resultados
comprovam a eficiéncia de Aleiodes sp. nov., causando em poucos dias a morte do hospedeiro
e completando o ciclo nas lagartas que se alimentaram das duas cultivares, ndo sendo detectada
a presenca do Bt no terceiro nivel tréfico. A biodiversidade de parasitoides encontradas neste
estudo provavelmente ¢ influenciada pelos fragmentos de paisagem natural presentes no
entorno das areas. As novas espécies de parasitoides podem contribuir no controle de espécies
naturalmente tolerantes ou resistentes, retardando a resisténcia a tecnologia Bt.

Palavras-chave: parasitoides de ovos. Trichogramma. Telenomus. Aleiodes. Spodoptera.



ABSTRACT

The adoption of genetically modified plants that express toxins from the bacterium Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt), cause changes in the dynamics of pests and consequently in their
natural enemies. The occurrence of insects naturally tolerant or resistant to Bt proteins requires
the use of other control tools acting together, such as biological control, making management
more robust and sustainable. However, prospective research is needed to determine which
control agents are adapted to the Bt cultivation model, where the profile of lepidopteran species
is different from that found in conventional plantations. The present study aimed to determine
the species of larval parasitoids and eggs with the potential to control resistant and / or tolerant
Lepidoptera Bt that expresses the Cryl Ac toxin. In the first chapter, caterpillars were sampled
in an area with Bt soy that expresses CrylAc and another non-Bt during two crop seasons,
registering the species of caterpillars and the natural parasitism. Species of the genus
Spodoptera Guenée (Lepidoptera: Noctuidae) predominated in the Bt area, in addition to the
first report of the occurrence of Peridroma saucia (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) in Bt and
non-Bt soybean. In the non-Bt area, the subfamily Plusiinae predominated. The average
parasitism in the non-Bt area was 25% and in the Bt area was 22%. From the collected
parasitoids, a new species of Aleiodes Wesmael (Hymenoptera: Braconidae) emerged from
caterpillars of the Spodoptera complex, being a promising agent for controlling these species.
In the second chapter, the occurrence of egg parasitoids was studied during three crop season.
The average of natural parasitism in the Bt area was 37.76% and in the non-Bt area 33.77%,
with the highest species richness observed in the Bt area. Parasitoids belonging to three families
were collected: Aphelinidae (Encarsia sp.), Platygastridae (7elenomus spp.) And
Trichogrammatidae (7richogramma spp.). Of the genus Telenomus Haliday, six species were
collected, of which three are new. In addition, the first occurrence of Telenomus remus Nixon
in southern Brazil is reported. Seven species of Trichogramma Westwood (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) were collected, and Trichogramma foersteri Takahashi, is described in the
third chapter and details of its parasitism in species that occur in Bt and non-Bt areas are
provided. And finally, in the fourth chapter, the biological parameters of Aleiodes sp. nov., were
evaluated in Spodoptera eridania (Stoll) caterpillars fed with Bt soybean and non-Bt soybean
and the possible tritrophic transfer of Cryl Ac in an enzyme-linked immunosorbent assay. The
results prove the efficiency of Aleiodes sp. nov., causing in a few days the death of the host and
completing the cycle in the caterpillars that fed on the two cultivars, the presence of Bt in the
third trophic level not being detected. The biodiversity of parasitoids found in this study is
probably influenced by the fragments of natural landscape present around the evaluated areas.
The new species of parasitoids can contribute to the control of species naturally tolerant or
resistant, delaying resistance to Bt technology.

Key-words: egg parasitoids. Trichogramma. Telenomus. Aleiodes. Spodoptera.
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1 INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ocupa a maior extensdo entre todas as lavouras no
Brasil, com area plantada de 36,950 milhdes de hectares na safra de 2019/2020, e produgao de
124,845 milhdes de toneladas. Atualmente, o pais € o principal produtor mundial desse grao
(CONAB, 2020), no entanto, a produtividade poderia ser maior se as perdas ocasionadas pelo
ataque de insetos fossem reduzidas (OERKE; DEHNE, 2004). Estima-se que, mesmo adotando-
se estratégias de controle, as perdas ocasionadas somente pelo ataque de pragas na cultura da
soja ocasionam uma redu¢do de 7,7% na produtividade (OLIVEIRA et al., 2014).

Atualmente, a principal e mais moderna ferramenta de controle de insetos-praga
disponivel no mercado para grandes culturas ¢ o plantio de cultivares geneticamente
modificadas que expressam proteinas com acdo inseticida derivadas da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) (BERNAL, 2010; ROMEIS et al., 2019). Essa tecnologia
proporciona um manejo eficaz dos insetos-alvo, uma vez que a expressao das proteinas ocorre
em todos os tecidos da planta. Além da possibilidade de aumento de produtividade através do
controle eficiente dos insetos-alvo, as plantas Bt facilitam o manejo da lavoura, pois diminuem
a necessidade de aplicagdo de inseticidas quimicos para as pragas-alvo da tecnologia e,
consequentemente, reduzem o impacto ao ambiente e a satde humana (BROOKES, 2018).
Além disso a diminuigdo no uso de inseticidas também pode impactar positivamente na
populagdo de inimigos naturais presentes na area (SHELTON; ZHAO; ROUSH, 2002; LU et
al., 2012; KLUMPER; QAIM, 2014).

Entretanto, a adog¢do de uma tUnica tatica de manejo de pragas tem efeito apenas a curto
prazo (BUENO et al., 2021). Apesar das vantagens da ado¢do de transgénicos Bt, um dos
maiores desafios para o uso sustentavel desta tecnologia é o retardamento da evolugdo da
resisténcia de insetos as toxinas Bt, cujo progresso pode ser atenuado com a adogao de boas
praticas agricolas como a presenga de area de refiigio e a associagdo de outras taticas de
controle, preconizadas pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP) (MONNERAT et al., 2015;
ANDERSON et al., 2019). Além de insetos resistentes ao Bt em decorréncia da mudanga na
composi¢ao de lepidopteros-praga no agroecossistema, espécies que nao sao suscetiveis as
toxinas Bt se tornam mais abundantes e ocupam o nicho deixado pelos insetos-alvo, e assim
podem vir a ocasionar danos a cultura (ZHAO et al., 2010; CATARINO et al. 2015).

O controle bioldgico ¢ uma ferramenta sustentavel, que potencializa o controle de
insetos tolerantes e resistentes a toxinas Bt, e colabora com o retardamento da evolugao de

resisténcia a esta tecnologia (LIU et al., 2014), tornando o manejo mais robusto e sustentavel.
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O uso do controle bioldgico no Brasil ainda ¢ limitado a certas regides e/ou culturas, sendo que
um dos principais gargalos para a sua expansao ¢ a falta da exploracdo de novos agentes de
controle bioldgico (PARRA; COELHO JUNIOR, 2018) que sejam eficientes no controle de
espécies tolerantes a cultivos transgénicos. Uma vez que o Brasil possui a maior diversidade de
insetos no mundo, explorar e usufruir dessa biodiversidade pode gerar impactos
socioeconomicos e ambientais que colocardo o pais em posicdo de destaque na produgdo
agricola sustentavel.

Além de afetarem a dinamica de pragas, os sistemas de cultivo Bt também influenciam
as interagdes com 0s inimigos naturais, principalmente os parasitoides, pois normalmente estes
sdo agentes de controle biologico especificos, diferentemente dos predadores que se alimentam
de varias espécies durante a vida. Os parasitoides completam o desenvolvimento em um tnico
hospedeiro, tornando-os assim mais expostos as proteinas do Bt (CHEN et al., 2008). Além
disso, os parasitoides que se desenvolvem em hospedeiros que se alimentaram de plantas Bt
podem ser afetados de forma direta ou indireta pelas toxinas contidas na planta (BERNAL,
2010). Considerando a importancia do controle bioldégico em culturas transgénicas Bt,
objetivou-se estudar a composi¢do de espécies de lepidopteros e os parasitoides larvais e de
ovos presentes em duas areas, uma com soja Bt e outra com soja ndo-Bt, a fim de identificar
espécies que possam apresentar potencial de controle de uso conservativo e aplicado e avaliar
a possivel transferéncia de Cry1Ac no terceiro nivel trofico em uma nova espécie de parasitoide

larval.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DINAMICA DE PRAGAS DESFOLHADORAS E MUDANCAS OCASIONADAS PELA
SOJA Bt

A cultura da soja esta exposta ao ataque de insetos-praga desde a semeadura até a
colheita (HOFFMANN-CAMPO et al., 2012). A lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis Hiibner
(Lepidoptera: Erebidae) era encontrada em todos os locais de cultivo de soja no Brasil, sendo
considerada por um longo periodo como a principal praga desfolhadora da cultura
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et al.,, 2012). Espécies do complexo
Plusiinae, sendo a mais abundante a lagarta-falsa-medideira Chrysodeixis includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae), foram consideradas por muito tempo como pragas secundarias, pois
eram mantidas em baixos niveis populacionais por meio do controle biolégico natural,
principalmente através da acdo de fungos entomopatogénicos (CORREA et al., 1977;
MORAES et al., 1991; MOSCARDI et al., 2012). No entanto, com a entrada no pais da
ferrugem asiatica Phakopsora pachyrhizi Sydow, constatada a partir das safras 2001/2002,
tornaram-se essenciais as aplicagdes de fungicidas na cultura, o que antes era raramente
necessario. Os fungicidas aplicados ndo controlam apenas P. pachyrhizi, mas também inibem
a acdo de fungos entomopatogénicos como Metarhizium rileyi (Farlow) Samson, Pandora sp.
Humber e Zoophthora sp. Batko, os quais eram responsaveis por manter a populacao de C.
includens em baixos niveis populacionais (SOSA-GOMEZ et al., 2003). Esse foi um evento
que mudou acentuadamente o manejo da cultura, pois as pulverizagdes com fungicidas
passaram a fazer parte do manejo fitossanitario da cultura, e, com a obrigagdo destas aplicagcdes
preventivas, o agricultor passou a fazer misturas em tanque de fungicida com inseticida, mesmo
sem observar a necessidade real de aplicagdo de inseticidas, como uma medida profilatica
(HENRY; JOHNSON; WISE, 2011; BUENO et al., 2021).

O controle das pragas desfolhadoras ¢ realizado primariamente pela aplicacdo de
inseticidas quimicos, e estes apresentam diferentes resultados para as duas espécies. A lagarta-
da-soja ¢ de facil controle, pois possui o habito de se alimentar no ter¢o superior da planta,
enquanto C. includens localiza-se nos tercos médios e inferior, de preferéncia na face abaxial
da folha dificultando a a¢do dos inseticidas (BERNARDI et al., 2012). Além disso, C. includens
apresenta maior tolerdncia a inseticidas em comparacio a A. gemmatalis (SOSA-GOMEZ;

OMOTO, 2012).
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Com a expansdo da cultura da soja no territdrio nacional, a quantidade de inseticidas
aplicados em lavouras de soja aumentou 3,3 vezes em relagdo a area colhida que aumentou 2,9
vezes no periodo entre 1990 até¢ meados de 2012, tendo esta alteragdo no cenario de pragas um
impacto direto no aumento da utilizagdo de inseticidas na cultura (POZEBON et al., 2020).

A partir de 2013, com a detec¢do de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), até entdo considerada espécie quarentenaria Al no pais (CZEPAK et al., 2013;
SPECHT et al., 2013), houve um aumento na preocupagdo por parte dos produtores e das
autoridades fitossanitarias, pois esta espécie ¢ considerada uma das mais sérias pragas agricolas
no mundo (LEITE et al., 2014). E um inseto de dificil controle, pois apresenta uma rapida
evolugdo da resisténcia aos inseticidas convencionais e uma alta tolerancia a inseticidas em
comparacao as espécies nativas de lepidopteros (DURIGAN et al., 2017). Nesse mesmo
periodo, a comercializacdo da primeira soja geneticamente modificada que expressa o gene
CrylAc proveniente da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) foi liberada para os produtores
(Intacta RR2 Pro®). O evento MON 87701 X MON 89788, além de expressar a proteina CrylAc
que tem como insetos-alvo 4. gemmatalis e C. includens, também possui o gene cp4 epsps,
originario da bactéria Agrobacterium tumefaciens, que confere tolerancia ao herbicida glifosato
(CTNBio, 2010).

O cultivo de plantas que expressam toxinas de B. thuringiensis diminui
consideravelmente a aplicacdo de inseticidas quimicos destinados ao controle das pragas-alvo,
gerando beneficios ecologicos para os agroecossistemas, principalmente para as populagdes de
inimigos naturais (ROMEIS et al., 2019; BUENO et al., 2021). Desde que H. armigera foi
detectada no Brasil, inicialmente houve um aumento na frequéncia e nas dosagens das
pulverizagdes com inseticidas. No entanto, devido a supressdo da soja Bt no controle dessa
espécie (DOURADO et al., 2016), houve uma répida adogdo desta tecnologia (DURIGAN et
al., 2017; BUENO et al., 2021), e consequentemente uma considerdvel diminui¢ao no uso de
inseticidas para o controle de H. armigera (POZEBON et al., 2020). Atualmente, o Brasil ¢ um
dos paises que mais adotam essa tecnologia; na safra 2017/2018, aproximadamente 62% da
area plantada com soja foi semeada com cultivares transgénicas resistentes ao ataque de insetos
(CIB, 2018). A soja Bt ¢ eficiente no controle das pragas-chave da cultura como 4. gemmatalis
e C. includens (BERNARDI et al., 2012), entretanto, espécies ndo-alvo da tecnologia podem
ocupar o nicho deixado pelas pragas primarias (CATARINO et al., 2015). Esse processo
ocorreu com as espécies do complexo Spodoptera Gueneé (Lepidoptera: Noctuidae), que
ganharam destaque nos Gltimos anos devido ao aumento na sua ocorréncia em soja Bt (BUENO

et al.,, 2010; BORTOLOTTO et al., 2015). Isso se deve ao fato que espécies desse complexo
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apresentam tolerancia natural a proteinas Bt (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999;
BERNARDI et al. 2014). Destacam-se as espécies Spodoptera cosmioides (Walker),
Spodoptera eridania (Stoll) e Spodoptera frugiperda (Smith) pois além de se alimentarem das
folhas também podem ocasionar danos nas vagens (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000;
MOSCARDI et al., 2011). Além disso, S. cosmioides pode ingerir o dobro do consumo de 4.
gemmatalis (BUENO et al., 2011). Mais recentemente, a primeira ocorréncia de Peridroma
saucia (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) se alimentando de soja Bt e soja transgénica
tolerante ao herbicida glifosato (TAKAHASHI et al., 2019) comprova a mudanca na dinamica

de pragas que ocorre com a adocdo da soja transgénica que expressa CrylA.

2.2 CONTROLE BIOLOGICO APLICADO EM INSETOS DESFOLHADORES NA
CULTURA DA SOJA

Apesar do Brasil ser lider em agricultura tropical, e da expressiva biodiversidade
encontrada nos biomas do pais, inimeros entraves dificultam o aumento no uso aplicado do
controle bioldgico (CB) como ferramenta de combate a insetos-praga (PARRA, 2014). A
cultura da soja foi modelo no uso de CB nas décadas de 1980 e 1990 com o uso do virus
AgMNPV, Baculovirus anticarsia, para o controle de 4. gemmatalis (PARRA & COELHO
JUNIOR 2018). O programa atingiu o apice no final da década de 1990, quando biofabricas
produziam o virus em larga escala, para a aplicagdo em mais de 2 milhdes de hectares de soja
(MOSCARDI, 1999; MOSCARDI et al., 2011), tornando-se naquela ocasido, o maior programa
de controle bioldgico no mundo (SIMONATO et al., 2014). No entanto, com a mudan¢a no
cenario de pragas primdrias e secunddarias na cultura, e a alta especificidade do AgMNPV
atuando com eficacia apenas em A. gemmatalis, o uso deste agente foi reduzindo
gradativamente (BUENO et al., 2012). A ascensdo de C. includens como praga primaria
(SOSA-GOMEZ et al., 2003) voltou a estimular a utilizagdo de inseticidas neurotoxicos para o
controle de lagartas (BUENO et al., 2012), e a exemplo do periodo de 1940-1960 conhecido
como “Idade das trevas” quando o uso de inseticidas sintéticos era a principal ferramenta para
o manejo de insetos-praga (KOGAN, 1998), estes voltaram a ser o principal método para
manter as populagdes de 4. gemmatalis e C. includens abaixo do nivel de dano.

Além da utilizagdo de B. anticarsia, o uso de parasitoides de ovos do género
Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) para o controle de lagartas
desfolhadoras foi alvo de estudos ao longo dos anos (ZACHRISSON; PARRA, 1998; BUENO;
PARRA, BUENO, 2012a; CARVALHO et al., 2017), e diferentes espécies e/ou linhagens
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demonstraram excelentes resultados no controle de 4. gemmatalis (FOERSTER; FOERSTER,
2009, FOERSTER; MARCHIORO; FOERSTER, 2014, 2015) ¢ C. includens (BUENO et al.,
2009; BUENO; PARRA; BUENO, 2009, 2012b).

Seis espécies de Trichogramma foram registradas de ocorréncia natural em ovos de A.
gemmatalis em lavouras de soja. Foerster e Avanci (1999) coletaram Trichogramma pretiosum
Riley, Trichogramma rojasi Nagaraja & Nagarkatti e Trichogramma atopovirilia Oatman &
Platner. Posteriormente, Avanci, Foerster e Cafiete (2005) encontraram Trichogramma acacioi
Brun, Moraes & Soares e Trichogramma lasallei Pinto, e mais recentemente, Dudczak et al.
(2017), acrescentaram a ocorréncia de Trichogramma bruni Nagaraja em ovos da lagarta da
soja. Além desses parasitoides, também foram encontrados Encarsia porteri (Mercet)
(Hymenoptera: Aphelinidae) espécie ndo citada anteriormente parasitando ovos de A.
gemmatalis (AVANCI; FOERSTER; CANETE, 2005), e Telenomus cyamophylax Polaszek
(Hymenoptera: Platygastridae), uma nova espécie descrita por Polaszek e Foerster (1997).

A partir de 2013, com a detec¢do de H. armigera nas lavouras do pais e em decorréncia
dessa espécie apresentar resisténcia a inseticidas de diferentes ingredientes ativos em varios
paises (TORRES-VILA et al., 2002; AGGARWAL; BRAR, 2006; YANG; LI; WU, 2013;
HUSSAIN et al., 2015), e da auséncia de produtos quimicos registrados para o uso, a utilizagao
de T. pretiosum para o controle dessa espécie-praga ganhou destaque (PARRA; COELHO
JUNIOR, 2018). As liberagdes para o controle de H. armigera ocorreram em aproximadamente
800 mil ha em 2014, porém com o registro de novas moléculas quimicas, as areas com
liberacdes de 7. pretiosum diminuiram para menos de 200 mil ha (PINTO; BUENO, 2019). No
entanto, esse niumero poderia ter sido superior se o numero de biofdbricas existentes no pais
fosse suficiente para suprir a alta demanda desses agentes de controle biologico aos produtores
(PARRA; COELHO JUNIOR, 2018). Porém, tal evento colaborou para reiterar a importancia
do CB estar integrado nas taticas de manejo de pragas (PINTO; BUENO, 2019).

A entrada de H. armigera no Brasil coincidiu com o langamento comercial da primeira
soja geneticamente modificada resistente ao ataque de insetos-alvo, que foi liberada aos
produtores nas safras de 2013/2014 (BROOKES, 2018). A aceitacao dessa tecnologia alterou
novamente o manejo de insetos-praga na cultura da soja, e, uma vez que a soja Bt que expressa
a toxina Cryl Ac demonstrou um alto controle de 4. gemmatalis, C. includens (BERNARDI et
al., 2021) e supressdo de H. armigera (DOURADO et al., 2016), esta passou a ser a principal
ferramenta de controle de pragas primarias na cultura (BUENO et al., 2021). Porém, essa

tecnologia nao deve ser considerada como a tnica solu¢@o no controle de insetos-praga, pois o
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uso de uma ferramenta isolada raramente ¢ suficiente e, ademais, diminui o tempo de vida ttil
das introdugdes transgénicas (KOS et al., 2009).

O uso de plantas transgénicas que expressam as toxinas de B. thuringiensis pode ser
vantajoso para o CB, pois permite uma diminui¢do substancial na utilizacdo de inseticidas
quimicos, favorecendo a conservagao dos inimigos naturais (ROMEIS et al. 2019; BUENO et
al., 2021). Os problemas com o surgimento de pragas secunddrias sdo constantemente
reportados em lavouras com o uso extensivo de tecnologia Bt (ZHAO et al., 2010; CATARINO
et al., 2015), e além disso, ha a preocupagao com o ataque de insetos resistentes as toxinas Bt
(TABASHNIK et al., 2008; TABASHNIK et al., 2013; OMOTO et al., 2016; HORIKOSHI et
al., 2016; MACHADO et al., 2020). Espécies do complexo Spodoptera se encaixam nessas
duas condigdes, e 0 uso de inimigos naturais juntamente com o plantio da area de refiigio sao
as principais alternativas para retardar a evolucdo da resisténcia as toxinas Bt e impactar
positivamente no manejo integrado de pragas em culturas Bt (LIU et al. 2014, ROMEIS et al.
2019).

O parasitoide de ovos Telenomus remus Nixon (Hymenotera: Platygastridae) ¢ uma
espécie que apresenta potencial expressivo para o controle de espécies-pragas do género
Spodoptera (BUENO et al., 2010; POMARI et al, 2012; POMARI et al., 2013;
BORTOLOTTO et al., 2014). No entanto, apesar das tentativas de estabelecimento desse
parasitoide em campo, até entdo nao havia referéncias a sua recaptura (NARANJO-GUEVARA
etal., 2018).

As extensas areas atualmente cultivadas com transgénicos e a falta de conhecimento
sobre a ocorréncia de inimigos naturais nesses cultivos sdo entraves para a expansao do controle

bioldgico no Brasil (PARRA 2014, PARRA & COELHO Junior 2018).

2.3 INTERACAO DE PLANTAS Bt E PARASITOIDES

O efeito de proteinas Bt em inimigos naturais vem sendo estudado ao longo dos anos
(ROMEIS et al., 2006; WOLFENBARGER et al., 2008; NARANJO, 2009; ROMEIS et al.,
2019). A determinacao do impacto de proteinas Cry em insetos ndo-alvo ¢ um componente
essencial na avaliacdo do risco desta tecnologia, e deve ser conduzido antes da comercializacao
da cultura transgénica (ANDOW; HILBECK, 2004; RAMIREZ-ROMERO et al., 2007;
ROMEIS et al., 2011). Os insetos nao-alvo avaliados compdem diferentes fungdes no
agroecossistema, como polinizadores, parasitoides, predadores, decompositores, além dos

herbivoros em geral (ROMEIS et al., 2008).
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Os agentes de controle biologico podem ser expostos as toxinas Bt de forma direta
(relagdo bitrofica), quando entram em contato com a proteina através do consumo de plantas
ou de produtos relacionados a planta, como néctar e polen (GROOT; DICKE, 2002; DE
BORTOLI et al., 2017). Ou de forma indireta (relagdo tritrofica), através da alimentagdo e
desenvolvimento em herbivoros que consumiram plantas Bt, ou ainda pelo consumo de
honeydew (LIU et al., 2005; FARIA et al., 2006; DE BORTOLI et al., 2017; TIAN et al., 2018).

Erroneamente, diversos estudos atribuiram efeitos negativos na biologia de parasitoides
a proteinas Bt (VOJTECH; MEISSLE; POPPY, 2005; LOVEI et al., 2009). Posteriormente tais
estudos foram questionados em razdo da possibilidade dos resultados serem decorrentes de um
efeito mediado pela qualidade nutricional do hospedeiro, e ndo pelo efeito das toxinas Bt
(ROMEIS et al., 2006). De forma geral, os parasitoides sd3o mais sensiveis as mudangas dos
hospedeiros do que os predadores, pois estes geralmente sao generalistas e se alimentam de um
grande numero de presas durante sua vida, enquanto os parasitoides completam seu ciclo em
um Unico hospedeiro (VOJTECH; MEISSLE; POPPY, 2005; CHEN et al., 2008). Uma vez que
o hospedeiro ¢ suscetivel a uma proteina Bt e se alimenta dessa proteina, o individuo que iré se
desenvolver nesse inseto pode sofrer com um efeito letal ou efeitos subletais decorrentes da
qualidade do hospedeiro; portanto este efeito dependerd do grau em que o hospedeiro foi
impactado (LU et al., 2015). Vojtech; Meissle e Poppy (2005) avaliaram o desenvolvimento de
Cotesia marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae) em lagartas de Spodoptera
littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) suscetiveis ao milho Bt que expressa a toxina
Cryl Ab, e constataram que o parasitoide ndo conseguiu completar o desenvolvimento neste
hospedeiro. A morte precoce do parasitoide ocorreu em razao da baixa qualidade do hospedeiro
avaliado devido a sua suscetibilidade a proteina testada. Em outro estudo com C. marginiventris
em milho Bt (CrylAb) em uma populacio suscetivel de S. frugiperda, os efeitos foram
mediados pela qualidade do hospedeiro que influenciaram a biologia do parasitoide
(RAMIREZ-ROMERO et al., 2007). Baur e Boethel (2003) também avaliaram o
desenvolvimento de C. marginiventris em uma populagdo de C. includens moderadamente
afetada por algodao Bt com a expressao da proteina CrylAc; que causou um prolongamento no
tempo de desenvolvimento larval e nos adultos houve redugdo na longevidade e diminui¢ao na
quantidade de ovos por fémea.

Para eliminar o efeito da qualidade do hospedeiro em ensaios que avaliam o efeito de
proteinas Bt em insetos nao-alvo, deve-se utilizar um hospedeiro que seja resistente a proteina
avaliada (ROMEIS et al., 2011). Essa metodologia tem se mostrando eficaz em acessar o real

impacto de proteinas Bt em parasitoides; C. marginiventris, previamente estudada em
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hospedeiros suscetiveis, foi avaliada em uma populagdo de S. frugiperda resistente a proteina
CrylF por cinco geragdes consecutivas. Além dos parametros biologicos, foi realizada a anélise
de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e ndo foram constatados impactos de
CrylF no terceiro nivel trofico (TIAN et al., 2013). Da mesma forma, nenhum efeito adverso
foi constatado no parasitoide ovo-larval Copidosoma floridanum (Ashmead) (Hymenoptera:
Encyrtidae) desenvolvendo-se em uma populacio de Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) resistente a Cryl Ac e Cry2Ab em algodao, quando alimentada com essas proteinas
(TIAN et al., 2018).

Além dessas possibilidades, os agentes de controle biologico podem ser afetados pelas
mudangas ocasionadas pelas plantas Bt nas diferentes cadeias alimentares, principalmente pela
alteracdo na disponibilidade e na densidade de hospedeiros em lavouras Bt, que geralmente ¢
reduzida em comparacdo com lavouras convencionais. Lu et al. (2015) verificaram que a
abundancia de parasitoides das familias Braconidae, Ichneumonidae, Pteromalidae e
Eurytomidae foi menor em lavoura de arroz com a expressao das proteinas Cryl Ab/Vip3H em
comparacao com o controle nao-Bt, e apesar destas proteinas exercerem uma leve influéncia
nas comunidades de artrépodes avaliada no geral, a diferenca na abundancia dos parasitoides ¢
uma consequéncia ndo intencional (efeito indireto) na flutuacdo e alteragdo na disponibilidade
de hospedeiros na area Bt.

Dively (2005) comparou a abundancia e diversidade de taxons durante trés anos em
plantas de milho que expressam o evento piramidado VIP3A/CrylAb, que visa o controle de
Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae), com a isolinhagem tratada com e sem
inseticida. No geral ndo foi observado efeito tritrofico direto nos insetos benéficos ndo-alvo.
Mudancas foram observadas em alguns taxons nas areas Bt, no entanto foram devidas a fatores
de impacto indireto como a diminuicdo da disponibilidade de hospedeiros, com maiores
perturbagdes na comunidade de insetos na area onde foram aplicados inseticidas piretroides. A
auséncia de diferencas estatisticas nos parasitoides de ovos amostrados pode ser devido a estes
utilizarem uma alta gama de hospedeiros ndo-alvo da tecnologia em si, e também pelo fato da
densidade de ovos de O. nubilalis ndo ser diferente entre lavouras de milho Bt e convencionais
(DIVELY, 2005)

Estudos de campo com duas cultivares de arroz Bt (CrylC e Cry2A) e um controle
convencional foram conduzidos durante dois anos, a fim de investigar o possivel impacto das
cultivares na comunidade de artropodes. Nao houve diferengas nos indices de comunidade e
dominancia das guildas em funcdo do tipo da cultivar avaliada. No entanto, a densidade de

parasitoides na cultivar Bt foi inferior em comparag@o ao controle, e este resultado foi atribuido
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a menor abundancia de hospedeiros na area (LU et al., 2014). Em um estudo similar, Resende
et al. (2016) avaliaram a biodiversidade de insetos em sete lavouras com diversas proteinas Bt
em relacdo a lavouras controle nao-Bt, porém com aplicacdo de inseticidas quando necessario.
Os autores concluiram que a variagao na riqueza de inimigos naturais ndo poderia ser atribuida
ao efeito das proteinas Bt, uma vez que em muitos casos, a riqueza em lavouras convencionais
foi menor do que em lavouras Bt, devido ao fato dessas lavouras terem sido submetidas a
aplicagdes de inseticidas de amplo espectro. A influéncia do evento piramidado CrylAc/Cry1F
na comunidade de insetos na cultura da soja foi registrado por Marques et al. (2018) durante
trés anos em diferentes localidades. Os autores concluiram que a abundancia e a diversidade de
espécies que compdem a comunidade de insetos da cultura ndo foram afetadas pelo cultivo de
soja que expressa essas proteinas.

Apesar dos estudos realizados, a continuidade de pesquisas que envolvam o tema ¢
essencial, uma vez que os fatores bidticos e abidticos que atuam na dinadmica populacional de
insetos desfolhadores e carnivoros necessitam ser compreendidos para o aperfeicoamento do

manejo integrado em culturas Bt.
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3 CAPITULO I - A CONTRIBUICAO DO PARASITISMO NATURAL NO
CONTROLE DE LEPIDOPTEROS EM SOJA BT E NAO-BT: BIOPROSPECCAO DE
PARASITOIDES LARVAIS

RESUMO

A soja transgénica que apresenta resisténcia ao ataque de insetos-alvo da cultura devido a
expressdo da proteina CrylAc oriunda da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) foi
amplamente aceita pelos produtores agricolas no Brasil. No entanto, as mudangas na dindmica
das espécies de lepidopteros-praga ocasionadas pela adocdo da soja Bt ainda sdo alvo de
estudos, uma vez que insetos naturalmente tolerantes ou resistentes a esta toxina podem
ocasionar danos expressivos na cultura, tornando-se pragas primarias em plantas Bt. Assim,
faz-se necessario associar outras ferramentas, como o controle bioldgico, para o manejo desses
insetos. Através da bioprospecgdo, agentes de controle bioldgico com potencial de controle
destes lepidopteros podem ser selecionados e utilizados no seu manejo. O objetivo desse
capitulo foi identificar os parasitoides larvais nos hospedeiros associados a soja Bt e ndo-Bt,
assim como verificar a influéncia dos fatores biodticos e abidticos na ocorréncia de lagartas e
seus parasitoides. O estudo foi realizado em duas areas de cultura de soja (Bt e ndo-Bt) no
municipio de S3o José dos Pinhais (25°36°49”S, 49°08°01”W), Parand, entre os meses de
janeiro e margo, nas safras de 2017/2018 e 2018/2019. As lagartas foram coletadas pelo método
do pano-de-batida em 10 pontos aleatdrios de cada area; cada individuo era individualizado em
potes de polietileno e recebiam folhas de soja da area onde foram coletados, durante todo o
estagio larval. Os individuos que atingiam a fase adulta foram mortos € montados para
identificacdo, assim como os parasitoides que emergiam de cada hospedeiro. No total 3.073
lagartas foram coletadas na soja ndo-Bt, sendo identificadas 11 espécies, com predominancia
do complexo Plusiinae (Lepidoptera: Noctuidae). Na area Bt 295 lagartas foram coletadas,
sendo identificada quatro espécies de noctuideos: Spodoptera cosmioides (Walker), Spodoptera
eridania (Stoll), Spodoptera frugiperda (Smith) e Peridroma saucia (Hiibner). A média do
parasitismo natural na area ndo-Bt foi proximo a 25%, enquanto na area Bt foi de 22%. Trés
familias de parasitoides; Braconidae e Ichneumonidae (Hymenoptera) e Tachinidae (Diptera),
ocorreram em ambas as areas, enquanto os himendpteros da familia Encyrtidae parasitaram
apenas hospedeiros da area nao-Bt e os da familia Eulophidae apenas hospedeiros da area Bt.
Com excecao dos exemplares de Tachinidae, os espécimes seguem no processo de identificagdo
ao nivel de espécie. Uma nova espécie de endoparasitoide larval solitario do género Aleiodes
Wesmael (Hymenoptera: Braconidae) foi encontrada e os primeiros resultados indicam possuir
um grande potencial no controle de Spodoptera spp. tanto em soja Bt, quanto convencional
ndo-Bt. O controle bioldgico natural deve ser considerado e incentivado como o principal
método de controle de lepiddpteros naturalmente tolerantes e/ou resistentes as toxinas Bt,
juntamente com o plantio da area de refligio, pois tornam o manejo de insetos-praga mais
robusto e sustentavel.

Palavras-chave: controle biologico natural, Spodoptera, Aleiodes.
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ABSTRACT

Transgenic soybean resistant to attack by target insects due to the expression of the CrylAc
protein from Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) has been widely accepted by agricultural
producers in Brazil. However, changes in the dynamics of pest species of lepidopterans caused
by the adoption of Bt soybeans are still under investigation, since insects naturally tolerant or
resistant to this toxin may cause significant damage in the crop and become primary pests in Bt
plants. Therefore, it is necessary to use other tools, such as biological control, for the
management of these insects. Through bioprospection, biological control agents with potential
for use against these species can be selected and employed for their management. The purpose
of this chapter was to identify larval parasitoids and their hosts associated with Bt and non-Bt
soybeans, as well as to verify the influence of biotic and abiotic factors on the occurrence of
caterpillars and their parasitoids. The study was carried out in two areas (Bt and non-Bt) in the
municipality of Sdo José dos Pinhais (25°36°49’S, 49°08°01”°W), in the state of Parand, Brazil,
between January and March in the 2017/2018 and 2018/2019 crops. The caterpillars were
collected by the shake-cloth method at 10 random points in each area; each individual was
individualized in polyethylene pots and received soybean leaves from the area where they were
collected, throughout the larval stage. As they reached the adult stage, specimens were killed
and mounted for identification, as well as the parasitoids that emerged from each host. A total
of 3,073 caterpillars were collected in the non-Bt area, with 11 different species identified,
mainly of the Plusiinae complex (Lepidoptera: Noctuidae). In the Bt area, 295 caterpillars were
collected, of four noctuids: Spodoptera cosmioides (Walker), Spodoptera eridania (Stoll),
Spodoptera frugiperda (Smith) and Peridroma saucia (Hiibner). The mean natural parasitism
in the non-Bt area was close to 25%, while in the Bt area was 22%. Three families of parasitoids;
Braconidae and Ichneumonidae (Hymenoptera) and Tachinidae (Diptera), occurred in both
areas, while the hymenopterans of the family Encyrtidae parasitized only hosts in the non-Bt
area, and Eulophidae was recorded only in hosts from the Bt area. With the exception of
individuals in the Tachinidae family, specimens continue in the process of species-level
identification. A new species of solitary larval endoparasitoid of the genus Aleiodes Wesmael
(Hymenoptera: Braconidae) was found, and preliminary results indicate that it has a great
potential for the control of Spodoptera spp., both in Bt and conventional non-Bt soybeans.
Natural biological control should be considered and encouraged as the main method of
controlling naturally tolerant and/or resistant Lepidoptera to Bt toxins, associated with the
planting of the refuge area, as they make insect pest management more robust and sustainable.

Keywords: natural biological control, Spodoptera, Aleiodes.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ a principal cultura de importancia economica no
Brasil, sendo destinados 36,950 milhdes de hectares ao plantio dessa oleaginosa. Durante a
safra 2019/2020, foram produzidas 124,845 milhdes de toneladas, tornando o Brasil o maior
produtor deste grao (CONAB, 2020). Devido a extensao de cultivo e ao clima tropical, um dos
maiores desafios nessa cultura ¢ o controle de insetos-praga que afetam diretamente a
produtividade (CATTELAN; DALL’AGNOL, 2018) os quais ocorrem desde a semeadura até
a colheita, destacando-se o ataque de lagartas desfolhadoras (HOFFMAN-CAMPO et al.,
2000).

A adocgao de cultivos transgénicos Bt tem trazido beneficios econdmicos e ambientais
através da reducdo do uso de inseticidas; no entanto, parte destes beneficios tém sido
prejudicados devido a surtos de pragas secunddrias ou ndo-alvo, que demandam o uso de
inseticidas sintéticos (CATARINO et al., 2015). Plantas de soja geneticamente modificadas que
expressam a proteina CrylAc derivada da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt),
controlam com eficiéncia as lagartas consideradas pragas-chave da cultura Anficarsia
gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera:
Noctuidae) (BERNARDI et al., 2012). No entanto, tem pouca ou nenhuma acao em lagartas do
complexo Spodoptera Guenée (Lepidoptera: Noctuidae) (BERNARDI et al., 2014). Espécies
desse género, e mais recentemente Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae)
sdo responsaveis por surtos secundarios com danos significativos dependendo da regido e safra
de ocorréncia (SPECHT et al., 2013; DOURADO et al., 2016; CONTE et al., 2019).

Isto ocorre devido as espécies desse género apresentarem uma tolerancia natural a
determinadas toxinas do Bt (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; BERNARDI et al.,
2014), tornando-as ndo-alvo desta tecnologia. Assim, como esperado, a ado¢do da tecnologia
Bt na cultura da soja ocasionou uma mudanca na dindmica das espécies de insetos-praga (YU
et al., 2014; CATARINO et al., 2015). Em decorréncia do controle das pragas primadrias, o
nicho ecologico deixado pelas pragas-alvo da soja Bt, passou a ser ocupado por espécies
secundarias ndo-alvo desta tecnologia, ascendendo de status neste novo cendrio (CATARINO
et al., 2015). Assim, € necessario o uso de outras taticas no manejo desses insetos; o controle
biologico ¢ favorecido com o uso de plantas Bt, devido a diminuigdo nas aplicagdes de
inseticidas e permitindo a sobrevivéncia de predadores e parasitoides (LU et al., 2012).

No entanto, a maior parte dos estudos de inimigos naturais em culturas Bt, teve como

objetivo primordialmente avaliar o impacto das proteinas Bt a espécies previamente
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determinadas em condi¢des de laboratério (ROMEIS et al., 2019). Pesquisas em campo sobre
a ocorréncia de parasitoides de lagartas em cultivos transgénicos sdo escassas no Brasil
(FRIZZAS; OLIVEIRA; OMOTO, 2017, MARQUES et al., 2018), assim como em outros
paises (BOURGUET et al., 2002; WOLFENBARGER et al., 2008; YU et al., 2014).

O objetivo desse estudo foi verificar as espécies de parasitoides promissoras para o
controle de lepidopteros naturalmente tolerantes e/ou resistentes a soja Bt, e, através do
levantamento das espécies de lepidopteros, confirmar a mudanga no cenario de pragas apds a
adogdo da soja Bt, verificando também quais sdo as espécies de parasitoides que podem ocorrer
em diferentes hospedeiros tanto em soja Bt quanto em soja ndo-Bt. Assim, objetivou-se avaliar
os fatores bioticos e abioticos que influenciaram a ocorréncia de lagartas e parasitoides nos dois

anos de pesquisa.
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2 MATERIAL E METODOS

O levantamento foi realizado em duas areas de soja geneticamente modificadas no
municipio de Sao José dos Pinhais (25°36°49”S, 49°08°01”W), Parand, entre os meses de
janeiro e mar¢o nas safras de 2017/2018 e 2018/2019. O entorno do local ¢ formado por uma
paisagem composta com fragmentos de floresta ombrofila mista, e o clima € classificado como
Cfb — Temperado Oceanico pela classificacdo de Koppen (KOTTEK et al., 2006). A primeira
area, denominada de 4rea ndo-Bt, com aproximadamente 12 hectares e foi semeada durante as
duas safras com sementes da cultivar NAS909RG que expressa tolerancia ao herbicida glifosato
- Roundup Ready®. A outra 4rea, denominada de Bt, com cerca 14 hectares, foi semeada na
primeira safra com a cultivar SYN13671 IPRO, e na segunda safra foi dividida em duas partes
que foram semeadas as cultivares M5917 IPRO e SYN1561 IPRO. As trés cultivares semeadas
na area Bt expressam a proteina CrylAc de B. thuringiensis (Bt) que confere resisténcia ao
ataque de lepidopteros-alvo da cultura e também tolerancia ao herbicida glifosato. A semeadura
nas duas areas durante as duas safras ocorreu na mesma semana. As duas areas, em linha reta,
estdo a 500 m de distancia uma da outra.

As coletas iniciaram quando as plantas estavam no estadio vegetativo V6 (RITCHIE;
HANWAY; THOMPSON, 1985). Semanalmente em 10 pontos aleatérios de cada area, era
realizada a amostragem de lagartas por meio do método do pano-de-batida (SHEPARD et al.,
1974), registrando-se o estagio de desenvolvimento da cultura. As lagartas eram coletadas e
levadas ao laboratorio onde eram individualizadas em potes de polietileno (4 x 7 cm), e
classificadas como pequenas (< 1,5 cm) e grandes (> 1,5 cm), e recebiam folhas de soja oriundas
do local de coleta. Diariamente os individuos eram observados em rela¢do ao parasitismo e
sobrevivéncia, e quando necessario, folhas adicionais eram fornecidas as lagartas.

Os dados de temperatura (°C) minima, média e maxima, umidade relativa (%) e
precipitacdo (mm) durante os meses avaliados nas safras, foram obtidos do Sistema

Meteoroldgico do Parand (SIMEPAR), localizado a aproximadamente 20 km do local de coleta.

2.1 MANEJO FITOSSANITARIO DA AREA

O manejo fitossanitario das duas areas foi realizado pelos produtores, utilizando os
fungicidas Elatus® (Azoxistrobina + Benzovindiflupir), Cypress 400 EC® (Difenoconazol +
Ciproconazol) e Fox® (Trifloxistrobina + Protioconazol). O controle de insetos-praga foi

baseado na média de lagartas coletadas por pano-de-batida, seguindo as recomendag¢des de 40
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lagartas grandes (> 1,5 cm) por pano-de-batida, ou com desfolha de 30% antes da floragdo, e
15% apos as primeiras flores (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000; CORREA-FERREIRA,
2012). Na safra 2017/2018 na area nao-Bt, o nivel de controle foi atingido e uma pulverizagao
com os inseticidas Ampligo® (lambda-cialotrina + clorantraniliprole) na dosagem de 75 mL/ha
+ Match® EC (lufenurom) na dosagem de 150 mL/ha, foi realizado no dia 21/02/2018. Na
segunda safra, a média de lagartas aumentou expressivamente e uma aplicagio de Ampligo® +
Match® EC, nas mesmas doses supracitadas foi realizada no dia 08/02/2019; e outra no dia
22/02/2019 com Proclaim® 50 (benzoato de emamectina) na dose recomendada de 150 g/ha.
Na area Bt, nenhuma aplicacdo foi realizada na primeira safra, e na safra 2018/2019 foi
necessdria uma aplica¢io de Galil® SC (imidacloprido + bifentrina) na dose de 400 mL/ha para

o controle de percevejos.

2.2 IDENTIFICACAO DOS HOSPEDEIROS E DOS PARASITOIDES

A identificagdo larval de espécies do complexo Plusiinae, em destaque a diferenciagdo
de C. includens e Rachiplusia nu (Guenée), sdo dificeis de serem realizadas visualmente e
consequentemente podem acarretar em identificagdes erroneas (MOSCARDI et al., 2012).
Essas duas espécies podem ser separadas por algumas caracteristicas morfoldgicas como os
dentes da regido interna da mandibula das lagartas (BARRIONUEVO; SAN BLAS, 2016).
Porém para realizar essa identificagdo a lagarta deve ser morta, o que inviabilizaria a
constatacdo do parasitismo. Por isso, somente foram identificadas ao nivel de espécie os
individuos que atingiram a fase de pupa e apresentaram coloragao verde clara (C. includens) ou
marrom escura (R. nu); posteriormente os adultos foram confirmados e os demais individuos
nao identificados foram agrupados na subfamilia Plusiinae. Todos os individuos que
completaram o desenvolvimento larval e atingiram o estadgio adulto foram mortos em freezer e
montados para confirma¢do das espécies que foi realizada pelo Dr. Eduardo Carneiro da
Universidade Federal do Parana. Os parasitoides larvais foram armazenados em microtubos
contendo alcool 70% e foram enviados para os taxénomos de Hymenoptera: Dr. Daniell
Fernandes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Dr. Eduardo Shimbori da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e Dr. Valmir Antonio Costa do Instituto Bioldgico.

Os dipteros foram identificados pelo Dr. Ronaldo Toma da Fundagdo Oswaldo Cruz.

2.3 ANALISE ESTATISTICA
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Para avaliar a influéncia dos fatores bidticos e abidticos no numero de lagartas coletadas,
foram utilizados modelos lineares generalizados, com a distribuicdo gaussiana uma vez que os
dados utilizados eram de distribui¢do continua. Para a variavel resposta lagartas parasitadas,
somente as varidveis abioticas foram utilizadas como varidveis preditoras.

Foram construidos modelos globais, utilizando as variaveis abidticas: amplitude térmica
(°C), precipitacdo (mm) e umidade relativa (%). Os dados utilizados foram referentes a média
de cada varidvel climatica em relacao a semana da coleta. Os quatro primeiros modelos globais
tiveram o nimero de lagartas coletadas, por area de coleta (Bt ou ndo-Bt) e safra de avaliagdo
(2017/2018 e 2018/2019) como varidvel resposta, e os fatores abidticos mais o fator bidtico
(lagartas parasitadas) como varidveis preditoras. Outros quatro modelos globais foram
construidos considerando o nimero de lagartas parasitadas por area de coleta (Bt ou nao-Bt) e
safra de avaliacdo (2017/2018 ¢ 2018/2019) como varidvel resposta, e os fatores abioticos como
variaveis preditoras. As aplicagdes de inseticidas foram adicionadas aos modelos globais como
variavel preditora nas safras onde foram necessarias.

Anterior a montagem dos modelos, foi analisada a correlacao das variaveis através do
teste de Pearson, sendo considerado valores maiores que 0,7 ou menores que - 0,7 como fator
de multicolinearidade. Para corroborar com as observagdes de multicolinearidade foi utilizada
a fun¢do vif (variance inflation fator) do pacote car (FOX; WEISBERG, 2018) que mede a
propor¢do que uma varidvel ¢ inflacionada pela presenca de outra varidvel. Os residuos dos
modelos foram avaliados usando o pacote DHARMa (HARTING, 2020). Os modelos foram
selecionados usando o critério de informacao de Akaike corrigido (AICc), utilizando a fungao
dredge do pacote MuMIn (BARTON, 2020); posteriormente foram selecionados os melhores
modelos considerando os valores de delta AAICc menores que 4 (BURNHAM; ANDERSON,
2002). Os melhores modelos para cada variavel resposta foram submetidos a andlise de
variancia (P < 0,05). Os dados foram analisados no software R versao 3.6.1(R CORE TEAM,
2019).
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3 RESULTADOS

3.1 INFLUENCIA DOS FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NA INCIDENCIA DE
LAGARTAS COLETADAS E PARASITADAS

Na safra 2017/2018 foram coletadas 1.530 lagartas, sendo 1.480 na area ndo-Bt (Tabela
1-A) e apenas 50 exemplares na area Bt (Tabela 2-A). O parasitismo natural na area nao-Bt foi
de 22,57% e a partir da analise do modelo simplificado (Tabela 3—A), as varidveis parasitismo
larval (F1,10=21,21; P=0,001) e a aplicacdo de inseticida (F1,7=6,16; P=0,038), influenciaram
fortemente a densidade de lagartas, enquanto a amplitude térmica ndo foi significativa (Fi,0=
1,05; P = 0,335) (Figura 2-A). O nivel de controle chegou préximo ao recomendado para a
tomada de decisdo de aplicagdo de inseticidas entre a sétima e oitava coletas (Figura 1-A),
correspondentes aos estagios reprodutivos R5.1-2 e R5.2-3 respectivamente, quando 65% das
lagartas tinham > 1,5 cm, ndo atingindo a média de 40 lagartas por amostragem. Foi realizada
a aplicagao de Ampligo® + Match® EC, reduzindo em mais de 75% a densidade de lagartas
na area nao-Bt. O apice do parasitismo ocorreu em R4 quando 37,5% das lagartas coletadas
estavam parasitadas (Figura 1-A), porém o modelo simplificado que selecionou a variavel
umidade relativa (Figura 2-B) ndo foi estatisticamente significante (Fi,10=1,32; P =0,277), ndo
havendo um fator que tenha influenciado na densidade de parasitoides na area.

Na area Bt, o parasitismo natural foi de 28% (Tabela 2-A), sendo a tnica variavel
selecionada pelo modelo simplificado, e que apontou significancia estatistica (Fi 9= 15,33; P =
0,003), influenciando na quantidade de lagartas coletadas. Quando avaliada a influéncia das
varidveis abidticas no parasitismo, apesar da simplificagdo do modelo, a precipitagdo (Fi,9=
0,87; P=0,377) e aumidade relativa (F; s=2,48; P =0,154) ndo tiveram impacto na populacao
de parasitoides (Figura 2 E-F).



36

TABELA 1 - NUMERO DE LAGARTAS COLETADAS E PARASITADAS NA AREA COM SOJA NAO-Bt,
NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHALIS (25°36°49”S, 49°08°01”W), PR, DURANTE AS SAFRAS DE

2017/2018 (A) E 2018/2019 (B).

A) Safra 2017/2018

B) Safra 2018/2019

Espécie . .
Coletadas  Parasitadas  Coletadas  Parasitadas
Anticarsia gemmatalis Hiibner 232 29 100 10
(15,68%) (12,50%) (6,28%) (10%)
Chrysodeixis includens (Walker) 223 >3 304 33
(15,07%) (23,77%) (19,08%) (11,51%)
Rachiplusia nu (Guenée) 15 3 3 !
(1,01%) (20,0%) (1,95%) (3,23%)
Trichoplusia ni (Hiibner) ) ) 2 )
- - (0,13%) -
Subfamilia Plusiinae 832 183 995 343
(56,22%) (21,99%) (62,46%) (34,47%)
Peridroma saucia (Hiibner) 39 10 14 >
(2,64%) (25,64%) (0,88%) (35,71%)
Spodoptera cosmioides (Walker) 19 X 29 )
(1,28%) (26,32%) (1,82%) (31,03%)
Spodoptera dolichos (Fabricius) 2 0 4 2
(0,13%) - (0,25%) (50%)
Spodoptera eridania (Stoll) 116 >l 104 19
(7,84%) (43,97%) (6,53%) (18,27%)
. 2 ; 6 _
Spodoptera frugiperda (Smith
podoptera frugiperda (Smith) (0,13%) ; (0,38%) ;
Elaphria deltoides (Mbschler) - - 2
- - (0,13%) -
Elaphria nucicolora (Guenée) i i 2
- - (0,13%) -
1.480 334 1.593 424
Total
- (22,57%) - (26,62%)

FONTE: O autor (2021).

Na safra de 2018/2019, foram coletadas 1.838 lagartas, das quais 1.593 foram

provenientes da area ndo-Bt e 245 da area Bt (Tabela 1-B e 2-B). Nessa safra o parasitismo

natural na area ndo-Bt foi de 26,62 %, apresentando um aumento de 17,94 % em relagdo a safra

anterior, sendo a varidvel que afetou significativamente a densidade de lagartas coletadas ao

longo das coletas (F1,10=280,18; P =<0,001). O nivel de controle foi atingido na quinta semana

de coleta, quando a soja estava no estagio R2-R3 (Figura 1-C), duas semanas antes em relagdo

a safra 2017/2018, quando aproximadamente 55 % das lagartas coletadas tinham < 1,5 cm. No

entanto, a aplicacdo dos inseticidas Ampligo® + Match® EC ocorreu apenas apds a quinta
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coleta (estagio reprodutivo R4) quando 86 % das lagartas tinham tamanho grande. Neste
tratamento, o controle foi de 59 % apos uma semana e de 69% apds duas semanas da aplicagao.
Como a soja estava em um periodo de enchimento de graos e a desfolha continuou alta, e por
decisdo dos produtores, foi realizada mais uma pulverizagao com Proclaim® 50 que controlou
100% das lagartas. Assim, estatisticamente a aplica¢do de inseticidas ndo influenciou a média
de lagartas por pano-de-batida (Fi1,0=3,13; P=0,111).

A simplificacdo do modelo para a flutuacdo populacional de parasitoides, tendo a
variavel umidade relativa (Figura 1-B) como resposta, ndo influenciou estatisticamente (F1,10=
2,18; P=10,170).

TABELA 2 - NUMERO DE LAGARTAS COLETADAS E PARASITADAS NA AREA DE SOJA Bt, NO

MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS, PR (25°36°49”S, 49°08°01”W) DURANTE AS SAFRAS DE
2017/2018 (A) E 2018/2019 (B).

., A) Safra 2017/2018 B) Safra 2018/2019
Individuos ) .
Coletadas  Parasitadas  Coletadas  Parasitadas
Spodoptera cosmioides (Walker) 10 4 28 6
(20,0%) (40,0%) (11,43%) (21,43%)
Spodoptera eridania (Stoll) 38 ? 210 34
(76,0%) (23,68%) (85,71%) (16,19%)
. 1 - 7 -
Spodoptera frugiperda (Smith
podoptera frugiperda ( ) (2.0%) ] (2.86%) ]
Peridroma saucia (Hiibner) ! ! i i
(2,0%) (100%) - -
Total 50 14 245 40
- (28,0%) - (16,33%)

FONTE: O autor (2021).

A quantidade de lagartas coletadas na area Bt aumentou aproximadamente cinco vezes
em relacdo a safra anterior (Tabela 2-B), e do total de 245 lagartas coletadas, 16,33% estavam
parasitadas, apresentando uma queda de 58% em relagdo ao ano anterior. Porém, mesmo
apresentando essa queda, o parasitismo influenciou na flutua¢ao de lagartas (Fi9= 8,06; P =
0,029). A maior média de lagartas coletadas na area Bt foi de sete lagartas por pano-de-batida,
observada na oitava data de coleta quando a soja estava no estagio R5.2-3. No entanto, apds a
aplicagdo de Galil® SC para o controle de percevejos, houve uma queda na populacdo de
lagartas, uma vez que esse inseticida possui o ingrediente ativo bifentrina do grupo quimico
dos piretroides, que tem acdo contra lepidopteros. Embora a simplificagdo do modelo, nao
houve diferenca significativa na precipitagdo (Fio = 0,57; P = 0,468) em relacdo aos

parasitoides coletados (Figura 2—F).
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TABELA 3 - MODELOS SIMPLIFICADOS QUE AVALIARAM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS
ABIOTICAS + NUMERO DE LAGARTAS PARASITADAS NA VARIAVEL NUMERO DE LAGARTAS
COLETADAS. K= NUMERO DE PARAMETROS ESTIMADOS, LOGLIK = PROBABILIDADE
LOGARITIMICA, AICC= VALOR DE AKAIKE CORRIGIDO, AAICC =DIFERENCA ENTRE O VALOR DE
AICC DE CADA MODELO E O MENOR VALOR DE AICC OBTIDO, WAAICC = PESO DE AKAIKE
CORRIGIDO.

Modelos k  logLik AlCc  AAICc wAAICc

A) Safra 2017/2018 area nao-Bt
Lagartas coletadas ~ Lagartas parasitadas +
Amplitude + Inseticida 5 -6591 151,80 0,00 0,977

B) Safra 2018/2019 area nao-Bt
Lagartas coletadas ~ Lagartas parasitadas +

Inseticida 4 -59,89 133,50 0,00 0,954
C) Safra 2017/2018 area Bt
Lagartas coletadas ~ Lagartas parasitadas 3 2755 64,5 0 0,93

D) Safra 2018/2019 area Bt
Lagartas coletadas ~ Lagartas parasitadas +

Precipitacdo + Umidade relativa +Amplitude
FONTE: O autor (2021).

-41,09 115,20 0,00 1

TABELA 4 - MODELOS SIMPLIFICADOS QUE AVALIARAM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS
ABIOTICAS NA VARIAVEL NUMERO DE LAGARTAS PARASITADAS. K= NUMERO DE
PARAMETROS ESTIMADOS, LOGLIK = PROBABILIDADE LOGARITIMICA, AICC= VALOR DE
AKAIKE CORRIGIDO, AAICC =DIFERENCA ENTRE O VALOR DE AICC DE CADA MODELO E O
MENOR VALOR DE AICC OBTIDO, WAAICC = PESO DE AKAIKE CORRIGIDO.

Modelos k logLik  AICc  AAICc wAAICc
A) Safra 2017/2018 area nao-Bt

Lagartas parasitadas ~ Umidade relativa 3 -57,237  123,5 0 1

B) Safra 2018/2019 area nao-Bt

Lagartas parasitadas ~ Umidade relativa 3 -63,75 136,50 0,00 0,801

C) Safra 2017/2018 area Bt
Lagartas parasitadas ~ Precipitagdo + Umidade

relativa 4 -17,54 49,7 0 0,959
C) Safra 2018/2019 area Bt
Lagartas parasitadas ~ Precipitacdo 3 -7,859 65,1 0 0,998

FONTE: O autor (2021).
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FIGURA 2 — MEDIA DE LAGARTAS COLETADAS E PARASITADAS PELO METODO DO PANO-DE-
BATIDA E OS FATORES ABIOTICOS NA AREA NAO-Bt (A,B,C) E NA AREA Bt (D,E,F) DURANTE OS
PERIODOS DE COLETA NAS SAFRAS DE 2017/2018 E 2018/2019 NA CULTURA DA SOJA NO
MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHALIS.
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FONTE: O autor (2021).

3.2 ESPECIES DE LEPIDOPTEROS E PARASITISMO NATURAL

3.2.1 Area nio-Bt

No total das duas safras foram coletadas 3.073 lagartas na area ndo-Bt; destas, 1.827
pertencentes a subfamilia Plusiinae ndo puderam ser identificadas, pois morreram em
consequéncia do parasitismo e em decorréncia da incerteza na identificacdo larval ao nivel de

espécie, estas foram enquadradas apenas ao nivel de subfamilia. Somando as espécies C.
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includens, R. nu e os individuos ndo identificados pertencentes a mesma subfamilia, o total
correspondeu a 72,30% das lagartas coletadas na safra 2017/2018 (Tabela 1-A), sendo que
destas, aproximadamente 22% estavam parasitadas. Na safra 2018/2019 (Tabela 1-B) além
dessas trés espécies, também foram coletados dois exemplares de Trichoplusia ni (Hiibner), e
juntas representaram 83,62% dos lepidopteros coletados, dos quais 28,45% morreram em
fungdo do parasitismo larval. Durante as duas safras, entre 15 e 20% do total de individuos
coletados foram identificados como C. includens, enquanto Rachiplusia nu nao representou
mais que 2%.

Lagartas de A. gemmatalis representaram 15,68% dos individuos amostrados na safra
de 2017/2018 e o parasitismo larval dessa espécie ficou em torno de 12,50%. Na safra
2018/2019 o numero de individuos coletados foi 2,32 vezes inferior ao da safra anterior,
representando 6,28% do total de lagartas coletadas. Apesar da diminuicdo do ntimero de
individuos dessa espécie, o parasitismo larval foi similar ao ano anterior.

Peridroma saucia (Hiibner) foi coletada nas duas safras, em maior abundancia na
primeira, correspondendo a 2,64% dos individuos amostrados dos quais 25,64 % estavam
parasitados e apenas 0,88% na segunda safra, com parasitismo de 35,71%. Do complexo
Spodoptera, quatro espécies foram coletadas: S. cosmioides, S. eridania, S. dolichos e S.
frugiperda, representando 9,38% na safra 2017/2018 e 8,98% na safra de 2018/2019. Das
quatro espécies, apenas em S. frugiperda nao houve parasitismo larval em nenhuma das safras,
enquanto S. eridania apresentou o maior parasitismo na primeira safra (43,97%) e S. dolichos
na segunda (50%), no entanto apenas 4 individuos desta espécie foram coletados (Tabela 1 A -
B). Na safra 2018/2019, dois individuos de Elaphria deltoides (Moschler) e Elaphria

nucicolora (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae) foram coletadas.

3.2.2 Area Bt

Na area Bt, 295 lagartas foram coletadas nas duas safras, sendo que na primeira, dos 50
individuos coletados foram identificadas quatro espécies, das quais S. eridania representou
76% do total de lagartas coletadas. Além dessa espécie, 10 lagartas de S. cosmioides (20,0%),
uma de S. frugiperda (2,0%) e uma de P. saucia (2,0%) foram amostradas. Na safra 2018/2019
o numero de lagartas coletadas aumentou cerca de cinco vezes em relagdo a safra anterior
(Tabela 2-B). Novamente, S. eridania foi a espécie mais abundante (85,71%), seguida por S.
cosmioides (11,43%) e S. frugiperda (2,86%). O parasitismo natural foi de 28% na safra
2017/2018 e de 16,33% em 2018/2019 (Tabela 2 A-B).
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3.3 PORCENTAGEM DE PARTICIPACAO DAS FAMILIAS DE PARASITOIDES NAS
ESPECIES DE HOSPEDEIROS COLETADOS

Parasitoides da ordem Hymenoptera representaram 76,58% dos parasitoides coletados
na area nao-Bt e 85,19% na area Bt durante as duas safras avaliadas, enquanto as espécies de
Diptera representaram 23,42 % para a drea nao-Bt e 14,81% para a area Bt. Somente os dipteros
foram identificados na totalidade ao nivel de espécie, enquanto os himenopteros seguem em
processo de identificacao.

FIGURA 3 ~PARASITISMO POR FAMILIA DAS ORDENS DIPTERA E HYMENOPTERA EM LAGARTAS

DE Anticarsia gemmatalis, COMPLEXO PLUSIINAE E Peridroma saucia COLETADAS NAS SAFRAS
2017/2018 E 2018/2019 EM SOJA NAO-Bt NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS.

Anticarsia gemmatalis A Complexo Plusiinae B

28%

69%

= Braconidae Ichneumonidae Tachinidae = Braconidae = Encyrtidae Ichneumonidae Tachinidae

Peridroma saucia C

56%

25%

= Braconidae = Eulophidae Ichneumonidae Tachinidae

*Exemplar coletado na area Bt
FONTE: O autor (2021).

Lagartas de A. gemmatalis (Figura 3A) foram predominantemente parasitadas pela
ordem Hymenoptera, sendo que a familia Ichneumonidae representou 69% do total amostrado,
enquanto Braconidae correspondeu a 3% dos individuos parasitados. Moscas da familia
Tachinidae contribuiram com 28% do controle, sendo Patelloa similis (Townsend) a unica

espécie de Diptera emergida desse hospedeiro. Das lagartas do complexo Plusiinae (Figura 3B),
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59% foram parasitadas por Copidosoma sp. (Ratzeburg) (Hymenoptera: Encyrtidae), e 18%
foram parasitadas por Braconidae e Ichneumonidae (Hymenoptera). Dos dipteros (23%), foram
identificadas quatro espécies, Eucelatoria sp. Townsend, Lespesia affinis (Townsend), P.
similis, e Voria ruralis (Fallen).

Das lagartas de P. saucia (Figura 3C), a ocorréncia de dipteros foi maior do que de
himendpteros, e apenas P. similis foi coletada neste hospedeiro. Um tUnico exemplar de P.
saucia foi coletado na soja Bt e se encontrava parasitado por uma espécie de Eulophidae
(Euplectrus sp. Westwood), cujo exemplar foi adicionado a Figura 3C, junto aos exemplares

coletados na area ndo-Bt.
FIGURA 4 ~PARASITISMO POR FAMILIA DAS ORDENS DIPTERA E HYMENOPTERA EM RELACAO

AO HOSPEDEIRO COLETADO NAS SAFRAS 2017/2018 E 2018/2019 NA CULTURA DA SOJA, EM
CULTIVAR DE SOJA NAO-Bt (A - B) E SOJA Bt (C - D) NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS.

Spodoptera cosmioides Spodoptera eridania B
m Braconidae  mIchneumonidae = Tachinidae = Braconidae = Ichneumonidae = Tachinidae
Spodoptera cosmioides Spodoptera eridania D

o

= Braconidae = Eulophidae = Ichneumonidae = Braconidae = Ichneumonidae = Tachinidae
FONTE: O autor (2021).

Lagartas do complexo Spodoptera foram coletadas tanto na soja ndo-Bt, quanto na Bt;
e o porcentual das familias de parasitoides foi determinado separadamente para as duas areas
(Figura 4). Na area nao-Bt, cerca de 80% dos parasitoides eram himendpteros; em S. cosmioides
predominou a familia Braconidae (57%), em S. eridania 67% dos parasitoides pertenciam a

familia Ichneumonidae (Figura 4 A-B). Na soja Bt, Ichneumonidae foi a familia predominante



44

nos dois hospedeiros e em S. cosmioides foi registrada a presenga da familia Eulophidae
parasitando 10% do total de lagartas parasitadas (Figura 4C).

Dentre os braconideos coletados nas duas areas experimentais parasitando S. eridania e
S. cosmioides, foi coletada uma nova espécie do género Aleiodes Wesmael, que se encontra em
fase de descri¢do. Das espécies de dipteros emergidas de S. eridania, foi registrada a ocorréncia
de quatro espécies: Lespesia lanei Guimaraes, Neopaedarium sp. Blanchard, V. ruralis,
Winthemia sp. Robineau-Desvoidy. Das seis lagartas de S. dolichos coletadas, apenas duas

foram parasitadas pelo diptero L. affinis.
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4 DISCUSSAO

A maior abundancia de lagartas ocorreu na soja nao-Bt, que correspondeu a 91,28% do
total de individuos amostrados nas duas safras avaliadas. Esse valor ¢ similar ao encontrado por
Luz et al. (2019) em um levantamento comparando a ocorréncia de lepidopteros em uma
cultivar de soja Bt (BRS 9180 IPRO) e a isolinhagem nao-Bt (BRS Sambaiba RR) no bioma
do Cerrado, sendo que 92% das lagartas coletadas foram provenientes da cultivar ndo-Bt. No
presente estudo, foram coletadas 11 espécies de lepidopteros que se desenvolveram e
completaram o estagio larval em soja nao-Bt.

Espécies do complexo Plusiinae foram as mais abundantes na 4rea nao-Bt, ocorrendo
em um nivel seis vezes maior do que 4. gemmatalis, confirmando que, atualmente, as espécies
desta subfamilia sdo as principais pragas de soja em cultivares ndo resistentes ao ataque de
insetos (ROLIM et al., 2013). Em regides do Sul do Brasil dentre as espécies da subfamilia
Plusiinae, R. nu ¢ mais abundante que C. includens (BARRIONUEVO et al., 2012; SOSA-
GOMEZ et al., 2014), no entanto dos individuos em que foi possivel a identificacdo, a
abundancia de C. includens foi 10 vezes superior a de R. nu.

O parasitismo em 4. gemmatalis foi predominante por espécies de Ichneumonidae, tal
como observado por Silva (1993), onde Microcharops bimaculata (Ashmead) (Hymenoptera:
Ichneumonidae) causou de 38 a 61% de mortalidade na lagarta da soja, podendo alcangar até
70% de parasitismo (BUENO et al., 2012). Essa espécie também pode parasitar em menor
escala C. includens e S. cosmioides (PATEL, HABIB, 1998, BUENO et al., 2012). Para o
complexo Plusiinae, o alto parasitismo por Copidosoma sp. confirma dados da literatura, onde
o parasitismo por Copidosoma floridanum (Ashmead) foi reportado em niveis de até 65% em
lagartas coletadas no Rio Grande do Sul (MORAES; LOECK; BELARMINO, 1991), ¢ em 42
- 77% para R. nu coletadas em alfafa e soja na Argentina (AVALOS et al., 2004). Das espécies
de dipteros coletados, P. similis emergiu de A. gemmatalis e de Plusiinae, confirmando os
registros na literatura (SILVA, 1993; BUENO et al., 2012, AVALOS; MANGEAUD;
VALLADARES, 2016). Espécies que compartilham do mesmo hospedeiro sdo altamente
vantajosas para o controle bioldgico natural, pois na auséncia de um hospedeiro, ha chances da
sobrevivéncia do parasitoide em outro, auxiliando no controle de ambas as espécies. Além de
P. similis, V. ruralis e L. affinis ja registradas para Plusiinae (MORAES; LOECK;
BELARMINO, 1991; BUENO et al.,2012; AVALOS; MANGEAUD; VALLADARES, 2016),
e Eucelatoria sp. se desenvolveram e emergiram de lagartas deste complexo, ressaltando o

potencial de controle bioldgico pouco explorado de dipteros na cultura da soja.
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Elaphria deltoides foi previamente coletada em soja Bt e ndo-Bt (LUZ et al., 2019), e
E. nucicolora nao havia sido descrita para esta cultura. Peridroma saucia ja havia sido citada
como um lepiddptero associado a cultura da soja, porém sem maiores detalhes de abundancia
ou cultivar onde foi coletada (FORMENTINI et al., 2015). No presente estudo, P. saucia esteve
presente nos dois anos de levantamento na cultivar ndo-Bt e no primeiro ano na cultivar Bt,
sendo que estudos preliminares indicaram que esta espécie apresenta uma tolerancia natural a
proteina CrylAc, possibilitando o desenvolvimento e estabelecimento em lavouras de soja
(TAKAHASHI et al., 2019). No campo, P. saucia foi parasitada por P. similis e pelo
ectoparasitoide Euplectrus sp., potenciais agentes de controle bioldgico desta espécie. Na
Argentina, P. saucia foi coletada em cultivar de soja ndo-resistente ao ataque de insetos, porém
nenhum parasitoide larval foi encontrado (AVALOS; MANGEAUD; VALLADARES, 2016).

Historicamente, espécies do complexo Spodoptera eram coletadas de forma esporadica
e raramente causavam danos significativos em soja (MOSCARDI et al., 2012; BORTOLOTTO
et al., 2015; CONTE et al., 2019). Mais recentemente, o aumento na propor¢do de individuos
coletados na cultura sugere mais atencdo no monitoramento de lagartas desse género,
principalmente em lavouras de soja Bt que expressam a toxina CrylAc; a soja Bt ndo controla
as espécies desse complexo (CONTE et al., 2019), pois estas apresentam tolerancia natural a
toxinas de B. thuringiensis (LUTTRELL et al., 1999; BERNARDI et al., 2014). No caso
especifico de S. frugiperda, a espécie apresenta resisténcia a diversas proteinas Bt disponiveis
no mercado para a cultura do milho (OMOTO et al., 2016; MACHADO et al., 2020). Tais fatos
tornam Spodoptera spp. como as principais pragas da soja Bt no Brasil (BLANCO et al., 2016).
Isto se confirmou durante o levantamento, pois durante as duas safras avaliadas, somente
espécies de Spodoptera foram coletadas na area Bt, exceto por uma lagarta de P. saucia. No
entanto, Justiniano, Fernandes e Viana (2014) e Luz et al. (2019), coletaram em soja Bt A.
gemmatalis e C. includens, porém em quantidades inferiores as encontradas em soja
convencional. Yano et al. (2015) avaliaram 626 linhagens F2 de C. includens provenientes dos
principais locais de producdo de soja no Brasil entre 2008 e 2015, e constataram que nenhuma
linhagem sobreviveu apos o consumo de tecido foliar de soja Bt (Cryl Ac), concluindo que essa
proteina ¢ altamente toxica a C. includens.

O aumento populacional de lagartas do complexo Spodoptera observado da primeira
para a segunda safra, apenas para a area Bt, demonstra que na auséncia de competi¢do com
outras espécies ao longo do tempo, o nicho ecologico previamente ocupado pelas espécies
primarias, passa a pertencer a espécies secundarias e/ou a organismos nao-alvo (CATARINO

et al., 2015). No entanto, os danos ocasionados por lagartas de Spodoptera spp. sdo muito
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superiores em comparagdo as demais espécies encontradas em cultivares convencionais de soja
(BUENO et al., 2011), uma vez que além de consumir as folhas, também podem se alimentar
das vagens (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et al., 2012). Portanto, ¢
necessario associar outros métodos de controle para essas espécies em culturas Bt, a fim de
aumentar a eficacia no controle e assegurar maior tempo de vida util para a tecnologia Bt (KOS
etal., 2009; LIU et al., 2014).

A diminuicao substancial no uso de inseticidas quimicos de amplo espectro destinados
ao controle dos insetos-alvo da tecnologia Bt, beneficia diretamente a populagdo de inimigos
naturais e assim, aumenta a viabilidade do uso do controle biolégico em culturas transgénicas
Bt (ROMEIS et al., 2019). No entanto, quando comparado com S. frugiperda, os estudos
avaliando os parasitoides que ocorrem em S. cosmioides e S. eridania sao infimos (FREITAS
et al., 2019). Nenhuma das espécies de dipteros emergidos de S. eridania (V. ruralis, L. lanei,
Neopaedarium sp. e Winthemia sp.) observadas no presente estudo haviam sido registradas no
Brasil para este hospedeiro. Para parasitoides da ordem Hymenoptera, a descoberta de uma
nova espécie do género Aleiodes Wesmael, que parasita ambas as espécies de Spodoptera, abre
a possibilidade da coleta e identificacdo de mais agentes de controle bioldgico com potencial
de uso em larga escala. Aleiodes sp. nov. ataca lagartas de primeiro ao terceiro instar, matando
com rapidez o hospedeiro (dados ndo publicados), indicando tratar-se de uma espécie altamente
eficiente na reduc¢do dos danos de seus hospedeiros. Além de Aleiodes sp. nov., outras espécies
ainda nao identificadas oriundas deste estudo devem contribuir para o controle biologico de
lepidopteros naturalmente tolerantes ou resistentes a proteinas Bt, uma vez que, assim como o
observado para A. gemmatalis e espécies do complexo Plusiinae, possivelmente ha
compartilhamento das espécies de Spodoptera pelos parasitoides das diferentes familias
coletadas neste trabalho.

O parasitismo natural observado do total de lagartas coletadas para as duas areas de
avaliacdo apresentou média superior a 20% nas duas safras estudadas. Este ¢ o primeiro estudo
de parasitismo em campo em area Bt onde os hospedeiros foram coletados e criados,
registrando-se a espécie do parasitoide e o respectivo hospedeiro. Essa metodologia difere do
estudo de Marques et al. (2018) que avaliaram a comunidade de artrépodes presentes uma area
de soja Bt (CrylAc e CrylF) e ndo-Bt, utilizando armadilhas de Moericke e armadilhas de
queda (Pitfall), sem contudo, registrar quais hospedeiros as espécies coletadas parasitavam. A
metodologia mais similar com o presente estudo, ¢ o de Massarolli et al. (2018) que coletaram
3.214 lagartas na cultura da soja durante quatro safras no estado do Mato Grosso, constatando

parasitismo apenas por 14 individuos da familia Ichneumonidae e 30 por Tachinidae,
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representando 0,93% de parasitismo do total coletado. No presente estudo, das 3.368 lagartas
coletadas em duas safras em area ndo-Bt e area Bt, 335 estavam parasitadas pelas mesmas
familias de parasitoides, sendo 149 por Ichneumonidae e 186 por Tachinidae, que juntas,
representaram 9,95% do parasitismo total. O baixo parasitismo obtido por Massarolli et al.
(2018) em comparagdo ao presente estudo, se deve aos plantios extensivos no estado do Mato
Grosso, onde predominam as monoculturas com milhares de hectares (GAZZONI, 2012),
tornando as paisagens agricolas com baixa diversidade de vegetacdo natural para a manutengao
das populacdes dos inimigos naturais.

A grande diversidade de familias e espécies de parasitoides coletadas em lagartas
naturalmente tolerantes as toxinas de B. thuringiensis, evidenciam a importancia do controle
bioldgico natural, principalmente em areas de cultivo Bt. A conservacdo desses agentes auxilia
no controle da densidade dos hospedeiros (PARRA et al., 2002), e contribui para retardar a
evolucdo da resisténcia dos insetos a esta tecnologia, uma vez que os agentes de controle
biologico ndo distinguem um hospedeiro resistente de um suscetivel (LIU et al., 2014). Um dos
possiveis fatores que pode ter influenciado na biodiversidade de espécies de inimigos naturais
coletados neste estudo ¢ a presenga de vegetacdo natural no entorno das lavouras, pois a
diversificacdo das paisagens agricolas e a conservacdo de fragmentos de paisagem
proporcionam alimento e refiigio para as populagdes de agentes de controle bioldgico, assim
aumentando as taxas de controle biologico natural (THIES et al., 2011). Ademais, além de
parasitoides larvais avaliados neste estudo, os lepidopteros-pragas também estdo expostos a
acao de predadores e entomopatdgenos que ocorrem naturalmente no campo, € que em conjunto
podem controlar as populagdes desses insetos sem a necessidade da utilizacdo de inseticidas,
principalmente em areas onde a propria cultivar ja expressa uma proteina inseticida, tornando

o manejo de pragas mais sustentavel.
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4 CAPITULO I1 - RIQUEZA DE ESPECIES E COMPOSICAO DA COMUNIDADE DE
PARASITOIDES DE OVOS EM LAVOURA DE SOJA BT E NAO-BT

RESUMO

Atualmente, culturas que expressam toxinas derivadas da bactéria Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) fazem parte da mais moderna forma de controle de insetos-alvo no mundo. No
entanto, o crescimento no nimero de espécies resistentes as plantas Bt e os frequentes casos de
espécies que apresentam tolerancia natural a estas proteinas, exigem que outras ferramentas
sejam utilizadas para o controle de pragas nestas situagdes. O controle biologico ¢ o método de
maior sustentabilidade a ser utilizado em conjunto com culturas transgénicas Bt. Parasitoides
de ovos estao entre os agentes de controle bioldgico mais estudados no mundo, por agirem
ainda na fase de ovo, controlando a praga-alvo antes mesmo da eclosdo e assim evitando que
qualquer dano seja causado a cultura. Diversas espécies sao facilmente criadas em larga escala
para a libera¢do no campo, no entanto, a utilizacdo excessiva de inseticidas ao longo dos anos
juntamente com a acao das plantas Bt, comprometeu toda a dindmica de pragas e inimigos
naturais. O objetivo desse capitulo foi verificar a composi¢do de espécies de parasitoides de
ovos que podem auxiliar no controle de pragas ndo-alvo da soja Bt que expressa a toxina
CrylAc. Cinco gaiolas contendo mariposas de Anticarsia gemmatalis Hiibner e cinco
armadilhas contendo posturas de Spodoptera eridania (Stoll) foram dispostas em duas areas
comercias de soja, uma plantada com soja transgénica Bt e outra com soja transgénica nao-Bt,
durante as safras de 2017/2018 € 2018/2019. Na terceira safra, 2019/2020 o niimero de gaiolas
foi duplicado e ndo foram utilizadas armadilhas de S. eridania. Além disso, posturas
encontradas em plantas fora das gaiolas nas duas areas, foram também coletadas. Os ovos
provenientes das gaiolas e das armadilhas eram observados no laboratorio a fim de constatar o
parasitismo. No total das duas areas, 3422 ovos foram coletados sendo que 1225 (35,8%)
estavam parasitados. O parasitismo de ovos de A. gemmatalis na area Bt foi de 37,76% e na
area ndo-Bt de 33,77%. Uma postura de Spodoptera cosmioides (Walker) e uma de Peridroma
saucia (Hiibner) coletadas na area Bt em plantas de fora das gaiolas estavam parasitadas.
Nenhuma postura das armadilhas de S. eridania foi parasitada. Os parasitoides coletados
pertencem a trés familias: Aphelinidae (Encarsia sp.), Platygastridae (Telenomus spp.) e
Trichogrammatidae (Trichogramma spp.). Dos individuos pertencentes ao género Telenomus
Haliday, a0 menos quatro novas espécies ja foram confirmadas, além disso foi registrada a
recaptura de Telenomus remus Nixon pela primeira vez na regidao do Sul do Brasil. Todas as
seis espécies de Trichogramma Westwood previamente relacionadas com ovos de A.
gemmatalis foram coletadas nesse estudo, € uma nova espécie foi coletada e descrita. No geral,
a area Bt apresentou maior riqueza e diversidade de espécies em comparagdo com a area nao-
Bt. Tais resultados possivelmente se devem ao fato das areas estudadas estarem rodeadas por
vegetagdo e fragmentos de mata nativa, que ajudam na preserva¢do da biodiversidade dos
parasitoides de ovos, possibilitando a acdo do controle bioldgico natural em culturas
transgénicas.

Palavras-chave: Trichogramma, Telenomus, bioprospeccao
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ABSTRACT

Currently, crops expressing toxins derived from the bacterium Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt) are part of the most modern form of control of target insects worldwide. However, the
growing number of species resistant to Bt plants and the frequent cases of species that have
natural tolerance to these proteins, demand that other methods for controlling insect pests are
available to cope with these situations. Biological control is the most sustainable tool to be used
in conjunction with Bt transgenic crops. Egg parasitoids are among the most studied biological
control agents worldwide, as they act in the egg phase, controlling the target pest before it
hatches and thus preventing any damage to the crop. Several species are easily reared on a large
scale for release in the field, however, the excessive use of insecticides over the years and the
continuous use of Bt plants compromised all the dynamics of pests and natural enemies. The
objective of this chapter was to assess the composition of the egg parasitoid complex that can
assist in the control of non-target pests on Bt soybeans that expresses the CrylAc toxin. Five
cages containing Anticarsia gemmatalis Hiibner moths and five traps containing Spodoptera
eridania (Stoll) egg masses were placed in two commercial soybean areas, one planted with Bt
transgenic soybeans and the other with transgenic non-Bt soybeans, during the 2017/2018,
2018/2019 crops. In the third crop season, in 2019/2020 the number of cages was doubled and
no S. eridania traps were used. In addition, egg masses found in plants outside the cages in both
areas were also collected. Eggs from cages and traps were inspected in the laboratory for
parasitism. In the total of the two areas, 3422 eggs were collected and 1225 (35.8%) were
parasitized. The parasitism of A. gemmatalis eggs in the Bt area was 37.76% and in the non-Bt
area 33.77%. In addition, an egg-mass of Spodoptera cosmioides (Walker) and one of
Peridroma saucia (Hiibner), collected in the Bt area on the plants outside the cages were
parasitized. No eggs from the S. eridania traps were parasitized. The collected parasitoids
belong to three families: Aphelinidae (Encarsia sp.), Platygastridae (Telenomus spp.) and
Trichogrammatidae (7richogramma spp.). At least four new species of Telenomus Haliday
have already been confirmed, in addition to the first report of Telenomus remus Nixon recapture
in the southern region of Brazil. All six species of Trichogramma Westwood previously
recorded associated to A. gemmatalis eggs were collected in this study, and a new species was
discovered and is described in chapter III. In general, the Bt area showed greater species
richness and diversity compared to the non-Bt area, possibly due to the fact that this area is
surrounded by vegetation and fragments of native forest, which help to preserve the biodiversity
of egg parasitoids, enabling the action of natural biological control in transgenic crops.

Key-words: Trichogramma, Telenomus, bioprospecting
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1 INTRODUCAO

As plantas geneticamente modificadas que expressam as toxinas derivadas da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae) se tornaram o principal
componente no controle de insetos-praga para as culturas de maior interesse econdmico, como
a soja Glycine max L. Merril (BERNAL, 2010; ROMEIS et al., 2019). Atualmente, a soja ¢ a
principal cultura em extensdo no territorio brasileiro (CONAB, 2020), e desde a liberagado
comercial da primeira cultivar que expressa a toxina CrylAc (Intacta® - eventos MON 87701 x
MON 89788) no continente Sulamericano em 2013/2014, a adog¢do de plantas Bt foi
amplamente aceita entre os produtores deste grao (BROOKES, 2018). Essa tecnologia visa o
controle das principais lagartas desfolhadoras da cultura, a lagarta-da-soja, Anticarsia
gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Erebidae) e a lagarta falsa medideira Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae). Além de controlar eficientemente os insetos-alvo, a
utilizacao da tecnologia Bt diminui a utilizagdo de inseticidas, beneficiando e promovendo a
acao dos inimigos naturais, principalmente de predadores (WU et al., 2008; LU et al., 2012).
Porém, a reducdo nas aplicacdes de inseticidas vem apresentando resultados contraditorios,
uma vez que plantas Bt ao controlarem as pragas primarias, favorecem um aumento substancial
de pragas secundarias (ZHAO et al., 2011). Um dos entraves dos cultivos Bt ¢ a modificacao
na composi¢ao e na dindmica da entomofauna dos agroecossistemas, tanto na relacdo de
espécies-pragas quanto nos inimigos naturais (BERNAL, 2010; LUNDGREN et al., 2009;
MORAES et al., 2011). Apesar da soja Bt controlar com eficiéncia as duas principais espécies-
pragas da cultura (BERNARDI et al., 2012), a toxina CrylAc tem pouca ou nenhuma agao
sobre lagartas do complexo Spodoptera Gueneé (Lepidoptera: Noctuidae) LUTTRELL; WAN;
KNIGHTEN, 1999; BERNARDI et al., 2014). Uma vez que as pragas-alvo sdo controladas,
outras espécies ocupam o nicho de alimentacdo das espécies-chave, como as espécies do
complexo Spodoptera (MACHADO et al., 2020), as quais podem se tornar relevantes a longo
prazo (CATARINO et al., 2015).

As estratégias modernas de controle de pragas incentivam diretamente o uso do controle
biologico (CB), seja pela ocorréncia natural, seja pela liberagdo massal de parasitoides
(BERNAL, 2010). Com as mudangas no cenario de controle de pragas, o uso de CB vem
ganhando maior relevancia nas lavouras Bt, pois os casos recorrentes de evolugao da resisténcia
de insetos-alvo a toxinas Cry ocasionam a perda na eficacia desta tecnologia. Uma vez que os

inimigos naturais ndo distinguem insetos hospedeiros resistentes de suscetiveis, eles colaboram
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diretamente no controle e no retardamento da evolugdo da resisténcia (LIU et al., 2014;
ROMEIS et al., 2019).

Uma das alternativas mais eficazes no controle de lepidopteros-praga ¢ o uso de
parasitoides de ovos, pois estes controlam a praga antes mesmo que algum dano seja causado
na cultura (ULRICHS; MEWIS, 2004) e apresentam papel importante no controle de insetos-
pragas tanto em condi¢des naturais (AVANCI; FOERSTER; CANETE, 2005; ZANUNCIO et
al., 2009; DEQUECH et al., 2013; KUTUK, 2017), quanto em libera¢des de vespas criadas em
laboratorio (WANG et al., 2014; FIGUEIREDO et al., 2015; RAZINGER et al., 2015). No
Brasil, destacam-se os estudos envolvendo parasitoides de ovos do género Trichogramma
Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Telenomus Haliday (Hymenoptera:
Platygastridae) nas culturas de algoddo, soja, milho, cana-de-agucar, tomate e outras hortaligas
(PARRA 2014, PARRA; BORTOLOTTO et al., 2014; COELHO JUNIOR, 2018). No entanto,
a dréastica mudanga no status das pragas desfolhadoras influencia diretamente as espécies de
parasitoides, pois estes podem ser afetados pela quantidade ou qualidade dos hospedeiros que
ocorrem na area (LUNDGREN et al., 2009).

Assim, o objetivo desse estudo foi comparar a ocorréncia de parasitoides de ovos em
plantios de soja suscetivel ao ataque de lagartas (soja ndo-Bt) e resistente as espécies
desfolhadoras-chave da cultura (soja Bt), assim como comparar a diversidade das espécies entre

as duas areas, e a influéncia dos fatores abidticos no parasitismo natural.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE COLETA

O estudo foi conduzido em duas dreas comerciais de soja geneticamente modificada no
municipio de Sao José dos Pinhais (25°36°49”’S, 49°08°01”W), no estado do Parand, entre os
meses de janeiro e margo nas safras de 2017/2018, 2018/2019 e 2019/2020. A vegetacao do
entorno do local ¢ composta por fragmentos de floresta ombrofila mista e o clima da regido ¢
classificado como Cfb — Temperado Oceanico pela classificagao de Képpen (KOTTEK et al.,
2006). Além da soja, as culturas semeadas ao longo do ano ou proximos da area de coleta sdo:
trigo (Triticum aestivum Linnaeus), milho (Zea mays Linnaeus), aveia preta (Avena strigosa
Schreb), morango (Fragaria x ananassa Duchesne) e vegetais, principalmente da familia
Brassicaceae e Asteraceae.

A area ndo-Bt, com cerca de 12 hectares, foi semeada durante os trés anos de avaliacao
com a cultivar de soja NAS909RG, que expressa tolerancia a aplicagdo do herbicida glifosato -
Roudup Ready®. A area Bt, com aproximadamente 14 hectares foi semeada na primeira safra
de avaliagdo com a cultivar SYN13671 IPRO, na segunda safra a area foi dividida em duas
partes, onde foram semeadas as cultivares M5917 IPRO e a cultivar SYN1561 IPRO, e na
terceira safra, a area foi dividida em duas partes com as cultivares M5947 IPRO e AS3590
IPRO. Todas as cultivares semeadas na area Bt além de apresentarem tolerancia a aplicagdo do
herbicida glifosato, expressam a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) que
confere resisténcia ao ataque de lepidopteros-alvo da cultura. As duas areas se encontravam a
uma distancia de aproximadamente 500 m uma da outra.

Por se tratar de duas areas particulares com finalidade comercial, o manejo da cultura
foi baseado nas orientacdes fitossanitarias para o controle de doencas, e no MIP soja para a
aplicacao de inseticidas. Semanalmente, em 10 pontos aleatérios de cada area, eram realizadas
amostragens de insetos usando o método do pano-de-batida (SHEPARD et al., 1974). Os
insetos coletados eram levados ao laboratorio, onde realizava-se a triagem do material e
totalizava-se a média de lagartas coletadas em cada area e os dados eram comparados com as
recomendacdes de amostragem (MOSCARDI et al., 2012). No primeiro ano de coleta, apenas
uma aplica¢do de inseticida foi necessdria na drea RR no dia 21/02/2018 com os inseticidas
Ampligo® (lambda-cialotrina + clorantraniliprole; 75 mL/ha) + Match® EC (lufenurom; 150
mL/ha). Na segunda safra, a densidade de lagartas aumentou consideravelmente e foram

necessérias duas aplicagdes, uma no dia 08/02/2019 com Ampligo®+ Match® EC e no dia
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22/02/2019 com Proclaim® 50 (benzoato de emamectina; 150 g/ha) e na terceira safra apenas
uma aplicacdo de Ampligo®+ Match® EC no dia 25/01/2020 foi suficiente para controlar a
densidade de lagartas desfolhadoras. Na area Bt apenas na safra de 2018/2019, no dia
06/03/2019 foi feita uma aplicagio de Galil® SC (imidacloprido + bifentrina; 400 mL/ha) para
o controle de percevejos, enquanto que nas demais safras ndo foram necessarias aplicagdes de
inseticidas nesta area.

Os fatores abioticos de temperatura (°C) minima, média e maxima, umidade relativa
(%) e precipitacdo (mm) durante os meses avaliados nas safras, foram obtidos da estacdo
meterologica do Sistema Meteorologico do Parana (SIMEPAR), localizada a 20 km de distancia

das areas de coleta.

2.2 COLETA DE PARASITOIDES

Para a coleta de ovos, plantas de soja foram infestadas artificialmente com quatro casais
de A. gemmatalis mantidos em gaiolas de tule seguindo a metodologia de Avanci, Foerster e
Caifiete (2005). A instalacao das gaiolas foi realizada a partir da primeira semana de janeiro nas
trés safras avaliadas, quando as plantas de soja estavam no estadio vegetativo entre V6 e V7.
Cada gaiola continha uma planta de soja, e os quatro casais de A. gemmatalis criados em
laboratorio permaneciam no campo por uma semana para ovipositarem.

Apos esse periodo as plantas eram arrancadas e as gaiolas realocadas sobre novas
plantas e novos casais de mariposas liberados. As plantas removidas eram individualizadas em
sacos plasticos e identificadas em relagdo a posi¢do da gaiola no campo. No laboratorio as
plantas eram inspecionadas integralmente, e os ovos encontrados eram individualizados em
tubos de vidro identificados e posteriormente mantidos em estufas climatizadas a 25 + 2 °C,
60% + 10 UR e fotoperiodo de 14:10. Diariamente os ovos eram verificados quanto a eclosao
de lagartas ou a emergéncia de parasitoides. Os tubos que continham ovos parasitados recebiam
um filete de mel puro para a alimentacdo dos parasitoides assim que emergissem. Quando
constatada a emergéncia, ovos de A. gemmatalis eram fornecidos aos parasitoides para
aumentar o niimero de exemplares para posterior identificacdo. As gaiolas foram mantidas em
campo até a fase de maturacio plena (RITCHIE; HANWAY; THOMPSON, 1985), momento
que ndo haviam mais folhas de soja para a oviposi¢ao das mariposas.

A Figura 1 mostra a disposicao das gaiolas nos trés anos de avaliagdo; nas duas primeiras
safras, foram instaladas cinco gaiolas em cada area (Figuras 1 A-B) e na safra de 2019/20 foram

instaladas 10 gaiolas em cada area (Figuras 1 C-D). Intercalando com as gaiolas de A.
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gemmatalis, durante as safras 2017/2018 e 2018/2019, foram instaladas cinco armadilhas
contendo ovos de S. eridania. As armadilhas eram compostas por um grampo, que em uma das
extremidades continha um compartimento de acetato (2 cm x 2 cm) e este na parte superior era
coberto por um tecido tule que permitia a passagem de parasitoides. O grampo era preso no
caule da planta de soja e as posturas de S. eridania inseridas em cada armadilha eram
previamente esterilizadas antes de serem levadas ao campo.

FIGURA 1 - VISTA AEREA DAS DUAS AREAS DE COLETA. PONTOS DE COLETA DA AREA NAO-Bt

(A) E DA AREA Bt (B) DURANTE AS SAFRAS DE 2017/2018 E 2018/2019. PONTOS DE COLETA DA
AREA NAO-Bt (C) E DA AREA Bt (D) DURANTE AS SAFRAS DE 2019/2020.

FONTE: O autor (2021).

Para facilitar a localizagdo das gaiolas e das armadilhas, estacas de ferro de
aproximadamente 2 metros de altura eram enterradas no solo e na extremidade superior uma
bandeirola amarela sinalizava o local da armadilha. Eventualmente as mariposas presentes no
campo ovipositavam na parte externa das gaiolas e nas bandeirolas, e as posturas eram

removidas e levadas ao laboratdrio para verificagdo de parasitismo.
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2.3 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE PARASITOIDES DE OVOS

Quando possivel, os parasitoides coletados foram multiplicados para aumentar o
nimero de exemplares e, posteriormente, foram mortos e conservados em etanol 99%. Para a
identificacao dos parasitoides do género Trichogramma, foi realizada a preparacao do material
seguindo o protocolo descrito por Querino e Zucchi (2012), segundo o qual os espécimes foram
montados em laminas utilizando o meio de montagem de Hoyer. As caracteristicas
morfoldgicas foram comparadas com as espécies ja descritas na América do Sul (QUERINO;
ZUCCHI, 2019). Uma das amostras de Trichogramma spp. que estava sendo multiplicada
destacou-se devido aos parametros biologicos e morfologicos, os quais ndo se encaixavam nas
descricdes das espécies encontradas na América do Sul. Esta espécie foi analisada também por
meio de andlise molecular seguindo os protocolos de Vieira, Querino e Zucchi (2014) para a
regido do espago transcrito interno 2 (ITS2) do DNA ribossomal e o protocolo de Kenis et al.
(2019) para a regido mitocondrial do citocromo ¢ oxidase I (COI).

Os espécimes pertencentes a familia Platygastridae coletados na primeira safra foram
enviados para identificagdo aos taxdnomos Dra. Cecilia Margaria e Dr. Daniel Aquino do
Museo de La Plata — Argentina, e a descricdo de duas novas espécies esta em processo de
publicacdo. Os exemplares coletados na segunda e terceira safra ainda estdo sendo analisados;
no entanto ao menos duas outras novas espécies coletadas na safra 2018/2019 e 2019/2020,

seguem em processo de analise.

2.4 CALCULO FAUNISTICO

A partir da identificagdo dos parasitoides, foram calculados os indices de frequéncia

relativa, constancia e dominancia.

Frequéncia relativa
E a relacdo entre nimero de individuos de espécie coletada, e o nimero total de

individuos coletados, calculado através da formula de Silveira Neto et al. (1976);

F=—x100

Onde:
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F = frequéncia relativa;
n = nimero de individuos da espécie de interesse;

N = namero total dos individuos coletados.

Constancia

Determinada a partir da formula de Bodenheimer (1938);

p
C= —x100
NX

Onde:
C = constancia da espécie (%);
p = niimero de coletas contendo a espécie de interesse;

N = namero total de coletas.

Apos o célculo, os resultados em porcentagem foram classificados:
Espécie constante = presente em mais de 50% das amostras;
Espécie acessoria = presente entre 25 a 50% das amostras;

Espécie acidental = presente em menos de 25% das amostras.

Domindncia
A espécie ¢ considerada dominante quando apresenta frequéncia relativa superior ao

valor de d calculado pela formula de Uramoto et al. (2005).

d=1x100
S

Onde:

S = ntimero total de espécies na amostra
2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a influéncia dos fatores abioticos no nimero de ovos coletados ¢ nimero
de ovos parasitados das duas areas de avaliagdo foram somados. Tal decisao justifica-se devido
as duas areas estarem a uma distancia de 500 m uma da outra, e foram submetidas as mesmas

variaveis, com exce¢do das duas cultivares (Bt e ndo-Bt), porém, ja foi comprovado que as
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mariposas ndo distinguem entre uma cultivar Bt ou ndo-Bt (TORRES; RUBERSON, 2006;
LUONG et al., 2016). Como as gaiolas permaneciam expostas durante sete dias entre as coletas,
para avaliar a influéncia dos fatores abioticos em cada data de coleta, foi utilizada a média de
cada variavel climatica referente a semana da coleta.

Foram utilizados modelos lineares generalizados, com a distribui¢ao gaussiana uma vez
que os dados utilizados eram continuos. Foram construidos seis modelos globais, os trés
primeiros tiveram o nimero de ovos coletados/safra como variavel resposta e os fatores
abidticos mais o numero de ovos parasitados como variavel preditiva. Aqui incluimos o numero
de ovos parasitados como varidvel resposta, pois muitos dos ovos que foram coletados ja
apresentavam sinais de parasitismo e como as coletas ocorriam semanalmente, os primeiros
ovos colocados pelas mariposas se nao tivessem sido parasitados teriam as lagartas eclodidas e
assim os ovos nao eram contabilizados.

Anterior & montagem dos modelos, foi analisada a correlacdo das variaveis através do
teste de Pearson, sendo considerado valores maiores que 0,7 ou menores que - 0,7 como fator
de multicolinearidade. Para corroborar com as observacdes de multicolinearidade foi utilizada
a funcdo vif (variance inflation fator) do pacote car (FOX; WEISBERG, 2018) que mede a
propor¢do que uma variavel ¢ inflacionada pela presenca de outra varidvel. Varidveis com
valores de vif acima de 5 foram consideradas com alta colinearidade e foram eliminadas; ap6s
a retirada, o modelo foi novamente testado para verificar se os novos valores de vif se
encontravam dentro do limite indicado. Os residuos dos modelos foram avaliados usando o
pacote DHARMa (HARTING, 2020). Os modelos foram selecionados usando o critério de
informacdo de Akaike corrigido (AICc), utilizando a fun¢do dredge do pacote MuMlIn
(BARTON, 2020); posteriormente foram selecionados os melhores modelos considerando os
valores de delta AAICc menores que 4 (BURNHAM; ANDERSON, 2002). Os melhores
modelos para cada varidvel resposta foram submetidos a anélise de variancia (P < 0,05).

A distribui¢@o dos ovos parasitados por gaiola foi avaliada utilizando um modelo com
zero inflacionado com distribui¢do de Poisson. O modelo foi construido utilizando o pacote
pscl JACKMAN, 2008). Para cada safra e area avaliada, os modelos foram submetidos a
analise de variancia (P < 0,05) e quando houve diferenca significativa as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05) utilizando o pacote emmeans (LENTH, 2020). Para
comparar o nimero de ovos coletados ao longo das safras nas areas Bt e ndo-Bt, um modelo
linear generalizado com distribuicdo de Poisson com fun¢do de ligagdo log, foi submetido a
analise de variancia (P < 0,05) para determinar as diferencas entre os dois tratamentos. As

analises foram realizadas no software R versao 3.6.1(R CORE TEAM, 2019).
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Para o célculo dos estimadores de riqueza das duas areas, as espécies de Trichogramma
em que a identificacdo nao foi possivel de ser realizada foram removidas das analises. Os dados
dos trés anos de coleta de cada area foram somados, estimando a diversidade total de cada area.
Os valores dos indices de diversidade de Shannon-Wiener e Simpson, e de equabilidade de
Pielou foram calculados usando o programa Past 4.04 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
O indice de diversidade de Simpson foi calculando subtraindo 1 — valor de dominancia de
Simpson. Os calculos de frequéncia, constancia e dominancia foram realizados no programa

Excel®.
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3 RESULTADOS

3.1 INFLUENCIA DOS FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS NOS OVOS COLETADOS E
PARASITADOS

A partir dos modelos globais, para a varidvel nimero de ovos coletados e parasitados
na safra 2017/2018 foi possivel simplificar os modelos (Tabela 1-A) e do modelo simplificado
constatou-se que o numero de ovos parasitados (F 1,0= 8,45; P = 0,019) influenciou o nimero
de ovos coletados; cerca de 30% dos ovos que foram encontrados estavam parasitados. Ja a
amplitude térmica ndo foi estatisticamente significante (F 19= 8,45; P = 0,019). Analisando a
variavel nimero de ovos parasitados (Tabela 2-A), apesar da simplificagdo do modelo (Op ~
Ur) ndo houve influéncia significativa (Fi1 = 3,53; P =0,097).

Na safra de 2018/2019 apesar da simplificacdo do modelo (Tabela 1-B), ndo houve
significancia estatistica da umidade relativa no numero de ovos coletados (Fio= 0,89; P =
0,269). Na varidvel ovos parasitados (Tabela 2-B), tanto a média da amplitude térmica (Fi,0=
0,01; P =0,901), quanto a média da umidade relativa (Fig= 3,55; P = 0,096) ndo tiveram
influéncia estatistica.

Na safra 2019/2020 o ntimero de ovos parasitados (Fi,0=32,24; P =<0,001) e a média
da umidade relativa (Fis8= 5,87; P = 0,042) influenciaram diretamente no numero de ovos
coletados (Tabela 1-C). O parasitismo natural observado nessa safra foi de aproximadamente
43%, e a média da umidade relativa durante o periodo de coleta foi de 57%, valor bem abaixo
do observado durante as duas primeiras safras onde a média observada foi de 77%. Para a
variavel numero de ovos parasitados, a média da amplitude térmica (Fi9=7,45; P=0,026) e a
média da precipitacdo (Fi = 5,35; P = 0,049) influenciaram significativamente a quantidade
de ovos parasitados nessa safra. A média da amplitude térmica durante o periodo de coleta foi
em torno de 6°C e a precipitagdo média acumulada foi de 32,97 mm; esses valores sdo os
menores observados em relacdo as safras anteriores onde os valores para as 11 semanas de
coleta foram respectivamente de 10°C e 87,57 mm de precipitagdo para a safra 2017/2018 e

11°C e 69,03 mm na safra 2018/2019.
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TABELA 1 - MODELOS SIMPLIFICADOS QUE AVALIARAM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS
ABIOTICAS + NUMERO DE OVOS PARASITADOS NA VARIAVEL NUMERO DE OVOS COLETADOS.
0S MODELOS COMBINARAM AS VARIAVEIS NUMERO DE OVOS PARASITADOS (OP), MEDIA DA
AMPLITUDE TERMICA (AMPL), MEDIA DA PRECIPITACAO (PRECIP), MEDIA DA UMIDADE
RELATIVA (UR). K= NUMERO DE PARAMETROS ESTIMADOS, LOGLIK = PROBABILIDADE
LOGARITIMICA, AICC= VALOR DE AKAIKE CORRIGIDO, AAICC =DIFERENCA ENTRE O VALOR DE
AICC DE CADA MODELO E O MENOR VALOR DE AICC OBTIDO, WAAICC = PESO DE AKAIKE
CORRIGIDO.

A) Safra 2017/2018

Modelo k loglik  AlCc AAICc  wAAICc
Op + Ampl 4 -49,123 112,90 0,00 0,964
Op + Ampl + Precip 5 -48,749 119,50 6,59 0,036
Op + Ampl + Precip + Ur 6 -48,705 130,40 17,50 0,000
B) Safra 2018/2019

Ur 3 -57,782 125,00 0,00 0,918
Precip + Ur 4 -57,601 129,90 4,88 0,080
Ampl + Precip + Ur 5 -57,595 137,20 12,20 0,002
Op + Ampl + Precip + Ur 6 -57,595 148,20 23,30 0,000
C) Safra 2019/2020

Op + Ur 4 -63,147 141,00 0,000 0,973
Op + Ampl + Ur 5 -63,056 148,10 7,15 0,027
Op + Ampl + Precip + Ur 6 -62,413 157,80 16,87 0,000

FONTE: O autor (2021).

TABELA 2 - MODELOS SIMPLIFICADOS QUE AVALIARAM OS EFEITOS DAS VARIAVEIS
ABIOTICAS NA VARIAVEL NUMERO DE OVOS PARASITADOS. OS MODELOS COMBINARAM AS
VARIAVEIS: MEDIA DA AMPLITUDE TERMICA (AMPL), MEDIA DA PRECIPITACAO (PRECIP),
MEDIA DA UMIDADE RELATIVA (UR). K= NUMERO DE PARAMETROS ESTIMADOS, LOGLIK =
PROBABILIDADE LOGARITIMICA, AICC= VALOR DE AKAIKE CORRIGIDO, AAICC =DIFERENCA
ENTRE O VALOR DE AICC DE CADA MODELO E O MENOR VALOR DE AICC OBTIDO, WAAICC =
PESO DE AKAIKE CORRIGIDO.

A) Safra 2017/2018

Modelo k logLik AlCc AAICc wAAICc
Ur 3 -39,623 88,70 0,00 0,911
Ampl + Ur 4 -39,352 93,40 4,70 0,087
Ampl + Ur + Precip 5 -39,338 100,70 12,00 0,002

B) Safra 2018/2019

Ampl + Ur 4 -31,271 77,20 0,00 0,970
Ampl + Ur + Precip 5 -31,095 84,20 6,98 0,030

C) Safra 2019/2020

Ampl + Precip 4 -65,078 144,80 0,00 0,949
Ampl + Ur + Precip 5 -64,325 150,70 5.83 0,051

FONTE: O autor (2021).
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FIGURA 2 - NUMERO DE OVOS COLETADOS E OVOS PARASITADOS EM RELACAO A MEDIA DOS
FATORES ABIOTICOS EM CADA SEMANA DE COLETA: (A) TEMPERATURA (°C) MINIMA, MEDIA E
MAXIMA; (B) PRECIPITACAO (MM), (C) UMIDADE RELATIVA (%). SETAS INDICAM
PULVERIZACAO COM INSETICIDAS: '23 AREA RR: AMPLIGO® (LAMBDA-CIALOTRINA -+
CLORANTRANILIPROLE) + MATCH® EC (LUFENUROM), * AREA RR: PROCLAIM® 50 (BENZOATO DE
EMAMECTINA),  AREA BT: GALIL® SC (IMIDACLOPRIDO + BIFENTRINA).

A 700 9 35
600 4 30
500 425

2 o
2 <
2 400 20 =
o =
< 2
2 54
2 300 15 2
3 £
z e
200 10
100 5
0 0
Fevereiro
Safra 2017/2018 Safra 2018/2019 Safra 2018/2019
mmmm Coletados  mmmmmmm Parasitados = = =Tméx Tmédia ~ eeeeeeee Tmin
B 30
25
20
2 E
3 g
< 3
15 2
g £
)
£ g
Z 2
10 &~
5
0
12 3(1 23 4|1 2 3 4|1 23 4(1 2 3 4(1 2 3|1 2 3 4|1 23 4(1 23
Fevereiro Fevereiro Fevereiro
Safra 2017/2018 Safra 2018/2019 Safra 2018/2019
mmm Coletados @M Parasitados === Precipita¢do
C 700 90
3
2 <
> <
S 2
] =
o =
2 2
o i)
=1 =
3 §
“ E
=)
Fevereiro
Safra 2017/2018 Safra2018/2019 Safra 2018/2019
mmm Coletados  mmmmParasitados == Umidade Relativa

FONTE: O autor (2021).
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3.2 COMPARACAO NO NUMERO DE OVOS PARASITADOS ENTRE AS AREAS E
INFLUENCIA DO PONTO DE COLETA.

Na safra de 2017/2018, na area Bt foram coletados 384 ovos, dos quais 141 estavam
parasitados (36,72%). Na éarea ndo-Bt, foram coletados 136 ovos e apenas 10 estavam
parasitados (7,35%). A porcentagem de parasitismo na area Bt foi cerca de cinco vezes maior
que na area nio-Bt, com diferenca significativa entre as areas (D120 = 135,71, x*=<0,001).

Na safra 2018/2019, 221 ovos foram coletados na area Bt dos quais apenas 23 estavam
parasitados (10,41%). O numero de ovos coletados na area ndo-Bt foi de 295, superior ao
observado na safra anterior, mas apenas 29 ovos estavam parasitados (9,83%), ndo havendo
diferencas significativas na comparagdo entre o nimero de ovos parasitados nas duas areas
(D120 = 0,69, x> = 0,405).

Na safra 2019/2020, o numero de gaiolas dispostas no campo foi o dobro em relagao
aos anos anteriores. O aumento do nimero amostral juntamente com a influéncia da amplitude
térmica e da precipitagdo durante o periodo de coleta provavelmente contribuiram para o
aumento do nimero de ovos parasitados. Na area Bt, 1352 ovos foram coletados sendo que 573
(42,38%) estavam parasitados. Na drea nao-Bt, 1014 ovos foram coletados e destes 449 estavam
parasitados (44,28%). O nimero de ovos parasitados, ndo apresentou diferencas estatisticas
entre as duas 4reas (D120 = 15,08, y>=<0,001).

Em nenhuma postura de S. eridania oriunda das 110 armadilhas instaladas durante as
duas primeiras safras foi observado parasitismo. Foram coletadas 37 posturas de S. cosmioides
(18 na area ndo-Bt e 19 na area Bt) e trés de Peridroma saucia na area Bt, e dessas, uma postura
de S. cosmioides e uma de P. saucia provenientes da area Bt na safra 2018/2019 estavam

parasitadas.
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FIGURA 3 - NUMERO DE OVOS PARASITADOS (+ ERRO PADRAO) EM RELACAO A SAFRA DE
COLETA. MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA LETRA NAO DIFEREM ENTRE SI POR ANALISE DE
VARIANCIA (0= 5%).
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FONTE: O autor (2021).

A posigao das gaiolas onde foram coletados os ovos (Tabela 3) influenciou no numero
de ovos parasitados na safra 2017/2018 na 4rea Bt (%% 450 = 22,13; P =< 0,001), sendo que na
gaiola G1 (Figura 1 - A) foram coletados cerca de 32% dos ovos e na G3 aproximadamente
27%. Na area ndo-Bt apesar do baixo parasitismo em comparacdo com a area Bt, houve
influéncia do ponto de coleta (y* 340 = 14,13; P = 0,003), sendo que 40% dos ovos foram
oriundos da gaiola G1 (Figura 1; Tabela 3).

Na safra 2018/2019 na 4érea Bt, a distribuicdo dos ovos parasitados foi
significativamente diferente entre os pontos de coleta (3 340=31,83; P =< 0,001), onde mais
de 90% dos ovos parasitados foram provenientes das gaiolas G2 e G3. Ja na area nao-Bt, nao
houve diferenca estatistica entre as gaiolas (y2340= 0,64; P = 0,888).

No terceiro ano de coleta (2019/2020), tanto para a area Bt (%% 9,100 = 315,37; P = <
0,001), quanto para a area ndo-Bt (y%s90=331,19; P=<0,001), houve diferencas significativas
entre as gaiolas. As gaiolas G10 da 4rea Bt e G9 na area nao-Bt localizadas nas bordas de um
fragmento de floresta nativa foram as que apresentaram maior expressividade, com respectivos

209 e 206 ovos parasitados.



'(1202) 1ome O HLNOA
(S0°0 > d) AL, op 931593 0[ad IS Q13UQ WAIAJIP SLUN[OD SBU SAJUAIJIP SBII] 9P SepIN3as SeIpIA

(602) - - - - -
© CEST ¥ 061 0 . . - . 019
(TL) (902) - - - - 0
9qe 97°¢ F9T°¢ B EOTI FEL]T - - - -
(0€) (rn) - - - - -
o0qe 701 F€LT qe Z8°0 F 00°1 - - - -
(s (L) - - - - /5
0qe 80°[ F LTT 99 1€°0 F #9°0 - - - -
(T©) (1y) - - - - o5
oqe [R°TF 16°C qQI8TFELE - - - -
(€) (so1) - - 61) @) .
dHI0F LT0 q1¥9 FSS°6 0 0 qQ98°0F €L T Qe Z1°0 ¥ 81°0
(02 (z9) 9] (6) (€2 (€) .
09 86°0 F 78°1 09 €TTF16°C q 60°0 F 60°0 €780 F ¢80 qQZL0F 60T Qe LT°0F LT0
(91) (L2 (8) 03] (8¢) (1) -
09 9¢°T F SH°l 09 8T F SH'C qe €L°0 F €L°0 e Y0 F¥9°0 qe ¢L°T F St'¢ q 60°0 F 60°0
(89) (29) (€D ) 1) - 5
qe 8¢°¢ ¥ 819 99 69°0 F SP'1 B LS0OTFSIT © 870 F S0 q08°0F St 0
(86) (¥) (1 (L) (St) (2] .
qe 16°S F 16°8 2820 F9¢°0 q 60°0 F60°0 e 9¢°0 F+9°0 e L6 TF60Y B 870 T 9€0
g 19-08N g 19-0BN g 19-0BN e[oren
0202/6102 61027/810C 810T/L10T
VIOIVD d0d SOAVLAdTOD

SOAVLISVIVd SOAO 4d TVLOL OYFNNN O WVIIANI SASHINTYVd FALNT STIOTVA "'VIOS VA VINLTIND VA 0102/610T  6107/810T “8107/L10T SVIIVS
SVN OOYVIN V OMIANVI dd SASAN SO HINVINA ‘YNVIVd Od OAVLST ON (M.10.80067 ‘S.6v.9€,57) SIVHNIA SO ISOf OYS 9d OIdJDINNIN ON (g
-0BU 21¢) SVAYY SVNA WA SYTOIVD SVA OYIINARILSIA 4d SOLNOd SV OYOVTAY WA (OVIAVd O¥¥A F) SOAVLISVIVd SOAO dd VIAI - € VId4dV.L

0.



71

3.3 ESPECIES COLETADAS E INDICES DE DIVERSIDADE

Durante o periodo de janeiro a marco nas trés safras foram coletados 3422 ovos em
ambas as areas, dos quais 1225 (35,8%) estavam parasitados, sendo 37,76% na area Bt e
33,77% na area nao-Bt. Uma postura de S. cosmioides e outra de P. saucia encontradas nas
plantas fora das gaiolas na area Bt estavam parasitadas.

Do total de ovos parasitados, identificaram-se ao nivel de género/espécie (Tabela 4)
cerca de 848 individuos (69,11%), pertencentes a trés familias: Aphelinidae (0,12%) com
ocorréncia de apenas um individuo na safra 2017/2018 na &rea nao-Bt, Platygastridae (2,36%)
com possivelmente seis diferentes espécies, e tendo sido coletados em trés hospedeiros
diferentes, e a familia predominante Trichogrammatidae (97,52%) com sete espécies. Do total
de individuos que nao foram identificados ao nivel de espécie (30,89%), todos pertencem a
familia Trichogrammatidae.

Todos os individuos da familia Platygastridae pertencem ao género Telenomus Haliday
(Tabela 4). No primeiro ano de coleta duas novas espécies foram coletadas em ovos de A.
gemmatalis na éarea Bt, Telenomus sp. 1 e Telenomus sp. 2 e estdo em processo final de
descricdo. No segundo ano de coleta, ndo houve ocorréncia de Telenomus spp. em ovos de A.
gemmatalis coletados nas gaiolas, no entanto, uma postura de S. cosmioides e outra de P. saucia
coletadas nas folhas de soja fora das gaiolas, na area Bt estavam parasitadas. Da postura de S.
cosmioides os adultos que emergiram foram montandos em meio de Hoyer e através da
identificacdo morfologica e molecular pela regido do gene COI foi constatada a primeira
ocorréncia natural de Telenomus remus Nixon no Sul do Brasil. As espécies Telenomus sp. 3
nov e Telenomus sp. 5 oriundas da area Bt e Telenomus sp. 4 da area ndo-Bt, ja passaram pelo
processo de extracdo do DNA e amplificagao do gene COI e seguem em processo de descrigao;
no entanto € possivel afirmar haver ao menos mais uma espécie nova nessa amostra. Atraves
dos estimadores de dados ecologicos (Tabela 5), a ocorréncia dessas espécies ¢ ndo dominante

e de constancia acidental.
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TABELA 4 - NUMERO DE INDIVIDUOS POR ESPECIES DE PARASITOIDES DE OVOS DA FAMILIA
APHELINIDAE, PLATYGASTRIDAE E TRICHOGRAMMATIDAE COLETADOS EM DUAS AREAS (Bt E
NAO-Bt) NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHAIS (25°36°49”S, 49°08°01”W), NO ESTADO DO
PARANA, DURANTE OS MESES DE JANEIRO A MARCO NAS SAFRAS 2017/2018, 2018/2019 E
2019/2010 DA CULTURA DA SOJA.

Safra Safra Safra
Lista de espécies Hospedeiro 2017/2018 2018/2019 2019/2020
Bt Niao-Bt Bt Nio-Bt Bt Nio-Bt
Encarsia sp. Anticarsia gemmatalis - 1 - - - -
Telenomus remus Spodoptera cosmioides - - 1 - - -
Telenomus spl nov. Anticarsia gemmatalis 6 - - - - -
Telenomus sp2 nov. Anticarsia gemmatalis 5 - - - - -
Telenomus sp3 nov. Periodroma saucia - - 1 - - -
Telenomus sp4 Anticarsia gemmatalis - - - - - 5
Telenomus sp5 Anticarsia gemmatalis - - - - 2 -
Trichogramma acacioi Anticarsia gemmatalis 38 5 4 1 325 55
Trichogramma atopovirilia  Anticarsia gemmatalis 26 1 5 - 12 133
Trichogramma bruni Anticarsia gemmatalis 16 - 5 - 12 60
Trichogramma foersteri Anticarsia gemmatalis - 1 - - - -
Trichogramma lasallei Anticarsia gemmatalis 2 - - - 3 -
Trichogramma pretiosum Anticarsia gemmatalis 29 2 1 24 25 46
Trichogramma rojasi Anticarsia gemmatalis 3 - 3 - - -
Trichogramma spp. Anticarsia gemmatalis 26 - 5 4 194 150

FONTE: O autor (2021).

Das espécies do género Trichogramma, T. acacioi e T. pretiosum foram as espécies de
maior dominancia na 4rea Bt (Tabela 5) pois apresentaram valores de frequéncia superior ao
valor de dominancia (> 9,09) calculado para a amostra da area, e também as espécies de maior
constancia no decorrer do levantamento, estando presentes em mais de 50% das datas amostrais.
Na éarea ndo-Bt (Tabela 5), T. acacioi, T. atopovirilia, T. bruni e T. pretiosum foram as espécies
com dominancia (frequéncia > 14,29), no entanto, somente 7. acacioi e T. pretiosum foram
enquadradas como espécies de ocorréncia constante. Para ambas as areas 7. atopovirilia foi
considerada como espécie acessoria, € 7. bruni apesar de apresentar uma alta frequéncia no
levantamento na area nao-Bt, sua ocorréncia foi acidental. As demais espécies: Encarsia sp., T.
foersteri, T. lasallei e T. rojasi foram consideradas como acidentais e ndo dominantes para

ambas as areas, e 7. bruni para a area Bt.
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TABELA 5 — INDICE FAUNISTICO E DIVERSIDADE DE ESPECIES DE PARASITOIDES DE OVOS
COLETADOS NA CULTURA DA SOJA NOS PERIODOS DE JANEIRO A MARCO NAS SAFRAS DE
2017/2018,2018/2019 E 2019/2020 NO MUNICIPIO DE SAO JOSE DOS PINHALIS (25°36°49”’S, 49°08°01”W),
NO ESTADO DO PARANA.

Espécie Bt Nao-Bt

A F c! D? A F ¢ D
Encarsia sp. - - - - 1 0,30 =z nd
Telenomus remus 1 0,19 z nd - - -
Telenomus sp1 nov. 6 1,17 z nd - - -
Telenomus sp2 nov. 5 0,97 z nd - - -
Telenomus sp3 nov. 1 0,19 z nd - - -
Telenomus sp4 - - - - 4 1,50 =z nd
Telenomus sp5 2 0,39 z nd - - -
Trichogramma acacioi 367 71,40 X d 61 18,26 x d
Trichogramma atopovirilia 33 642 y nd 134 40,12 'y d
Trichogramma bruni 33 642 z nd 60 17,96 =z d
Trichogramma foersteri - - - - 1 0,30 z nd
Trichogramma lasallei 5 0,97 z nd - - -
Trichogramma pretiosum 55 10,70  x d 72 21,56 x d
Trichogramma rojasi 6 1,17 z nd - - - -
S 11 7
H' 1,07b 1,41 a
D' 0,47 b 0,73 a
J 0,45 0,73

A = abundancia; F = frequéncia; C = constancia; D = dominancia; S = riqueza; H’= indice de Shannon-Weiner;
D’= indice de diversidade de Simpson; J = indice de equidade de Piclou.

'Status de constincia onde: espécie constante (x), acessoria (y) e acidental (z).

2 Espécie dominante (d), ndo dominante (nd).

FONTE: O autor (2021).

A maior riqueza de espécies de parasitoides foi observada para a area Bt (Tabela 5),
onde 11 espécies foram coletadas durante as trés safras avaliadas. No entanto, apesar da
apresentar maior riqueza, a maior diversidade de espécies foi observada na area nao-Bt, tanto
para o indice de Shannon-Weiner (t = - 5,20, df = 797,17, P < 0,001) quanto para o indice de
diversidade de Simpson (t = 8,93, df = 721,29, P <0,001). Além disso, o indice de equabiliade
de Pielou indicou que a area nao-Bt apresenta maior uniformidade na distribui¢do dos

individuos.
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4 DISCUSSAO

Parasitoides de ovos foram coletados nas duas areas ao longo das trés safras avaliadas.
O parasitismo natural foi favorecido pela baixa precipitacdo e pelas menores oscilacdes de
amplitude térmica. Com excecdo da temperatura, a influéncia de outros fatores abidticos em
parasitoides de ovos € pouco estudada. Dequech et al. (2013) observaram que mais ovos de S.
frugiperda foram depositados e estavam disponiveis ao parasitismo por Trichogramma spp. em
periodos onde a precipitagdo estava baixa. Em laboratorio, Coelho Junior, Stouthamer e Parra
(2016) avaliaram a relagdo da propensao de voo de cinco isolinhagens de T pretiosum oriundas
da regido da California (EUA) e uma da regido de Piracicaba (BR), em relagdo a duas taxas de
umidade relativa (70 e 30%), e concluiram que a isolinhagem brasileira foi afetada pelas altas
condi¢cdes de UR em comparacao com condi¢des de baixa UR, equanto as isolinhagens da
California ndo foram afetadas pelas duas condicdes testadas. O desempenho de espécies
coletadas no Sul do Brasil em relagdo a diferentes temperaturas foi avaliado por Foerster,
Marchioro e Foerster (2014); os autores discutem que 7. pretiosum e T. atopovirilia sdo
espécies bem adaptadas a diferentes temperaturas, ja 7. acacioi demonstrou melhor tolerancia
a baixas temperaturas, enquanto 7. lasallei e T. rojasi apresentaram menores fecundidades e
sobrevivéncia independente da temperatura avaliada. Esses resultados explicam a maior
abundancia de T. pretiosum e T. atopovirilia em relagdo a T. lasallei e T. rojasi observada em
campo por Avanci, Foerster e Cafiete (2005).

As cultivares semeadas na area Bt possuem a proteina CrylAc para o controle de A.
gemmatalis o que limita o estabelecimento dessa espécie em cultivos com essa tecnologia. O
uso de plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas toxicas, assim como o
controle quimico, afetam a densidade populacional de inimigos naturais ao reduzir a
disponibilidade de hospedeiros (O'CALLAGHAN et al., 2005). Além disso, as culturas
transgénicas tolerantes a aplicacdo de herbicidas e resistentes ao ataque de insetos-alvo
modificam a composi¢do e a dindmica das paisagens regionais, pois além de diminuirem a
densidade de hospedeiros disponiveis pela erradicacao de plantas daninhas, alteram a vegetagao
remanescente, a qual desempenha uma fung¢ao essencial para as populagdes de inimigos naturais
através do fornecimento de recursos nutricionais (polen e nectar) e de habitat (LUNDGREN et
al,. 2009). Assim, o alto nimero de ovos parasitados na area Bt, pode ser atribuido a presenga
de fragmentos de vegetacdo no entorno da area avaliada, que servem de abrigo para
parasitoides, ¢ quando ha ovos disponiveis, estes podem ser dispersar € encontrar esses

hospedeiros no interior da cultura. A vegetacdo natural em paisagens agricolas tem sido
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associada a um melhor controle de pragas, pois fornecem refiigio e consequentemente maior
abundancia e diversidade de inimigos naturais (THIES et al., 2011).

Embora as culturas transgénicas Bt evitem o estabelecimento de pragas-alvo suscetiveis,
elas ndo impedem a oviposi¢do das mariposas nessas plantas (TORRES; RUBERSON, 2006;
LUONG et al., 2016). Estudos apontam haver uma preferéncia por oviposi¢do em plantas Bt
do que em plantas ndo-Bt devido ao nivel de dano ser inferior nessas plantas o que as tornam
mais atrativas para a oviposi¢do (TELLEZ-RODRIGUEZ et al., 2014; JIAO et al., 2018;
NASCIMENTO et al., 2020). Portanto, mesmo em lavouras geneticamente modificadas, pode
haver disponibilidade de ovos de espécies alvo e espécies oportunistas, favorecendo a
sobrevivéncia de parasitoides de ovos nessas cultivares.

No presente estudo nao estratificamos o efeito da paisagem na porcentagem de ovos
parasitados encontrados nas duas areas; Liu et al. (2016) avaliaram o parasitismo de
Trichogramma chilonis Ishii em ovos de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) em diferentes paisagens e constataram que a taxa de parasitismo foi superior em
paisagens compostas por maior diversidade do que em paisagens onde ha predominio de
monoculturas como algodao e milho. Yang et al. (2005), registraram um baixo nivel de
parasitismo em ovos de H. armigera por Trichogramma confusum Viggiani em algodio Bt
(CrylAc) em relagdo ao algoddo convencional, e atribuiram o resultado a possibilidade de
parasitoides visitarem menos as areas transgénicas. Estes autores sugerem que o resultado
observado pode ter sido decorrente de uma possivel interferéncia no comportamento e
capacidade de busca dos parasitoides ocasionada pelas diferencas nos volateis produzidos entre
plantas de algoddo Bt e ndo-Bt. Entretanto, Moraes et al. (2011) avaliaram a interagao tritrofica
de S. frugiperda e T. pretiosum em uma variedade de algodao Bt (Cry1Ac) e na sua isolinhagem
e concluiram que o parasitoide ndo diferenciou a variedade transgénica da ndo-transgénica.
Leite, Redaelli e Sant’Ana (2020) ndo constataram diferencas na resposta olfatéria de T.
pretiosum aos volateis emitidos pela oviposicdo de S. frugiperda em plantas de soja Bt
(CrylAc) e ndo-Bt, tampouco no desempenho e na preferéncia de oviposi¢ao do parasitoide em
ovos de mariposas que durante a fase imatura se alimentaram desses dois hospedeiros,
sugerindo que ndo ha efeitos diretos ou indiretos do Bt em 7. pretiosum.

As avaliagdes realizadas em laboratdrio podem ajudar a entender o comportamento das
espécies, mas ndo podem determinar o seu comportamento em campo, uma vez que existem
diversos outros fatores que podem estar agindo de forma isolada ou em conjunto e estar
favorecendo ou nao determinadas espécies (ROMEIS et al., 2005). No entanto, sabe-se que um

dos fatores que pode determinar o sucesso de um programa de controle bioldgico ¢ a utilizacao
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de espécies nativas de parasitoides de ovos, especialmente para o género Trichogramma, pois
estas estdo bem adaptadas a hospedeiros especificos e seus ambientes naturais (HASSAN,
1994; SMITH, 1996). Das espécies coletadas em maior abundancia, 7. acacioi e T. pretiosum
foram dominantes e apresentaram constancia nas coletas no levantamento das duas areas
avaliadas. Trichogramma acacioi ¢ comumente associada com lepidopteros em ambientes
florestais (QUERINO; ZUCCHI, 2019), e a sua ocorréncia reforca a hipdtese de que os
fragmentos florestais tiveram influéncia na porcentagem de parasitismo. Ja 7. pretiosum ¢ uma
das espécies mais comuns encontradas em levantamentos (QUERINO; SILVA; ZUCCHI,
2016; SOUZA etal., 2016), e ¢ comumente coletada em habitats agricolas e em ambientes com
perturbagdes (QUERINO; ZUCCHI, 2019). Na area ndo-Bt, T. atopovirilia e T. bruni também
foram classificadas como dominantes, € assim como 7. acacioi, T. bruni & associada a
ambientes florestais e também ¢ encontrada em pomares de frutiferas (QUERINO; ZUCCHI,
2002; QUERINO et al., 2017), enquanto 7. atopovirilia ¢ encontrada tanto em culturas anuais
quanto em reservas naturais (ZUCCHI et al., 2010).

Com excecdo de T. foersteri que foi coletada pela primeira vez no presente estudo, as
demais espécies de Trichogramma coletadas em um unico local, equivalem as espécies
coletadas por Avanci, Foerster e Canete (2005) e Dudczak et al. (2017) em trés pontos
diferentes do sudeste do Parana (Lapa, Fazenda Rio Grande e Pinhais).

Previamente a este estudo, dentro do género Telenomus, somente 1. cyamophylax
Polaszek (Hymenoptera: Platygastridae) havia sido registrada parasitando ovos de A.
gemmatalis na cultura da soja (POLASZEK; FOERSTER, 1997). Duas novas espécies de
Telenomus procedentes da area Bt (7e. sp.1 e sp.2) estdo em processo de publicagdo, e outras
duas (Te. sp 4 e sp 5) coletadas tanto da area ndo-Bt quanto da Bt seguem em analise
morfolégica e molecular. Durante o levantamento de lagartas, realizado paralelamente ao
levantamento de parasitoides, o primeiro registro de ocorréncia de Peridroma saucia (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) foi constatado nas cultivares de soja ndo-Bt e soja Bt (TAKAHASHI
et al., 2019). Das coletas de posturas encontradas naturalmente em campo, uma espécie de
Telenomus (sp 3 nov.) emergiu de uma postura de P. saucia e segue em processo de descrigao.

Além das descobertas de novas espécies de Telenomus e uma de Trichogramma,
destaca-se a confirmagao da identidade de 7. remus coletada naturalmente na area Bt em uma
postura de S. cosmioides, pois T. remus é uma espécie que apresenta grande potencial no
controle de espécies do complexo Spodoptera (POMARI et al., 2012), e apesar das tentativas
de estabelecimento dessa espécie em campo, até entdo nao havia sido recapturada (NARANJO-

GUEVARA et al., 2018). Hay-Roe et al. (2015) descrevem que liberacdes de 7. remus foram
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realizadas no sul da Florida nos Estados Unidos entre 1975-1977 € novamente em 1988-1989,
no entanto em nenhuma das ocasides constataram o estabelecimento do parasitoide. No entanto,
em 2009 e 2013 na regido centro-norte da Florida, a cerca de 500 km de distancia das liberagdes
iniciais, massas de ovos sentinelas de S. frugiperda registraram o parasitismo por uma espécie
de Telenomus e as evidéncias sugerem se tratar de 7. remus. A captura de 7. remus no presente
estudo, em um local onde previamente nao houve nenhuma liberagdo do parasitoide, demonstra
que esta espécie se adaptou as condi¢des geoclimaticas da regido.

Das 14 espécies de parasitoides de ovos coletadas e identificadas nas duas areas, sete
foram coletadas apenas na area Bt, e trés apenas na area ndo-Bt. No entanto, apesar da area Bt
apresentar maior riqueza, a diversidade de espécies foi superior na area nao-Bt, tanto para o
indice de diversidade de Simpson onde as espécies raras desempenham um papel menor e as
espécies comuns tem maior relevancia, quanto no indice de Shannon-Wierner que leva em
consideragdo a uniformidade da comunidade de espécies, e afere um peso igual as espécies
raras e as abundantes. O indice de Pielou que ¢ derivado do indice de Shannon-Wierner
demonstra que a distribui¢do da comunidade de espécies presentes na area nao-Bt ¢ mais
uniforme.

A diversidade de espécies de parasitoides de ovos encontrados no presente estudo,
comprova a importancia da preservacdo de fragmentos de vegetagao natural em areas agricolas,
uma vez que a intensificagdo da agricultura levou a uma mudanca drastica nas paisagens devido
ao aumento no tamanho dos campos araveis, ocasionando a simplificagdo das paisagens
agricolas e deixando apenas pequenos fragmentos de habitats naturais (BIANCHI et al., 2006).
Tal hipotese ¢ corroborada por Massaroli, Butnariu e Doetzer (2014) no Mato Grosso, onde
foram realizadas coletas durante duas safras na cultura da soja, sendo encontrada somente 7.
pretiosum, enquanto no presente estudo sete espécies de Trichogramma foram encontradas,
além de Telenomus spp. Mato Grosso € o estado com maior producao de soja no pais (CONAB,
2020), tendo como caracteristica areas agricolas com dimensdes extensivas e continuas
(GAZZONI, 2012), predominando a pratica de monoculturas, o que torna a paisagem menos
diversa (MASSAROLLI et al., 2018).

Menores oscilagcdes de amplitude térmica e precipitagdo favoreceram a ocorréncia de
parasitoides dos ovos, e com base nos resultados obtidos nesse estudo e na literatura, ¢ possivel
afirmar que de forma direta ndo houve impacto negativo de soja Bt nos parasitoides de ovos,
uma vez que a incidéncia de parasitismo e a riqueza de espécies foram superiores em soja Bt
do que em ndo-Bt; no entanto a drea ndo-Bt apresentou maior diversidade e uniformidade na

comunidade de espécies. Tais resultados podem estar associados a presenca de fragmentos de
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paisagem e da preservacao da vegetagao natural ao redor das lavouras. Nesse sentindo, o plantio
da area de refiigio em culturas Bt retarda e diminui a sele¢do de insetos resistentes, e também

fornece abrigo, alimento e hospedeiros aos parasitoides e demais inimigos naturais.
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ABSTRACT

A new species of Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) is described:
Trichogramma foersteri sp. nov. Takahashi from eggs of Anticarsia gemmatalis Hiibner,
(Lepidoptera: Erebidae) a major soybean defoliating pest. The parasitoid was collected in Sao
José dos Pinhais, Parana State, Brazil, and molecular and morphological characters were used
to confirm the identity of the new species. Preliminary biological data are provided to
demonstrate its high capacity of parasitism. The new species is a potential candidate as a

biological control agent against some lepidopteran-pests.
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1 INTRODUCTION

Among the various groups of egg parasitoids used as biological control agents of
agricultural insect pests in the world, the genus Trichogramma Westwood (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) is by far the most studied, and over 230 species have been described, of
which 29 are recorded in Brazil (Querino & Zucchi 2019). Up to now, seven species of
Trichogramma have been recorded parasitizing eggs of the velvetbean caterpillar Anticarsia
gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Erebidae) in soybeans in Southern Brazil (Foerster & Avanci
1999, Cafiete & Foerster 2003, Avanci et al 2005, Dudczak et al 2017), and in January 2018 an
unidentified species of Trichogramma was collected from sentinel eggs of A. gemmatalis laid
by moths caged on soybean plants in Sdo José dos Pinhais, Parané state, Brazil.

For biological control purposes, native parasitoid species are preferred over imported
ones since they are better adapted to climate and host and habitat conditions (Smith 1996).
Therefore, the discovery of a new native Trichogramma species is highly desirable in search
for favorable biological attributes, namely fecundity, tolerance to a wide range of temperature
and host preference. In Brazil, only Trichogramma pretiosum Riley and Trichogramma galloi
Zucchi are commercially available for the control of lepidopteran pests of corn and the
sugarcane borer Diatraea saccharalis (Fabricius) (Togni et al 2019). Bioecological studies
have been carried out to assess the potential of these and other Trichogramma species for
inundative or conservative biological programs (Avanci et al 2005, Dequech et al 2013,
Figueiredo ef al 2015, Querino et al 2016, Souza et al 2016, Tang et al 2017).

Parasitism rate is the main parameter used to assess the performance of Trichogramma
species (Tabone et al 2010, Tang et al 2017). However, these parasitoids can cause host
mortality from other factors such as host feeding, and in certain circumstances the host egg is
drilled though the female does not lay eggs. But, these are poorly explored or evaluated
behaviors (Marchioro et al 2015). This information can be used to choose the most effective
Trichogramma species to be employed in biological control. Besides that, there is a need to find
new species to be used as biological control agents in Brazil, and these can be the key of success
to increase and stimulate a more sustainable agriculture (Togni et al 2019). This paper describes
a new species of Trichogramma, the 30th species of this genus found in Brazil with great

potential to be used in large scale in the country.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 SPECIMEN COLLECTION

A survey was conducted on a private property to collect eggs of 4. gemmatalis in
soybean (Glycine max L. Merril) in Sdo José dos Pinhais (SJP), Parand, Brazil (25°36°46.0”’S,
49°08°21.5”W), in the crop season 2017/2018. The vegetation surrounding the area is
composed by fragments of mixed ombrophilous forest. The crops sown throughout the year or
close to the area, in addition to soybeans are: wheat (7riticum aestivum Linnaeus), corn (Zea
mays Linnaeus), black oats (Avena strigosa Schreb), strawberries (Fragaria X ananassa
Duchesne) and vegetables (mainly Brassicaceae and Asteraceae). The weather in SJP is
classified as Cfb — Temperate Oceanic by Koppen climate classifications (Kottek et a/ 2006).

Eggs were obtained from four pairs of A. gemmatalis kept inside a nylon cage covering
a soybean plant. The cages consisted of a nylon cover held in place with four iron bars staked
into the ground (Avanci et al 2005). Five replicates were randomly distributed in the area and
after seven days, the plants were removed and a new plant and moths were replaced. In the
laboratory, all structures of the caged plants were thoroughly inspected and the eggs collected
and individually kept in 1 x 10 cm glass tubes with a drop of honey. Eggs were kept in a climatic
chamber (25 £ 2 °C, 60 £ 10 % relative humidity and 14:10 h L:D photoperiod) and daily
observations were made to check for the emergence of parasitoids or eclosion of larvae.

Specimens were collected from a single parasitized egg from which one male and two
females emerged and were left to mate. Part of the progeny produced was stored in 99% ethanol

for posterior identification, and part was used to establish a laboratory colony.

2.2 MORPHOLOGICAL DESCRIPTION

For the measurements, all adults used were less than 24h old. Specimens were mounted
in Hoyer's medium, and the terminology for morphological structures and ratios was based on
Pinto (1999). The descriptions and measurements were made under an Olympus BXS50
microscope. Photographs were taken in a microscope Axio Lab Al Zeiss. Quantitative data
include means (in mm) followed by the standard deviation; measures were taken from 30 males,
and a further 26 specimens were used to determine the basiconic sensilla formula; this

procedure was made in immersion oil using a 100x lens.
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For scanning electron microscopy (SEM) examination, newly emerged specimens were
killed by steam of ethyl acetate dehydrated, clarified in KOH 10% solution for partially removal
of the genitalia capsule, and dehydration in ethanol series (10, 30, 40, 50, 60, 80, 95 and 100%)
for 15 minutes in each solution. After this procedure, the genitalia capsule was removed and
the samples were dried to the critical point. The procedures were adapted from Querino &
Zucchi (2003a). SEM micrographs were obtained with a Jeol JSM 6360LV electron
microscope. All images were edited with Corel Draw X6.

The type material was mounted in Canada balsam, and deposited in the entomological
collections Padre Jesus Santiago Moure (DZUP) at Universidade Federal do Parand (UFPR),
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) at Universidade de Sdo Paulo,
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) and Instituto Biologico (IB-CBE).

2.3 MOLECULAR ANALYSIS

Two males were selected from the original samples for DNA extraction and genomic
DNA was extracted separately from each sample. For amplification of a region of the internal
transcribed spacer 2 (ITS2) of the ribosomal DNA, gDNA obtained from one male was
subjected to polymerase chain reaction (PCR), using the primer set ITS2-F:5’-
TGTGAACTGGAGGACACATG-3’ and ITS2-R:5’-GTCTTGCCTGCTGAG-3’. In addition
to ITS2, the mitochondrial cytochrome oxidase subunit 1 (COI) from the other male was
amplified using the primers LCO1490:5° GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ and
HCO2198:5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’. All details from the procedure
and conditions for ITS2 and COI analyses are given in Ciociola ef a/ (2001) and Kenis et a/
(2019). Sequences obtained were deposited in the GenBank under access number MT259332
(ITS2) and MT251366 (COI).

Sequences were aligned using the multiple sequence alignment CLUSTALW in
MEGAX (Kumar ef a/ 2018). The sequences obtained for the new species were submitted to
the search for similarity using Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al
1990) with other Trichogramma species sequences on GenBank database. The sequence of the
nearest species was compared with the new species, and the species morphologically close
available in the GenBank database. A sequence of Trichogrammatoidea bactrae Nagaraja, a
sister taxon of Trichogramma was added as a basal group for tree construction. Codon positions
included were st + 2st+ 3rd + non-conding. The tree was constructed using the maximum

likelihood method based on the Tamura-Nei model (Tamura & Nei 1993) and the branch
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support was estimated with 1000 bootstrap replicates (Felsenstein 1985).

2.4 BIOLOGICAL DATA

Ten 24h old females previously matted were kept individually in 1.5 x 10 cm glass tubes
with a drop of honey in a climatic chamber (25 £ 2 °C, 60 £ 10 % relative humidity and 14:10
h L:D photoperiod). Cards (n= 10) with 100 eggs of A. gemmatalis were offered and after 24
hours the cards were removed and a new card was offered to each female; this procedure was
repeated for three days. After the third day, females were removed and the glass tubes
containing the eggs were maintained in the same controlled conditions mentioned above.

Eggs were daily observed to record the number of hatched larvae and/or parasitism,
indicated by the blackening of the eggs. Total mortality was calculated using Abbot’s (1925)
formula: TM = [(PVE-PHL) /PVE] x 100, where TM is the total mortality, PVE is the
percentage of viable eggs (control) and PHL is the percentage of hatched larvae in each
treatment. To estimate the percentage of larval hatching, 10 cards containing 25 eggs each were
individualized in glass tubes (7,5 cm x 1,0 cm) and kept without contact with the parasitoids.
The non-reproductive mortality was calculated by subtracting the number of parasitized eggs
from the total number of unviable eggs. Besides that, on the first day we evaluated the
emergence viability (number of eggs with parasitoid exit hole/number of parasitized eggs),
number of parasitoids per egg (total number of emerged parasitoids/number of parasitized eggs)

and sex ratio (females/total of offspring).
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3 RESULTS
3.1 TAXONOMY
Trichogramma foersteri Takahashi, new species

Description. Male. Based on laboratory-reared specimens maintained in the same host in which
they were collected in the field. Quantitative data was taken from 30 males (HTL=0.18 + 0.03
mm). Color primarily dark brown.

Antenna (Fig 1a): flagellum length (0.15 + 0.02); ratio of length to width of flagellum (4.73 +
0.59); flagellum length to hind tibial length (0.84 + 0.04); flagelliform setae short (0.07 +
0.005), tapering to apex (Fig 1a); longest flagelliform setae length to greatest flagellum width
(2.12 £ 0.28); basiconic sensilla subglobose (Fig 3e), with formula 1-2-1-0-1-1; three placoid
sensilla, basal sensillum (0.04 + 0.004).

Wings (Fig 1b): Forewing not infuscate behind venation; width (0.28 * 0.03); width to length
ratio (0.52 £ 0.02); fringe setae length (0.04 £ 0.005); fringe setae length to length of hind tibia
(0.21 £ 0.02); fringe setae length to width of forewing (0.14 £ 0.01); 13-33 setae between 4th
and 5th setal tracks. Anterior track of hind wing with 2 to 6 setae, posterior track with 6 to 11

setae, extending well beyond midpoint of middle track and reaching almost the wing apex.

L
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Fig 1 Trichogramma foersteri Takahashi sp. nov. Male. a- Antenna; b- Forewing and hind
wing.

Mesoscutum. Lengths of anterior (0.04 + 0.004) and posterior (0.03 + 0.004) (Fig 3a).

Scutellum. ratio of anterior to posterior pair (0.19 = 0.04) (Fig 3a).
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Male genitalia (Figs 2a-b, 3b-c): genital capsule longer (0.17 £ 0.02) than wide (0.07 £ 0.01);
ratio of width to length of genital capsule (0.39 + 0.03); apical distance to genital capsule length
(0.25 £ 0.09); apical width to length of genital capsule (0.27 £ 0.03); dorsal lamina length to
genital capsule length (0.39 £+ 0.03); dorsal lamina length to dorsal lamina width (1.78 + 0.20);
dorsal aperture length to dorsal lamina length (1.52 £+ 0.17); posterior extension of dorsal lamina
long (0.05 £ 0.005) and narrow with apex not extending beyond the volsellae; dorsal lamina
medium (0.07 £ 0.007), narrowing from apex to base; posterior extension of dorsal lamina
length to dorsal lamina length (0.80 + 0.08); dorsal ridge absent; ventral ridge medium (0.06 £
0.01), reaching midpoint of genital capsule; ventral ridge length to basal distance (0.48 £ 0.17);
basal distance to genital capsule length (0.75 £ 0.10); aedeagus length to length of hind tibia
(1.10 £ 0.06), length of apodemes to length of aedeagus (0.50 £ 0.05); intervolsellar process
long (0.02 £ 0.003), robust, slightly rounded apex (Fig 3d), not reaching apex of volsellae;

ventral processes on the base of intervolsellar process (Fig 2b).

Fig 2 Male genitalia of Trichogramma foersteri Takahashi sp. nov. a- Dorsal view; b- Ventral
view.

Type material. Holotype: male, BRAZIL, PARANA: Sio José dos Pinhais, 18.1.2017, ex eggs
Anticarsia gemmatalis on Glycine max, T.A. Takahashi collr. (UFPR). Paratypes: Three males

and two females mounted in Canada balsam with same data as holotype, and a glass vial with
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specimens in ethanol 99% are deposited in the entomological collections of UFPR, ESALQ,
UFSCar and IB-CBE.

Distribution. Known only from the type material.

Host. Anticarsia gemmatalis Hiibner (Erebidae) on Glycine max.

Etymology. The species epithet honors Dr. Luis Amilton Foerster for his valuable contribution
to the study of Trichogramma species on annual field crops in Brazil.

Genbank: MT259332 (ITS2) and MT251366 (COI).

Fig 3 Trichogramma foersteri sp. nov. Male. a- Mesoescutum and scutellum; b-d Genitalia (b-
Ventral view; c- Dorsal view; d- Detail of rounded intervosellar process (IVP), e- Basiconic
sensilla position 2).

3.2 DIAGNOSIS

Among South American species, Trichogramma foersteri is more similar to

Trichogramma marandobai Brun, Moraes & Soares, but morphologically it differs from 7.
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foersteri by the posterior track of the hind wing reaching midpoint of middle track and the
basiconic sensilla formula with two basiconic sensilla in position three (Vieira et al 2015). In
T. foersteri, posterior track of hind wing reaches almost the wing apex and has one basiconic
sensilla in position three. Besides that, T foersteri has longer measures like the genital capsule,
ventral ridge and the proportions of dorsal opening length/dorsal lamina length and dorsal
lamina length to dorsal lamina width. These two species occur on different crops and hosts, 7.
marandobai parasitizes exclusively eggs of Erinnyis ello Linnaeus on cassava (Manihot
esculenta Crantz), and T. foersteri was found on eggs of A. gemmatalis in soybean. This
information can be useful to help to separate these two species initially.

In the key of Querino & Zucchi (2019), Trichogramma foersteri sp. nov. runs to 7.
marandobai (couplet 38), from which it differs in intervolsellar process with slightly rounded
apex, and it is associated with eggs of A. gemmatalis in soybean. For this couplet it can be
differentiated by the distance of ventral processes to the base of the IVP, which are near in 7.
marandobai and in T. foersteri are located at the base of the I[VP.

In relation to other South American species, 7. foersteri also somewhat resembles
Trichogramma colombiense Velasquez & Téran, Trichogramma fuentesi Torre and
Trichogramma parrai Querino & Zucchi. As cited by those authors, 7. colombiense is very
similar to 7. marandobai being very difficult to separate them morphologically. However, T.
colombiense is the only species associated with E. ello on cassava not recorded in Brazil. They
can probably be considered synonymous in the future (RBQ pers. info.). Trichogramma
fuentesi was characterized by Querino & Zucchi (2003a), and the most relevant characters to
separate it from 7. foersteri are anterior row of setae on hind wing with 0 to 3 setae, globular
basiconic sensilla, intervolsellar process (IVP) with pointed apex, sometimes bifid, and shorter
ventral ridge. Trichogramma foersteri has 2 to 6 setae on hind wing, subglobose basiconic
sensilla and IVP with rounded apex, furthermore, the genital capsule is longer than in T.
fuentesi. This species is distributed in several South American countries (Noyes, 2019), but not
in Brazil (Querino & Zucchi 2019). About 7. parrai, this species is easily separated from 7.
foersteri by the distance of the ventral process to the base of the IVP, close in 7. parrai and
ventral ridge with indistinct anterior limit, while in 7. foersteri the ventral process is located at
the base of IVP and ventral ridge is long, easily observed with the optical microscope.
Moreover, T. parrai has a long flagellum and has a characteristic posterior extension of the
dorsal lamina with linguiform aspect and extending behind the volsellae, and differs from T.
foersteri on hind wings, which have fewer setae, anterior track is absent and posterior track not

reaching the midpoint of the middle track, while in 7. foersteri flagellum is short, anterior and
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posterior track have many setae, and the posterior track almost reaching the wing apex (see

more of 7. parrai in Querino & Zucchi, 2003b).

3.3 MOLECULAR IDENTIFICATION

The sequence of ITS2 from T. foersteri was submitted to a search for similarity in
Genbank using BLAST and showed that 7. foersteri has a low percent identity (87,80%) with
Trichogramma dendrolimi Matsura (MN460658); moreover, 7. dendrolimi does not occur in
South America, and morphologically T. foersteri is not close to 7. dendrolimi.

There are more than 60 sequences of ITS2 of Trichogramma species on Genbank data
base. To construct the first phylogenetic tree, we selected only species that occur in South
America to compare with 7. foersteri and added a sequence of 7. dendrolimi to confirm the

analysis (Fig 4).

Trichogramma marandobai intervolsellar process blunt (KP972054)

Trichog dobai intervolsellar process truncated (KP972055)
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Trichogramma foersteri (MT259332)
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Fig 4 Molecular phylogenetic analysis with ITS2 of Trichogramma foersteri Takahashi sp. nov.
and South American species by the maximum likelihood method. The tree with the highest log
likelihood (-6124.11) is shown. The percentage of trees in which the associated taxa clustered
together is shown next to the branches. The analysis involved 18 nucleotide sequences. There
was a total of 851 positions in the final dataset.

On the second tree, only South American species with elongated intervosellar process
were selected to determine the correct phylogenetic position of 7. foersteri (Fig 5).

Trichogramma foersteri has 83.78% percent identity with 7. fuentesi (AY182765), 83.96 -
83.69% to T. marandobai (KP972054 - KP972055), and 85,41% with T. pretiosum
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(AF282234). These results prove that the ITS2 method is still effective to separate species
morphologically close, and although 7. foersteri can be similar to 7. fuentesi and T.
marandobai, the low percentage of identity and the position on the tree shows that 7. foersteri
is a valid species.
Trichogramma marandobai
gg‘ intervolsellar process blunt (KP972054)
Trichogramma marandobai

57 intervolsellar process truncated (KP972055)

47 Trichogramma fuentesi (AY182765)

Trichogramma pretiosum (AF282234)

Trichogramma foersteri (MT259332)

Trichogrammatoidea bactrae (KM983031)

R
0.10

Fig 5 Molecular phylogenetic analysis with ITS2 of Trichogramma foersteri Takahashi sp. nov.
and related South American species with elongated intervosellar process by the maximum
likelihood method. The tree with the highest log likelihood (-1994.40) is shown. The percentage
of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the branches. The
analysis involved 6 nucleotide sequences. There was a total of 574 positions in the final dataset.

In search for a better result, all species of Trichogramma with sequences of ITS2 and
COI available on the database were joined and a new phylogenetic tree was created (Fig 6).
There are only two species with both sequences available that occurs in South America: T.
pretiosum and Trichogramma exiguum Pinto & Platner. But it is possible to state that T.

foersteri is clearly separated from the South American species and from the others worldwide.
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99LT ichog ostrinioe (HEGA8326 + MF624063)
Trichog ens (KP176444 + MF624060)
Trichog cordubensis (DQ389074 + KM232610)

Trichogramma chilotraeae (DQ088051 + KPO90266)
Trichogramma brassicoe (FI441292 + MG850875)
Trichogramma euproctidis (HM116410 + MG932202)
Trichogramma chilonis (FR750277 + MK611832)

Trichogramma exiguum (AF408670 + MG932201)
Trichogramma platneri (AF408657 + KR375508)
Trichog dendrolimi (HG316501 + MK611824)
Trichogramma oleae (DQ389070 + MG932139)
Trichogramma pretiosum (AF282234 + KF573399)

Trichog foersteri (MT259332 + MT251366)
Trichog Jjaponicum (FN822757 + MF624062)
bl 64 Trichogramma cocoecige (AF408653 + MF624051)
10L—Trichog embryophagum (AY244465 + KM105169)
2 —————Trichogramma danaidiphaga (KP127626 + KM977848)

”Lfﬂchogmmma danausicida (JF776379 + KM105168)
Trichog achaeae (JIN872296 + KP089992)

Trichogramma semblidis (KP176445 + KM259631)
Trichog idea bactrae (KM983031 + KP142715)

0.10

Fig 6 Molecular phylogenetic analysis with the union of ITS2 and COI of Trichogramma
foersteri Takahashi sp. nov. and all Trichogramma species available in the data by maximum
likelihood method. The tree with the highest log likelihood (-12331.75) is shown. The
percentage of trees in which the associated taxa clustered together is shown next to the branches.
The analysis involved 22 nucleotide sequences. There was a total of 1350 positions in the final
dataset.

3.4 BIOLOGICAL DATA

A colony of T. foersteri has been kept in laboratory since February 2018, for over 80
generations without losing its biological traits of development, fecundity and longevity. In
laboratory, we recorded an average of 98.4 A. gemmatalis eggs parasitized by T. foersteri at
25°C in the first 24 hours after female emergence (Table 1). Furthermore, the parasitoid causes
egg mortality by a process of unviability (nonreproductive effect) (Abram ef a/ 2019), providing
host control of more than 165 eggs in three days (Table 1). In this species nonreproductive
mortality apparently is not linked to female feeding, due to the large number of eggs rendered
unviable. Only recently, attention has been drawn to the impact of the nonreproductive killing
of parasitoids on host-pest populations (Marchioro et al 2015, Abram et al 2016, Abram et al
2019). Total mortality (Table 1) indicates that 7. foersteri has a much higher parasitism capacity
than other known Trichogramma species found in Brazil (Cons6li & Parra 1995, Bueno et al

2012, Foerster et al 2014, Laurentis et al 2019).
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Table 1 Number (£ SE) of eggs parasitized, unviable eggs by nonreproductive mortality and
total mortality caused by females of Trichogramma foersteri during three days of observation
at 25 £ 2 °C, 60 £+ 10 % relative humidity and 14:10 h L:D photoperiod.

Day Parasitism Nonreproductive mortality Total mortality
| 98.4+£0.51 1.60 £ 0.51 100.00 + 0.00

2 15.3+£5.92 84.07 £1.57 99.37 £ 0.50

3 0.00 +0.00 82.29 + 10.80 82.29 +10.80
Total 113.70 167.96 281.66

The percentage of emergence was 99%, and the sex ratio observed was 0.91 + 0.01

(SD), which indicated that 4. gemmatalis is an adequate host for the development of 7. foersteri.

The mean number of parasitoids emerging per egg was 1.81 + 0.03 and this value is related to

host egg density (Harba & Idris 2018, Pereira ef al 2004) and egg size (Roriz et al 2006, Shoeb

& El-Heneidy 2010). This result is similar to the ones reported for species like 7. atopovirilia

Oatman & Platner, T. pretiosum and Trichogramma rojasi Nagaraja & Nagarkatti reared in this

same host (Foerster et a/ 2014).

In addition to controlling 4. gemmatalis eggs in laboratory, successfully parasitism was

recorded on eggs of more than ten lepidopteran species belonging to four families (Fig 7),

including Anagasta kuehniella (Zeller), an alternative host widely used in mass-production of

Trichogramma species worldwide (Hassan 1993, Smith 1996)



Family

Crambidae

Erebidae

MNoctuidae

Pyralidae

Host species

Diatraea saccharalis (Fabricius) *
Duponchelia fovealis Zeller

Anticarsia gemmatalis Hibner

Agrotis ipsilon (Hufnagel)
Chrysodeixis includens (Walker)
Helicoverpa armigera (Hibner)
Helicoverpa zea (Boddie)
Mythimna sequax (Franclemont)
Peridroma saucia (Hibner)
Spodoptera cosmioides (Walker)
Spodoptera eridania (Stoll)
Spodoptera frugiperda (Smith)

Anagasta kuehniella (Zeller)

98

Fig 7 Lepidopteran host species screened in laboratory for parasitism by 7Trichogramma

foersteri Takahashi sp. nov. (25° = 1°C, RH 70 £ 10% and photophase 14:10 h L:D) (*no

emergence).

Considering that on the first day nearly all eggs were parasitized, it is conceivable that

if more eggs were offered, parasitism rate would be even higher. These preliminary data suggest

that 7. foersteri shows a high potential to control host species that lay aggregated egg masses

like species of Spodoptera Guenée, Peridroma saucia (Hibner) and Mythimna sequax

(Franclemont), and can be mass-reared on A. kuehniella (fictitious hosts) feeding on flour diet.
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6 CAPITULO IV — POTENCIAL DE Aleiodes sp. nov. (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) NO CONTROLE DE Spodoptera eridania (STOLL) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) E IMPACTO DA PROTEINA CRYIAC NO TERCEIRO NiVEL
TROFICO.

RESUMO

Parasitoides desempenham uma importante fun¢do na regulagdo de insetos em programas de
controle bioldgico e no manejo integrado de pragas, especialmente de lagartas resistentes a
plantas transgénicas, que expressam proteinas toxicas de Bacillus thuringiensis Berliner. A
ocorréncia de espécies de lepidopteros naturalmente tolerantes a estas proteinas toxicas diminui
a eficiéncia dessa tecnologia e traz como consequéncia a necessidade do emprego de inseticidas
quimicos para o controle dessas espécies. Aleiodes sp. nov. ¢ um endoparasitoide larval solitario
coletado em lagartas de Spodoptera eridania (Stoll) no municipio de Sao José dos Pinhais,
Parané em cultura de soja transgénica (Glycine max L.) que expressa a proteina toxica CrylAc.
Avaliou-se em laboratorio, o potencial desta nova espécie de Aleiodes no controle de lagartas
de S. eridania tolerantes as proteinas Cry na cultura da soja. Comparou-se a capacidade diaria
de parasitismo durante trés dias consecutivos e por duas geracdes, em larvas de segundo instar
de S. eridania alimentadas com a cultivar de soja convencional BRS511 e a introdugdo
transgénica BRS 1003IPRO contendo a proteina inseticida CrylAc. O tempo de
desenvolvimento e a longevidade dos adultos ndo diferiram estatisticamente quando o
parasitoide se desenvolveu em lagartas alimentadas com soja convencional ou transgénica.
Mais de 20 lagartas foram parasitadas por fémea de Aleiodes durante os trés dias de
fornecimento do hospedeiro e o tempo entre a oviposicao e a formagao da pupa foi completado
em menos de 10 dias nas duas geracdes avaliadas. O curto tempo de desenvolvimento indica
que a praga ¢ rapidamente morta pelo parasitoide e poucos danos sdo causados, pelo fato das
lagartas serem parasitadas no inicio da fase larval. O peso das pupas de Aleiodes sp. nov. foi
estatisticamente semelhante entre as duas cultivares de soja e a razdo sexual, embora com menor
propor¢ao de fémeas entre os parasitoides emergidos de lagartas alimentadas com plantas Bt,
ndo diferiu estatisticamente do tratamento com soja convencional. Ndo foi detectada a proteina
CrylAc pelo teste de ELISA em adultos do parasitoide que se desenvolveram na fase larval em
lagartas alimentadas com folhas de soja Bt. Lagartas de S. eridania sao naturalmente tolerantes
a plantas de soja que expressam a proteina toxica Cryl Ac de B. thuringiensis e o parasitoide
mostrou, sob condicdes de laboratdrio, um elevado potencial de controle de S. eridania. No
campo, esta nova espécie de Aleiodes pode ser integrada ao manejo da soja em cultivares
transgénicos e contribuir para a reducdo no uso de inseticidas quimicos.

Palavras-chave: tritr6fico, ELISA, controle bioldgico, avaliagdo de risco
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ABSTRACT

Parasitoids play an important role in the regulation of insect populations in biological control
and pest management programs, especially of lepidopteran larvae resistant to transgenic plants
(GM plants) expressing toxins from Bacillus thuringiensis Berliner. The natural tolerance of
larvae to these toxic proteins decreases the efficiency of this technology and as a consequence
the use of chemical insecticides increases. Aleiodes sp. nov. is a solitary larval endoparasitoid
collected on larvae of Spodoptera eridania (Stoll) in the municipality of Sdo José dos Pinhais,
Parand, Brazil in a GM soybean (Glycine max L.) crop expressing the toxic protein CrylAc. Its
potential as a biological control agent of lepidopteran-resistant species on soybean Bt crops was
evaluated in laboratory. The daily parasitism capacity of Aleiodes sp. nov. during a three-day
period was compared during two consecutive generations on second instar larvae of S. eridania
fed on the conventional soybean cultivar BRS511 and the introduction transgenic BRS
1003IPRO containing the insecticidal protein CrylAc. The development time and adult
longevity did not differ statistically when the parasitoid developed on larvae fed on
conventional or transgenic soybeans. More than 20 larvae were parasitized by each Aleiodes
female during three days of host supply and the time between oviposition and pupation was
completed in less than 10 days in both generations evaluated. The short development period
indicates that the pest is rapidly killed by the parasitoid and little damage is caused because the
caterpillars are parasitized in their early instars. The pupal weight of Aleiodes sp. nov. was
statistically similar between the two soybean cultivars consumed by the larvae, and the sex
ratio, although producing a lower proportion of females from parasitoids emerging from larvae
fed on Bt plants, did not differ statistically from the treatment with conventional soybean.
Cryl Ac protein was not detected by Elisa test in adults of the parasitoid developing in the larval
phase in caterpillars fed with Bt soybean leaves. Larvae of S. eridania are naturally tolerant to
soybean plants expressing CrylAc, and the parasitoid showed a high potential for the control
of this pest under laboratory conditions. In the field, this species of Aleiodes may be integrated
with GM soybean cultivars for the efficient management of S. eridania and contribute to reduce
the use of chemical insecticides.

Key-words: tritrophic, ELISA, biological control, risk assessement
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1 INTRODUCAO

Cultivares transgénicas que expressam proteinas inseticidas derivadas da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt) se tornaram a principal tatica de controle de insetos-praga nas
culturas de milho, soja e algodao no mundo (ROMEIS et al., 2019). O cultivo de plantas Bt tem
demonstrado beneficios ecoldgicos, como a diminuicdo na utilizagdo de inseticidas,
principalmente os de amplo espectro (SHELTON et al., 2002; BLANCO et al., 2016; BUENO
et al., 2021). Esta redu¢do além de gerar um impacto positivo ao ambiente, também se reflete
na economia, pois reduz o custo de produ¢io (KLUMPER; QAIM, 2014; BROOKES, 2018),
e favorece o controle biologico (ROMEIS et al., 2019). Apesar das vantagens geradas pelas
cultivares transgénicas Bt, ainda ha dividas sobre o risco que essa tecnologia pode ocasionar
em organismos nao-alvo (ROMEIS et al., 2008). Nesse contexto, destacam-se os estudos
envolvendo o efeito tritrofico sobre parasitoides e predadores (RAMIREZ-ROMERO et al.,
2007; TIAN et al., 2013; PAULA; ANDOW, 2016; CHANG et al., 2017; TIAN et al., 2018).

Os parasitoides larvais de forma geral, podem ser mais suscetiveis aos impactos de
toxinas Bt, pois dependem de um tUnico hospedeiro para se desenvolver e completar seu
desenvolvimento, enquanto os predadores geralmente consomem presas de diferentes espécies
ao longo da vida (TTIAN et al., 2013). A maior parte dos estudos que avaliaram o efeito de
proteinas Cry em parasitoides foram realizados com hospedeiros suscetiveis as toxinas; assim,
quando o hospedeiro morre, o parasitoide que estd se desenvolvendo também morre, e este
entdo ¢ considerado um efeito indireto do Bt, tal como sucede quando um hospedeiro ¢ morto
por inseticidas neurotoxicos (SHELTON et al. 2009; WANG et al. 2016).

A tecnologia Bt tem se mostrado eficaz no controle dos insetos-alvo (BERNARDI et
al., 2012), no entanto, surtos de pragas secundarias ocasionados por espécies nao-alvo, insetos
naturalmente tolerantes e/ou resistentes sdo uma preocupagdo constante em lavouras Bt
(OMOTO et al., 2016; HORIKOSHI et al., 2016; MACHADO et al., 2020). Este ¢ o caso do
complexo de lagartas do género Spodoptera Guenée (Lepidoptera: Noctuidae), especialmente
Spodoptera cosmioides (Walker) e Spodoptera eridania (Stoll), as quais apresentam tolerancia
natural a proteinas Bt (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; BERNARDI et al., 2014),
enquanto Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) adquiriu resisténcia devido ao consumo continuo
de proteinas toxicas de B. thuringiensis (FARIAS et al., 2014; BERNARDI et al., 2015;
HORIKOSHI et al., 2016; OMOTO et al., 2016). O manejo desses insetos deve ser realizado
preferencialmente através do controle bioldgico, uma vez que a tecnologia Bt ndo deve ser

considerada como a inica solugao no controle de insetos-pragas. Um método isolado raramente
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¢ suficiente e, ademais, diminui o tempo de vida util das introdugdes transgénicas (KOS et al.,
2009). O uso de inimigos naturais pode retardar a evolugdo da resisténcia de insetos as toxinas
Bt e impactar positivamente no manejo integrado de pragas em culturas Bt (LIU et al., 2014;
ROMEIS et al., 2019).

O parasitoide larval Aleiodes sp. nov. (Hymenoptera: Braconidae) ¢ um promissor
agente de controle bioldgico do complexo Spodoptera que foi coletado em niimeros expressivos
em soja Bt durante as safras de 2017/2018 e 2018/2019. As espécies de Aleiodes sdo
endoparasitoides cenobiontes (GARRO et al., 2017), e sdo caracterizados por apresentarem um
habito peculiar e distinto que ocorre no processo de pupagdo dentro corpo da lagarta hospedeira,
que encolhe e endurece tornando-se uma ‘mumia’, sendo assim conhecidas como ‘vespas
mumias’ (SHAW; SHIMBORI; PENTEADO-DIAS, 2020). Na regiao neotropical sdo descritas
108 espécies de Aleiodes (SHAW; SHIMBORI; PENTEADO-DIAS, 2020), no entanto, com
excecao dos trabalhos taxonomicos (SHAW; MARSH, MIRANDA, 2013; ABREU etal., 2014;
SHIMBORI; SHAW, 2014) e, exceto pelo trabalho de Medina & Barbosa (2008), estudos
envolvendo os parametros biologicos das espécies desse género sdo inexistentes. Nesse
contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial de Aleiodes sp. nov. no controle de
lagartas de S. eridania alimentadas com folhas de soja convencional e soja Bt, e verificar uma

possivel transferéncia da proteina CrylAc ao terceiro nivel tréfico.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 60% + 10 UR e
fotoperiodo de 14:10 no Laboratério de Controle Integrado de Insetos da Universidade Federal
do Parana. As criagdes de Aleiodes sp. nov. e S. eridania foram iniciadas a partir de coletas de

campo realizados na cultura da soja nas safras de 2017/2018 e 2018/2019.

2.1 CRIACAO DO HOSPEDEIRO

ApOs a eclosdo, as lagartas de S. eridania foram criadas conjuntamente entre 100 e 150
exemplares em frascos plasticos de 500 mL e alimentadas com dieta artificial (MARCHIORO;
FOERSTER, 2012). A partir do terceiro instar, as lagartas foram individualizadas em potes
plésticos transparentes (50 mL) até empuparem. As pupas foram acondicionadas em potes
plésticos de 500 mL (11 @ x 8 cm) com o fundo forrado com papel toalha umedecido, onde
permaneciam até a emergéncia dos adultos os quais foram mantidos em gaiolas de tubo PVC
(15 © x 30 cm), com a parede interna revestida com papel sulfite branco para a oviposicao. A
abertura superior da gaiola era fechada com um voal e na base com uma placa de petri forrada
com papel filtro umedecido. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel 10% diluido
em agua fornecido em um chumaco de algoddo numa placa de petri (6 @ x 1 cm) e em outra
placa um chumago de algodao com 4gua. Diariamente as gaiolas eram monitoradas, o alimento
renovado e as posturas retiradas. Parte dos ovos era destinada para a manutengdo da criacao e

a outra para a criagdo dos parasitoides

2.2 CRIACAO DOS PARASITOIDES

Os adultos de Aleiodes sp. nov. foram mantidos em gaiola com armag¢ao de madeira (35
x 23 x 28 cm), com as paredes laterais e a parte superior de vidro e em uma das extremidades
com uma abertura de voil, que permitia acesso ao interior da gaiola. Os adultos foram
alimentados com um filete de mel puro colocado em uma placa de petri e em outra placa forrada
com algodao era fornecida agua ad libitum. Para a multiplica¢do do parasitoide, posturas de S.
eridania proximas a eclosdo eram colocadas em potes de polietilelino de 5L (33 x 22 x 10 cm),
e as lagartas alimentadas com folhas de lingua-de-vaca (Rumex obtusifolius) até o segundo

instar, quando eram oferecidas as fémeas do parasitoide.
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A multiplicagdo de Aleiodes sp. nov. foi conduzida em gaiolas confeccionadas com
garrafas pet de 2 L cujo fundo era retirado e fechado com voal. As garrafas eram dispostas
horizontalmente ¢ uma tela com malha de 1,25 cm de arame galvanizado de 15 cm de
comprimento por 10 cm de largura era introduzida na gaiola, sobre a qual era colocada uma
folha de R. obtusifolius com 15 lagartas de S. eridania de segundo instar, de forma que as
fémeas de Aleiodes podiam circular tanto sobre as folhas, quanto pela sua face inferior através
das malhas da tela. O parasitismo foi permitido por 24 horas, e apds esse periodo a folha e as
lagartas eram retiradas e alocadas em potes de plastico de 500 mL (@ 11 x 8 cm), contendo
folhas frescas. Diariamente as folhas eram trocadas e as lagartas ndo parasitadas eram retiradas
e eliminadas.

As pupas do parasitoide eram colocadas em um recipiente plastico (11 @ x 8 cm)
contendo papel filtro no fundo, e 4gua era borrifada para manter a umidade. Apds a emergéncia,

os adultos eram liberados na gaiola de criacao.

2.3 CULTIVO DE SOJA EM CASA DE VEGETACAO

Foram utilizadas duas cultivares de soja recomendadas para a regido centro-sul do
estado do Parana. As sementes utilizadas foram a BRS 511, cultivar de soja convencional, e
BRS 1003IPRO soja transgénica que contém o gene cp4-epsps que confere tolerancia ao
herbicida glifosato € o gene CrylAc proveniente da bactéria B. thuringiensis que confere
resisténcia ao ataque de lagartas (soja Bt). As duas cultivares possuem uma alta proximidade
genética pois derivam de um parental ndo-transgénico comum. As sementes foram cultivadas
em casa de vegetacdo em vasos plasticos de 5L, utilizando substrato comercial ja preparado
para o plantio. Quando as plantas atingiam o estagio vegetativo entre V6 ¢ V8, as folhas eram
removidas e levadas ao laboratorio, imersas em uma solugdo de agua contendo 1% de
hipoclorito de sddio por 20 minutos para a remocao de patdgenos, e em seguida lavadas em

agua corrente.

2.4 IMPACTO DE SOJA TRANSGENICA EM Aleiodes sp. nov.

A geracao parental (Fo) de Aleiodes sp. nov. emergiu de lagartas alimentadas com folhas
de lingua-de-vaca (R. obtusifolius), um alimento neutro em relacdo as duas cultivares de soja a
serem utilizadas como alimento dos hospedeiros a serem testados. Um tratamento consistiu de

lagartas alimentadas até o segundo instar com soja transgénica Bt BRS 1003IPRO e o outro
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com lagartas alimentadas com soja convencional da cultivar BRS 511. Quinze casais com
adultos de Aleidos sp. nov. recém emergidos (24h) foram formados para cada tratamento e
colocados em gaiolas confeccionadas com garrafas pet transparentes de 2L; a copula foi
permitida por 24h e em seguida o macho foi removido da gaiola. Quinze lagartas de S. eridania
de segundo instar alimentadas com soja Bt e soja convencional foram ofertadas ao parasitismo
por uma fémea do parasitoide. Apds 24 horas, as lagartas foram retiradas e outras 15 lagartas
foram ofertadas; o mesmo procedimento foi repetido no terceiro dia para avaliar o potencial
reprodutivo da geragdo Fi de Aleiodes sp. nov. durante trés dias.

As lagartas expostas ao parasitismo foram transferidas para recipientes plasticos
contendo folhas de soja de seus respectivos tratamentos. Diariamente as folhas eram trocadas,
as fezes e as lagartas nao parasitadas eram retiradas. Estas diferiam das lagartas parasitadas por
apresentarem crescimento mais rapido do que as lagartas parasitadas, enquanto os exemplares
parasitados cessavam a alimentagdo dois ou trés dias apds o parasitismo.

Ap6s 48h da formagdo das mumias, os parasitoides foram pesados em balanca analitica
eletronica (Bioprecisa modelo FA2104N), e individualizados em tubos de vidro (0 1 cm x 7,5
cm) e mantidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 60% + 10 UR e fotoperiodo de 14:10h.
Comparou-se o numero de lagartas parasitadas, de parasitoides emergidos, o tempo de
desenvolvimento entre a oviposicao e a formagado da pupa e desta até a emergéncia dos adultos,
o peso das pupas e a longevidade e capacidade reprodutiva de 15 casais emergidos da geracao
Fi dos dois tratamentos. O mesmo experimento foi repetido para a geragdo F» de Aleiodes sp.
nov. para verificar os possiveis efeitos do hospedeiro alimentado com soja transgénica Bt na
cadeia trofica. Apos a emergéncia da geracao F», 15 casais foram formados por tratamento a
fim de verificar a longevidade dessa geracao.

Para posterior andlise enzimatica da presenca de CrylAc nos individuos que se
desenvolveram nos hospedeiros que se alimentaram desses dois tratamentos, 40 fémeas e 40
machos de cada tratamento e das duas geracdes foram mortos em freezer e transferidos para

criotubos (Corning®) e colocados em nitrogénio liquido (-196 °C).

2.5 QUANTIFICACAO DE CRY1AC

A avaliagdo do impacto de CrylAc no terceiro nivel tréfico foi realizado através de
ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA), por
meio do Kit QualiPlate para Cryl Ab/CrylAc da empresa Envirologix. O teste detecta a

presenca da proteina CrylAc a partir de residuos presentes no extrato da amostra, as quais se
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ligam aos anticorpos produzidos contra a toxina presentes nos pogos da placa. Antes do teste,
foi realizado o preparo da solugdo tampdo para lavagem, adicionando o contetido do sache
(solugdo salina tamponada com fosfato, pH 7,4 — Tween 20) proveniente do kit juntamente com
um litro de 4gua deionizada. Para a extragdo do material em interesse, foi adicionado 0,5 mL
de Tween 20 a 100 ml da solucdo de tampao de lavagem previamente preparada. A extragdo do
conteudo enzimatico das folhas foi realizada com um pool de trés discos foliares (aprox. @ 10
mm) de cada tratamento, os discos foram inseridos em um tubo Eppendorf® (1,5 mL) contendo
750 microlitros da solugdo tampao (250 mL:1 disco foliar) de extragcdo e foram homogeneizados
com o auxilio de um pistilo. Para a extragdo do contetido enzimatico dos insetos, 8 casais de
cada tratamento das geracdes Fi e F> foram homogeneizados com o auxilio de um pistilo em
250 puL de solugdo de tampao de extragao.

As amostras foram centrifugadas (MPW-351R) a 11400 x g por 10 minutos, a uma
temperatura de 24 °C. Em seguida, 50 pL de cada amostra foram pipetados nos respectivos
pocos pré-determinados no desenho da qualiplate em duplicatas. Apds isso, a placa foi coberta
com Parafilm® e foi agitada por 2 horas em uma velocidade de 200 rpm. Em sequéncia, o
material dos pogos foi eliminado e os pogos inundados com solu¢do tampdo de lavagem,
repetindo esse procedimento por mais 3 vezes. Ao término, a placa foi agitada em um papel
toalha a fim de remover o maximo de solu¢ao tampao possivel. Apos esse procedimento, 100
uL de substrato (provido no kit) foram adicionados em cada pogo e a placa foi novamente
coberta com Parafilm® e incubada no escuro e agitada a uma velocidade de 200 rpm por mais
30 minutos. Ao fim desse tempo, 100 pL. de tampao de parada (1.0N &cido cloridrico) foram
adicionados em cada poco, ¢ entdo a placa foi lida no espectrofotometro Multiskan Sky

(Thermo Scientific) a 450 nandmetros.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado; para as comparagdes entre
os dois tratamentos os dados foram submetidos a andlise de normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk (P < 0,05) utilizando o pacote RVAideMemoire (HERVE, 2020) e pelo teste de
homogeneidade de Bartlett (P < 0,05). Quando os pressupostos foram atendidos as médias
foram comparadas pelo teste t de Student (P <0,05), ou pelo teste de Welch (P <0,05), em
ocasides de heterocedasticidade. Para a comparagdo entre os trés dias de parasitismo e os
valores de absorbancia obtidos no teste de ELISA, os dados foram analisados através de Modelo

Linear Generalizado (GLM) com distribui¢ao de gaussiana com fungdo de ligacao identity, e
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quando necessario, comparacdes multiplas foram realizadas pelo teste de Tukey (P < 0,05)
utilizando a fun¢@o glht do pacote Multicomp (HOTHORN et al., 2008). A longevidade dos
adultos oriundos das geracdes Fi e F, foram avaliadas usando curva de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier, e as médias foram comparadas pelo teste de Log-Rank (P < 0,05) utilizando o
pacote Survival (THERNEAU; GRAMBSCH, 2000). Os dados foram analisados no software
R versdo 3.6.1(R CORE TEAM, 2019).
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3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS BIOLOGICOS

O parasitismo acumulado (Tabela 1) da geracdo parental (Fo) de Aleiodes sp. nov. foi
superior a 22 lagartas nos dois tratamentos, sem diferenca estatistica entre si (t = 0,360; df =
28, P=0,722). Na geracao Fi, houve um aumento no parasitismo nos dois tratamentos, com a
média de lagartas parasitadas acima de 25, porém como na Fo, sem diferenca entre os dois
tratamentos (t = -0,241; df=28; P=0,812).

A emergéncia dos parasitoides foi superior a 85% nos dois tratamentos avaliados, ndo
diferindo estatisticamente entre si nas geragdes Fi (t = 0,424; df = 28; P =0,675) e F> (t = -
0,741; df = 28; P =0,465) (Tabela 1) que se desenvolveram em lagartas que se alimentaram de
folhas de soja Bt e convencional. A média de parasitoides ndo emergidos foi menor que um
parasitoide por repeticdo, sem diferenca estatistica nas geragdes Fi (t = 0,198; df = 28; P =
0,845) e na geragao F> (t=0,375; df =28; P=0,711) (Tabela 1).

O tempo de desenvolvimento de ovo-pupa para as fémeas foi semelhante entre os dois
tratamentos avaliados nas duas geragdes, ficando proximo a 8 dias para a F1 (t = -0,041; df =
22; P =0,966), e 9 dias para a F» (t = -0,985; df = 23; P= 0,335). Para machos também nao
houve diferenca significativa entre as cultivares, e os valores observados foram de oito dias

paraaF; (t=-0,160; df =27; P=0,874) e 8,5 dias na F> (t = 0,900; df = 28; P =0,928).

TABELA 1 — PARASITISMO ACUMULADO (MEDIA + ERRO PADRAO), DAS GERACOES PARENTAL
(Fo) E Fi E PORCENTAGEM DE EMERGENCIA E NUMERO DE PARASITOIDES NAO EMERGIDOS DE
Aleiodes sp. nov. NAS GERACOES F; E F, CRIADOS EM LAGARTAS DE Spodoptera eridania
ALIMENTADAS COM SOJA NAO-Bt (CONVENCIONAL) E BT. TEMPERATURA DE 25 + 2 °C, 60% + 10
UR E FOTOPERIODO DE 14:10.

Geragao
FOI’IS FIHS
Paramétros
Nao-Bt Bt Nao-Bt Bt
Parasitismo acumulado (n) 2220+£6,73 23,13+745 2647+488 26,00+5,71
Fll'lS F2HS
Emergéncia (%) 89,58 +7,86 88,47 +6,48 90,16 10,08 87,44 +£10,01

Parasitoides ndao-emergidos (n) 0,84+ 0,63 0,89+0,57 0,80+0,74 0,89 + 0,54

" Indica que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste t de Student (P < 0,05).
FONTE: O autor (2021).

Quando comparado o nimeo de lagartas parasitadas entre os trés dias de avaliacdo, ndo

houve diferenca na Fo (Figura 1) de soja convencional (F = 0,578; df = 2; P =0,565) e soja Bt
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(F = 0,02; df = 2; P = 0,998), sendo que o parasitismo médio foi de aproximadamente 7
lagartas/dia. Apesar do parasitismo ter sido superior na F; (Figura 2), com média acima de 8
lagartas/dia, ndo houve diferenca tanto para soja convencional (F = 2,88; df = 2; P = 0,067)

quanto para o tratamento Bt (F =0,412; df =2; P = 0,665).

FIGURA 1 - PARASITISMO (MEDIA + ERRO PADRAO) DE Aleiodes sp. nov. DA GERACAO PARENTAL
Fo (A) E NA GERACAO F; (B) EM LAGARTAS DE Spodoptera eridania ALIMENTADAS COM SOJA
CONVENCIONAL E Bt AO LONGO DE TRES DIAS DE AVALIACAO. TEMPERATURA DE 25 +2 °C, 60%
+ 10 UR E FOTOPERIODO DE 14:10. NS = NAO SIGNIFICATIVO PELO TESTE DE TUKEY (P < 0,05) EM
COMPARACOES ENTRE OS TRES DIAS DE AVALIACOES. BARRAS COM LETRAS MINUSCULAS
DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ESTATISTICA PELO TESTE T DE STUDENT (P < 0,05)
AVALIANDO O PARASITISMO ENTRE OS DOIS TRATAMENTOS NO MESMO DIA.
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FONTE: O autor (2021).

Comparando o numero de lagartas parasitadas por dia nos dois tratamentos na geragao

Fo (Figura 1 A), estatisticamente nao houve diferenga no parasitismo no dia 1 (t = 0,679; df =
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28; P=0,502),nodia2 (t=-0,273; df =28; P=10,786) e no dia 3 (t= 0,347, df=28; P=0,731),
com aproximadamente sete lagartas parasitadas por dia. Na geracao F; (Figura 1B) também ndo
foram observadas diferencas estatisticas no dia 1 (t= 1,065; df = 28; P =0,296) e no dia 2 (t=
0,210; df = 28, P = 0,835), com a taxa de parasitismo observada de 8 e 9 lagartas/dia
respectivamente. No terceiro dia de avaliacdo houve diferenca entre os dois tratamentos (t = -
2,252; df = 28; P = 0,032), sendo que mais lagartas foram parasitadas no tratamento nao-Bt
(Figura 1B).

O desenvolvimento de pupa a adulto para fémeas foi em torno de 8 dias na F; (t = -
1,169; df =17,402; P=0,258) e na F> (t=-1,651; df = 13,159; P = 0,122) sem diferenca entre
os tratamentos. Para machos houve diferenga significativa entre as duas cultivares tanto na F;
(t =-2,665; df = 27; P = 0,013), quanto na F> (t = -4,137, df = 28, P < 0,001), sendo que o
desenvolvimento na cultivar convencional (ndo-Bt) se mostrou mais longo do que na cultivar

Bt (Tabela 2).

TABELA 2 — EFEITO DE SOJA CRYIAC SOBRE O TEMPO DE DESENVOLVIMENTO E PESO DAS
PUPAS (MEDIA + ERRO PADRAO) DA GERACAO F; DE Aleiodes sp. nov. QUE SE DESENVOLVERAM
EM LARVAS DE Spodoptera eridania ALIMENTADAS COM SOJA NAO-Bt (CONVENCIONAL) E BT (25
+2°C, 60% + 10 UR E FOTOPERIODO DE 14:10).

Parametros Geragao F

Nio-Bt Bt
Tempo de desenvolvimento (dias)
Fémea ovo-pupa 8,23+ 0,17 8,23 +0,13
Macho ovo-pupa 8,07+0,11 8,05+0,11
Fémea pupa-adulto 8,10+ 0,10 7,97 £ 0,05
Macho pupa-adulto 7,80 + 0,06* 7,60 + 0,05
Ciclo total fémea 16,34 + 0,12 16,11 +£0,17
Ciclo total macho 15,87 +0,14 15,65+0,12
Peso de pupa (g) 4,20+ 0,12 4,07 £0,07
Razdo sexual 0,47 + 0,07 0,40 + 0,07

*Indica diferenca estatistica entre os tratamentos pelo teste de t Student ou Welch (P < 0,05).
FONTE: O autor (2021).

Na gera¢dao Fi ndo houve diferenga no tempo de desenvolvimento ovo-adulto para
fémeas (t = -1,123; df = 22; P = 0,273), e machos (t = -1,232; df = 27; P = 0,228), porém na
geracao F» houve diferenga tanto para fémeas (t = -2,800; df = 16,118; P =0,012), quanto para
machos (t=-3,229; df = 28; P =0,003), havendo um prolongamento no ciclo para os individuos
que se desenvolveram em lagartas que se alimentaram da cultivar convencional. O peso das

pupas nao diferiu entre os tratamentos na geragao F; (t=-0,935, df =22,106; P =0,36), porém



115

na geracao F» as pupas oriundas do Bt foram mais pesadas que as da cultivar convencional (t =

2,199; df = 18,053; P =0,004).

TABELA 3 — EFEITO DE SOJA CRY1AC SOBRE O TEMPO DE DESENVOLVIMENTO E PESO DAS
PUPAS (MEDIA + ERRO PADRAO) DA GERACAO F; DE Aleiodes sp. nov. QUE SE DESENVOLVERAM
EM LAGARTAS DE Spodoptera eridania ALIMENTADAS COM SOJA CONVENCIONAL E SOJA BT.
TEMPERATURA DE 25 + 2 °C, 60% + 10 UR E FOTOPERIODO DE 14:10H.

Parametros Geragdo Fy

Nio-Bt Bt
Tempo de desenvolvimento (dias)
Fémea ovo-pupa 9,05+ 0,06 8,93 +0.11
Macho ovo-pupa 8,06 +0,07 8,67+0,07
Fémea pupa-adulto 7,84 £ 0,06 7,49 £ 0,20
Macho pupa-adulto 7,84 £0,06* 7,44 £ 0,07
Ciclo total fémea 16,90 + 0,07* 16,42 +£ 0,15
Ciclo total macho 16,50 £ 0,06* 16,11 £0,10
Peso de pupa (mg) 4,07+ 0,07* 4,53 £0,19
Razdo sexual 0,51 £0,08 0,38 £ 0,08

*Indica diferenga estatistica entre os tratamentos pelo teste de t Student ou Welch (P < 0,05)
FONTE: O autor (2021).

A longevidade média dos adultos (Figura 2) nas duas geragdes foi superior a 40 dias,
tanto para machos quanto para fémeas, ndo sendo detectadas diferencas estatisticas nas geragdes
Fi (x> =4,1; df = 1; P =0,04) e F2 (x>= 0; df = 1; P=0,8) tanto de adultos oriundos de soja
convencional, quanto de adultos oriundos de soja Bt na F; (y?=2,6; df=1; P=0,1) e na F2 (%>

=0;df=1;P=0,9).
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FIGURA 2 - LONGEVIDADE (DIAS) DAS GERACOES F, E F, DE Aleiodes sp. nov. ORIUNDOS DE SOJA
CONVENCIONAL (NAO-Bt) E SOJA TRANSGENICA Bt. TEMPERATURA DE 25 +2 °C, 60% + 10 UR. E
FOTOPERIODO DE 14:10H. COMPARACAO DAS CURVAS SEM DIFERENCA ESTATISTICA PELO
TESTE DE LOG-RANK.
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FONTE: O autor (2021).

3.2 DETECCAO DA PROTEINA CRY1AC

Nao foi detectada a proteina CrylAc no terceiro nivel trofico (Figura 3); quando
comparados os valores médios de absorbancia houve diferenca significativa (F = 1746,4; df =
1,n=40, P=<0,001), mas essa diferenca ¢ observada apenas em rela¢do ao controle positivo
de CrylAc (0,8432) e as folhas de soja Bt (3,9641) que diferiram significativamente dos demais
tratamentos, e estes por sua vez, apresentaram valores de absorbancia proximos aos valores do

controle negativo, mostrando que nao houve detecg@o dessa proteina nos demais tratamentos.
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FIGURA 3 - V~ALORES DE ABSORBANCIA (MEDIA + ERRO PADRAO) DETECTADOS EM FOLHAS DE
SOJA Bt E NAO-Bt E NO TERCEIRO NiVEL TROFICO NAS GERACOES F, E F» DO PARASITOIDE
Aleiodes sp. nov. QUE SE DESENVOLVERAM EM HOSPEDEIROS ALIMENTADOS COM FOLHAS DE
SOJA DOS MESMOS TRATAMENTOS. MEDIAS SEGUIDAS DA MESMA LETRA NAO DIFEREM ENTRE
SI ESTATISTICAMENTE PELO TESTE DE TUKEY (P <0,05).
Nao-Bt F1 I 0,2182 a
BtF1 [ 0,2265a
Nao-Bt F2 [l 0,1706 a
BtF2 [l 0,1904a
Soja nao-Bt [l-0,2580 a
Soja Bt I 3,9641 ¢
Controle Negativo [l 0,1848 a

Controle Positivo [N 0.8432b

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50
Absorbancia (nm)

FONTE: O autor (2021).
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4 DISCUSSAO

Nenhum dos parametros biologicos de Aleiodes sp. nov. foi afetado quando os
parasitoides se desenvolveram e se reproduziram por duas geragdes consecutivas em lagartas
que se alimentaram de soja Bt, em comparagdo aqueles criados em lagartas alimentadas com
soja convencional (ndo-Bt). Este ¢ o primeiro relato sobre o desenvolvimento e reprodugdo de
uma espécie de Aleiodes, a qual, por parasitar lagartas de segundo instar, indica se tratar de um
parasitoide eficiente, pois em menos de 10 dias o parasitoide completa o estagio larval e mata
o hospedeiro. Observagdes visuais durante a execugdo dos experimentos mostraram que as
lagartas parasitadas diminuem continuamente a alimentagao até cessar por completo, por volta
do quarto ou quinto dia ap0Os o parasitismo.

Grande parte dos estudos que avaliaram o impacto de proteinas Bt em inimigos naturais
foram inconclusivos quanto ao seu efeito deletério, uma vez que utilizaram hospedeiros
suscetiveis as proteinas. Nessas circustancias, como o hospedeiro ¢ afetado, o parasitoide que
se desenvolve no seu interior podera sofrer efeitos subletais (exposicdo indireta) e ndo
completar o desenvolvimento (ROMEIS et al.,, 2006; ROMEIS et al., 2011). O
desenvolvimento do parasitoide Cotesia marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae)
foi incompleto em lagartas de Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae)
alimentadas com folhas de milho Bt contendo a proteina Cry1Ab; no entanto a populacao de S.
littoralis utilizada € suscetivel a proteina avaliada e a morte dos parasitoides foi decorrente da
baixa qualidade do hospedeiro e ndo devido ao consumo da proteina CrylAb contida nas
lagartas (VOJTECH; MEISSLE; POPPY 2005). Ramirez-Romero et al. (2007) avaliaram o
impacto de CrylAb em milho Bt a C. marginiventris se desenvolvendo em S. frugiperda e
concluiram que efeitos mediados pelo hospedeiro afetaram o desenvolvimento do parasitoide.
Atualmente, S. frugiperda ja desenvolveu resisténcia a CrylAb e a outras proteinas de B.
thuringiensis em populagdes encontradas em campo no Brasil e em outros paises (HORIKOSHI
etal., 2016; OMOTO et al., 2016; CHANDRASENA et al., 2018; MACHADO et al., 2020), o
que evidencia a importancia de se avaliar o impacto de proteinas Cry em inimigos naturais, pois
parasitoides e predadores podem retardar a evolugdo da resisténcia e também controlar insetos
Ja resistentes a esta tecnologia (LIU et al. 2014, ROMEIS et al. 2019).

A interpretacdo incorreta dos efeitos de plantas Bt a parasitoides quando se utilizam
hospedeiros suscetiveis as proteinas Bt, pode trazer consequéncias para o uso e orientagdes
técnicas, além de prejudicar as tomadas de decisdo e distorcer prioridades de pesquisa

(ROMEIS et al., 2013). Estudos utilizando populacdes de hospedeiros resistentes a proteina
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avaliada, garantem maior confiabilidade aos resultados (ROMEIS et al., 2011); nesse sentindo,
poucos estudos foram realizados utilizando hospedeiros resistentes ou tolerantes as proteinas
Cry. O parasitismo e o desenvolvimento do endoparasitoide Cotesia plutellae (Kurdjumov)
(Hymenoptera: Braconidae) foi comparado em populacdes suscetivel e resistente de Plutella
xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) a CrylAc. Na populacdo suscetivel ao Bt, a
morte prematura de P. xylostella interrompeu o desenvolvimento de C. plutellae; ja na
populacdo resistente, o parasitoide completou o seu desenvolvimento (SCHULER et al., 2004).
Tian et al. (2013) avaliaram o desenvolvimento de C. marginiventris em uma populagao de S.
frugiperda resistente a Cry1F durante cinco geragdes consecutivas, € ndo constataram nenhum
efeito negativo nos parametros bioldgicos avaliados e ndo detectaram o acumulo da proteina
em adultos do parasitoide pelo teste de ELISA. Avaliando as proteinas CrylAc e Cry2Ab em
algoddo nos parasitoides C. marginiventris ¢ Copidosoma floridanum (Ashmead)
(Hymenoptera: Encyrtidae) desenvolvendo-se em uma populacdo de Trichoplusia ni (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) resistente a estas proteinas, nenhum efeito adverso foi observado para
ambas as espécies de parasitoides (TIAN et al., 2018). O parasitismo e a emergéncia de
Diadegma insulare (Cresson) (Hymenoptera: Ichneumonidae) em uma populagdo de P.
xyllostella resistente a CrylAc foi comparado com o efeito dos inseticidas espinosade,
cipermetrina, lambdacialotrina e indoxacarbe, usualmente utilizados para o controle dessa
lagarta. A ingestdo de plantas Bt pelas lagartas ndo afetou os parametros avaliados, enquanto
os inseticidas reduziram significantemente a taxa de parasitismo e emergéncia (CHEN et al.
2008). Com o intuito de eliminar o efeito da qualidade do hospedeiro, Wang et al. (2020)
injetaram Cry2Aa na hemolinfa de larvas de Plodia interpunctella Hiibner (Lepidoptera:
Pyralidae) e avaliaram o desenvolvimento do parasitoide Habrobracon hebetor Say
(Hymenoptera: Braconidae), ndo observando nenhum efeito negativo na biologia do
parasitoide.

Efeitos adversos sdo comumente observados em parasitoides que se desenvolveram em
espécies de lepidopteros-hospedeiros suscetiveis as proteinas Bt (ROMEIS et al., 2006). Estes
efeitos sao mediados pela qualidade do hospedeiro (NARANIJO, 2009); no presente estudo, o
hospedeiro utilizado (S. eridania) ¢ naturalmente tolerante a toxina Cryl Ac (BERNARDI et
al., 2014), eliminando a possibilidade dos resultados observados serem atribuidos a ma
qualidade nutricional do hospedeiro (ROMEIS et al., 2011).

Nossos resultados demonstraram que ndo houve efeito deletério nos parametros
biolodgicos de Aleiodes sp. nov. nas geracoes Fi e F2 que se desenvolveram em larvas de S.

eridania alimentadas com folhas de soja Bt contendo CrylAc. Naranjo (2009) discute que



120

quando o hospedeiro fornecido ¢ de alta qualidade, o desenvolvimento de parasitoides ¢
equivalente em hospedeiros expostos ou ndo as proteinas Bt, e ha casos onde ¢ possivel
constatar um aumento no desempenho reprodutivo quando os parasitoides recebem hospedeiros
de alta qualidade que foram expostos as proteinas do Bt, em compara¢do com os controles nao-
Bt. Neste estudo, além da diminui¢do do tempo de desenvolvimento, o peso das pupas da F> foi
significantemente maior no tratamento Bt em compara¢do ao tratamento com soja
convencional. Schuler et al. (2004) também observaram peso pupal aproximadamente 20%
superior em C. plutellae que se desenvolveu em plantas Bt - CrylAc.

Entre 87 e 90% dos parasitoides de Aleiodes sp. nov. emergiram com sucesso dos
hospedeiros que se alimentaram de folhas das cultivares Bt e ndo-Bt, e a razdo sexual entre as
cultivares e progénies foram estatisticamente similares. A razao sexual ¢ um fator determinante
no estabelecimento de uma espécie no campo em programas de controle biologico e também
no controle de qualidade de criagdes massais (HEINZ, 1998; ODE; HARDY, 2008).

O resultado da analise enzimatica confirma que nao houve transferéncia de Cry1Ac para
adultos da geragdo F; e F2 de Aleiodes sp. nov. que se desenvolveram em lagartas de S. eridania
alimentadas com folhas de soja Bt. O elevado valor de absorbancia do tratamento de folha de
soja Bt demonstra que a concentracdo de CrylAc expressa nas folhas era muito expressiva,
chegando a exceder os valores limites de leitura do espectrofotdometro, enquanto os valores
contidos em folha de soja convencional foram préximos ao controle negativo. No entanto, a
extensao em que um parasitoide pode ser afetado pelos efeitos mediados pelo hospedeiro ou
pela presenca de proteinas Cry dependem diretamente da biologia do parasitoide (VOJTECH;
MEISSLE; POPPY, 2005). Por exemplo C. marginiventris se alimenta apenas de uma parte do
corpo do hospedeiro (VOJTECH; MEISSLE; POPPY, 2005) enquanto Campoletis sonorensis
(Carlson) e C. floridanum se alimentam de todo o corpo do hospedeiro (WILSON; RIDGWAY,
1975; TIAN et al., 2018), tornando-os mais expostos a possiveis efeitos adversos. Para Aleiodes
essa informacgao ainda nao foi esclarecida, havendo a possibilidade dos resultados observados
serem decorrentes do parasitoide ndo consumir o intestino do seu hospedeiro, local onde
CrylAc estaria em maior concentracao.

Os resultados mostraram que A/eiodes sp. nov. tem um elevado potencial para o controle
de populagdes de S. eridania naturalmente tolerantes a soja que expressa a toxina Cry1Ac, nao
tendo os seus pardmetros bioldgicos afetados por essa proteina. Tais resultados coincidem com
os resultados anteriores obtidos por Schuler et al. (2004), Chen et al. (2008), Tian et al. (2013)
e Tian et al. (2018), que confirmam a auséncia de efeitos deletérios de proteinas Cry em

parasitoides da ordem Hymenoptera. Neste cenario, o uso de parasitoides contribui para a
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redu¢do do emprego de inseticidas quimicos para espécies que ndo sejam controladas pela

tecnologia Bt.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta tese fornecem informagdes relacionadas a novos agentes de
controle bioldgico na cultura da soja, principalmente para o controle de lepidopteros que
apresentam tolerancia natural a proteina CrylAc, como ¢ o caso de espécies do género
Spodoptera Guenée (Lepidoptera: Noctuidae).

Proveniente do levantamento de espécies de lagartas que ocorrem em area de soja Bt,
além do primeiro registro de Peridroma saucia (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae), verificou-
se um aumento expressivo na abundancia de espécies do complexo Spodoptera Guenée
(Lepidoptera: Noctuidae) de uma safra para outra, indicando a possivel adaptacio das espécies
desse género as cultivares transgénicas que expressam a proteina Cryl Ac na soja. A presenca
expressiva de parasitoides larvais em taxas similares na area Bt (22 %) e ndao-Bt (25 %) indica
a viabilidade da utiliza¢ao do controle bioldgico natural em harmonia com a tecnologia Bt; na
area nao-Bt, sete espécies a mais de hospedeiros foram coletadas em comparagdo com a area
Bt, e essa maior riqueza pode influenciar no parasitismo, ao proporcionar uma maior gama de
hospedeiros aos parasitoides.

Apesar das identificagdes das espécies de parasitoides larvais ainda ndo estarem
totalizadas, a descoberta de Aleiodes sp. nov. parasitando Spodoptera cosmioides (Walker) e
Spodoptera eridania (Stoll), as duas principais lagartas encontradas na area Bt, incentiva a
continuidade de estudos nessa area. A possibilidade de efeito adverso na biologia, ou de
transferéncia de Cryl Ac entre niveis troficos para esse parasitoide, foi descartada pela analise
de ELISA, quando o parasitoide se desenvolveu em lagartas de S. eridania previamente
alimentadas com soja Bt. As pesquisas iniciais com Aleiodes sp. nov. indicam se tratar de um
eficiente agente de controle, pois parasita as lagartas nos instares iniciais e em poucos dias
causa a suspensao da sua alimentacdo, demonstrando seu potencial para o controle de
Spodoptera spp.

Em relacdo aos parasitoides de ovos, trés novas espécies ja foram confirmadas; duas
aguardam o envio para publicacdo, e uma, Trichogramma foersteri Takahashi, foi publicada
dentro do periodo de execucdo da tese. Trichogramma foersteri, apresenta capacidade de
parasitismo nunca antes registrada para nenhuma outra espécie de ocorréncia na América do
Sul, e, além disso, provoca uma alta taxa de mortalidade ndo reprodutiva, caracterizada pela
inviabilizacdo de uma quantidade expressiva dos ovos apds esgotar a capacidade total de
parasitismo. Quando ofertados ovos dos principais lepidopteros-praga presentes na agricultura

brasileira, 7. foersteri parasitou os ovos das 13 espécies que foram testadas, destacando-se as
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trés espécies de Spodoptera e P. saucia que ocorreram na area de estudo Bt. Tais resultados
demonstram o elevado potencial desse parasitoide, especialmente para o controle de
lepiddpteros naturalmente tolerantes ou resistentes as proteinas do Bt. Além disso, nesse estudo,
foi registrada pela primeira vez, a ocorréncia natural, de Telenomus remus Nixon no Sul do
Brasil. O local de coleta, no municipio de Sdo José dos Pinhais, regido metropolitana de
Curitiba, esta a uma distancia de aproximadamente 600 km da cidade de Araras (SP), localidade
mais proxima de onde se tem informagao de experimentos com inundagdes de 7. remus.

Por fim, foi possivel concluir que a soja Bt ndo causou nenhum efeito direto a
comunidade de parasitoides larvais ou de ovos. A possivel baixa quantidade de hospedeiros
disponiveis aos parasitoides nos cultivos Bt parece nao ter afetado a acdo, tanto de parasitoides
de ovos, quanto larvais. A expressiva biodiversidade de parasitoides encontrada neste estudo
pode estar relacionada ao fato das pesquisas de campo terem sido realizadas em area em cujo
entorno existem fragmentos de paisagem natural, além da grande diversidade de outras culturas
proximas aos locais de coleta, que muito diferem das grandes extensdes de monocultivo que
ocorrem no Brasil. Tal hipotese € corroborada pela captura das sete espécies de Trichogramma
Westwood em ovos de Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Erebidae), enquanto
apenas Trichogramma pretiosum Riley, foi coletado em ovos de 4. gemmatalis e Chrysodeixis
includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) em soja no estado de Mato Grosso.

Os resultados comprovam que hé controle bioldgico natural em soja Bt, sendo vidvel
recomendar a associacao dessa ferramenta nesse sistema de cultivo. A continuidade dos estudos
relacionados a bioprospeccao de inimigos naturais em campo deve ser incentivada, uma vez
que, como comprovado pela grande quantidade e diversidade de parasitoides coletados em soja

transgénica, ha muito ainda a ser descoberto em prol do controle bioldgico aplicado.
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