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RESUMO

A espécie Rupela albinella Cramer 1781 (Lepidoptera: Crambidae) € uma mariposa
popularmente conhecida como noiva-do-arroz. Trata-se de um importante praga do arroz na
regido da baixada maranhense, responsavel por prejuizos significativos na produtividade da
cultura. O objetivo deste estudo foi determinar a importancia das variaveis ambientais de
temperatura do ar, precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo sobre a abundancia de mariposas
de R. albinella e parasitismo de Telenomus sp. Ademais, foi realizada a caracterizagao
molecular de uma nova espécie de parasitoide associado a R. albinella. A pesquisa foi
conduzida na safra 2019/2020, entre os meses de janeiro a abril em lavoura comercial de arroz
irrigado nos diferentes estagios fenologicos (fases de desenvolvimento) no municipio de Arari,
MA. A coleta das mariposas foi realizada com o auxilio de uma armadilha luminosa “Modelo
Esalqg, 220", enquanto as massas de ovos foram coletadas manualmente durante os diferentes
estagios fenoldgicos do arroz. Para verificar a abundancia de R. albinella e Telenomus sp. foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA one-way). Foi utilizada analise de regressdo linear
simples e correlacdo para verificar os possiveis efeitos das varidveis abidticas (temperatura do
ar, precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo) sobre a abundéancia de R. abilnella e parasitismo
de Telenomus sp. Além disso, o codigo de barras COI foi utilizado para identificar Telenomus
sp. A abundancia de R. albinella ndo se diferenciou entre os estagios fenoldgicos do arroz e
ndo demonstrou relagdo com as variaveis. Entretanto, houve diferenca no parasitismo realizado
por Telenomus sp. entre os estdgios fenoldgicos e a relacdo entre o parasitismo com o
fotoperiodo. Os individuos de Telenomus sp. sequenciados apresentaram a regido barcode
idéntica, com homologia de aproximadamente 91%. Conclui-se que, existe diferenca da
abundancia dessa nova espécie de Telenomus sp. nas massas de ovos de R. albinella nos
estagios fenoldgicos e variacBes do fotoperiodo podem afetar essa abundancia. A caracterizacéo
molecular da espécie de Telenomus sp. indica a necessidade de estudos taxonémicos e
sistematicos com o intuito de atualizar as espécies que atuam como agentes de controle

bioldgico na cultura do arroz tendo em vista 0 manejo integrado de pragas.

Palavras-chave: Biologia molecular. Controle bioldgico. Manejo integrado de pragas. Noiva-

do-arroz. Oryza sativa.



ABSTRACT

The moth Rupela albinella Cramer 1781 (Lepidoptera: Crambidae), popularly known as white
borer, is a notorious rice pest in the lowlands of the Brazilian state of Maranhdo (MA),
accounting for significant losses in crop productivity. This study aimed to determine the
importance of environmental variables (namely, air temperature, rainfall, and photoperiod) on
the abundance of R. albinella individuals and Telenomus sp. parasitism. Besides, a new
parasitoid species associated with R. albinella had its molecular characterization done. The
research was conducted in Arari (MA), during the 2019/2020 crop, between January and April,
in a commercial irrigated rice field at different phenological phases (development stages). A
light trap (“Model Esalqg, 220) was employed to help collect the moths; whereas masses of R.
albinella eggs were gathered manually, at different phenological rice stages. The abundance
variation in R. albinella and Telenomus sp. was assessed through analysis of variance (one-way
ANOVA). A simple linear regression analysis was applied to check the possible effects of
abiotic variables (air temperature, rainfall, and photoperiod) on the abundance of these species.
Furthermore, the COIl barcode was used to identify Telenomus sp. The abundance of R.
albinella did not differ as for the phenological stages of rice, and it showed no relationship with
the abiotic variables. On the other hand, Telenomus sp. parasitism was distinct in the
phenological rice stages, and a relationship with the photoperiod was noticed. Sequenced
Telenomus sp. specimens exhibited an identical barcode region, with approximately 91%
homology. In conclusion, the abundance of this new Telenomus sp. varied significantly in the
R. albinella egg masses according to the phenological rice stages, and photoperiod alterations
affected this parameter. The molecular characterization of Telenomus sp. indicated the need for
taxonomic and systematic studies to update the of species that act as biological control agents

in rice, aiming to establish the integrated pest management in the state.

Keywords: Molecular biology. Biological control. Integrated pest management. White borer.

Oryza sativa.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1
Figura 1 - Adulto de Rupela albinella (n0iva-do-arroz)...........ccccocvevieeieeiieevic e 17
Figura 2 - Ciclo bioldgico de Rupela albinella em arroz............ccccoooveveiieieece e 18
CAPITULO 2

Figura 1- Croqui da area experimental ilustrando o ponto de instalagdo da armadilha luminosa
“Modelo Esalq, 220” para coleta de adultos de Rupela albinella no municipio de Arari, MA.
2009/2020. ...ttt b et bR e b et et R et b r et et e e renrens 33
Figura 2 - Analise de regresséo linear simples demonstrando a relacao entre a variavel preditora
fotoperiodo durante os meses de coleta e a abundancia de Telenomus sp. (variavel resposta) em

lavoura  comercial de arroz  no  municipio de  Arari, MA, Brasil

20019/2020.....ccue ettt ettt et e be e Ee Rt ReeRe e Rt et nreeteereareeneens 37
Figura 3 - Amplicons observados sob luz ultravioleta, apds eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com SYBR Safe (Life TeChNOIOQIES)......c.ccveiiiiiiiiiie et 38

Figura 4 - Cromatograma do sequenciamento obtido do gene mitocondrial citocromo oxidase
| (COI) PEIO MELOIO SANGET ... .. i veieieieeieiiie ettt sttt sresbesreereeneeneenees 38



LISTA DE TABELAS
CAPITULO 2

Tabela 1 - Abundancia de espécimes de Rupela albinella e da nova espécie de parasitoide
Telenomus sp. nos estagios fenoldgicos do arroz irrigado no municipio de Arari, MA, Brasil.
2019/2020.....c.e ettt a b ettt re e be st st be et et re et et e e e resre e eraers 36
Tabela 2 - Abundancia da populacdo do parasitoide Telenomus sp. nos estagios fenologicos do
arroz irrigado no municipio de Arari, MA, Brasil.
2009/2020.....c.e ettt R bt R e R et R et e r et et et rennens 37



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL .....coovieeeeeeeeeeeetete et ass st 12
REFERENCIAS. ...ttt 14
2 CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA ......ooiitceeeeeeeeee e, 16
2.1 A cultura do arroz no Brasil e 0s insetos-praga assoCiadosS.........ccvevvveiiveerieiiieesieesineeninens 16
2.2 Acultura do arroz N0 Maranh&o..........coceeeiiiiiriciiie e 17
2.3 Rupela albinella, NOIVa-AO-GITOZ..........c.coviiiieiiece e 18
2.4 COoNtrole DIOIOGICO ......ccueeieiiecie et et e e ne e re e 19
2.5 Parasitoides e himendpteros parasitoides de OVOS..........cccovierrirererenisese e 20
2.6 Variaveis abidticas na interacdo parasitoide-hoSpedeiro........ccccuvveverereneie i 22
2.7 Caracterizacdo de especies baseadas no sequenciamento de DNA.........cccovevvvierieennenn, 23
REFERENCIAS. ...ttt 24

CAPITULO 2 Ocorréncia de Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidae) e

taxa de parasitismo em relacdo ao ambiente e caracterizacdo molecular de Telenomus sp.

(Hymenoptera: Scelionidae) N0 Maranh&o ............cooveeiiiiiineniieee s 29
T 4 oo [N ot To O SPURTPR PP 32
MALEFTAl € IMETOTOS ... .ottt bbbt 33
TN L3 =2 (1 [0 J TP 33
Amostragem de individuos adultos e massa de ovos de Rupela albinella............................... 34
Andlises dos dados de abundancia € abiOtiCOS .........ccccereireriiiiirenese e 35
RESUITATOS. . ...ttt ettt b e b et sbe e beeneesreenne s 37
DISCUSSAOD. ...ttt stttk b bbbkttt e st e st e bbbt e bt e bt bt e bt e st et et e et ebe et e bt e nenne s 40
] (1 =] 1ol = OSSPSR 46

CONSIDERAGOES FINAIS ..ottt 51



12
1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) é de grande importancia na alimentacdo humana
sendo um dos cereais mais consumidos no mundo (WANDER et al., 2021). No ranking mundial
da producdo de arroz, o Brasil encontra-se na nona posi¢do e contribui com 20% da producéo
mundial (TRAVERSA-TEJERO; BORTOLOTTO-CANTARELLI, 2020). A regido Sul se
destaca como maior produtora de arroz no pais, cultivado principalmente em ambiente irrigado,
com producdo de 9,6 milhdes de toneladas na safra 2020/2021, seguida da regido Norte, Centro-
Oeste, Nordeste e Sudeste (CONAB, 2021).

No Nordeste, a orizicultura apresenta grande relevancia, notadamente nos parametros
econdmicos e sociais, principalmente no estado do Maranh&o devido ao seu papel na seguranca
alimentar e geracdo de renda (CORREA et al., 2018). A &rea total cultivada de arroz no estado
do Maranhdo corresponde a 95,2 mil hectares, apresenta producao equivalente a 172,4 mil
toneladas e produtividade de 1,81 kg/ha !, elevando o estado a se destacar como o principal
produtor da regido Nordeste (CONAB, 2021).

Um dos principais fatores que afetam a atividade arrozeira é a ocorréncia de insetos-
praga (KRINSKI; FOERSTER, 2017) A mariposa, Rupella albinella Cramer (Lepidoptera:
Crambidae), € conhecida como noiva-do-arroz (FERREIRA, 2006; MENESES, 2008). Na fase
larval, as lagartas alimentam-se das folhas e quando penetram nos colmos das plantas causam
os sintomas de “coracdo morto” e de “panicula branca” na fase vegetativa e reprodutiva do
arroz, respectivamente (FERREIRA, 2006; HICKEL et al., 2018).

No Brasil, a maior problematica ocasionada na orizicultura é referente ao ataque de
insetos-praga associada a utilizacdo inadequada de inseticidas sintéticos (MARTINS et al.,
2009). O uso continuo de inseticidas sintéticos tem levado a inumeros problemas, tais como
risco a salide para usuarios e consumidores de produtos agricolas, a selecao de pragas resistentes
e a toxidade de organismos ndo-alvo (SANI et al., 2020).

No manejo integrado de pragas busca-se o uso de inseticidas que apresentem adequada
eficdcia contra a espécie praga especifica, e simultaneamente segura para espécies nao-alvo
(MONTEIRO et al., 2019; WILKINSON et al., 1979). Nesse sentido, alternativas ao uso de
inseticidas aliada a crescente demanda da sociedade por métodos menos agressivos ao meio
ambiente, justifica-se a busca por outros métodos de controle para regular populacdes de R.
albinella no arroz e, entre estes destaca-se o controle biolégico.

Por essa razédo, o controle bioldgico através da utilizagdo de inimigos naturais constitui

uma das estratégias chave nos programas de controle, e proporciona uma relacéo de equilibrio
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com o ecossistema e 0 homem, dada a capacidade de controlar insetos-praga no arroz irrigado
(FRITZ et al., 2008).

Entre os inimigos naturais, tem-se 0s parasitoides, predadores e entomopatdgenos como
agentes biologicos de controle (TANZINI, 2002). As vespas pertencentes ao género Telenomus
(Hymenoptera: Scelionidae) séo insetos capazes de exercer fungdo primordial como agente de
controle biolégico de insetos-pragas e desta forma, apresentam bons resultados dentro de
programas de controle biologico (YULIARTI et al., 2002).

Espécies de Telenomus sp. foram reportadas como parasitoides de ovos de R. albinella
em cultivo de arroz irrigado no Maranhdo (BARROS, 2020; FERREIRA et al., 2001; SILVA,
2018). A presenca desse parasitoide em areas orizicolas do estado é importante para 0 manejo
integrado de R. albinella. (BARROS, 2020). No entanto, o potencial de agentes de controle
bioldgico levantados nos estudos de R. albinella permanece pouco investigado.

Além disso, o estudo da importancia de variaveis ambientais abidticas (temperatura do
ar, precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo) é fundamental para entender mudancas na
abundancia de artrépodes (RICKLEFS, 1987) e que podem interferir sobre a densidade do
hospedeiro e do parasitoide no campo (DEQUECH et al., 2013).

Portanto, além de se conhecer as espécies de fitdfagos e os inimigos naturais ocorrentes
em lavouras orizicolas no Maranhdo, as informacdes acerca de variaveis ambientais abidticas
desses artropodes aliada ao uso de técnica molecular ampliardo o conhecimento acerca das
interacOes parasitoide-hospedeiro em futuros programas de controle bioldgico aplicado na
cultura do arroz.

Neste estudo, foi determinada a importancia das varidveis ambientais sobre a
abundancia de R. albinella e parasitismo de Telenomus sp. na cultura do arroz com a

caracterizacdo molecular do parasitoide.
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2 CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do arroz no Brasil e os insetos-praga associados

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais alimentos que compde a dieta basica dos
brasileiros (PRADO et al., 2020), garante a seguranca alimentar das familias, gera riquezas na
indUstria e no campo e integra a cadeia produtiva do pais ao resto do mundo (FERREIRA;
VILLAR, 2018).

Na América, o Brasil é considerado o pais pioneiro no cultivo do arroz, uma vez que 0s
indios cultivavam esse cereal nos alagados proximos ao litoral, antes da chegada dos
portugueses em 1.500, sendo conhecido como “milho d’agua”. Em 1587, o arroz foi encontrado
nas lavouras da Bahia e no Maranh&o em 1975 (SANTOS et al., 2013).

Considerando os produtos cultivados em maior escala no cenario brasileiro, o arroz esta
em destaque (DORIGUEL et al., 2020) e o Brasil se sobressai como o maior produtor e
consumidor de arroz fora da Asia (ZANIN et al., 2019) com participacdo, em termos de
producdo corresponde a 11,7 milhdes de toneladas, produtividade de 7,0 kg/ha* e abrange uma
area plantada de aproximadamente 1,70 milhdes de hectares (CONAB, 2021).

Apesar da rizicultura brasileira possuir destaque internacional e abrangéncia territorial,
as regides orizicolas possuem diferencas produtivas significativas (TRAVERSA-TEJERO,;
BORTOLOTTO-CANTARELLI, 2020). O maior cultivo do arroz no Brasil é realizado em
regido com clima subtropical, predominantemente na regido Sul (SAVI et al., 2018), com 1,11
milhdes de hectares plantados e producao de 9,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2021).

Na regido Sul, é adotado o sistema de cultivo irrigado, nesse sistema de plantio uma
parcela de solo fica submersa por uma estreita Ildmina de agua (KATSURAYAMA et al., 2018).
Além disso, a regido Sul possui a producdo de boa qualidade, fomento governamental e menor
custo com carregamento para as demais regides do Brasil (SATO; REIS, 2020).

A regido Norte do Brasil, se destaca como a segunda maior do pais em termos de
producdo equivalente a 1,0 milhdo de toneladas e produtividade de 4,5 kg/ha, apesar da
diminuigdo de 0,2 % da area de cultivo comparada a area plantada na regido na safra 2019/2020.
Em contrapartida, no Nordeste houve a expansdo das areas orizicolas, principalmente no
Maranhdo, Piaui, Ceara e na Paraiba. A regido Nordeste também apresentou clima favoravel
no decorrer do ciclo da cultura e obteve producdo de 352,3 mil toneladas de arroz na safra
2020/2021, com aproximadamente 89% do cultivo em ambiente de sequeiro (CONAB, 2021).

No sistema de sequeiro, hd modalidades de cultivo: o sistema que depende unicamente

da precipitacdo pluviométrica e o que faz uso de irrigagdo complementar. Nesse sistema, 0
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stresse causado pela seca é reduzido e obtém-se grdos de maior qualidade (KATSURAYAMA
et al., 2018).
2.2 A cultura do arroz no Maranhéo

A orizicultura constitui uma atividade primordial nos aspectos sociais e econdmicos no
Maranh&o, pois participa diretamente na geracdo de renda e seguranca alimentar dos
maranhenses (BUOSI et al., 2013; CORREA et al., 2018).

O Maranhé&o é o maior produtor de arroz do Nordeste e obteve aumento correspondente
a 5,9 % de area plantada em comparagdo com a safra anterior 2019/2020, com plantio em area
de 89,9 mil hectares plantados e atualmente, em 95,2 mil hectares apresenta producdo
equivalente a 172,4 mil toneladas e produtividade de 1,81 kg/ha ! (CONAB, 2021).

O volume de arroz produzido no maranhdo em sua maior parte, concentra-se em
lavouras com areas inferiores a 50 hectares, apresenta pouco investimento de estudos cientificos
e possui variado nivel tecnoldgico (FORTES et al., 2020).

Os municipios de Arari, Vitoria do Mearim, S&0 Mateus, Pindaré Mirim, Moncdo,
Igarapé do Meio, Viana e Araioses sdo 0s responsaveis pela maior parte da producéo de arroz
no estado do Maranhdo (SANTOS; SANTIAGO, 2014). A grande maioria dos produtores
maranhenses cultivam o arroz no sistema de terras altas, em ambiente de agricultura familiar
onde o produtor ndo dispde de tecnologias para atingir produtividade satisfatéria (SANTIAGO,
2017).

O cultivo do arroz no Maranhao quando produzido em unidades agricolas familiares é
realizado em pequenas 4reas em sistema conhecido por “roga no toco” (MENDEZ DEL
VILLAR et al., 2001). Nesse sistema, a cultura do arroz é cultivada com baixo nivel de
tecnificacdo, em consércio com o milho e o feijdo, onde o produtor derruba a mata nativa e faz
o0 plantio ap6s a queima das arvores e arbustos, a colheita realizada manualmente e a secagem
dos graos feita na propria lavoura ou no “terreiro de casa”, o que resulta muitas vezes, em graos
escuros e em processo de fermentagdo (MENDEZ DEL VILLAR et al., 2001).

No Norte maranhense de modo geral, existe um maior nimero de pequenos
orizicultores, suas lavoras sao cultivadas com poucas informacgdes e suporte agronémico assim
como poucas tecnologias empregadas (FORTES et al., 2020). Poucos estudos evidenciam o
nivel tecnoldgico na agricultura familiar, que trabalha quase em sua totalidade na auséncia de
tecnologias, principalmente em &reas de assentados, localizados nos municipios de Itapecuru
Mirim e Igarapé do Meio, em ambiente de terras altas (Abreu et al., 2017).
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2.3 Rupela albinella, noiva-do-arroz

O adulto de R. albinella € uma mariposa branca conhecida como broca-do-arroz (VAN
DINTHER, 1961) e noiva- do-arroz (FERREIRA, 2006; MENESES, 2008). Apresenta uma
aparéncia sedosa, com tufos de pelos brancos préximos a cabeca, similar a uma grinalda de
noiva (Figura 1) (HICKEL et al., 2018).

Cada fémea realiza de duas a trés posturas com 80 a 120 ovos (MENESES, 2008). Os
ovos sdo de cor amarela (FERREIRA, 2006) e quando ovipositados sdo depositados agrupados
na face abaxial das folhas da planta hospedeira (VAN DINTHER, 1961). Ademais, esses 0v0s
sdo revestidos por uma massa esbranquicada, que lhes conferem a aparéncia de um floco de
algoddo (HICKEL et al., 2018).

Figura 1. Adulto de Rupela albinella (noiva-do-arroz).

Foto: PEREIRA, F. A. S. (2019).

Apbs o periodo embrionario, ocorre a eclosdo da larva, em seguida, a larva migra para
a axila da folha, perfura a bainha e penetra na parte oca do entrend e pode também atingir o
interior do caule que resulta em galerias (VAN DINTHER, 1961). Os instares larvais possuem
cinco ecdises e a pupacdo acontece dentro do entrend, com formacdo de um casulo de seda
(VAN DINTHER, 1961).

O ciclo bioldgico de R. albinella varia de 54 a 77 dias (FERREIRA, 2006; HICKEL et
al., 2018), o periodo embrionério tem duracdo de sete dias, enquanto os instares larvais e
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periodo pupal apresentam tempos de desenvolvimento de 35-40 dias e 7-12 dias,
respectivamente e a longevidade dos adultos com variagdo de cinco a oito dias (Figura 2),
(FERREIRA, 2006).

As mariposas medem aproximadamente 40 mm de envergadura (FERREIRA, 2006).
As fémeas possuem o tamanho maior e sdo mais robustas em relagdo aos machos, além disso
diferenciam-se pela presenca de pelos de coloracdo alaranjada no altimo segmento do abdome
(HICKEL et al., 2018). As lagartas de R. albinella sdo rapidas e regularmente dispersadas pelo
vento, seus habitos ocorrem diretamente na base da planta de arroz (HICKEL et al., 2018).

Geralmente, desenvolve-se uma lagarta em cada colmo da planta e devido seu habito
alimentar na fase vegetativa da planta de arroz, ocorre o sintoma de ‘“coragdo morto”
(FERREIRA, 1998; HICKEL et al., 2018). Na fase reprodutiva provoca o0 sintoma de
“panicula branca” o que tem acarretado perdas na producdo da ordem de 10% em fung¢do dos
sintomas causados na fase vegetativa e de 1% na fase reprodutiva, com total de 2% a 3% de
perdas na producéo de graos (FERREIRA, 1998).

Figura 2. Ciclo biologico da Rupela albinella em arroz.

Adulto: 5 - 8 dias

Duracao do ciclo:
54 - 77 dias

Pupa: 7 - 12 dias

e ¢

Ovo: 7 dias

Larva: 35 - 40 dias

Fonte: Adaptagdo de HICKEL et al. (2018)
2.4  Controle biolégico
O controle bioldgico consiste na utilizacdo da populacdo de um determinado ser vivo
para a diminuicdo da densidade populacional de outro organismo e é dividido em quatro tipos
de controle: natural; classico, conservativo e aplicado (aumentativo) (VAN LENTEREN et al.,
2018).
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O controle bioldgico natural corresponde a manuten¢do natural da populacéo de plantas
ou animais realizada através de inimigos naturais com auséncia de interferéncia no ecossistema
(ZANUNCIO JUNIOR et al., 2018) enquanto o controle bioldgico classico, trata-se da
introducdo intencional de inimigos naturais que sdo, frequentemente, provenientes da area de
origem do hospedeiro, com o intuito de controlar o organismo alvo que se tornou invasivo em
uma determinada area (COCK et al., 2010).

O controle bioldgico conservativo refere-se a manipulacdo do meio ambiente
considerando 3 fatores, a sobrevivéncia, longevidade e comportamento dos inimigos naturais
para aumentar sua eficacia (LANDIS et al., 2000), é uma estratégia que auxilia no incremento
da sobrevivéncia e desempenho dos inimigos naturais (VAN LENTEREN et al., 2018).

E o controle bioldgico aplicado tem como principio a fundamentacdo cientifica,
experimentos em laboratdrios, pesquisas sobre a interacdo dos organismos vivos e seu habitat
com o objetivo de aplica-los em campo como inimigos naturais para o controle de insetos-
pragas (ZANUNCIO JUNIOR et al., 2018). Possui efeito similar ao inseticida sintético e por
isso, é 0 método de controle bioldgico com maior aceitacdo pelos agricultores (ABREU et al.,
2015).

Os organismos utilizados no controle bioldgico de pragas, doencas e plantas daninhas,
sdo: predadores, patdgenos, herbivoros e parasitoides (COCK et al., 2010). A utilizagdo desses
organismos como inimigos naturais é uma das estratégias chave nos programas de controle de
pragas, considerada uma alternativa economicamente viavel, que proporciona uma relacdo de
equilibrio com o ecossistema e 0 homem (FRITZ, et al., 2008).

Além disso, o controle biolégico pode ser associado a outros métodos de controle, tais
como; o cultural, fisico, a resisténcia de plantas a insetos incluindo as plantas transgénicas, o
comportamental (feromdnios) e o quimico com inseticidas sintéticos menos agressivos
(PARRA et al., 2002).

2.5 Parasitoides e himendpteros parasitoides de ovos

Sao designados parasitoides, organismos que possuem 0 tamanho microscépico, e
utilizam como hospedeiro, espécies ou grupo de uma determinada espécie para completar seu
ciclo de vida (SIMONATO et al., 2014).

Com suas caracteristicas comportamentais intermediarios entre 0s predadores e
parasitas (NASCIMENTO, 2011) os parasitoides, para completar seu desenvolvimento, passam
boa parte do seu ciclo aderidos ao hospedeiro vivo, que muitas vezes é inseto-praga da cultura

e em seguida, o parasitoide acarreta a morte do hospedeiro através do parasitismo (ZANUNCIO
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JUNIOR et al., 2018). O parasitismo é a relagdo competitiva entre dois organismos, onde a
nutricdo de um organismo provém dos nutrientes de outro organismo (KOLL et al., 2019).

Os parasitoides depositam seus ovos sobre o hospedeiro, ou internamente que pode ser
no ovo, larva, pupa ou imago (ABREU; ZAMPIERON, 2009). Os parasitoides de ovos,
ocasionam a morte do hospedeiro antes do seu ataque na cultura, em contrapartida, 0s
parasitoides de larvas e de pupas realizam a diminuicdo da populacdo dos hospedeiros e suas
geracdes (NASCIMENTO, 2011).

Os himendpteros compreendem um dos grupos mais ricos em espécies na natureza
(ABREU; ZAMPIERON, 2009). Estes, compdem de 10 a 20% do total de insetos e s&o
representados por aproximadamente 115.000 espécies que ocupam os mais diversos tipos de
ambientes disponiveis (NASCIMENTO, 2011).

Adicionalmente, os himenopteros exercem um papel fundamental no controle de
populacdes de insetos que prejudicam direta ou indiretamente as cadeias troficas de uma
consideravel parte dos agroecossistemas (PERIOTO et al., 2004).

Por regular as populacGes de outros insetos considerados pragas agricolas, inUmeras
espécies de himendpteros parasitoides sdo utilizadas no controle bioldgico de pragas com
sucesso (PERIOTO et al., 2004). Entre eles, tem-se Telenomus sp. (Hymenoptera: Scelionidae),
vespas escuras com tamanho microscopico capazes de exercer fun¢do primordial como agente
de controle biologico de insetos-pragas e por isso, apresentam bons resultados dentro de
programas de controle biologico (YULIARTI et al., 2002).

No Maranhdo, Telenomus podisi (Ashmead) juntamente com Trissolcus urichi
(Crawford) (Hymenoptera: Scelionidae) e Oencyrtus submetallicus Howard (Hymenoptera:
Encyrtidae) tiveram seus primeiros registros de ocorréncia parasitando ovos de Tibraca
limbativentris Stal (Hemiptera: Pentatomidae) na cultura do arroz (MACIEL et al., 2007). De
acordo com Maciel et al. (2007), dos 2.479 ovos coletados de T. limbativentris, a taxa de
parasitismo observada foi de 23,4% nos municipios de Arari, Miranda do Norte e Matdes.

Ferreira et al. (2001) coletaram posturas de R. albinella no estado do Tocantins com
parasitismo da espécie pertencente ao @género Trichogramma (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Silva (2018) relatou parasitismo de R. albinella por quatro espécies, duas
pertencentes a familia Trichogrammatidae: Trichogramma pretiosum Riley 1879 e Tr. lasallei
Pinto, 1999 e identificou duas novas espécies pertencentes a familia Platygastridae, Telenomus
sp. nov. 1 e Telenomus sp. nov. 2 em posturas de R. albinella coletadas nos estados do Goias,

Piaui e Maranhao.
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Ainda no Maranhéo, Silva (2018) obteve a maior taxa de parasitismo de 18,52% com a
espécie Telenomus sp. nov. 1 quando comparado com a taxa de parasitismo obtido nos estados
de Goias e Piaui. Barros (2020) reportou Telenomus sp. nov. 1 (Hymenoptera: Platygastridae)
como agente de controle biologico natural de R. albinella com em lavoura de arroz em Acrari,
Maranh&o com taxa de parasitismo natural de 68,64%.

2.6 Variaveis abidticas na interacdo parasitoide-hospedeiro

Os insetos podem ser sensiveis a mudancas climaticas ao nivel de populacdo em curto
periodo, pois sdo organismos ectotérmicos com curto tempo de geracdo e sua fisiologia e
habilidades sao influenciadas pelo microclima que vivenciam, isso pode ser refletido até mesmo
nos estagios inicias nas caracteristicas da populacdo dos insetos em fungdo da mudanca
climatica (BOGGS, 2016).

A temperatura afeta os insetos direta e indiretamente (GALLO et al., 2002). Efeitos
diretos da temperatura afetam o desenvolvimento e 0 comportamento, enquanto os indiretos
interferem na alimentacéo dos insetos (SILVEIRA NETO et al., 1976; GALLO et al., 2002).
De acordo com Gallo et al. (2002), a temperatura ideal para o desenvolvimento dos insetos fica
em torno de 25° C, embora existam insetos que conseguem viver desde ao artico até o equador,
nas mais diversas condicdes.

Em temperaturas abaixo de 15° C os insetos podem entrar em hibernacéo temporaria e
guando a temperatura fica abaixo de 0° C, os fluidos internos congelam e o inseto passa para
um estado anabiotico irreversivel atingindo a morte na temperatura minima fatal de — 20° C.
Entre os 38 e 48° C, os insetos entram em estivacao temporaria, e acima destas temperaturas
entram em estivacdo permanente, atingindo a morte na temperatura maxima fatal (52° C)
(GALLO et al., 2002; RODRIGUES, 2004).

A precipitacdo pluviométrica tem efeito mecanico sobre os insetos, a maioria tende a se
proteger de precipitacdo pluviométrica intensa, pois para insetos pequenos como os tripés e 0s
pulgdes, a precipitacao tem efeito devastador (SILVEIRA NETO, 1976).

O fotoperiodo influencia diretamente do desenvolvimento dos insetos, pode interferir
na eclosdo dos ovos, favorecer diapausa, interferir na biologia, fertilidade e longevidade dos
insetos, tais fatores indicam a importancia de um determinado intervalo de luz e escuro no
desenvolvimento de insetos (RODRIGUES, 2004).

Ozkan (2007) obteve maior atividade diéria dos parasitoides submetidos ao aumento de
fotoperiodo, essas atividades incluem deslocamentos, busca por hospedeiros e fuga de

predadores. Sahin e Ozkan (2007) afirma que a longevidade dos parasitoides esta relacionada
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as atividades realizadas quando expostos a luz, pois a energia que poderia ser aproveitada na
producdo de ovos, € utilizada nas atividades habituais do corpo.

O conhecimento sobre o impacto dos fatores abioticos tais como: luz, chuva ou mesmo
da umidade do solo ainda sdo escassos para a maioria das espécies de parasitoides (GRANDE
et al., 2021). Além disso, a capacidade de adaptacdo do parasitoide a variagdes ambientais
reflete na efetividade do parasitoide na captura do seu hospedeiro no campo (GRANDE et al.,
2021).

2.7 Caracterizacgao de espécies baseadas no sequenciamento de DNA

O desenvolvimento do codigo de barras de DNA esta relacionado aos avancos obtidos
na tecnologia molecular (VALENTINI et al., 2009). O DNA mitocondrial € uma técnica da
biologia molecular eficiente na identificacdo de insetos, especialmente devido a organizacdo
simples e padrdo do genoma mitocondrial, a0 menor nimero de recombinacdes e a elevada taxa
de substitui¢cGes de nucleotideo, uma amplitude de marcadores moleculares estdo disponiveis
para 0 DNAmt de insetos (THYSSEN, 2008).

A quantidade de marcadores moleculares que poderiam ser aplicados nos insetos era
limitada devido a ampla diversidade presente nos insetos e poucos protocolos aplicaveis para
organismos distintos, o que torna 0 DNA mitocondrial mais vidvel na realizagao de pesquisas,
adicionalmente ao genoma significativamente reduzido, que favorece a elaboracdo de primers
genéricos e aplicaveis a diferentes espécies (STROHER, 2018).

O DNA pode ser utilizado para estudar uma populacao, através da delimitacdo de uma
espécie ou para mapear a evolugdo adaptativa, além de ser usado para identificacdo de uma
determinada espécie através das sequéncias de pares de bases, baseados no DNA de barcoding
(GULLAN et al., 2007).

As comparacOes entre individuos de mesma e diferentes espécies de populacdes,
pertencentes a diferentes origens geogréficas, oferecem importante apoio a genética das
populacOes asseguradas pelo sequenciamento de DNA (THYSSEN, 2008).

Trata-se de uma ferramenta viavel para identificacdo dos insetos e animais e com alta
precisdo nos resultados (GULLAN et al., 2007). E realiza a diferenciacdo de complexos de

espécies morfologicamente indistinguiveis (SOSA-GOMEZ, 2012).
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Resumo

A noiva-do-arroz, Rupela albinella Cramer (Lepidoptera: Crambidae) é um inseto fitéfago
responsavel por elevadas perdas econdmicas nas regides produtoras de arroz no estado do
Maranhdo, MA, Brasil. O objetivo do estudo foi determinar a ocorréncia de R. albinella com
taxa de parasitismo em relacdo ao ambiente e caracterizacdo molecular de Telenomus sp.
(Hymenoptera: Scelionidae) no Maranhdo. O estudo foi realizado em lavoura comercial de
arroz irrigado no municipio de Arari, MA durante os meses de janeiro a abril no ano agricola
2019/2020. As coletas ocorreram nos diferentes estagios fenoldgicos do arroz. Adicionalmente,
foram obtidos dados diarios de variaveis climaticas (temperatura do ar, precipitagdo
pluviométrica e fotoperiodo) ao longo dos estagios fenoldgicos do arroz para se determinar a
abundancia de R. albinella e o parasitismo realizado por Telenomus sp. A captura das mariposas
de R. albinella foi realizada com armadilha luminosa e a massas de ovos feita manualmente na
parte aerea do arroz. A caracterizagdo da nova especie de Telenomus sp. foi realizada com
metodologia ndo destrutiva e para extracdo de DNA gendmico total, foram utilizados um macho
e uma fémea de Telenomus sp., oriundos de massas de ovos de R. albinella. A hipotese de que
haveria diferencas nos estagios fenoldgicos do arroz e a associagdo das espécies com as
variaveis ambientais foram parcialmente corroboradas. A abundancia de R. albinella ndo se
diferenciou nos estagios fenoldgicos do arroz e ndo demonstrou relacdo com as varidveis
ambientais. Entretanto, houve diferenca do parasitismo entre 0s estagios fenoldgicos
reprodutivos e de maturacdo do arroz. N&do houve relacdo das variaveis ambientais com a
abundancia de R. albinella. Somente a variavel fotoperiodo demonstrou relacdo com a
abundancia de Telenomus sp. Foram produzidas duas sequéncias de aproximadamente 570 pb
paraa regido barcoding dos dois individuos coletados com a regido barcode idéntica, ndo houve,
portanto, diversidade genética. Conclui-se que, existe diferenca da abundancia dessa nova
espécie de Telenomus sp. nas massas de ovos de R. albinella nos estagios fenologicos do arroz
e variacdes do fotoperiodo podem afetar essa abundéncia. A caracterizacdo molecular da
espécie de Telenomus sp. indica a necessidade de estudos taxondmicos e sistematicos com o
intuito de atualizar as espécies que atuam como agentes de controle biol6gico no arroz tendo
em vista 0 manejo integrado de pragas no Maranh&o.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Oryza sativa; Taxonomia molecular; Manejo Integrado
de Pragas.
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Occurrence of Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidae), parasitism rate
by Telenomus sp. (Hymenoptera: Scelionidae) in relation to the environment, and

molecular characterization of the new parasite, in the Brazilian state of Maranhao

Abstract

White borer, Rupela albinella Cramer (Lepidoptera: Crambidae), is a phytophagous responsible
for substantial economic losses in rice-producing regions in the Brazilian state of Maranh&o
(MA). The objective of this study was to determine the occurrence of R. albinella and the
parasitism rate in relation to the environment. It also aimed to perform the molecular
characterization of Telenomus sp. (Hymenoptera: Scelionidae) from Maranh&o. The study was
carried out in a commercial irrigated rice field in the municipality of Arari (MA), from January
to April, 2019/2020 crop. The moths were collected at the different phenological stages of rice.
Additionally, daily data on abiotic variables (air temperature, rainfall, and photoperiod) were
registered throughout the rice stages to determine the abundance of R. albinella and the
parasitism by Telenomus sp. Capturing R. albinella moths employed a light trap, whereas the
egg masses were handpicked from the aerial portion of the rice plant. The characterization of
the new Telenomus sp. used a non-destructive methodology. One male and one female
individuals obtained from R. albinella eggs were used for extraction of the total genomic DNA.
The hypotheses that differences occur according to the phenological rice stage and the
association of both species with environmental variables were partially supported. The
abundance of R. albinella did not vary as for the phenological rice stages, and it showed no
relationship with the environmental variables. However, there was a difference in parasitism
between the reproductive and maturation phases of rice. No relation was established between
the environmental variables and the abundance of R. albinella, whereas only photoperiod could
be linked to the abundance of Telenomus sp. Two sequences of approximately 570 bp were
produced for the barcoding region of the two individuals considering the same barcode region
in both. This finding evinces genetic diversity. In conclusion, the abundance of this new
Telenomus species in R. albinella egg masses varied according to the rice phenological stage,
and photoperiod variations proved to affect this abundance. The molecular characterization of
Telenomus sp. indicated the necessity of more taxonomic and systematic studies to update the
list of species that act as biological-controlling agents in rice, bearing in mind the integrated
pest management in Maranhao state.

Keywords: Biological control; Oryza sativa; Molecular taxonomy; Integrated pest
management.
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Introducéo

A noiva-do-arroz, Rupela albinella Cramer (Lepidoptera: Crambidae) é responsavel por
prejuizos significativos na produtividade do arroz, considerada uma praga importante na regido
da Baixada Maranhense, Maranhdo, Brasil. As lagartas recém-eclodidas ao se alimentarem de
folhas e, posteriormente, dos colmos das plantas causam o sintoma de “coragao morto” na fase
vegetativa ¢ de “panicula branca” na fase reprodutiva (Ferreira, 2006; Hickel et al., 2018).

A alta densidade populacional de R. albinella na regido da Baixada Maranhense se deve
ao uso de metodos de controle inadequados, tais como, a nao destruicdo dos restos de cultura
apos a colheita e uso irracional de inseticidas quimicos tendo em vista que ndo existem
defensivos comercial registrados para o seu controle (SISTEMA DE AGROTOXICOS
FITOSSANITARIOS, 2020).

Os inseticidas quimicos utilizados de forma indiscriminada na cultura do arroz causam
problemas a salde aos produtores, consumidores e ao meio ambiente, devido a contaminagéo
dos produtos e animais, contaminando o solo e a &gua causando a perda de funcdes
ecossistémicas e de agentes bioldgicos naturais (Carvalho; Macedo, 2015).

Dessa forma, medidas devem ser adotadas para otimizar a acdo e permanéncia na
lavoura de agentes biologicos naturais. Atualmente, o principal método de controle utilizado na
regido da Baixada Maranhense é o quimico, mesmo ndo existindo inseticidas registrados para
R. albinella (SISTEMA DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS, 2021).

Nesse sentido, estratégias de controle ecologicamente corretas tém sido buscadas para
regular populac@es de R. albinella no arroz (Barros, 2020; Silva, 2018; Zachrisson etal., 2017).
Por essa razdo, € substancial a busca de modelos mais sustentaveis de producdo, sendo o
controle bioldgico através da utilizacdo de inimigos naturais, uma técnica viavel de manejo,
que auxilia na conservacao dos agentes de controle (Santos; Silva, 2018).

Estudos realizados na Colémbia (Meneses et al., 2008) e no Panama (Zachrisson et al.,
2017) apontaram Telenomus rowani (Gahan, 1925) (Hymenoptera: Scelionidae) como o
principal parasitoide de ovos de R. albinella.

Silva (2018) relatou parasitismo em ovos de R. albinella por quatro espécies, duas
pertencentes a familia Trichogrammatidae: Trichogramma pretiosum Riley 1879; e
Trichogramma lasallei Pinto, 1999 e identificou duas novas pertencentes a familia
Platygastridae: Telenomus sp. nov. 1 e Telenomus sp. nov. 2 em coletas de R. albinella
realizadas nos estados do Goias, Piaui e Maranh&o.
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Ainda no Maranhéo, Silva (2018) obteve a maior taxa de parasitismo de 18,52% com a
espécie Telenomus sp. nov. 1 quando comparado com a taxas de parasitismo obtidas nos estados
de Goias e Piaui. Telenomus sp. nov. 1 também foi relatado como parasitoide de ovos de R.
albinella com taxa de parasitismo natural de 68,64% (Barros, 2020).

A presenca desse parasitoide em areas orizicolas do estado € importante para 0 manejo
integrado de R. albinella. No entanto, o potencial de agentes de controle bioldgico levantados
nos estudos de R. albinella permanece pouco investigado.

Dessa forma, o estudo da importancia de variaveis abioticas (temperatura do ar,
precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo) pode ser um importante condutor de mudancas na
abundancia de artropodes (Ricklefs, 1987) e que podem interferir sobre o nimero de hospedeiro
e do parasitoide no campo (Chakraborty et al., 2016; Dequech et al., 2013; Silva et al., 2013).

Ademais, a ocorréncia de parasitismo de Telenomus sp. em ovos de R. albinella na
regido da Baixada Maranhense relatada por Barros (2020) abre novas perspectivas para que 0
parasitoide seja estudado. Portanto, o objetivo do estudo foi determinar a ocorréncia de R.
albinella com taxa de parasitismo em relacdo ao ambiente e caracterizacdo molecular

de Telenomus sp. (Hymenoptera: Scelionidae) no Maranhao.

Material e Métodos

Area de Estudo

A pesquisa foi conduzida na safra 2019/2020 entre 0os meses de janeiro a abril em
lavoura comercial de arroz irrigado, localizada no municipio de Arari, MA (03°27°14"S ¢
44°46°48"0) nos diferentes estagios fenoldgicos (fases de desenvolvimento - vegetativa,
reprodutiva e de maturacdo) da cultura. Na &rea ndo houve atribuicdo de tratamentos quimicos
ou biolégicos e a cultivar de arroz plantada na lavoura comercial foi a 357 MA de ciclo de 133
dias, adaptada a Baixada Maranhense (Rangel et al., 2013).

O municipio de Arari, MA estd localizado na regido da Baixada Maranhense e
caracterizado por apresentar clima subimido seco com temperatura média de 26°C,
precipitagdo pluviométrica em torno de precipitacdo de 166,67 mm e umidade relativa do ar de
85% (Proclima, 2019). Os dados diarios das variaveis ambientais (temperatura do ar,
precipitacdo pluviométrica e fotoperiodo) nos estagios fenoldgicos (fases de desenvolvimento)
da cultura foram obtidos junto ao Nucleo de Meteorologia da UEMA (NUGEDO).
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Amostragem de individuos adultos e massa de ovos de Rupela albinella

As amostragens foram realizadas com uma armadilha luminosa modelo “Modelo Esalq,
220 (Biocontrole Ltda, Sao Paulo, Brasil) equipada com lampadas fluorescentes de luz negra,
instalada no meio da lavoura em estaca de madeira a uma altura de 3,0 m do solo com
aproximadamente 500m distante da borda (Figura 1).

N Legenda:
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Figura 1. Croqui da éarea experimental ilustrando o ponto de instalacdo da armadilha luminosa para
coleta de individuos adultos de Rupela albinella no municipio de Arari, MA. 2019/2020.

A captura de individuos adultos de R. albinella ocorreu a partir do més de fevereiro até
o final do ciclo da cultura e teve inicio a partir dos 35 dias da emergéncia das plantas de arroz
(DAE), momento de observacgéo de R. albinella no campo (Ferreira et al., 2001; Zachrisson et
al., 2017). A armadilha luminosa era ligada diretamente a uma fonte de energia elétrica
localizada nas proximidades da quadra de arroz ao entardecer (18 horas) e desligadas ao
amanhecer (6:00 horas) do dia seguinte, aproximadamente 12 horas.

A coleta das mariposas ocorreu durante cinco noites do periodo de lua nova (n = 5
mensais, totalizando 15) até o amanhecer do dia seguinte visando padronizar a amostragem e
maximizar o numero de individuos coletados conforme Teston e Corseuil (2004). Na porcéo
inferior da armadilha luminosa foi fixado um saco coletor em forma de funil de cone plastico,

cujo maior didmetro media 32 cm e 0 menor 16 cm, sendo acoplado a um funil em forma de
cone.
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O material coletado em cada noite foi acondicionado em sacos plasticos transparentes
(20 x 30 cm), etiquetados com informagdes da data de coleta e em seguida armazenado em
caixa de isopor e em seguida em freezer a -20 °C. Posteriormente, foi transferido para o
Laboratério de Entomologia da Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), campus de Sao
Luis, MA, Curso de Agronomia, Centro de Ciéncias agrarias (CCA) para a triagem € a
contagem dos adultos de R. albinella.

Quanto a coleta de massas de ovos de R. albinella para observacao do parasitismo foram
realizadas amostragens mensais (n=3) e também a partir dos 35 DAE até o final do ciclo da
cultura. As coletas ocorreram ao longo das fileiras de plantio do arroz e quando observadas as
massas de ovos de R. albinella nas plantas, a parte da folha em que a massa de ovos estava
depositada foi coletada manualmente (Dequech et al., 2013). Em seguida, as massas de ovos
foram acondicionadas em potes plasticos (10 cm de altura x 13 cm de didmetro), numerados e
conduzidos ao Laboratério de Entomologia da UEMA.

No laboratorio, as massas de ovos de R. albinella foram mantidas em sala de criagdo a
temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 75 + 10% e fotofase de 12 horas até a emergéncia
dos parasitoides (Dequech et al., 2004), sendo examinadas diariamente para verificar a eclosdo
de lagartas e a emergéncia dos parasitoides (Dequech et al., 2013; Silva, 2018). Além disso, a
abundancia de parasitoides foi contabilizada nos diferentes estagios fenoldgicos (fases de
desenvolvimento) do arroz e cada massa de ovos foi considerada uma unidade amostral.

Os parasitoides emergidos foram conservados em alcool a 96% e enviados
posteriormente para taxonomista da Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, S&o
Paulo, SP, para identificacdo. A identificacdo dos espécimes foi realizada a nivel de familia e
género de acordo com Johnson (1984) e Masner (1976).

Os espécimes identificados foram depositados na colecdo Entomoldgica Iraci Paiva
Coelho da UEMA.

Anélises dos dados de abundancia e abitticos

Para verificar se ocorreu variagdo da abundancia de R. albinella nos diferentes estagios
fenoldgicos (fases de desenvolvimento) do arroz irrigado foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA one-way). Para tentar diminuir qualquer efeito outlier e obter homogeneidade nas
variancias, os dados foram transformados em log (log (x + 1)). A normalidade dos parametros
foi inspecionada usando o teste de Levene para homogeneidade de variancias. Em seguida, apos
o0s pressupostos da ANOVA one-way terem sido atendidos, foram realizadas as comparagoes
post hoc das médias através do teste de Tukey HSD, para a variavel abundancia de R. albinella

e Telenomus sp. nos diferentes estagios fenolégicos
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Os possiveis efeitos das varidveis abiodticas temperatura do ar, precipitacdo
pluviométrica e fotoperiodo sobre a abundancia de R. abilnella e Telenomus sp. foram
observados e quantificados por meio de analise de regressdo linear simples (Zar, 1996) e
correlagcdo. A abundancia dos organismos foi utilizada como variaveis resposta e as variaveis
abidticas como explanatorias.

Todas as anélises descritas acima foram realizadas através do pacote vegan (Oksanen et
al., 2018) dentro da rotina do software R (versdo 4.1, R Development Core Team, 2021).
Caracterizacdo molecular de Telenomus sp.

Para a caracterizacdo molecular da espécie foram enviados individuos de Telenomus sp.
para o0 Laboratério de Ecologia Molecular de Artropodes da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, SP e utilizada a metodologia ndo
destrutiva com base no protocolo modificado por Wengrat et al. (2021).

Para extragdo de DNA gendmico total foram utilizados um macho e uma fémea de
Telenomus sp. oriundos de massas de ovos de R. albinella. Os parasitoides foram submetidos
a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers especificos
(Wengrant et al., 2021) e sequenciamento do gene COI, a partir de um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade I (COI), correspondente a regido barcode
(Hebert et al., 2003).

As reacdes de cadeia de polimerase foram realizadas contendo um volume final de 25
uL. As concentracdes dos componentes da reacdo seguiram a metodologia de Gariepy et al.
(2014). As condicdes de amplificacdo utilizadas foram a 94 °C por 5 min para desnaturacdo
primaria, depois 35 ciclos de 94 °C por 45s, 57°C por 45s, 72 °C por 1min e 30s, com extensdo
final a 72°C por 15 min. Os amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta, apés eletroforese
em gel de agarose a 1,5% corado com SYBR Safe (Life Technologies).

O processo de purificacdo subsequente foi realizado usando-se 1 pl (20 U pl-1) de
Exonuclease I (Thermo Fisher Scientific ™) e¢ 2 ul (1 U pl-1) de fosfatase alcalina
termossensivel FastAP ™ (Thermo Fisher Scientific ™) para 10 ul do produto final de PCR.
As condicdes do termociclador utilizado para a purificagdo consistiram em 37°C por 30 min,
seguido de 80°C por 15 min. O sequenciamento bidirecional foi realizado pelo método Sanger.
Além disso, foi realizada a anélise da regido barcode com os cromatogramas das sequéncias de
cada individuo de Telenomus sp.

Os parasitoides Telenomus sp. foram verificados, editados e alinhados para producdo da

sequéncia no aplicativo Sequencher 4.8 (Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI). Posteriormente,
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as sequéncias foram submetidas ao BOLDSystem (www.boldsystems.org/) e NCBI/BLASTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Os espécimes voucher, analisados das analises moleculares, foram depositados na
Colegao de Insetos Entomofagos “Oscar Monte”, do Instituto Biologico, em Campinas, SP,

Brasil.
Resultados

7.785 espécimes de R. albinella e 8.590 da espécie nova de parasitoide Telenomus sp.
foram coletados totalizando ao final 16. 375 individuos na lavoura nos estagios fenoldgicos do
arroz irrigado (Tabela 1).

Tabela 1. Abundéancia de espécimes de Rupela albinella e da nova espécie de parasitoide Telenomus
sp. nos estagios fenoldgicos (fases de desenvolvimento) do arroz irrigado no municipio de Arari, MA,
Brasil. 2019/2020.

o Abundéancia/Estégios fenoldgicos do arroz Total de
Espécies _ .
Vegetativo Floragao Maturagéo espécimes
Rupela albinella 3.213 2.384 2.188 7.785
Telenomus sp. 2.604 2.791 1.911 8.590
Total 5.817 5.175 4.099 16.375

O teste de Levene’s demonstrou haver para homogeneidade de variancias (F= 0,053; p=
0,948) da distribuicéo dos dados de abundancia de R. albinella, atendendo ao pressuposto para
analise de variancias. Entretanto, ndo houve diferenca da abundancia de R. albinella nos
estagios fenoldgicos (fases de desenvolvimento) do arroz irrigado (grau de liberdade= 2; F=
0,280; p=0,760).

Para a distribuicdo de dados da abundancia de Telenomus sp., nova espécie de
parasitoide, o teste de Levene’s demonstrou haver homogeneidade de variancias (F= 2,374; p=
0,096) atendendo ao pressuposto de homogeneidade para analise de variancia. Assim, a
ANOVA one- way demonstrou que houve diferenca significativa na abundancia de parasitoides
nos diferentes estagios fenoldgicos do arroz irrigado (grau de liberdade= 2; F=5,093; p=0,007).
Através do teste post hoc de Tukey observou-se diferencas nos estagios fenoldgicos (fases de
desenvolvimento) do arroz entre o estagio de floracdo (média= + 64,907) e maturacdo (média=
+ 42,094) exibindo uma variancia média de abundancia de aproximadamente 23 espécies a mais
no estagio de floracdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Correlacéo da abundéncia populacional do parasitoide Telenomus sp. nos estagios fenolégicos
(fases de desenvolvimento) do arroz irrigado no municipio de Arari, MA, Brasil. 2019/2020.

Estagios fenoldgicos do arroz Vegetativo Floracao Maturacao

Vegetativo (Média= 57,500) - 0,608 0,073
Floracdo (Média= 64,907) 0,608 - 0,007*

Maturacdo (Média= 42,094) 0,073 0,007* -

(*) = diferencas significativas (p < 0,05).

Ao verificar o efeito das variaveis abioticas sobre a abundancia de R. albinella através
de uma analise de regressao linear simples, ndo foi encontrada relacdo significativa dentro e
entre os estagios fenoldgicos. Também ndo foi encontrada nenhuma relagdo significativa de
Telenomus sp. entre os estagios fenoldgicos. Entretanto, ao realizar a analise de regressao linear
simples com os dados de Telenomus sp. dentro de cada estagio fenoldgico, foi possivel
identificar a relacdo significativa da abundancia da espécie no estagio fenoldgico vegetativo

com a variavel fotoperiodo (Figura 2).

y = 4,1929E5 - 34522,4921*x; r = -0,961, p = 0,008; r? = 0,925
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Figura 2. Analise de regressdo linear simples demonstrando a relagdo entre a variavel preditora
fotoperiodo durante os meses de coleta e a abundancia de Telenomus sp. (variavel resposta) em lavoura
comercial de arroz no municipio de Arari, MA, Brasil. 2019/2020.

A variavel fotoperiodo demonstrou exercer um efeito negativo sobre a abundancia de
Telenomus sp. (r= -0.961; p= 0.008), uma vez que, o aumento do fotoperiodo diminui a

abundancia dos espécimes na lavoura de arroz.
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Caracterizag@o molecular de Telenomus sp.

Duas sequéncias de aproximadamente 570 pb foram produzidas para a regido barcoding
dos individuos coletados, sendo regido barcode idéntica nas duas sequéncias, ndo havendo,
portanto, diversidade genética (Figura 3). Quando foi submetida as sequéncias ao banco de
dados do Bacorde of Life Systems e BLASTN, foi obtida homologia de aproximadamente de

91% com sequéncias denominadas Telenomus sp. coletados no Canada (Figura 4).
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Figura 3. Amplicons observados sob luz ultravioleta, apés eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com SYBR Safe (Life Technologies).
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Figura 4. Cromatograma do sequenciamento obtido do gene mitocondrial citocromo oxidase | (COI)
pelo método Sanger.
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Discussao

Os resultados obtidos neste estudo para a abundancia de Telenomus sp. nos estagios
fenoldgicos do arroz irrigado mostraram que houve diferenca significativa na fase reprodutiva
e de maturacdo dos graos, o que pode estar relacionado, a fase fenologica da planta de arroz,
que influencia na populacdo do ecossistema visto que, partes fisicas da planta, servem para
alimentacéo, crescimento e habitat dos insetos (Thei et al., 2020).

Com o desenvolvimento da planta, a mudanca estrutural e adicdo dos recursos florais,
folhas e brotos, pode ser um contribuinte para o aumento de insetos filofagos e
consequentemente, dos seus inimigos naturais, além disso, a maior diversidade de recursos
estruturais da planta, disponibilizam aos inimigos naturais, ndo s6 alimento, como também local
de oviposicao e sitios de sobrevivéncia (Lawnton, 1983), que S0 recursos essenciais para
abundancia e permanéncia dos parasitoides na cultura (Landis et al., 2000; Barbosa et al.,
2011).

A estrura da planta, nos diferentes estagios fenoldgicos exercem influéncia na
frequéncia de encontros com o hospedeiro e consequentemente, na oviposicao dos parasitoides
(Gingras et al., 2002). Além disso, a arquitetura da planta pode causar estimulos na atracao dos
insetos através de suas caracteriticas morfologicas como: largura e comprimento das folhas,
bem como ndmero de ramos que podem, adicionalmente alterar o microclima presente na planta
e a sobrevivéncia dos insetos presentes (Cavalcanti et al., 2000).

As flores, possuem recursos vitais para 0s parasitoides e a presenca das mesmas no
estagio de florescimento da cultura, pode influenciar na eficiéncia do uso de parasitoides dentro
do controle bioldgico (Landis et al., 2000; Barbosa et al., 2011). Tal fato, pode ilustrar o
resultado encontrado nesta pesquisa, na qual a maior abundancia de Telenomus sp, foi obtida
na fase de florescimento do arroz.

Dados corroboram aos encontrados por Silva et al. (2013), na qual obteve maior
abundancia de himendpteros no final da fase vegetativa da cultura do arroz, com pico de
abundancia na fase reprodutiva, assim como, a maior abundéancia das espécies de Telenomus
sp. e Trichogramma sp. foram coletados por Chakraborty et al. (2016) no estagio final da
panicula do arroz.

Simdes-Pires et al. (2016) explica que, a influéncia do estagio fenoldgico do arroz na
abundancia dos parasitoides pode estar relacionada a arquitetura da planta nos diferentes
estadios fenoldgicos da cultura. Em contrapartida, Kizito et al. (2017) associou o0 aumento da

abundancia dos artropodes, a elevada umidade relativa presente na copa das folhas de arroz.
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Rahat et al., (2005) associa 0 aumento da longevidade dos parasitoides em campo a presenca
de agua e néctar das plantas.

A maior disponibilidade de recursos alternativos para a manutencdo da populacédo dos
parasitoides como, abrigo, néctar, hospedeiro e microclima favoravel podem estimular a
atividade dos inimigos naturais, assim como a utilizagéo do ciclo da cultura para aprimorar a
atividade dos parasitoides como inimigos naturais, deve ser considerado (Landis et al., 2000).

O encontro do parasitoide com o hospedeiro, apos sua liberacdo em campo, nem sempre
ocorre simultaneamente devido, baixo numero de hospedeiros disponiveis, parasistismo prévio,
sanidade e idade inadequada (Silva-Torres et al., 2009). Por isso, em culturas anuais 0 aumento
da sobrevivéncia e estabelecimento dos inimigos naturais pode ser uma técnica fundamental no
manejo bioldgico de pragas (Landis et al., 2000).

Embora a pesquisa ndo contemple uma maior area de estudo, estes resultados podem ser
indicadores da relacdo do hospedeiro, R. albinella e de Telenomus sp., 0 parasitoide com as
variaveis abidticas e pode ser utilizado como estudo base para futuras pesquisas sobre pragas e
controle biol6gico em cultivos de arroz. O entendimento sobre o impacto dos fatores abioticos
tais como: luz, chuva ou mesmo da umidade do solo ainda sdo escassos para a maioria das
espécies de parasitoides (Grande et al., 2021).

A variavel fotoperiodo demonstrou influenciar na abundancia de Telenomus sp. no
estagio fenoldgico vegetativo do arroz irrigado. A relagdo negativa da nova espécie de
parasitoide com o aumento do fotoperiodo em Arari, MA pode estar relacionada com maior
exposicdo das massas de ovos de R. albinella a outros agentes de controle biolégico na lavoura.

Ozkan (2007) observou que, com o aumento do fotoperiodo, as atividades diarias dos
parasitoides como deslocamentos, busca por hospedeiros e fuga de predadores, sdo mais
intensas do que quando sao submetidos em ambiente com diminuicdo do fotoperiodo.

O fotoperiodo pode atuar como estimulo para intensas atividades de rastreio de
Hymenopteros quando expostos a um periodo de no minimo 3h de luz, assim como podem
influenciar na atividade de parasitismo, como foi obtido por Silva-Torres et al. (2009) em
Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Plutellidae) que obteve parasitismo 2,6 vezes
maior do que em escotofase.

Sahin e Ozkan (2007) mostram que o fotoperiodo proporciona maior longevidade de
parasitoides em condicao de plena escotofase do que em densidade de luz, os autores explicam
que, em escotofase, os parasitoides utilizam sua energia de maneira mais eficaz do que em
fotofase, desta forma, garantem mais longevidade e podem auxiliar no aprimoramento das

aplicacdes de agentes de controle biologico.
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A longevidade e fecundidade de alguns parasitoides podem ser reduzidas com o
aumento do fotoperiodo (Kostal, 2011). Os parasitoides Venturia canescens Gravenhorst
(Hymenoptera: Ichneumonidae) apresentam maior longevidade em condicdo de plena
escotofase do que em densidade de luz (Sahin; Ozkan, 2007) e apresentaram respostas similares
aos resultados encontrados nesta pesquisa em relacéo ao fotoperiodo.

Os parasitoides apresentam-se sensiveis aos sinais fotoperiodicos que os possibilitam
adaptacdo do seu ciclo de vida as variacbes ambientais (Kostal, 2011). Além disso, 0s
parasitoides utilizam diversos recursos ambientais para ajustar seu desenvolvimento ou
reproducéo e adaptar-se (Pezzini et al., 2019).

Conhecer a condicdo ideal para o fotoperiodo é fundamental, principalmente em
criacOes de parasitoides, para que sua capacidade reprodutiva seja apresentada ao maximo, no
entanto para que essas condi¢des sejam proximas ao natural, e as horas de luz e escuro estejam
em equilibrio (Pezzini et al., 2019). E valido considerar que os fatores abidticos interagem entre
si e suas implicages podem ser amenizadas ou potencializadas de acordo com a circunstancia
(Grande et al., 2021).

Os resultados obtidos, indicam que a técnica molecular do DNA Barcode mostrou-se
eficiente na identificacdo da espécie Telenomus sp. e confirma a presenca de nova espécie de
Telenomus sp. no Maranh&o, Brasil. O parasitoide coletado nas massas de ovos de R. albinela
no arroz em Arari, MA possui homologia a espécie de Telenomus sp. identificado no Canada e
as duas sequéncias de Telenomus sp. obtidas nesse estudo, ndo fornecem apenas dados
moleculares, mas também serve como ferramenta Util para analise da distin¢cdo de outras
espécies do género Telenomus no Brasil e no Maranhdo, uma vez que, poucas espécies de
Telenomus sp. foram identificadas no Brasil.

Na regido neotropical espécies do género Telenomus apresentam complexidade na
caracterizacdo em funcdo do pequeno numero de espécies analisadas (Aljnab et al., 1998). No
Panamé (Zachrisson et al., 2017) e na Colémbia Telenomus controla naturalmente ovos de R.
albinella, além de espécies pertencentes ao género Trichogramma sp. (Meneses et al., 2008)
no entanto, trabalhos que relatem a identificacdo baseada na analise molecular sdo pouco
conhecidos.

No Brasil, existem relatos sobre a ocorréncia de parasitoides de ovos do género Te.
rowani em R. albinella no arroz no estado do Tocantins (Ferreira et al., 2001) e também com
parasitismo com o género Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e outras espécies
de Telenomus sp. nos estados do Goiés, Piaui e Maranhdo Silva (2018). No estudo, Silva (2018)

relatou que R. albinella apresentou parasitismo de ovos por quatro espécies, duas pertencentes
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a familia Trichogrammatidae com as espécies, Tr. pretiosum; Tr. lasallei e duas novas espécies
pertencentes a familia Platygastridae pertencentes ao género Telenomus sp. nov. 1 e Telenomus
sp. nov. 2. A espécie Telenomus sp. nov. 1 relatada por Silva (2018) também foi identificada
por Barros (2020) como parasitoide de ovos de R. albinella em lavoura de arroz no municipio
de Arari, Maranhéo.

A populacéo de T. remus coletada no Brasil resultaram em uma baixa distancia genética
guando comparados com a populacdo de T. remus obtidos nos laboratérios da Venezuela e dos
demais codigo de DNA de T. remus obtidos em bancos de dados online (Wegrant et al., 2021).
Além disso, esta pesquisa demonstrou a eficiéncia da técnica molecular do DNA Barcode como
ferramenta para identificagdo de Telenomus sp. (Wegrant et al., 2021).

Camargo (2014) obteve a caracterizacdo morfologica e molecular de Campolestis
Foerster, 1869 (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae), parasitoides de Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil, na analise morfoldgica os 451
espécimes estudados se aproximaram das caracteristicas de Campoletis flavicincta Ashmead,
1890, (Hymenoptera: Ichneumonidae) e apresentaram baixa diferencas morfoldgicas entre si,
com essas diferencas foi obtido sete morfogrupos.

Em contrapartida, o resultado da analise molecular das sequéncias utilizando, mostrou
que dos 717 pares de bases, apenas 9 variou entre si 0 equivalente a apenas 1, 25% de variagao
genética entre os morfogrupos, para obter certeza das espécies identificadas foi utilizado as
sequéncias em BOLD e obteve distancia genética obtida ainda menor equivalente a 0,035 para
0 grupo identificado como Campoletis sonorensis Cameron, 1886 (Hymenoptera,
Ichneumonidae, Campopleginae), 0,096 para C. flavicincta e 0,103 para outro grupo
(Camargo, 2014).

Vieira (2011) em estudos sobre a caracterizacdo das espécies de Trichogramma
Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em parasitoides de ovos de Erinnyis ello (L.)
(Lepidoptera: Spingidae) em cultura da mandioca, no Brasil realizou caracterizagdo com
estudos, bioldgico, morfoldgicos, morfométricos e molecular, os dados obtidos a andlise
molecular corroboraram aos obtidos nas demais analises, porém com a analise molecular foi
confirmado a variacdo intraespecifica em Tr. marandobai, e essa espécie estd associada
juntamente a Tr. manicobai e Tr. pretiosum a de E. ello em Janatba, MG. Vieira (2011) ainda
mostrou que Tr. demoroesi Nagajara 1983 pertence a Tr. marandobai € registrada em ovos em
ambiente florestal e ndo parasita ovos de E. ello.

O primeiro relato do parasitoide de ovos de Spodoptera frugiperda (JE Smith)

(Lepidoptera: Noctuidae) presente em campo aberto da Africa foi realizado por Kenis et al.
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(2019) na qual, obteve das treze sequéncias (Benin- 2, Costa do Marfim -1, Kenia- 1, Niger- 3,
Africa do Sul -6) de cAdigo de barras resultante desse estudo 100% de homologia entre si, com
identificacdo realizada através da comparacdo dos dados disponibilizados em BOLD, ou seja,
mais de 99% dos pares estudados mostraram-se correspondentes a uma serie de 31 espécimes
disponivel em BOLD e caracterizadas como T. remus.

A distancia genética presentes nas espécimes da Africa e as inimeras espécimes de Te.
remus asiaticos e americanos disponibilizados nos conjuntos de codigo de barras apresenta-se
significativamente pequeno (<1%), dados representativos para a conclusdo de que, a espécie
identificada por Kenis et al. (2019) trata-se da mesma espécie distribuida anteriormente no
Sul da Asia e nas Américas.

Borba et al. (2005) em andlise da dissimilaridade genética de cinco linhagens de
Trichogramma: trés da espécie Tr. pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
uma da espécie Tr. atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e uma
Tr. bruni Nagaraja, 1983 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) através de marcadores
moleculares obteve variacdo de 19% a 96% de similaridade genética entre as espécies. Desta
forma, os resultados indicaram que, ha variacdo significativa inter e intra-especifica e que 0 uso
de marcadores moleculares € uma alternativa viavel para identificacdo de espécies de
Trichogramma.

A utilizacdo de taxonomia integrada ¢ um método mais eficiente e acessivel para
realizacdo de extracdo e sequenciamento de DNA que se tornou uma alternativa viavel para
identificar formalmente as especies (Polaszek et al., 2021). Trata-se de uma metodologia
bastante indicada para a elaboragdo de cédigos de barras de DNA, tendo em vista que, esses
insetos podem ser base para pesquisas futuras (Wegrant et al., 2021).

Desta forma, a utilizacdo de técnicas moleculares pode fornecer a identidade das
espécies de dificil identificacdo, além disso a caracterizacdo molecular fornece recurso valioso
¢ fundamental para testar conceitos de “parentescos” que fundamentam- se em dados
morfoldgicos limitados (Borba et al., 2005).

A identificacdo exata de agentes de controle biol6gico, além do conhecimento da
diversidade genética em populacdes de insetos, € importante para o sucesso das técnicas no
controle biolégico (Duman et al., 2015). Nesse sentido, os marcadores moleculares sédo
ferramentas que disponibilizam resultados precisos em curto periodo para identificacdo de
microhimendpteros (Chen et al., 2021) e pode apoiar pesquisas futuras no uso de parasitoides
como agente de controle bioldgico. Gariepy et al. (2014) afirmaram que a identificacdo precisa

de inimigos naturais é um passo fundamental no controle bioldgico.
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As técnicas moleculares de espécies sao bastante recomendaveis pois, reduzem custo,
economiza tempo, espaco e pode permitir uma estimativa mais completa do indice de
parasitismo, ainda permite a identificacdo de hospedeiros parasitados simultaneamente por dois
parasitoides distintos, entretanto ndo indica qual ird sobreviver e emergir do hospedeiro (Agusti
et al. 2005).

O parasitismo natural de Telenomus sp. em R. albinella da ordem de 68,64% em lavoura
de arroz no Maranhdo (Barros, 2020) indica a importancia como agente de controle biologico
e regulador da noiva-do-arroz. Além disso, a capacidade adaptativa ao agroecossistema
orizicola, abre perspectivas da sua utilizacdo em programas de controle bioldgico aplicado e/ou
conservativo, bem como integrar essa alternativa de controle ao Manejo Integrado de Pragas.

Dessa forma, além de se conhecer as espécies que ocorrem naturalmente no campo as
informacdes acerca da abundancia do hospedeiro e do parasitoide nos estagios fenolégicos do
arroz frente a variaveis abioticas e bidticas, bem como a identificacdo baseada no
sequenciamento de DNA sdo fundamentais e ira permitir ampliar o conhecimento sobre as
espécies tendo em vista futuros programas de controle bioldgico que fomentem a liberacao

desses agentes em cultivos de arroz.
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CONSIDERACOES FINAIS

O levantamento de espécies de parasitoides de ovos Telenomus sp. na cultura do arroz
no Maranhdo devem ser realizadas, com o objetivo de fornecer novas informacdes e

aprimorar os programas de controle bioldgico de R. albinella no Maranhao;

Existe diferenca da abundéncia da nova espécie de Telenomus sp. sobre massas de ovos
de R. albinella nos estagios fenoldgicos de arroz irrigado no Maranhéo e variagfes do

fotoperiodo podem afetar essa abundancia.

A utilizacdo de tecnologias moleculares pode contribuir na identificagdo correta das
espécies de parasitoides, especialmente as espécies de dificil identificacdo como o0s

microhimendpteros que compde a fauna brasileira.



