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RESUMO

Na regido da Baixada maranhense, Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidac)
tem se tornando um problema nas lavouras de arroz irrigado. O controle biologico destaca-se
como uma alternativa importante para o controle de insetos-praga do arroz ¢ nesse contexto os
parasitoides de ovos sdo considerados importantes agenles de mortalidade natural no ambiente.
Em massas dc ovos de R. albinella no Maranhdo, 7elenomus sp. n. (Hymenoptera: Scelionidac)
foi reportado pela primeira vez no arroz. Nesse sentido, 0 objetivo da pesquisa foi fazer a
confirmagdo da espécie com o auxilio da taxonomia integrativa, bem como verificar a
diversidade genética de Telenomus sp. n. oriunda de ovos de R. albinella. A pesquisa foi
conduzida na safra 2019/2020, entre os meses de janeiro a abril em lavoura comercial de arroz
imgado. A coleta das massas de ovos de R. albinella ocorreram ao longo das fileiras de plantio
do arroz, € posteriormente acondicionadas em potes plasticos. No laboratério, foram observadas
diariamente para se verificar a emergéncia dos parasitoides e ap6s a morte, foram preservados
em 4lcool 96%. Posteriormente, cerca de 400 individuos de Telenomus sp. n. foram enviados
para o Laboratério de Ecologia Molecular de Artrépodes da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz”, Universidade de Sio Paulo, Piracicaba, SP para a realizagdo do
sequenciamento do DNA. Para extragdo de DNA gendmico total foram utilizados um macho e
uma fémea de Telenomus sp. n. que foram submetidos 4 amplificagio por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando primers especificos e sequenciamento do gene COI, a partir de um
fragmento do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase subunidade I (COI), correspondente a
regido barcode. Foram produzidas duas sequéncias de aproximadamente 570 pb para a regido
barcoding dos dois individuos com a regido barcode idéntica, ndo houve, portanto, diversidade
genética. Quando foi submetida as sequéncias ao banco de dados do Bacorde of Life Systems
¢ BLASTR, foi obtida homologia de aproximadamente de 91% com sequéncias denominadas
Telenomus sp. coletados no Canada. Portanto, esse estudo além de fornecer dados moleculares,
podera servir como ferramenta util para andlise da distingdo de espécies do género Telenomus,

uma vez que poucos relatos de parasitoides de ovos de R. albinella foram identificadas no

Brasil.

Palavras-chave: Inimigo natural. Noiva-do-arroz. Oryza sativa. Taxonomia molecular.
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ABSTRACT

In the Baixada Maranhense region, Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera; Crambidac)
has become a problem in irrigated rice fields. Biological control stands out as an important
alternative for the control of insetcs-pests in rice and, in this context, egg parasitoids are
considered important agents of natural mortality in the environment. In R. albinella cgg masses
in Maranhdo, Telenomus sp, n. (Hymenoptera: Scelionidac) was first reported in rice. In this
sensc, the objective of the research was to confirm the species with the assistance of integrative
taxonomy, as well as verify the genetic diversity of 7¢/enomus sp. n. from eggs of R. albinclla.
The rescarch was conducted in the 2019/2020 crop, between January and April in a commercial
irrigated rice crop. The collection of egg masses of R. albinella took place along the rice
planting rows, and later placed in plastic pots. In the laboratory, samples were observed daily
to verify the emergence of parasitoids and after death, they were preserved in 96% alcohol.
Subsequently, about 400 individuals of Telenomus sp. n. were sent to the Laboratory of
Molecular Ecology of Arthropods of the Faculty of Agriculture “Luiz de Queiroz”, University
of Sdo Paulo, Piracicaba, S3o Paulo for DNA sequencing. To extract total genomic DNA, a
male and a female of Te/enomus sp. n. that were subjected to amplification by polymerase chain
reaction (PCR) using specific primers and sequencing of the COI gene, from a fragment of the
mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase subunit 1 (COI), corresponding to the barcode
region. Two sequences of approximately 570 bp were produced for the barcoding region of the
two individuals with identical barcode region, therefore, there was no genetic diversity. When
the sequences were submitted to the Baccorde of Life Systems and BLASTn database,
homology of approximately 91% was obtained with sequences named Te/enomus sp. collected
in Canada. Therefore, this study, in addition to providing molecular data, may serve as a useful
tool for analyzing the distinction between species of the genus 7elenomus, since few reports of

parasitoids from R. albinella eggs have been identified in Brazil.

Keywords: Natural enemy. Rice bride. Oryza sativa. Molecular taxonomy.
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{ INTRODUCAO

A cultura do arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma das culturas mais importantes do mundo,

tanto socialmente quanto economicamente, No Maranhdo, a populagfo total ¢ dc 7.114.598

2 P )
(IBGE, 2020). partc dessc montante ¢ rural, composta e sua maioria por agricultores

familiares, cujo sistema de produgdo basein-se num consorcio de trés ou mais culturas dentre
as quats, 0 arroz, feijdo, milho e a mandioca. No entanto, observa-se que ainda existe caréncia
de altemativas tecnolbgicas adequadas s condigdes socioeconbmicas desses agricultores,
fazendo com que cles cfetuem o cultivo com o uso de métodos extremamente ineficientes de
produgdo agricola (IBGE, 2016).

Além disso, tem importancia na alimentagdo dos brasileiros (FERREIRA er al.,
2002), sendo considerada uma excelente fonte de energia para o organismo humano além de
funcionar como reserva encrgética (MOURA, 2012),

Em se tratando de area plantada de arroz no Brasil na safra 2020/21 foi estimada
em 1,676 milhdo de hectares quando comparada aos 1,665 milhdo semeados na safra 2019/20. A
produtividade das lavouras foi estimada em 7.003 quilos por hectare, superior em 4,3% aos 6.713
quilos por hectare na temporada passada (CONAB, 2021).

O estado do Maranhio tem ocupado posigdo de destaque do ponto de vista social e
econdmico, pois ¢ responsavel por suprir a populagio com consideravel aporte de calorias e
proteinas na sua dieta basica. Em relagdo a 4rea de produgdo foi de 95,2 mil ha' com produgdo
equivalente a 5.690 mil toneladas e produtividade de 3,47 toneladas ha ' (CONAB, 2021).

No entanto, o produtor maranhense ainda utiliza técnicas tradicionais de controle
de insetos-praga e doengas nas lavouras de arroz, contribuindo com perdas tanto na quantidade
como na qualidade do grio. E entre os insetos-pragas, Rupela albinella Cramer, 1781
(Lepidoptera: Crambidae), ¢ uma mariposa branca conhecida vulgarmente como broca do arroz
(VAN DINTHER, 1961) ou noiva-do-arroz (FERREIRA, 2006).

No que se refere aos sintomas decorrentes da alimentagdo das larvas nas plantas de
arroz, a noiva-do-arroz provoca o sintoma de “coragdo-morto” na fase vegetativa e o sintoma
de “panicula-branca” na fase reprodutiva contribuindo com redugdo significante na produgdo
de grios. E quanto aos métodos de controle para R. albinella ndo existe nenhum agrotéxico
registrado no Brasil (SISTEMA DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS, 2021) havendo

dessa forma a indicagdo de controle cultural e bioldgico para o manejo em lavouras de arroz

(FERREIRA, 2006).
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9

Quanto o controle bioldgico, Telenomus sp, n. (Hymenoptera: Scelionidae) foi
reportado como parasitoide de ovos de R. albinella em cultivo de arroz irri gado no Maranhiio
com parasitismo natural de 68,64% (BARROS, 2020). A presenga desse parasitoide em 4reas
orizicolas do estado ¢ importante para o sistema de mancjo integrado de R. albinella. No
entanto, o potencial de agentes de controle biologico levantados em estudos de R. albinella
permanece pouco investigado.

Nesse sentido, a ocorréncia da espécie Telenomus sp. n. abre perspectivas para que esse
parasitoide seja estudado e informagdes acerca da caracterizagio molecular para o
conhecimento da sua diversidade genética, permitem sua correta identificagdo e caracterizagdo
(CAMARGO, 2014; VIEIRA, 2011), bem como, a discriminagdo de espécies correlacionadas
(ROUGERIE et al., 2009). Além disso, as técnicas moleculares sdo tteis para o entendimento
da relagdo parasitoide-hospedeiro tendo em vista programas de controle biologico (GARIEPY
etal., 2013, SOW et al., 2019).

A identificagdo de espécies pertencentes ao género Telenomus é complexa devido ao
seu tamanho microscépico (KENIS et al., 2019), uma vez que, as técnicas atuais consistem na
identificagdo morfoldgica por especialistas, que se torna mais trabalhosa e demorada (CHEN er
al.,2021).

Portanto, o objetivo da pesquisa é caracterizar por andlise molecular a populagdo de

Telenomus sp. n. oriunda de ovos de R. albinella em lavoura de arroz no Maranhdo, Brasil.

2 REVISAO DE LITERAURA

2.1 A Cultura do arroz (Oryza sativa L.) no Brasil

O cultivo do arroz se iniciou hé mais de 6.500 anos (FERREIRA e al., 2005). O
arroz cultivado pertence a espécie Oryza sativa L., diferenciando-se em duas subespécies ou
grupos varietais, a japonica e a indica. Além das diferencas no tipo de planta, 0s grupos
apresentam diferentes tipos de grdos, por exemplo o grupo japdnica, dominante em regides
elevadas do sudeste e sul da Asia, clima temperado, grdos curtos e redondos, enquanto 0 grupo
indica, est4 disseminado por toda a Asia tropical e dominante no sul do continente indiano,
apresenta grios longos e finos (PINHEIRO, 1999).

Os genotipos de arroz irrigado cultivados no Brasil pertencem ao grupo Indica,
sendo, na maioria dos casos, selegdes locais de genotipos do Centro Internacional de

Agricultura Tropical (CIAT), na Colémbia, dos Programas do Instituto Internacional de
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Pesquisa de Arroz, em Filipinas ¢ do produto de cruzamentos entre csses mesmos gendtipos.
Os genotipos tradicionais de sequeiro do Brasil periencem ao grupo japOnica tropical
(PINHEIRO, 1999).

O arroz ¢ um dos cereais mais produzidos ¢ consumidos no mundo, sendo o
principal alimento para mais da metade da populagdo do planeta. O cercal destaca-se
principalmente em paises em desenvolvimento, como por exemplo o Brasil, desempenhando
um papel estratégico em niveis social ¢ econdmico (FAO, 2006). No mundo o consumo em
média ¢ de 54kg/pessoa/ano, ¢ no Brasil ¢ de 32 kg/pessoa/ano (EMBRAPA, 2013; USDA,
2020).

E um dos principais alimentos da dieta, sendo responsdvel pelo fornecimento de
715 keal per capita por dia, contribuindo com 20% de proteinas, 27% de carboidratos ¢ 3% de
lipidios na alimentagdo (KENNEDY et al., 2002). Esses dados evidenciam a importéancia desse
cereal para a alimentagdo da populagdo, ¢ a falta deste pode representar risco a qualidade
nutricional alimentar podendo afetar diretamente a saide humana (WALTER ef al., 2008).

O arroz possui diversas propriedades nutricionais que podem estar presentes no
farelo ou no endosperma e tem sido relacionado diretamente a efeitos benéficos no organismo
humano (XIA et al., 2003). Estudos demonstram que essas propriedades nutricionais podem
ajudar na redugdo de lipidios séricos, no controle da glicose e pressdo arterial além de auxiliar
na prevengao de doengas cronicas como diabetes e outras doengas cardiovasculares (XIA et al.,
2003). Outras pesquisas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de evidenciar caracteristicas
nutricionais importantes do arroz, como por exemplo a obtengéo de grdos com maior teor de
vitamina A, ferro, zinco e aminoacidos (WALTER, M. et al., 2008).

A orizicultura brasileira desempenha papel importante por produzir quantidade
suficiente para suprir a demanda interna do pais com excedente do cereal, sendo parte destinada
ao mercado intemacional (EMBRAPA, 2016). No entanto, a produgao de arroz oscila a cada
ano em quantidade, quanto em niumero de paises produtores e exportadores O Brasil também
importa arroz da Argentina, Paraguai ¢ Uruguai, devido a competitividade ¢ demandas do
mercado (FERREIRA; MENDEZ DEL VILLAR, 2018) e se destaca como o terceiro
importador liquido entre os maiores importadores mundiais (COSTA; SOUZA, 2019).

2.2 A Cultura do arroz (Oryza sativa L.) no Maranhiio

Os agorianos adentraram com o arroz vermelho no Maranhéo provavelmente entre

os anos de 1619 a 1649, sendo cultivado quase que exclusivamente até 1772, pois o cultivo foi
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proibido para estimular a produgfio do arroz branco. Por sua vez, o arroz branco ¢ conhecido
como arroz de Carolina e seu plantio foi incentivado para abastecer principalmente Portugal,
que naquela ¢poca enfrentava problemas de déficit de cereais (CONAB, 2015).

Na década de 1970, o estado do Maranhio chegou a ser o primeiro produtor de
arroz de sequeiro no Brasil ¢ o segundo maior produtor participando com 18% da produgio
nacional ¢ responsdvel por ocupar 20% das dreas de cultivo. No entanto, a partir de 1980, as
areas tradicionais de cultivo, localizadas no vale de rios, passou a ser ocupada pela pecudria
bovina, causando redugdo em arcas plantadas ¢ produgio (CONAB, 2015).

O estado do Maranhdo apresentou taxas negativas de crescimento para a produgio,
area colhida e produtividade, principalmente entre os anos de 1975 até 2010. Esse processo
ocorreu devido ao declinio que levou a substituigdo gradual das 4reas tradicionais de cultivo,
nos vales dos principais rios ¢ na Baixada Maranhense, pela pecudria, dessa forma, levou o
arroz a migrar para lerrenos menos férteis.

Em 2010, o municipio de Arari (4,13 t/ha) se destacou como o maior produtor no
estado em relagdo a produtividade, enquanto, em termos de produgdo Grajau (18.880 ton) e
Caxias (10.079 ton) se sobressairam, e ja em relagdo a drea colhida a queda na produgdo de
arroz no estado esta diretamente relacionada com a redugdo da drea colhida (ZONTA; SILVA,
2014). Em 2019, os dez maiores municipios produtores de arroz em casca no estado foram:
Grajau (13.171 ton), Sdo Mateus do Maranhdo (12.434 ton), Arari (11.822 ton), Vitéria do
Mearim (5.896 ton), Riachdo (5.105 ton), Balsas (5.059 ton), Alto Parnaiba (3.720 ton), Viana
(3.476 ton) Codo (3.203 ton) e Tuntum (3.028 ton) (SAGRIMA, 2020).

O arroz no Maranhio é um produto de grande valor social devido ao seu relevante
papel na dieta maranhense e econdmico na participagdo da economia do estado. Excetuando-se
o sistema de cultivo em alguns plantios mecanizados em terras altas, em vérzea com irrigagdo
controlada, além do plantio consorciado ou solteiro com baixa tecnologia (MOURA, 2017).

Quanto aos sistemas de cultivo do arroz adotados no estado do Maranhdo, tém-se
destacado o de terras altas, cujo parte do solo fica submersa a uma ldmina de agua, ou seja, a
lavoura ¢ naturalmente “irrigada” com dgua pluvial, o que torna esse sistema conhecido como
arroz de sequeiro favorecido. E nessas éreas é possivel atingir uma produtividade de até 10 t/ha,
com a vantagem de ter um custo de produgdo bem menor do que no sistema irrigado, pois ndo
ha gastos com o bombeamento da 4gua para dentro da lavoura, nem investimentos em
infraestrutura de irrigagdo (ABREU et al., 2017).

Outro modelo de cultivo é o arroz irrigado, onde arroz irrigado produziram mais,

tanto no ambiente com alta tecnologia (Sdo Mateus do Maranhdo), quanto no ambiente de
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média tecnologia (Itapecuru Mirim) (ABREU er al., 2017), com o uso sistematico de irrigagdo
por inundagdo (GASPAR et al., 2005),

De acordo com Ferraz Junior (2000) o sistema denominado de vazante de cultivo
de vdrzeas imidas ndo-sistematizadas, ¢ caracterizado pelos agricultores quando sc dio ¢m
fungdo dos regimes pluvial, fluvial ¢ da fertilizago periédica dos solos rico em matéria
organica ¢ com outros sedimentos, Esse sistema ¢ denominado pelos agricultores maranhenses
¢ por outras regides do Nordeste, como plantio em vazante ou simplesmente vazante, em fungio
a vazdo das dguas de lagos ou rios ¢, nas margens dos quais se d4 o cultivo dos mais variados
produtos agricolas, em especialinente o do arroz (VARGAS, 1999).

O arroz no sistema de (erras altas tem se destacado entre a grande maioria dos
produtores maranhenses em ambiente da agricultura familiar, onde muitos ndo dispde de
tecnologias para atingir produtividade satisfatéria (SANTIAGO, 2017), ¢ realizado em
pequenas dreas conhecidas por “roga no toco”. Nesse sistema, a cultura do arroz ¢ mantida com
baixo grau técnico, em consdreio muita das vezes com milho e fei jdo, onde o produtor desmata
a mata nativa e faz o plantio apés a queima das arvores e arbustos, sendo a colheita realizada
manualmente ¢ a secagem dos graos feita na propria lavoura ou no “quintal de casa”, o que

resulta muitas vezes em graos de baixa qualidade (MENDEZ DEL VILLAR et al.,2001).

2.3 Descrigio e aspectos biologicos de Rupela albinella

Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidae) conhecida vulgarmente
como broca do arroz (VAN DINTHER, 1961) e noiva-do-arroz (FERREIRA, 2006). E assim
designada, por ser uma mariposa de cor branca com aparéncia sedosa e proximo a cabega
apresenta tufos de pelos brancos com aspecto parecido a uma grinalda de noiva (Figura 1)

(HICKEL et al., 2018).

Digitalizado com CamScanner



Figura 1. Adulto de Rupela albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidac).

Fonte: HICKEL, E. (2019). < hnps://www.rtsearchgale.net/publicnlion/330480952_Fichu_Tecnicn_-_Noiva-do-
arroz>

O ciclobiologico de R. albinella é de 54 a 77 dias, sendo qua a fase de ovo apresenta
duragao de 7 dias, a de larva de 35-40 dias ¢ a de pupa de 7-12 dias (FERREIRA, 2006). Os
adultos apresentam longevidade em torno de quatro a seis dias ¢ migram para os arrozais

quando as plantas tém aproximadamente 30 dias de idade (FERREIRA, 2006).

Figura 2. Ciclo biolégico de Rupela albinella no arroz.

Fonte: HICKEL, E., er al. (2018). < https://www.epagri.sc.gov.br/>
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Os ovos de R. albinella sio planos e ellpticos com 1,0 mm de dimensdo e
apresentam coloragdo amarelada quando recém ovipositados e avermelhados ao final do
periodo de incubagdo (Figura 3) (FERREIRA, 2006). E so inseridos em associagdes na planta
hospedeira na face adaxial (parte superior) das folhas de arroz (VAN DINTHER, 1961) sendo
revestidos por uma massa esbranquigada de aparéncia de um floco de algoddo (HICKEL et al.,
2018). Apos os intervalos de 8 a 9 dias ocorre a eclosdo das larvas ¢ em poucas horas, migram
para a regido axial da folha, perfurando a bainha e penetrando na regidio do entren na parte
oca, podendo também atingir o interior do caule abrindo galerias no colmo da planta (VAN
DINTHER, 1961).

Figura 3. Ovos de Rupela albinella ovipositados na face abaxial da folha de arroz.

Fonte: HICKEL, E. (2019). < https://www.researchgate.net/publication/330480952_Ficha_Tecnica_-_Noiva-do-

arroz>

O periodo larval de R. albinella pode variar de 28 a 36 dias e ocorre cinco ecdises.
As lagartas apresentam de 25 a 35 mm de comprimento com trés pares de pemas toricicas e

cinco abdominais e a cabega ¢ de cor amarela ou marrom-escuro € o restante do corpo é marrom-

claro (Figura 4) (FERREIRA, 2006).
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Figura 4. Lagaria de Rupela albinella Cramer.

Foto: HICKEL, E. (2019). < https.//www.researchgate. net/publication/330480952_Ficha_Tecnica_-_Noiva-do-

arroz>

A fase de pupa acontece dentro do entrené da planta e dura de 10 a 13 dias (VAN
DINTHER, 1961). As pupas sdo de cor marrom-claro, com 10 a 20 mm de comprimento € assa
fase ocorre no interior do colmo (FERREIRA, 2006). Os adultos apresentam coloragdo branca
e medem aproximadamente 40mm de envergadura (FERREIRA, 2006). As fémeas sdo maiores
e mais robustas em comparagdo aos machos (Figura 5). Além disso, as fémeas se diferenciam-
se dos machos pela presenga de pelos de coloragdo alaranjada no tltimo segmento do abdome

(HICKEL et al., 2018). Cada fémea realiza de duas a trés posturas com 80 a 120 ovos
(FERREIRA, 2006).

Figura 5. Macho e fémea de Rupela albinella em lavoura de arroz.

Foto: PEREIRA, F. A. D. 8. (2019).
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Os danos nas plantas de arroz sdo provocados pelas lagartas que alimentam-se do
parénquima das folhas, principalmentc no tecido interno das bainhas ¢ provocam manchas
marrom-amareladas. Depois da primeira ecdise, no segundo instar penetram nos colmos, no
anel de crescimento logo acima do no, onde constroem galerias. Na fase vegetativa do arroz,
causa o sintoma de “coraglio morto” ¢ na fasc reprodutiva o de “panicula branca”, sendo que
10 % de coragdo morto e 1% do sintoma de panicula branca, resultando assim em 2% a 3% de
perdas na produgdo de graos (FERREIRA, 1998), podendo essa perda ser aumentada caso nio
ocorra o controle dessa praga na lavoura,

Figura 6. Sintoma de “coragdo-morto™ na fase vegetativa (A) e de “panicula-branca” (B) na

fase reprodutiva resultantes da alimentagiio de Rupela albinella no colmo do arroz.

Fonte: HICKEL, E. (2019). < https://www.researchgate.net/publication/330480952_Ficha_Tecnica_-_Noiva-do-

arroz>

Em lavoura de arroz irrigado em Santa Catarina Hickel e Oliveira (2021), a
mariposa apresentou ocorréncia e com maior intensidade-no més de margo no Litoral Norte e
em dezembro no Sul do estado e por sua vez é considerada como praga de ocorréncia
esporadica.

Quanto aos fatores que podem estar relacionados a suscetibilidade de ataque de R.
albinella nas lavouras de arroz, cita-se as cultivares de maior porte e com folhas lisas e colmos
mais grossos e principalmente quando submetidas a elevadas doses de nitrogénio (SOSBAL,
2014), pois o excesso do fertilizante tem relagdo com o a incidéncia de maior dano de R.
albinella nas lavouras de arroz (FERREIRA, 2006).

Além disso, para R. albinella ndo existe nenhum agrotoxico registrado no Brasil
para o seu controle (AGROFIT, 2021) havendo dessa forma a indicagdo do controle cultural e
biolégico para o manejo em lavouras de arroz (FERREIRA, 2006). E entre as medidas culturais,
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destaca-se a destruigdo de restos culturais, evitar escalonar o plantio de arroz além da adubagéo
equilibrada de nitrogénio (FERREIRA, 2006).

2.4 Controle biolégico na cultura do arroz

De acordo com Van Lenteren et al., (2018), o controle bioldgico ocorre quando se
faz 0 uso de uma determinada populagio de um organismo para reduzir a populagio de outro
organismo considerado praga. O controle biologico é classificado em controle biolégico
natural, cléssico, de conservago ¢ aumentativo (EILENBERG e al., 2001; COCK et al.,2010).

No controle biol6gico natural os organisinos considerados pragas sdo reduzidos por
organismos benéficos de ocorréncia natural no ambiente, sem intervengdo humana e representa
em se tratando de termos econdmicos, 0 que mais contribui para o controle de pragas na
agricultura (WAAGE; GREATHEAD, 1988). No controle biolégico classico, os inimigos
naturais sdo coletados em uma regido de exploragdo e liberados em 4rea de interesse para
controlar a praga, e também apresentar beneficios econdmicos, pois reduz a populagdo de
pragas (COCK et al., 2010).

O controle biolégico por conservagdo consiste em agdes humanas que protegem e
estimulam o desempenho de inimigos naturais que ocorrem naturalmente no ambiente
(MENDES et al., 2011). Segundo Van Lenteren et al. (2018), essa forma de controle biolégico
vem recebendo atengdo para o controle de pragas. E por fim, o controle bioldgico aumentativo
os inimigos naturais (predadores, parasitoides ou microrganismos) sdo criados em massa para
liberagdo em grandes nimeros, seja para controle de pragas durante varias geragdes em lavouras
com um longo ciclo de produgdo ou para obter o controle imediato de pragas em lavouras com
um ciclo de produgéo curto (COCK et al., 2010).

A situagdo do manejo integrado de insetos-praga da cultura do arroz no Brasil, a curto
prazo, poderia ser melhorada se o conhecimento cientifico e tecnologico, ja disponivel, fosse
utilizado. H4 recomendagdes de varias estratégias a exemplo do controle bioldgico (MARTINS
et al., 2009).

O controle biolégico com a utilizagdo de inimigos naturais como parasitoides,
predadores e entomopatogenos podem ser alternativas, pois estes sdo capazes de regular as
pragas em seu ambiente natural reduzindo a densidade das suas populagdes e consequentemente
os danos as plantas hospedeiras (FRITZ et al., 2008). Nesse sentido, o Manejo Integrado de
Pragas (MIP) é uma pratica que vem sendo difundida na cultura do arroz no Brasil, onde

agricultores e pesquisadores tém buscado estratégias para o mancjo de pragas.
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A eliminagdo dos organismos considerados importantes no controle biolégico tem
prejudicado a eficiéncia desse controle no MIP. Além disso, a auséncia de inimigos naturais
tem levado a um constante aumento dos insctos fitofagos, o que tem sido um dos fatores
limitantes na cadeia produtiva do arroz,

Apesar dos registros da ocorréncia de parasitismo natural por parasitoides em ovos de
R. albinella em arroz no Brasil (FERREIRA et al. 2001; SILVA 2018: BARROS, 2020) ndo
existem informagdes suficientes sobre esses agentes de controle biologico em lavouras de arroz.

Os parasitoides himendpteros sdo importantes controladores de populagdes de
larvas de Lepidoptera, uma vez que, possuem alta densidade populacional quando comparado
com outras ordens de insetos, sendo o recurso mais abundante em termos de biomassa
(FERNADEZ:; SHARKEY, 2006). Por regular as populagdes de outros insetos, muitas espécies
de himenopteros sdo utilizadas no controle biologico ¢/ou integrado de pragas agricolas com
sucesso (PERIOTO, 2002).

O ciclo biologico de um parasitoide tem inicio na busca pelo hospedeiros, que no
caso, muita das vezes ¢ realizada pelas fémeas. Em alguns casos, a oviposigiio ¢ feita no
ambiente em que se encontra. Esse processo externo de oviposigdo pode ser, com ovos
depositados no tegumento do hospedeiro, ou internamente, geralmente observado em
himenopteros, que podem utilizar seu ovipositor que facilita o processo de parasitismo, como
virus ou células nutricionais, venenos junto aos seus ovos ( FONTES; VALADARES-INGLIS,
2020).

Dessa forma, algumas espécies de parasitoides parasitam ovos de R. albinella,
como as que pertencem a familia Trichogrammatidae (Trichogramma pretiosum Riley e
Trichogramma lasallei Pinto) e Platygastridae (7elenomus sp. nov. 1 ¢ Telenomus sp. nov. 2)
(SILVA, 2018). E recentemente, Telenomus sp. n. foi reportado como parasitoide de ovos de
R. albinella em cultivo de arroz irrigado no Maranhdo (BARROS, 2020)

2.5 Taxonomia integrativa

A taxonomia integrativa é uma ferramenta que se utiliza marcadores
moleculares (DNA nuclear e/ou mtDNA), caracteres morfologicos e ecolégicos, com a
finalidade de auxiliar na identificagdo da biodiversidade global (SEBERG et al., 2003).
Dayrat (2005) relatou que uma abordagem integrativa devera fazer da taxonomia, pois,
devido a sua complexidade, a diversidade precisa ser estudada por meio de perspectivas

miltiplas e complementares.
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Além disso, 0 sequenciamento de DNA (em fornccido informagées valiosas ¢ tem
reforgado ¢ complementado os dados ecologicos e morfolégicos, fazendo contribuigdes
significativas para o entendimento dos processos evolutivos em insetos (CATERINO et dl.,
2000). Embora, ocorra controversas sobre o assunto entre os sislematas na escolha de
marcadores genéticos para a construgdo de filogenias, o que explica o grande niimero de
trabalhos usando genes diferentes. Essa situagdo problemaética ndo ¢ predominante em outros
grupos, como plantas e vertebrados. Para ambos, geralmente ha um reduzido grupo de
marcadores aceitos como padrdo, sendo usados globalmente para todos os taxons com o intuito
de acumular dados similares (CATERINO e al., 2000: GENBANK, 2017).

HOFFMANN-CAMPO et al. (2012), relatam que as informagdes geradas por
sequenciamento de alguns genes podem proporcionar conhecimentos importantes na
identificagdo de espécies a partir de um ovo por exemplo, partes do corpo ou pedagos de tecidos.
Assim, ovos de insetos filogeneticamente préximos podem apresentar caracteristicas muilo
semelhantes, dificultando a identificagdo das espécies (HOFFMANN-CAMPO er al., 2012).
Desse modo, por meio técnicas apropriadas, € possivel realizar a extragdo de DNA de um tinico
ovo, amplificar parte do seu DNA mediante reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e realizar o
corte do DNA amplificado com enzimas de restrigdo (OLIVEIRA et al., 2007).

Dessa forma, a importincia de se amostrar diversos genes nas reconstrugdes
filogenéticas é bem reconhecida (RANNALA, YANG, 2008). O DNA mitocondrial e o
ribossomal nuclear sdo alvos convenientes devido aos sitios de ligagdo conservados para os
primers e a facilidade de amplificagdo baseada em seu numero de cépias elevadas. Ainda
assim, ambos podem ser problematicos para resolver relagdes filogenéticas profundas: ser
modificado por bactérias simbiontes do organismo ou o DNA mitocondrial pode apresentar
uma taxa elevada de mutagdes em alguns genes (MORAIS et al., 2012).

O DNA mitocondrial acaba sendo o mais comumente utilizado para a
caracterizagdo molecular de insetos, exemplo disso, € a técnica molecular denominada “DNA
barcoding”, funciona como um sistema bioindicador (GULLAN; CRANSTON, 2017).

Os produtos resultantes quando separados em géis de eletroforese geram um padréo
de bandas de DNA, que pode ser o diagnéstico da espécie. Da mesma maneira, técnicas de
biologia molecular podem auxiliar na identificagéio de insetos cujas fases imaturas apresentam
pouca diferenciagdo ou nenhuma caracterizagdo morfolégica descrita. Segundo (CABRERA et
al.,2008) estudos de caracterizagio morfol6gica de espécies novas podem ser complementados
com a caraclerizagdo molecular de genes ou parte deles, de forma a enriquecer a descrigio da

espécie e facililar estudos posteriores.

Digitalizado com CamScanner



20

Hebert e al. (2003) propuseram que um sistema de codigo de barras de DNA para
a vida animal poderia ser baseado na diversidade de sequéncia no citocromo ¢ subunidade I da
oxidase (COI). Eles estabeleceram ainda que a diversidade nas sequéncias de amino4cidos
codificadas pela seglio 5° deste gene mitocondrial era suficiente para colocar as espécics de
forma confidvel em categorias taxondmicas mais altas, podendo ser de filos a ordens. Além
disso, baseado no COI diante do sistema de identificagdo poderia ser desenvolvido para boa
parte dos animais sem restrigdo.

O grande desafio para os pesquisadores é a identificagdo répida e confiavel de
parasitoides, ¢ principalmente quando encontram espécies de Trissolcus, incluindo 7.
Japonicus, apresenta cerca de 1 mm de comprimento. No entanto, os métodos atuais dependem
muito da identificagdo morfologica de especialistas, o que leva a demora da identificagdo,
tornando-a dificil e trabalhosa para quem ndo tem treinamento extensivo.

Portanto, a utilizagio de um método especifico usando ferramentas moleculares
pode fornecer resultados répidos e confidveis na identificagdo de microhimendpteros coletados.
Dessa forma, foi ocorrido por Chen er al. (2021) que otimizaram e validaram com a
identificagdo por meio de métodos convencionais de extragio de DNA, PCR e eletroforese em
gel da vespa Tr. japonicus, uma vez que, ela parasita ovos de percevejo marrom, € com novos
primers especificos de espécies que almejam a regido variavel da subunidade 1 da citocromo ¢
oxidase mitocondrial (CO1) locus pode-se a chegar a identificagdo de espécies.

Wengrat ef al. (2021), usaram uma abordagem integrativa para identificar
parasitoides de ovos de Spodoptera frugiperda Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) e S.
cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae) em lavouras de milho e soja no Brasil, e
por meio da combinagdo de uma chave taxonémica baseada na genitalia masculina com cddigo
de barras de DNA, e por meio de um fragmento do gene mitocondrial da subunidade I da

citocromo ¢ oxidase, chegaram a identificagdo do parasitoide 7elenomus remus nas posturas.

3 MATERIAL E METODOS

A populagdo de insetos foram coletados em 2 ha™' de lavoura comercial de arroz irrigado
no municipio de Arari, MA (latitude 03°27°14"S ¢ longitude 44°46°48"W) cntre os meses de
margo a maio de 2019. Na érea ndo houve atribuigio de tratamentos quimicos ou biologicos 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).
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As amostragens foram mensais (n=3) ¢ iniciaram-sc a partir dos 35 DAE (dias ap6s a
emergéncia das plantas) até o final do ciclo da cultura, As coletas ocorreram ao longo das
fileiras de plantio do arroz ¢ quando observadas as massas de ovos de R albinell nas plantas,
a partc 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 Laboratorio de
Entomologia da UEMA.

No laboratério, 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 e al., 2004), sendo examinadas diariamente para verificar a
eclosdo de lagartas € a emergéncia dos parasitoides (DEQUECH ef al., 2013; SILVA, 2018).

Os parasitoides emergidos foram conservados em alcool a 96% e enviados
posteriormente para taxonomista Nadja Silva da Universidade Estadual Paulista, Campus de
Botucatu, Sdo Paulo, SP, para identificagio morfologica a nivel de familia e género de acordo
com Johnson (1984) e Masner (1976). Em seguida, uma amostra da populagdo (n = 400) foi
enviada para Ana Paula S. G. Wengrat do Laboratério de Ecologia Molecular de Artropodes da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de Sao Paulo (Piracicaba- SP)
para a caracterizagdo molecular 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 amplificagdo por reagdo 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 e al., 2003).

As reagdes de cadeia de polimerase foram realizadas contendo um volume final de 25
uL de concentragdes dos componentes da reagdo segundo o trabalho de Gariepy e al. (2014).
As condigdes de amplificagdo utilizadas de 94 °C por 5 min para desnatura¢io 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, ap6s eletroforese em gel de
agarose a 1,5% corado com SYBR Safe (Life Technologies).

O processo de purificagdo subsequente foi realizado usando-se 1 pl (20 U pl-1) de
Exonuclease I (Thermo Fisher Scientific ™) e 2 pl (1 U pl-1) de fosfatase alcalina
termossensivel FastAP ™ (Thermo Fisher Scientific ™) para 10 pl do produto final de PCR.
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As condigdes do termociclador utilizados para a purificagllo 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 feito a andlise da regifio barcode com os cromatogramas das sequéncias
dc cada individuo. Os individuos foram verificados, editados ¢ alinhados para produgdo da
sequéncia consenso no aplicativo Sequencher 4.8 (Gene Codes Corp.. Ann Arbor, MI).
Posteriormente, as sequéncias submetidas a0 BOLDSystem (www.boldsystems.org/) ¢
NCBI/BLASTn (www.ncbi.nlm nih.gov).

Os espécimes voucher identificados foram depositados na Colegdo de Insctos
Entomofagos “Oscar Monle”, do Instituto Biologico, em Campinas, SP, Brasil ¢ apés a

finalizagdo da identificagdo a nivel de espécie serdo incluidos na colegdo Entomologica Iraci
Paiva Coelho da UEMA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

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 7).

Figura 7. Amplicons observados sob luz ultravioleta, apds eletroforese em gel de agarose

1,5% corado com SYBR Safe (Life Technologies).

--—.n——-—_—-—-‘—-ﬂt———

Foto; WENGRAT, A. P. 8. G. (2021).

Quando foi submetida as sequéncias ao banco de dados do Bacorde of Life Systems

¢ BLASTn, foi obtida homologia de aproximadamente de 91% com sequéncias denominadas

Telenomus sp. coletados no Canada (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma do sequenciamento obtido do gene mitocondrial citocromo oxidase
1 (COI) pelo método Sanger,
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Foto: WENGRAT, A. P. S. G. (2021).

A técnica molecular do DNA Barcode mostrou-se cficiente na identificagdo da
espécie Telenomus sp. nov 1 e confirma a presenga de nova espécie de Telenomus sp. no
Maranhdo, 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. Além disso, as duas
sequéncias de 7elenomus sp. nov 1 obtidas no estudo, ndo fornecem apenas dados moleculares,
mas também serve como ferramenta util para andlise da distingdo de outras espécies do género
Telenomus no Brasil e no Maranhdo, uma vez que poucas espécies de Telenomus sp. foram
identificadas no Brasil.

No Brasil, existem relatos sobre a ocorréncia de parasitoides de ovos de R. albinella
na cultura do arroz nos estados do Tocantins do Goids, Piaui e Maranhdo segundo Silva (2018).
com destaque para quatro espécies, duas pertencentes a familia Trichogrammatidae com as
espéeies, Trichogramma pretiosum;, Trichogramma lasallei ¢ duas novas espécies pertencentes
a familia Platygastridae pertencentes ao género Telenomus sp. nov. 1 e Telenomus sp. nov. 2,
que foram identificados em nivel morfolégico. A espécie Telenomus sp, nov. 1 relatada por
Silva (2018) no MA ¢ também foi identificada por Barros (2020) como parasitoide de ovos de

R. albinella em lavoura de arroz no municipio de Arari, Maranhio,
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Wegrant ef al. (2021) relataram que (écnica molecular do DNA Barcode é uma
jerramenta oficiente para identificagllo de 7elenomus sp. coletados no Brasil ¢ mostrou-se uma
baixa distineia genética quando comparndos com a populagio de 7e. remus obtidos nos
laboratorios da Venczuela, além dos demais codigo de DNA de 7e. remus obtidos em bancos
de dados online.

De acordo com o primeiro relato de Kenis ef al. (2019) de parasitoide de ovos de
‘\‘pmloprcmﬁugipcrda em campo aberto da Africano qual obteve das treze sequéncias (Benin-
7. Costa do Marfim -1, Kenia- 1, Niger- 3, Africa do Sul -6) de codigo de barras resultante
desse estudo 100% de homologia entre si, com identificagdo realizada por comparagdo dos
dados disponibilizados em BOLD, ou seja, mais de 99% dos pares estudados mostraram-se
correspondentes a uma série de 31 espécimes disponivel em BOLD e caracterizadas como 7e.
Remus.

Portanto, a utilizagdo da taxonomia integrada é um método mais eficiente e
acessivel para realizagdo de extragdo e sequenciamento de DNA que se tornou uma altemativa
viavel para identificar formalmente as espécies (POLASZEK et al., 2021). Portanto, trata-se de
uma metodologia muito indicada para a elaboragdo de c6digos de barras de DNA, tendo em
vista que, esses insetos podem ser base para pesquisas futuras (WEGRANT et al., 2021).

Assim, a utilizagdo de técnicas moleculares pode fornecer a identidade das espécies
de dificil identificagdo, além disso, ela fornece recurso para complementar e para testar
conceitos de “parentescos” que fundamentam-se em dados morfologicos limitados (BORBA e
al., 2005).

Além disso, a identificagio precisa de agentes de controle biolégico garantir o
conhecimento da diversidade genética em populagdes de insetos, isso acaba possibilitando o
sucesso das técnicas no controle biolégico. Nesse sentido, os marcadores moleculares sdo
ferramentas que disponibilizam resultados precisos em curto periodo para identificagdo de
microhimendpteros (CHEN et al., 2021), além de apoiar pesquisas futuras no uso de
parasitoides como agente de controle bioldgico. Assim, Gariepy ef al. (2014) afirmaram que a
identificagéio precisa de inimigos naturais é um passo fundamental no programa de controle
biolégico.

De acordo com Agusti et al. (2005), as técnicas moleculares de espécies podem
reduzir custos, economiza tempo, espago ¢ pode permitir uma estimativa mais completa do
indice de parasitismo, além de permitir a identificagio de hospedeiros parasitados
simultancamente por dois parasitoides distintos, entretanto, ndo indica qual iré sobreviver ¢

emergir do hospedeiro.
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No trabalho de Barros (2020), obteve um parasitismo natural de Telenomus sp. em
R. albinella de 68,64% em lavoura de arroz no Maranhio, isso indica a importincia como
agente de controle biolégico e regulador da populagdo de noiva-do-arroz. Além disso, a
capacidade adaptativa ao agroecossistema orizicola, abre perspectivas da sua utilizago em

programas futuros de controle bioldgico aplicado e/ou conservativo, assim, integrando essa
alternativa no Manejo Integrado de Pragas.

Portanto, esse estudo fornece dados moleculares como ferramenta util para anélise
da distingdo de outras espécies do género Telenomus no Brasil e no Maranhdo, uma vez que

poucas espécies desse parasitoide foram identificadas em nosso pais.
Assim, fica evidente que de acordo com essa taxonomia integrativa é possivel
utilizar esse agente de controle bioldgico nos futuros programas de controle biolégico que vai

fomentar a liberagdo desses agentes em cultivos de arroz para o controle de R. albinela.

5 CONCLUSAO

Os parasitoides coletados nas massas de ovos de R. albinela no arroz apresentaram

uma homologia a espécie de Telenomus sp. identificado no Canada.
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