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AULA DE VOO

“O conhecimento

caminha lento feito lagarta.

Primeiro ndo sabe que sabe

e voraz contenta-se com o cotidiano orvalho

Depois pensa que sabe

e se fecha em si mesmo:

faz muralhas,

cava trincheiras,

ergue barricadas.

Defendendo o que pensa saber
levanta certezas na forma de muro,
orgulhando-se de seu casulo.

Até que maduro

explode em voos

rindo do tempo que imaginava saber
ou guardava preso o que sabia.

Voa alto sua ousadia

reconhecendo o suor dos seculos

no orvalho de cada dia.

Mesmo o v6o mais belo

descobre um dia néo ser eterno.

E tempo de acasalar:

voltar a terra com seus ovos

a espera de novas e prosaicas lagartas.

O conhecimento é assim:
ri de si mesmo

e de suas certezas

E meta da forma
metamorfose

movimento

fluir do tempo

que tanto cria como arrasa

a nos mostrar que para o voo
é preciso tanto o casulo

como a asa.”

Mauro Luis lasi
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Resumo

Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) é uma praga voraz de diversas culturas
de importancia econémica no Novo Mundo. No Brasil, suas larvas podem ser atacadas por
diversas espécies de vespas parasitoides que sdo candidatos a agentes de controle biologico
contra essa praga. Pesquisando os parasitdides da fauna de Spodoptera frugiperda em cultivos
de milho no Brasil, duas espécies do género Campoletis, muito similares morfologicamente,

foram encontradas.

Para garantir a eficiéncia dos trabalhos de controle bioldgico, é de grande

importancia o conhecimento taxonémico das espécies relacionadas.

Exemplares de Campoletis emergidos de Spodoptera frugiperda foram
estudados morfoldgica e molecularmente, a fim de resolver os problemas taxonémicos
existentes entre as espécies C. sonorensis (CAMERON, 1886) e C. flavicincta
(ASHMEAD,1890). Os exemplares foram provenientes de trés regides do Brasil: Santa
Maria, RS; Ribeirdo Preto, SP; Sete Lagoas, MG. Fotos de material tipo das duas espécies

foram estudadas, além das suas descri¢des originais.

Os resultados indicam uma possivel sinonimia entre as duas espécies, para a
qual sera usado o nome C. sonorensis com base na lei da prioridade para 0 nome das espécies.
Apresentamos uma redescricdo para Campoletis sonorensis usando caracteres morfoldgicos e
de DNA Barcoding.

Palavras-chave: agricultura, biologia molecular, importancia econémica, morfologia,

taxonomia.



Abstract

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) is a voracious pest
of numerous crops of economic importance throughout the New World. In Brazil, their larvae
can be attacked by several species of parasitic wasps, which are candidate to biological
control agents against this pest. Surveying the parasitoid fauna on S. frugiperda in maize

throughout Brazil two very morphological similar species of Campoletis are found.

To ensure the efficiency of the biological control works, the knowledge about

the taxonomy of the species related is necessary.

Campoletis specimens emerged from Spodoptera frugiperda were studied
mofologically and molecularly, in order to solve taxonomic problems among C. sonorensis
(CAMERON, 1886) and C. flavicincta (ASHMEAD,1890). The samples came from three
regions of Brazil: Santa Maria, RS; Ribeirdo Preto, SP; Sete Lagoas, MG. Pictures from the

type material of the two species were studied, besides the original descriptions of them.

A possible sinonimy is indicated between the both species, for which the name
C. sonorensis will be used based on the priority law for species names. A redescription is
made to Campoletis sonorensis from Brazil, using morphological characters and DNA

Barcoding.

Key-words: agriculture, molecular biology, economic importance, morphology,

taxonomy.



1. Introducao

1.1  Agricultura do milho no Brasil e suas pragas associadas:

Desde a colonizagdo, a principal base da economia do Brasil é a exportagdo de
commodities. De acordo com a secretaria de Relag¢fes Internacionais do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, as exportacGes do agronegocio brasileiro em 2013
somaram 93,58 bilhdes de ddlares (BRASIL, 2013).

O modelo agricola utilizado pelo pais segue o agronegocio, que utiliza a
mecanizacdo e a industrializacdo do cultivo como formas de aumentar a produtividade e
consequentemente os lucros. A industrializacdo da agricultura é um processo que tem em
vista 0 modo empresarial e capitalista de producdo, envolvendo uma desconexao extrema da
agricultura com a natureza e com as localidades, através da progressiva substituicdo dos
fatores naturais (fertilidade do solo, predadores, culturas locais) pelos fatores tecnologicos
(agrotoxicos, herbicidas, biotecnologia). Esse modelo tem levado a uma atual crise agréria e
ambiental, uma vez que a alta produtividade tem deteriorado a base biofisica, o uso dos
insumos quimicos, degradado o solo, a agua e a biodiversidade, além de tornar os custos da
producdo bastante altos (PLOEG, 2008). Os chamados pacotes agro-tecnolégicos das
multinacionais, além de exigirem um alto investimento financeiro, tornam os produtores
dependentes das empresas uma vez que 0s organismos geneticamente modificados (OGM)
sdo associados aos herbicidas de controle e também a cobranca de royalties na
comercializacdo de seus produtos. Isso leva a uma consequente expulsdo de pequenos
agricultores do campo, que apesar de serem responsaveis por 70% da producédo de alimentos

do Brasil, ndo conseguem sobreviver a esse modelo.

Com relacdo ao cultivo do milho, o Brasil € considerado o terceiro maior
produtor mundial auto-suficiente para o consumo interno (BRASIL, 2013). A area cultivada
com o cereal no pais para a safra de 2012/2013 foi estimada em 14.743,6 mil hectares com
produtividade de 72.192 ,5 t (CONAB, 2013). Dessa produc¢éo, mais de 80% é destinada para

0 consumo interno, especialmente como matéria prima para a industria de ragOes para

1



alimentagdo animal, o que torna o cereal um importante insumo nas cadeias produtivas de
aves (postura e corte), bovinos (leite e corte) e suinos (CARVALHO et al., 2011). Além do
aspecto econémico, o cultivo do milho possui importante papel em ambito social, pois sua
producdo é exercida em mais de 5 mil municipios brasileiros, além dos demais envolvidos nas
cadeias produtivas relacionadas (BRASIL, 2008).

Apesar dessa importancia, o cultivo do milho é um dos setores onde mais se
nota insatisfacdo por parte dos agricultores quanto a lucratividade (SADRI, 2008). Além dos
problemas relacionados aos custos de producdo, outro importante motivo é a perda devido a
ocorréncia de pragas, que podem reduzir a producdo em até 72% (CRUZ; TURPIN, 1982).
Dentre as pragas estdo o curuqueré- dos- capinzais (Mocis latipes), broca da cana (Diatraea
sacharalis), cigarrinha do milho (Dalbulus maidis) entre outras, sendo a principal praga a
lagarta- do- cartucho (Spodoptera frugiperda).

Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

Spodoptera frugiperda, comumente conhecida como “lagarta- do- cartucho”, ¢
uma das principais pragas do milho em toda América e a principal praga para essa cultura no
Brasil. Ataca preferencialmente as gramineas, porém além do milho, pode atacar mais de 50
espécies de plantas de diferentes culturas de interesse econémico, como o algodao, o arroz, o
sorgo, a alfafa, o feijdo, o amendoim, a batata, a couve (CRUZ, 1995).

E originaria das regides tropicais, ocorrendo em toda América (METCALF,
1962), no Brasil foi registrada em treze Estados (LUCCHINI, 1977).

Os ovos, de coloragdo verde clara, séo colocados nas faces inferior e superior
das folhas, depositados geralmente em grupos de duas camadas em uma média de 100- 179
ovos/postura. Uma Unica fémea chega a realizar 13 posturas (CRUZ, 1995, 2008;
LEIDERMAN; SAUER, 1953). A larva, de 35 mm de comprimento, € de coloragédo que varia
entre verde escuro até quase preta. Apresenta trés linhas longitudinais estreitas de coloracao
branco amarelado na regido dorsal do corpo, lateralmente existe uma linha escura mais larga e
abaixo dessa uma linha amarelada marcado de vermelho. S&o seis instares larvais, com
aproximadamente 10 dias ao total; as pupas ocorrem no solo, sdo de coloracdo avermelhada
com cerca de 15 mm de comprimento e a duragédo dessa fase é de 14 dias (SARMENTO et al.,

2002). O ciclo total dura cerca de 30 dias no verdo, podendo chegar a até 50 dias nos meses
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mais frios (CRUZ, 1995, 2008). Os adultos possuem habito noturno, com 35 mm de
envergadura, coloragdo cinza nas asas anteriores e brancas acinzentada nas asas posteriores
(GALLO etal., 1988).

Ao atacarem as plantas, as lagartas reduzem a area foliar e assim a capacidade
fotossintética da planta. Nos milharais, ataca preferencialmente o cartucho do milho
consumindo grande parte das folhas antes da abertura dessas. Se o ataque ocorrer nos
primeiros estagios da cultura, podera levar a planta a morte reduzindo o nimero de plantas
por hectare (WAQUIL et al., 1982). As larvas podem ainda se alimentar do colmo, seccionar
a base da planta, atacar o pedunculo da espiga, impedindo a formacdo de gréos, ou ainda
atacar diretamente a espiga (CRUZ, 1995, 2008). As perdas na produgédo por ataques desta
larva podem chegar a 73% (CRUZ; TURPIN, 1982; CRUZ et al., 1999; HRUSKA; GOULD,
1997; FIGUEIREDO; PENTEADO-DIAS; CRUZ, 2006).

O controle tem sido feito por meio da pulverizagcdo de inseticidas (LIMA;
ZANUNCIO, 1976; WAQUIL, et al., 1982; VIANA; PRATES, 2003), porém populacbes
resistentes aos inseticidas ja foram relatadas (DIEZ- RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; YU:;
NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003). Entre as alternativas para a contencdo dessa praga esta o
controle biol6gico, o qual corresponde ao uso de inimigos naturais, como predadores,
patdgenos, parasitas e parasitoides, sobre as diferentes fases de vida do inseto praga
(SALLES, 1995).

1.2. Controle Bioldgico

Um dos graves problemas ambientais em decorréncia da mecanizagdo do
campo e 0 uso de insumos quimicos é a devastacdo dos organismos considerados topo de
cadeia. A auséncia de inimigos naturais tem levado a um constante aumento dos insetos
fitéfagos, o que tem sido um dos fatores limitantes a produtividade do milho. A utilizagéo
irracional de inseticidas causa maior contaminagdo ambiental, destruicdo de inimigos naturais,
e elevagdo nos custos de controle da praga, além de selecionar as populacBes de pragas
resistentes, o que leva a um ciclo vicioso tornando o agroecossistema cada vez mais
dependente dessa pratica (GEORGHIOU, 1983; CROFT, 1990). Uma alternativa a esse
modelo é o controle biologico de pragas, que através do uso de inimigos naturais, mantém as

populacdes de insetos-praga em niveis toleraveis (VILELA et al., 1998). O controle bioldgico



de pragas tem por objetivo a protecdo do meio ambiente, a maximizacdo dos beneficios
sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia ndo renovavel, a otimizacdo do uso dos
recursos naturais e socioeconémicos disponiveis e o respeito a integridade cultural das

comunidades rurais, favorecendo a sustentabilidade (NEVES et al., 2006).

Os himenopteros parasitdides sdao importantes controladores de populacbes de
larvas de Lepidoptera, pois essas sdo pouco protegidas ainda que estejam enroladas nas
folhas. Os lepiddpteros possuem alta taxa de produtividade quando comparado com outras
ordens de insetos, sendo o recurso mais abundante, em termos de biomassa (FERNADEZ;
SHARKEY, 2006).

Entre os Hymenoptera parasitoides que atacam S. frugiperda estdo: Chelonus
insularis Cresson, 1865 (Hymenoptera: Braconidae, Cheloninae) (ABLES; VINSON, 1981;
ASHLEY et al.,, 1983; RAJAPAKSE, et al., 1991; REZENDE, et al., 1994), Apanteles
marginiventris Cresson, 1865 (Hymenoptera: Braconidae, Microgastrinae) (ASHLEY et al.,
1983; RAJAPAKSE, et al., 1991), Diapetimorpha introita (Cresson, 1872) (Hymenopetra:
Ichneumonidae, Cryptinae) e Cryptus albitarsis (Cresson, 1864) (Hymenoptera:
Ichneumonidae, Cryptinae)(PAIR; GROSS, 1989), Telenomus remus Nixon, 1937
(Hymenoptera: Platigastroidea) (WADDIL; WHITCOMB, 1982), Trichogramma spp
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), Campoletis spp (Hymenoptera: Ichneumonidae,
Campopleginae) (MOREY 1971; ASHLEY, 1983; ISENHOUR, 1985, 1986; ISENHOUR;
WISEMAN, 1989; McCUTCHEON, 1991).

1.3 Himendpteros Parasitoides

Correspondem ao grupo de maior riqueza dentro da ordem Hymenoptera, a
qual é uma das quatro ordens de insetos consideradas megadiversas com cerca de 115 mil
espécies descritas (HANSON; GAULD, 2006). Relne insetos popularmente conhecidos como
vespas, formigas e abelhas que possuem importancia ecologica e econémica, por serem
polinizadores e agentes de controle biolégico (FERNADEZ; SHARKEY, 2006).

Caracterizam-se por serem insetos holometabolos, com pecgas bucais
mastigadoras, com quatro asas membranosas, acopladas com amulos, sendo as posteriores

menores que as anteriores. Os Hymenoptera parasitoides possuem um ovipositor, que em
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alguns grupos perdeu a funcdo de depositar ovos, evoluindo para um aguilhdo (HANSON;
GAULD, 1995).

Os parasitoides atacam quase todas as ordens de insetos, além de outros
artropodos como aranhas (Araneae), acaros (Acarina) e pseudoescorpides
(Pseudoescorpionida) (FERNADEZ; SHARKEY, 2006). Atuam como reguladores naturais
dessas populagdes, servindo também como bioindicadores do grau de preservacdo do
ecossistema. Sao, portanto, essenciais para a manuten¢do do equilibrio ecoldgico contribuindo
para a diversidade de outros organismos (LASALLE; GAULD, 1993; GRISSEL, 1999).

Podem ser classificados como ectoparasitoides, que possuem O
desenvolvimento larval externo ao hospedeiro e alimentam-se através de lesGes no seu
tegumento ou endoparasitoides, que se desenvolvem e alimentam-se no interior do
hospedeiro. Podem ser classificados também em idiobiontes ou cenobiontes. O parasitoide
idiobionte é aquele em que o hospedeiro apresenta pouco ou nenhum desenvolvimento apés
ter sido parasitado. Neste caso, o parasitoide eclode do ovo logo ap6s sua oviposicdo e
geralmente a fémea imobiliza o hospedeiro. O cenobionte é aquele em que a oviposi¢cdo ndo
impede que o desenvolvimento do hospedeiro continue e a larva somente o mata
posteriormente. Tipicamente, o0s parasitdides cenobiontes atrasam um pouco Sseu
desenvolvimento, eclodindo do ovo no primeiro instar larval, quando migra para um lugar
mais protegido dentro do hospedeiro, até que este alcance um estagio mais avancado de
crescimento e desenvolvimento. Os idiobiontes podem ser ectoparasitoides ou
endoparasitoides, enquanto que o0s cenobiontes normalmente sdo endoparasitoides
(FERNADEZ; SHARKEY, 2006).

1.4 Ichneumonidae

Juntamente com os Braconidae pertencem a superfamilia Ichneumonoidea,
formando um grupo monofilético baseado principalmente pela fusdo das nervuras C e R das
asas anteriores (Figuras 1-2) (SHARKEY; WAHL, 1992; DOWTON; AUSTIN, 1994).

Ichneumonidae se diferencia morfologicamente de Braconidae pela nervacéo

da asa anterior, na qual a nervura 2m-cu é presente e tubular em Ichneumonidae (Figura 1c) e



ausente em Braconidae (Figura 2d). Além disso, em Ichneumonidae a nervura 1/Rs+M é
ausente, formando a célula 1M+1R1 (Figura 1a), a qual é presente nos Braconidae (Figura 2b)
e também se diferenciam pela juncdo do segundo e terceiro tergitos metassomais apenas nos
Braconidae (SHARKEY, 1993) (Figuras 3 e 4)

Figuras 1-2: Asas Ichneumonoidae. 1, Ichneumonidae, seta “a” indica nervura 1/Rs+M

[IPN4)

ausente, seta “c” indica a nervura 2m-Cu; 2, Bre}conidae, seta “b” indica nervura 1/Rs+M ,
seta “d” indica nervura 2m-cu ausente (FERNADEZ; SHARKEY, 2006).
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Figuras 3-4: Metassoma de Ichneumonoidae. 3, Ichneumonidae, com tergitos Il e Il
separados. 4, Braconidae, com tergitos Il e I11 fundidos (FERNADEZ; SHARKEY, 2006).

Os Ichneumonidae constituem um dos grupos mais diversos de todo planeta e
possivelmente sdo a maior familia dentre os animais (PORTER, 1980). Possuem cerca de
24.000 espécies descritas (YU; HORTSMANN, 2012) e estima-se que existam ao menos
100.000 (GAULD, et al., 2002 a). Possuem certa plasticidade na selecdo de hospedeiros,
podendo uma mesma espécie parasitar muitos géneros, familias e até mesmo ordens distintas
de hospedeiros. Essa plasticidade na sele¢cdo de hospedeiros favorece a ampla distribui¢do da
familia (PORTER, 1980). Devido a abundancia de espécies, sua ampla distribuicdo e
importancia potencial no controle bioldgico de pragas, muitos estudos tém sido desenvolvidos
com esses insetos. Porém, é cada vez mais evidente que a magnitude dessa familia é
subestimada (GAULD, et al., 2002 a) e que se conhece muito pouco sobre sua biologia e
sistemética ( TOWNES; TOWNES, 1966; TOWNES, 1969; GAULD, 1991).



As dificuldades taxondmicas se explicitam nas constantes e importantes
mudangas quanto ao nimero de subfamilias incluidas na familia. Gauld (1997) dividiu a
familia Ichneumonidae em 37 subfamilias, Goulet e Huber (1993) definiram 35 subfamilias,
das quais 27 ocorrem na regido neotropical, enquanto Hanson e Gauld (2006) citam 38

subfamilias, das quais 31 sdo da regido neotropical.

1.5. Campopleginae

Campopleginae constitui uma ampla subfamilia de Ichneumonidae, com cerca
de 2102 espécies descritas (YU; HORSTMANN, 2012).

Caracteriza-se por apresentar clipeo geralmente ndo separado da face por um
sulco; mandibula bidentada; asa anterior com areolete aberta ou fechada; nervura 2m-cu com
uma unica bula; metassoma comprimido lateralmente, com primeiro segmento usualmente
longo e delgado, com ou sem glima e espiraculo localizado na metade distal; garras tarsais
frequentemente pectinadas; ovipositor com entalhe subapical (Figura 5) (TOWNES, 1970;
GAULD, 1984; GOULET; HUBER, 1993).

Figura 5: Campopleginae, vista lateral; detalhe para vista frontal da cabeca (GOULET;
HUBER, 1993).



A maioria dos individuos dessa subfamilia sdo endoparasitoides cenobiontes de
larvas de Lepidoptera, mas também podem parasitar larvas de Symphyta e Coleoptera, sendo

de grande importancia em programas de controle biolégico de pragas (ONODY, 2005).

Apesar de sua abundancia e importancia econémica ha grande dificuldade na
classificacdo do grupo e identificacdo de seus géneros e espécies (GAULD, 1984). A
problemaética na classificacdo do grupo iniciou-se quando este era considerado uma tribo da
subfamilia Ophioninae, vindo apenas mais tarde adquirir a posi¢do de subfamilia (TOWNES,
1970, GUPTA; MAHERSWARY, 1977).

Em 1970, Townes reconheceu quatro tribos, Nonnini, Helwigiini,
Campoplegini e Porizontini; em 1973, Townes e Townes aplicaram o nome Porizontini aos
Campopleginae e, os antes considerados Porizontini, passaram a ser chamados de Macrini.
Porém, essa classificacdo foi muito criticada por diversos autores, que incluiram Porizontini e
Campopleginae em uma Unica tribo, originando, portanto trés tribos: Campoplegini,
Helwigiini e Nonnini (GAULD, 1984).

1.6. Género Campoletis Foster, 1869 (Figuras 6-7)

Campoletis é um género da subfamilia Campopleginae amplamente
distribuido, inclusive na regido neotropical (YU et al., 2012). Sédo de grande importancia por
parasitarem larvas de Lepidoptera de primeiro instar, principalmente Noctuidae (MOREY,
1971; PORTER, 1998; VIRLA et al., 1999).

Para a regido neotropical existem seis espécies descritas: C. argentifrons
Cresson, 1864; C. chlorideae Uchida, 1957; C. grioti Blanchard, 1946; C. cauvicauda Lopez
Cristdbal, 1947; C. flavicincta Ashmed, 1890 e C. sonorensis Cameron, 1886.

O parasitismo de espécies de Campoletis sobre Spodoptera frugiperda foi
constatado em C. grioti (ASHLEY, 1983), C. flavicincta (CRUZ, 1995) e em C. sonorensis
(ISENHOUR, 1985; 1986; ISENHOUR; WISEMAN, 1989). No Brasil, estudos mostraram
que o parasitismo de S. frugiperda por C. flavicincta reduz o consumo foliar da larva para
6,9% em relacdo ao consumo de lagartas sadias (CRUZ, et al., 1997). Esse parasitoide ataca

principalmente larvas de 2 a 3 dias, colocando seus ovos dentro do hospedeiro. O ciclo de
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vida dura em média 23 dias, podendo uma Unica fémea parasitar 358 larvas de S. frugiperda
(CRUZ et al., 1995).

Os adultos caracterizam-se por possuirem corpo moderadamente delgado,
olhos fracamente emarginados, margem apical do clipeo com dente mediano curto ou
vestigial, propédeo moderadamente longo, area superomedia usualmente alongada,
hexagonal, espiraculo propodeal subcircular, areolete presente, nervura 2m-cu basal a nervura
M, asa posterior com nervura cu-a interceptada, primeiro segmento metassomal com sutura
subventral separando tergito e esternito glima presente, ovipositor 1.6-3.5 vezes a altura do
apice do metassoma (ONODY, 2005).

Figura 6: Adulto feméa de Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae).

Figura 7: Campoletis sp. Vista frontal de cabeca (Fotos: Luciana Fernandes).



Os problemas taxondmicos do grupo existem h& muitos anos. C. flavicincta
apresenta diversas sinonimias: Amorphota nocturna (Viereck, 1905); Limnerium prodeniae
(Viereck, 1911); Limnerium perdistincta (Viereck, 1905); Sagaritis trochanteralis (Viereck,
1925); Sagaritis modestus (Viereck, 1925); Sagaritis twinni (Viereck, 1925). Para C.
sonorenis foi citada uma sinonimia: Limnerium websteri (Viereck, 1910) (YU et al., 2012).

C. flavicincta e C. sonorensis sdo duas espécies constantemente confundidas
entre si. Além da semelhanca morfoldgica entre elas, C. sonorensis e C. flavicincta possuem
biologia e distribuicdo muito semelhantes. C. sonorensis ocorre em: Bermuda, Brasil, Chile,
Honduras, México e Estados Unidos; seus hospedeiros sdo: Anthocharis midea (Hubner,
[1809]) (Lepidoptera,Pieridae), Autographa californica (Speyer, 1875) (Lepidoptera:
Noctuidae), Colias eurytheme Boisduval, 1832 (Lepidoptera,Pieridae), Copitarsia incommode
(Walker, 1865) (Lepidoptera,Noctuidae), Eoreuma loftini (Dyar, 1917)
(Lepidoptera,Crambidae), Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera, Noctuidae),
Heliothis phloxiphaga Grote & Robinson, 1867 (Lepidoptera, Noctuidae), Heliothis virescens
(Fabricius, 1777) (Lepidoptera, Noctuidae), Hypena scabra (Fabricius, 1798) (Lepidoptera,
Erebidae), Peridroma saucia (Hubner, [1808]) (Lepidoptera, Noctuidae), Pseudoplusia
includes (Walker, [1858]1857) (Lepidoptera, Noctuidae), Rachiplusia nu (Guenée, 1852)
(Lepidoptera, Noctuidae), Schinia bina (Guenée, 1852) (Lepidoptera, Noctuidae), Schinia
chrysellus (Grote, 1874) (Lepidoptera, Noctuidae), Spodoptera exigua (Hubner, [1808])
(Lepidoptera, Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae),
Spodoptera ornithogalli (Guenée, 1852) (Lepidoptera, Noctuidae), Trichoplusia ni (Hubner,
[1803]) (Lepidoptera, Noctuidae) (Yu et al., 2012). C. flavicincta ocorre no Brasil, Canada,
Honduras, México, Nicaragua, Peru, Estados Unidos e Uruguai; os seus hospedeiros sdo:
Achyra rantalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera, Crambidae), Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766)
(Lepidoptera, Noctuidae), Agrotis subterranean (Fabricius, 1794) (Lepidoptera, Noctuidae),
Colias eurytheme Boisduval, 1832 (Lepidoptera, Pieridae), Dargida procinctus (Grote, 1873)
(Lepidoptera, Noctuidae), Euxoa messoria (Harris, 1841) (Lepidoptera, Noctuidae),
Helicoverpa armigera (Hubner, [1809]) (Lepidoptera, Noctuidae), Helicoverpa zea (Boddie,
1850) (Lepidoptera, Noctuidae), Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera,
Noctuidae), Hypena scabra (Fabricius, 1798) (Lepidoptera, Erebidae), Lacinipolia stricta
(Walker, 1865) (Lepidoptera, Noctuidae), Manduca quinquemaculata (Haworth, 1803)
(Lepidoptera, Sphingidae), Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera, Cambridae),
Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Lepidoptera, Gelechiidae), Pieris rapae (Linnaeus,
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1758) (Lepidoptera, Pieridae), Pseudaletia sequax Franclemont, 1951 (Lepidoptera,
Noctuidae), Pseudaletia unipuncta (Haworth, 1809) (Lepidoptera, Noctuidae), Sesamia
inferens (Walker, 1856) (Lepidoptera, Noctuidae), Spodoptera eridania (Stoll, 1782)
(Lepidoptera, Noctuidae), Spodoptera exigua (Hubner, [1808]) (Lepidoptera, Noctuidae),
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae), Spodoptera ornithogalli
(Guenée, 1852) (Lepidoptera, Noctuidae), Syngrapha epigaea (Grote, 1874) (Lepidoptera,
Noctuidae), Trichoplusia ni (Hubner, [1803])(Lepidoptera, Noctuidae), Udea rubigalis
(Guenée, 1854) (Lepidoptera,Crambidae) (Yu et al., 2012).

Embora Carlson (1972) tenha estudado espécimes de Campoletis de toda a
América, sinonimizando algumas espécies e diferenciando morfologicamente C. sonorensis
de C. flavicincta, problemas de identificacdo das duas espécies continuam existindo. Por
serem de grande utilidade para o controle bioldgico, € muito importante que elas possam ser

distinguidas entre si.

1.7. DNA Barcoding

A taxonomia e a sistematica sdo de grande importancia por permitirem que a
partir da identificacdo da espécie, todos o0s outros estudos com o grupo sejam realizados. A
identificacdo e a discriminacdo das espécies ndo é um trabalho simples, pois a plasticidade
fenotipica e a variabilidade genética podem levar a erros de identificacdo, além de existirem
espécies cripticas em diversos grupos, as chaves de identificacdo comumente contemplam

apenas um estagio da vida do grupo (HEBERT, 2003).

A diversidade na seqiiéncia de aminoacidos no gene Cytocromo C oxidase
subunidade 1 (COIl) é uma ferramenta eficiente para categorizar taxonomicamente as espécies
com seguranca (HEBERT, 2003; SMITH, 2009; FLOYD, 2002). Os trabalhos de Hebert
(2003) permitiram a discriminacdo de espécies de Lepidoptera intimamente relacionadas, um
grupo com alta diversidade e moderadas taxas de evolugcdo molecular. A utilizagdo desse gene
para identificacdo das espécies ficou conhecida como DNA Barcoding, que emprega a
padronizacdo do fragmento gendémico, no caso, COI para espécies animais. Essa padronizacao
pode ser usada para o reconhecimento de taxons, além de aumentar a velocidade, objetividade
e eficiéncia das identificacbes (MEYER; PAULAY, 2005). Testes iniciais de DNA barcoding
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mostraram que 658 pares de base de fragmento do gene mitocondrial COIl s&o usualmente
efetivos, provendo mais de 95% de resolucdo em nivel especifico (HEBERT et al, 2003,
2004a; HAJIBABAEI et al., 2006; SMITH et al., 2006). Hebert (2003) estudou cerca de
13000 pares de espécies congenéricas, e mostrou que mais de 98% desse material possuem ao
menos 2% de divergéncia entre suas sequéncias. O sucesso dos resultados depende de uma
boa delineacdo entre as variacOes intraespecificas e interespecificas (HEBERT et al., 2004b;
MEYER; PAULAY, 2005). Por isso, a unido das ciéncias taxondmica e molecular é

necessaria.

COI é um bom gene para discriminacdo das espécies, por possuir uma taxa de
evolucdo molecular trés vezes maior que genes ribossomais, como 12s e 16s (FOLMER et al.,
1994; ZHANG; HEWITT, 1997).

Barcode of life data system (BOLD) (RATNASINGHAM; HEBERT 2007),
denomina uma biblioteca onde as sequéncias do gene COIl sdo armazenadas. Possui

atualmente mais de 1.4 milhdes de sequéncias de 117 mil espécies.

2. Objetivos

O objetivo desse trabalho foi caracterizar morfolégica e molecularmente
individuos do género Campoletis emergidos de lagartas de Spodoptera frugiperda coletadas
em cultivos de milho em diferentes regides do Brasil, a fim de estabelecer os limites entre as

espécies C. sonorensis e C. flavicincta.

2.1 Justificativas

As duas principais espécies de Campoletis que parasitam S. frugiperda no
Brasil sdo C. sonorensis e C. flavicincta, estas sdo dificilmente identificadas e constantemente

confundidas entre si.
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A correta identificacdo e caracterizacdo desses parasitoides sdo de grande

importancia ecoldgica e econémica para garantir a eficiéncia dos programas de controle

bioldgico de pragas.

Programas de controle biologico de pragas eficazes reduzem o uso de insumos

quimicos no campo, diminuindo os custos da producdo, a degradacdo da biodiversidade, a

poluicdo das &guas e do solo, contribuindo para uma melhor sustentabilidade no campo.

3. Material e Métodos

O material estudado é proveniente de trés diferentes regides do Brasil: Santa

Maria, RS; Sete Lagoas, MG e Ribeirdo Preto, SP.
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Em Santa Maria, RS, as coletas foram realizadas pelo pesquisador Vinicius
Sturza, em trés &reas do Departamento de Fitotecnia (DF) e de Defesa Fitossanitéaria (DFS),
ambas situadas no Campus da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), latitude
20°42°23”S e 53°43°15”W.

Em Sete Lagoas, MG, as coletas foram realizadas pelo pesquisador Rafael
Braga da Silva, nos campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG,
latitude 19°28°00”°S ¢ 44°15°00”°W.

Em Ribeirdo Preto, SP, as coletas foram realizadas pelo pesquisador Alexandre
de Sene Pinto em &reas de cultivo de milho no Centro Universitario Moura Lacerda em
Ribeirdo Preto, latitude 21°10°42”’S € 47°48°24”W.

3.1. Identificacdo do material:

O género foi identificado baseado em Townes (1970), a caracterizacdo das
espeécies seguiu as descri¢cdes originais das espécies C. flavicincta e C. sonorensis. Fotografias
do material-tipo enviadas pelo Museu de Histéria Natural de Londres, RU e pelo Museu
Nacional de Histéria Natural, Washington, DC, EUA, também foram utilizadas na
identificacdo. Para descricdo da espécie foi adotada a terminologia de Townes (1969),

enguanto que a nomenclatura para a esculturacdo baseou-se em Eady (1968).

A ilustracdo das espécies incluiu fotografias obtidas em microscépio eletrdnico
FEI Quanta TM 250 operando em baixo vacuo. Fotografias digitais coloridas obtidas em
estereomicroscopio Leica® Z16 APO-A com camera Leica® DFC295/DFC290 HD, e
editadas com o programa Leica application Suite®. Os espécimes estudados foram
depositados na colecdo Taxondmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva,
Universidade Federal de S&o Carlos, Séo Carlos, SP, Brasil (DCBU)

Inicialmente os espécimes foram separados em sete grupos morfoldgicos

diferentes denominados CM1, CM2, CM3, CM4, CM5, CM6 e CM7, onde CM significa

“Campoletis morfotipo”.
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Figuras 9-10: Terminologia das estruturas da cabeca de Ichneumonidae: 9, cabeca vista
anterior; 10, cabeca vista posterior. 1, vértice; 2, fronte; 3: face; 4, espaco malar; 5, clipeo; 6,
sulco entre a face e o clipeo; 7, fovea clipeal; 8, labro; 9, drbita vertical; 10, 6rbita frontal; 11,
orbita facial, 12, 6rbita temporal; 13, vértice; 14, occipicio; 15, forame magno; 16 e 17, carena
occipital; 17, carena genal; 18, carena oral; 19, ttmpora (TOWNES, 1969).
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Figura 11: Asas anterior e posterior de Ichneumonidae. Asa Anterior, nervuras: AB, costa;
CD, subcosta; EFG, metacarpo; HIJF, radio; LMNO, cubito; PQRW, discoideo; CP, média;
UV, submédia; VWX, braquial; BEH, estigma; DP, basal; IL, 1° intercubital; JN, 2°
intercubital; QL, discocubital; K, ramulo; QR, 1% recorrente; MS, 2° recorrente; Y, bula; PV,
nervulo; QRW, pds-nervulo. Asa Anterior, células: 1, radial; 2, mediana; 3, discocubital; 4,
areolete; 5, 3% cubital; 6, 2* discoidal; 7, 3% discoidal; 8, submediana; 9, 1 * braquial; 10, 2°
braquial; 11, anal. Asa Posterior, nervuras: ab, costela; cde, subcostela; ef, metacarpela; dgh,
radiela; jkl, cubitela; mn, discoidela; kg, intercubitela; ij, mediela; op, submediela; pq,
braquiela; bh, hdmulo basal; dh, hdmulos distais; rs, axila; jmp, nervelo. Asa Posterior,
celulas: 12, costela; 13, radiela; 14, mediela ; 15, cubitela; 16, discoidela; 17, submediela; 18,
braquiela; 19, anela; 20, pos-anela (TOWNES, 1969).
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Figura 12: Mesossoma de Ichneumonidae vistas lateral e dorsal: areas, carenas e sulcos.
Areas: 1, lobo mediano do mesoscuto; 2, lobo lateral do mesoscuto; 1 e 2, mesoscuto; 3,
escutelo; 4, pdés-escutelo; 5, margem posterior do metanoto; 6, tégula; 7, ruga subtegular; 8,
colar; 8,9,10, pronoto; 10, angulo posterior do pronoto; 11,12,18, mesopleura; 12, espéculo;
13, mesepimero; 14, divisdo superior da metapleura; 15, metapleura; 16, area justacoxal; 17,
propleura; 18, prepecto; 19, mesosterno; 20, coxa anterior; 21, coxa mediana; 22, coxa
posterior; 23-28, propddeo; 23, 12 éarea lateral; 24, 2 ® area lateral; 25, 3% area lateral; 26, 1°
area pleural; 27, 2 ® area pleural; 28, 3 ® area pleural; 29, espiraculo propodeal; 30, area basal;
31, aréola; 32, area peciolar; 33, sulco axilar do mesonoto; 34, sulcoaxilar do metanoto.
Carenas e sulcos: A, notaulice; B, epomia; C, carena prepectal; D, fovea mesopleural; E,
sutura mesopleural; F, esterndulo; G, carena prospectal; H, carena justacoxal; I, carena
submetapleural; J, carena pleural; K, carena lateral longitudinal; L, carena mediana
longitudinal; M, carena basal transversa; N, carena apical transversa; O, ap6fise propodeal ou
crista; P, costula (TOWNES 1969).
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3.2. Analises Moleculares:

O DNA de dois individuos de cada morfotipo foi extraido do abdémen ou de
todo o corpo da vespa, utilizando o kit comercial de extracdo DNeasy tissue kit (QIAGEN) e

ressuspendido em 100 ul do tampé&o de eluicéo.

O gene COI foi amplificado através dos primers LCO1490 e HCO 2198
(FOLMER et al., 1994). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguiu as condi¢oes:
temperatura de desnaturacdo inicial de 94° C (1:30 min) seguido por 3 ciclos de desnaturacédo
a 94° C (30s), temperatura de anelamento a 51°C (30 s), temperatura de elongamento a 72° C
(1 min), seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94° C (30s), temperatura de anelamento a
48°C (30 s), temperatura de elongamento a 72° (1 min), terminando com temperatura final de
elongamento de 72°C por 5 minutos. O produto da PCR foi purificado usando PEG8000 (LIS
& SCHLEIF, 1975) e sequenciado na Macrogen Inc. ABI 3010 (Seoul, Korea) usando os
Mesmos primers.

As sequéncias foram alinhadas usando o programa Bioedit 7.2. Uma arvore de
méaxima verossimilhanca foi produzida através do programa MEGA 5.03 (TAMURA et al.,
2011) usando o Tamura- 3-parameter (T92)(TAMURA, 1992), considerado o modelo de
substituicdo de nucleotideo mais apropriado para 0s nossos dados pelo teste hierarquico da
razdo de verossimilhanca no programa MEGA 5.03 (- InL= 283,68, BIC= 679,79, AIC=
597,63). Analises iniciais usaram 1000 pseudo-réplicas (FELSENSTEIN, 1985). As analises
de neighbour-joining e das distancias genéticas intra e interespecificas foram baseadas no
modelo Kimura-2-parameter (K2-P) (KIMURA, 1980) para facilitar a comparacdo com
outros estudos de Barcoding e também foram calculados com MEGA 5.03. As sequéncias
obtidas foram comparadas com toda base de dados para o grupo Campoletis existente no
BOLD (Barcode of Life Data System) a fim de se verificar como nosso grupo de espécies
seria definido quando comparado com outras espécies do género de outras regides do mundo.
As sequéncias foram selecionadas usando o mecanismo de identificagdo do BOLD. Apenas
sequéncias publicadas também no GeneBank foram consideradas. Para todas essas analises foi
utilizado o género Dusona como grupo externo, dada sua proximidade com o grupo em

estudo.
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Os espécimes que obtiveram seu DNA sequenciado estdo depositados na
Colecdo Taxondmica do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, Universidade
Federal de S&o Carlos, Sdo Carlos, SP, Brasil (DCBU), e as sequéncias publicadas no BOLD.

4, Resultados e discussao

O material estudado (Tabela 1) foi identificado inicialmente como Campoletis
sp.
Cada individuo foi comparado com as descri¢des originais e tiveram suas

caracteristicas morfoldgicas observadas e anotadas.

Tabela 1: Dados das coletas

Coordenadas Data das NUmerode Numerode NUmero de

Local Geogréficas Coletas Fémeas machos individuos
Santa Maria, RS 29°42°23”S Nov- 194 227 421
53°43°15”W  dez/2010e
Jan-Fev/2011
Sete Lagoas, MG 19° 28’ 00”’S Dez/2010- 9 12 21
44°15°00°W Mai/2011
Ribeirdo Preto, SP 21°10°42”S Fev- 7 2 9
47°48°24”W Mar/2005
Total 451

4.1. Analises Morfoldgicas:

Os 451 espécimes estudados se aproximaram mais da descricdo de C.
flavicincta apesar de mostrarem certas diferencas morfoldgicas entre si. Essas diferencas os
separaram em sete morfogrupos (CM1, CM2, CM3, CM4, CM5, CM6, CM7) e consistem

principalmente em variacdes na coloracdo do peciolo e das pernas, na esculturagdo do
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pronoto, mesopleura e propddeo e nervacdo das asas (Quadro 1). Todas as variagcOes

encontradas mostraram-se continuas entre o grupo (Figs 16-41).

Quadro 1: Variagdes morfologicas encontradas entre as morfoespécies de Campoletis

sp.(Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae) de trés regides do Brasil.

caracter cl.1. c2.1.1 c3.1e3.2 c4.1 c5.1 c6.1 c7.1
escapo preto preto preto ou marrom | preto preto preto preto
base das
coxas
anterior e marrom marrom marrom ou
média escuro laranja laranja preto escuro laranja laranja
lateral
externa das
coxas
anterior e marrom ou marrom ou
média laranja laranja laranja preto laranja laranja laranja
parte
mediana das
coxas
anterior e marrom ou marrom ou
média laranja laranja laranja preta laranja laranja laranja
apice das
coxas
anterior e marrom
média laranja laranja laranja escuro laranja laranja laranja
regido ventral
da coxa
posterior preto preto marrom ou preto | preto preto preto preto
sempre as vezes
as vezes com | sem com com sem sem
mancha mancha mancha | mancha mancha mancha
fémur médio | preta preta sem mancha preta | preta preta preta preta
regido dorsal laranja,
do fémur ou
posterior laranja laranja laranja marrom |laranja laranja laranja
mancha da
base dorsal
do fémur forte, fraca, forte, fraca,
posterior ou ausente |presente ausente presente |ou ausente |presente ausente
mancha da
base ventral
do fémur
posterior presente presente ausente presente | presente presente ausente
mancha apice
dorsal do forte,
fémur forte, fraca fracaou |forte, fraca
posterior ou ausente |ausente ausente ausente ou ausente |ausente ausente
base da tibia | marrom marrom marrom
media claro palha palha claro palha claro palha
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regiao
mediana
lateral da marrom- marrom- marrom- marrom
tibia média palha amarelado |amarelado palha amarelado |palha claro
regidao media palha, as |palha, as
da tibia palha palha, as vezes vezes vezes
posterior discreta palha discreta discreta |discreta palha palha
marrom,
marrom, alguns
regido ventral marrom, alguns alguns com com faixa
da tibia com faixa palha faixa palha palha
posterior marrom marrom discreta marrom | discreta marrom discreta
ausente
ausente em ausente em | em pelo
pelo menos pelo menos | menos
areolete presente uma asa presente presente |presente uma asa uma asa
pronoto varia de granulado a crenulado
mesopleura varia de lisa a levemente crenulada
propddeo areolete aberta, fechada, hexagonal ou arredondada

Andlises de imagens do material tipo de C. sonorensis e C. flavicincta (Figuras

16-18) mostrou a alta semelhanca morfoldgica entre as duas espécies, além das variacbes

morfoldgicas encontradas entre 0s espécimes.

Em 1972, Carlson diferenciou as duas espécies por caracteristicas
morfolégicas, em especial da tibia posterior com areas de coloracdo clara e escura em C.
sonorensis pouco evidentes e bem aparentes em C. flavicincta. Esse autor também
caracterizou a face de C. flavicincta como plana, e C. sonorensis com 1/3 a ¥ da face
convexa; clipeo de C. flavicincta mais truncado que em C. sonorensis; area peciolar cncava
do propodeo mais evidente em C. sonorensis; ovipositor de C. flavicicnta mais fortemente

comprimido lateralmente e mais curvo para cima.

Com base no estudo de Carlson, o0s espécimes analisados estdo
morfologicamente mais proximos de C. flavicincta. Por outro lado, ao analisarmos fotos do
material— tipo, estas ndo corroboram as diferencas citadas pelo mesmo autor, principalmente

com relacdo a tibia posterior (Figuras 16-17).
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4.2. Anélises Moleculares

O resultado do alinhamento das sequéncias mostrou 717 pares de base, das

quais apenas nove regides variaram, indicando apenas 1,25% de variagdo genética entre 0s

sete morfogrupos, das quais nenhuma ocorreu em regides informativas. As sequéncias se

mostraram com altas quantidades de bases A-T, especialmente na terceira posicdo (Tabela 2).

Tabela 2: Regides informativas e variaveis e composi¢do média dos nucleotideos do gene
COl sequenciado para espécimes de Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae,
Campopleginae) de trés regides do Brasil.

Posigéordo % R_e,gic”)_es _% Regic?es %A %C %G %T
nucleotideo variaveis informativas

1° 0,33 0 41,2 108 19,2 29

2° 0,11 0 192 224 13 45

3° 0,55 0 49,2 2,6 0,9 47

Todas 1,25 0 36,5 11,9 11 40,5

Analises das divergéncias genéticas, utilizando o modelo Kimura-2 parameter,

também indicaram auséncia de variacdo molecular, como se pode observar na tabela abaixo:

Tabela 3: Matriz de divergéncia genética utilizando Kimura-2-parameter para espécimes de
Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae ) de trés regides do Brasil.

1 2 [ 3] a ] s s 7z [ 8|
1. CM1.1
2.CM21| 0.004
3.CM31] 0000 0004
4.CM324 0000 0004 0.000
5.CM41] 0000 0004 0000 0.000
B.CM51| 0004 0009 0004 0004 0.004
7.CM61| 0000 0004 0000 0000 0000 0004
g.CM71| 0000 0004 0000 0000 0000 0004 0.000

Tamura -3- parameter (T92) foi indicado como o melhor modelo estatistico
para producdo da arvore de verossimilhanca (- InL= 283,68, BIC= 679,79, AIC=597,63) pelo

programa MEGA 5.03. Para facilitar a comparacdo com outros trabalhos, foi aplicado o
modelo Kimura-2-parameter (K2-P) (TAMURA, 1980) com 1000 réplicas para analises de

méaxima verossimilhanca, como mostrado nas figuras abaixo:
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CM3.2

CM4.1

CM3.1

CM1.1
—— CM5.1
—— CM2.1

CM6.1

CM7.1
Dusona-AEDNA624-12.COI-5P

—
0.01

Figura 13: Arvore de verossimilhanca dos morfogrupos de Campoletis, com base em parte da
sequéncia do gene COI, usando o modelo Tamura 3- parameter para espécimes de
Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae) de trés regides do Brasil.

CM1.1
- cM2.1

- CM5.1

4 CM3.1

CM3.2

CM4.1

CM6.1

CM7.1
Dusona-AEDNA624-12.COI-5P

13

——o
0.01

Figura 14: Arvore de méaxima verossimilhanca dos morfogrupos de Campoletis, com base em
parte da sequéncia do gene COI, usando o modelo Kimura- 2- parameter para espécimes de
Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae) de trés regides do Brasil.

Os resultados indicaram que as variacdes morfoldgicas encontradas entre os
sete morfogrupos ndo caracterizam duas espécie, e portanto consistem em variacGes

intraespecificas
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Comparacdo com outras espécies publicadas no BOLD (Barcode of life

data systems)

A fim de obter maior certeza da identificacdo da espécie, comparou-se 0s
espécimes estudados com outros individuos do género Campoletis que ja tiveram seu DNA
sequenciado, utilizou-se 0 modelo Tamura-3-parameter para produzir a arvore de maxima

verossimilhanca (Figura 12).

Apenas sequéncias publicadas no BOLD e no GeneBank foram utilizadas.

—— CM5.1

CM6.1

C.flavicincta CNPPB2236-12.COI-5P
C.flavicincta CNPPC1504-12.COI-5P
CM4.1

CM3.2

C.flavicincta TDWGB247-10.COI-5P
C.flavicincta CNPPD1437-12.COI-5P
CM3.1

CM2.1

CM1.1

[| C.sonorensis EF555643
C.sonorensis EF555642
C.sonorensis EF555641
C.sonorensis EF555640
C.sonorensis EF555639
C.sonorensis EF555638
C.sonorensis EF555637
C.sonorensis EF555636

CM7.1
C.sonoensis DQ538850
—| C.sonorensis DQ538849
| C.flavicincta CNPPD1985-12.COI-5P
l C.flavicincta CNPPE1984-12.COI-5P
Dusona-AEDNAG624-12.COI-5P
—

0.01

Figura 15: Arvore de méaxima verossimilhanca incluindo os dados dos espécimes estudados e
os obtidos no BOLD, com base em sequéncias do gene COI, usando o modelo Tamura-3-
parameter.
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Os espécimes analisados nesse estudo aparentemente possuem a mesma
sequéncia genética, ou uma sequéncia muito semelhante, que individuos do BOLD
identificados como C. sonorensis e como C. flavicincta. Além disso, dois grupos de
sequencias do BOLD, um identificado como C. sonorensis e outro como C. flavicincta séo
consideravelmente distintos das outras sequéncias. As distancias genéticas indicaram 0.035
entre o grupo identificado como C. sonorensis e 0s espécimes estudados, 0.096 entre o grupo
identificado como C. flavicincta e o grupo estudado, enquanto que a distancia do grupo

estudado ao grupo externo foi de 0.103, como mostra a tabela abaixo.
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Tabela 4: Distancias genéeticas entre espécimes de Campoletis sp. (Hymenoptera, Ichneumonidae, Campopleginae) de trés regides do Brasil e a

base de dados do BOLD.

1 2 | 3| 4| s ] 6| 7] 8| 91w/ 1m ]2 13|14/ 15 16| 17| 18] 19| 2] 21| 2] 23] 24| 25|
1. Dusona-AEDNAB24-12.C0I-5P
2. C.sonorensis EF555636 0103
3. C.sonorensis EF555637 0103 0.000
4. C.sonorensis EF555638 0103 0000 0.000
5. C.sonorensis EF555639 0103 0000 0000 0.000
6. C.sonorensis EF555640 0103 0000 0000 0000 0.000
7. C.sonorensis EF555641 0103 0000 0000 0000 0000 0.000
8. C.sonorensis EF555642 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
9. C.sonorensis EF555643 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
10. C.flavicincta CNPPD1437-12.C0I-5F 0103 0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
11. C.flavicincta TDWGB247-10.C015P| 0103 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
12, C.flavicincta CNPPC1504-12.C016F| 0103 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
13. C.flavicincta CNPPE2236-12.C0I6P| 0103 0.000 0.000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
14, CM1.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
15. CM2.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
16. CM3.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
17. CM3.2 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
18, CM4.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0.000
19. CM5.1 0109 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0006 0.006
20. CMB.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0006
21. CM7.1 0103 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0006 0.000
22. Cflavicincta CNPPE1984-12.C0I6P| 0177 0095 009 009 003 009 009 009 009 0039 003 009 009 009 0096 009 009 003 0102 009 0.09%
23. Cflavicincta CNPPD1985-12.C0I-5F 0177 0036 009 003 009 009 0039 009 003 003 009 009 009 003 009 003 003 003 0102 0039 003 0000
24. C.sonorensis DO538549 0122 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0040 0035 0035 0090 0090
25. C.sonoensis DO538850 0122 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0035 0040 0035 0035 0090 0090 0.000
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Esse resultado pode significar que C. sonorensis e C. flavicincta constituem
uma sinonimia, e que os dois grupos de sequéncias diferentes sdo outras espécies mal

identificadas.

Estudos das fotos do material-tipo ndo corroboram a diferenciacéo das espécies
C. sonorensis e C. flavicincta feita por Carlson, pois se observa que a tibia posterior do

holétipo de C. sonorensis, apresenta regides de claro e escuro nitidas (Figuras 16-17).

As variacbes morfologicas na coloracdo das coxas e do fémur posterior
também foram observadas no material-tipo (Figuras 16 e 18), e as analises moleculares

comprovaram que estas variagdes sdo intraespecificas.

Todos esses fatos somados a proximidade geografica e biolégica das duas
espécies nos levam a propor uma possivel sinonimizacdo para as mesmas, porém um estudo
mais amplo, abrangendo maior nimero de espécimes, inclusive de outras regides geograficas

seria necessario.

Com base nos dados dessa dissertacdo, propomos que para as regides sul e
sudeste do Brasil, Campoletis sonorensis deve ser considerado a espécies que parasita
Spodoptera frugiperda, com base na lei da prioridade para 0s nomes das espécies. A fim de
facilitar os futuros trabalhos de identificacdo de material proveniente dessas duas regides,

propomos uma redescricdo da espécie.

4.3. Redescricao de Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Figs 19-41)

Material examinado: 194 ©9; 227 44, “Brasil, Rio Grande do Sul, Santa
Maria, Campus da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), 29°42°23”S e 53°43°15”W,
1/xi/2010-04/xii/2010 e 22/i/2011-22/ii/2011, Sturza,V. col.”; 799, 247, “Brasil, Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 21°10°42”S e 47°48°24”W, ii/2005-iii/2005, A. S. Pinto col.”; 99 %, 124,
“Brasil, Minas Gerais, Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo, 19° 28 00’’S 44°15°00°W,
xii/2010-vi/2011, R. Braga col.”
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Fémea: comprimento, 4.0 — 6.0 mm. preta (Fig. 19), pedicelo algumas vezes
marrom, mandibulas amareladas com apice marrom, palpos maxilares e labiais amarelo palido
(Fig. 20), coxas anterior e média variando entre inteira laranja amarelada (Fig. 21) a inteira
preta (Fig. 22), mais comumente laranja amarelada com a base marrom (Fig. 23), coxa
posterior preta (Fig. 23) algumas vezes com regido ventral marrom (Fig. 24) quando o fémur
posterior é inteiro laranja. Fémur posterior laranja (Fig. 25), variando com um anel marrom na
base (Fig. 27), fraco ou inexistente dorsalmente; o apice com mancha marrom dorsal forte,
fraca ou inexistente. Em alguns espécimes que possuem todas as coxas pretas, o fémur é
marrom dorsalmente (Fig. 26); trocanteres e trocantelus anterior e médio amarelo palido,
trocanter posterior preto, trocantelus posterior amarelo palido, fémur e tibia anteriores laranja,
fémur médio laranja (Fig. 21), as vezes com uma mancha marrom internamente na base (Fig.
22), principalmente quando as coxas anteriores e médias sdo pretas. Tibia média marrom
claro, dorsal e lateralmente amarelo palido da base a % do seu comprimento (Fig. 27) ou
marrom claro, palha na base e na regido mediana (Fig. 28); tibia posterior marrom variando
com regides amarelo palido dorsalmente, na base e na regido mediana (Fig. 29), lateralmente
com uma faixa amarelo palido interna e externamente (Fig. 30). Tarsos marrom claro a
marrom. Metasoma preto, amarelo na regido da tiridia e no apice dos tergitos, principalmente
apartir do segundo (Fig. 31); ventralmente amarelo palido, as vezes com uma mancha marrom
no terceiro esternito ou do segundo ao quinto. Antena com 29-31 segmentos, com pelos
esbranquicados, face plana coberta com pelos esbranquicados, clipeo truncado com dente
mediano (Fig. 20). Mesosoma pontuado coberto com pelos esbranquicados (Fig. 34); pronoto
varia entre granuloso (Fig. 35) a crenulado (Fig. 36); mesopleura, pontuada, lisa (Fig 37) ou
fracamente crenulada (Fig 38) na parte mediana, a cima do esterndulo. Propddeo com areola
aberta (Fig 39) ou fechada e hexagonal (Fig 40) ou arredondada (Fig. 41). A area pecioloar é

grosseiramente estrigosa (Fig 39).

Asas hialinas, com cerdas, estigma e nervuras marrom. Areolete fechada,
sempre peciolada, com a segunda nervura recorrente basal (Fig. 33); em alguns espécimes

areolete aberta em uma ou nas duas asas (Fig. 32).

Macho: similar a fémea.
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5. Conclusoes

Concluimos com este trabalho que as espécies Campoletis sonorensis e
Campoletis flavicincta sdo dificeis de serem separadas morfologicamente e mal definidas

molecularmente, o que torna sua identificacédo e diferenciacdo problematica.

A alta semelhanca entre as duas espécies é constatada atraves dos estudos do
material tipo, que mostrou alta similaridade morfoldgica, trazendo questionamentos em

relagdo ao trabalho que as diferenciou morfologicamente.

Observamos também que caracteristicas baseadas na coloragdo dos espécimes
sdo pouco Uteis na diferenciagdo das espécies de Campoletis.

Com base na lei da prioridade para 0s homes das espécies, consideramos que
para exemplares com morfologia concordante com a redescricdo aqui apresentada, deva ser

utilizado Campoletis sonorensis para os parasitoides de Spodoptera frugiperda.

Consideramos necessario um estudo mais amplo, utilizando um maior nimero
de espécimes depositados em museus ou coletados em diferentes regides, para resolver os

dados de nomenclatura existentes para as duas espécies.
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ANexos
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Figuras 16-23: 16, Campoletis sonorensis homotipo fémea, seta vermelha indicando
coloracdo da coxa média ; 17, hol6tipo de C. sonorensis, seta azul indicando auséncia de
mancha na base do fémur posterior e seta preta coloracdo da tibia posterior; 18, Campoletis
flavicincta lectotipo macho, seta vermelha indicando coloragdo da coxa média e seta azul
indicando presenca de mancha na base do fémur posterior; 19, C. sonorensis habito vista
lateral; 20, C. sonorensis cabeca, vista frontal; 21, 22, 23, C. sonorensis mesosoma Vvista
ventral , flechas indicando a variacdo na coloracéo das pernas.
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0.5 mm

Figuras 24-31: C. sonorensis. 24,coxa posterior, vista ventral, seta vermelha indicando
coloracdo da coxa posterior; 25, fémur posterior, vista dorsal, seta vermelha indicando
auséncia de mancha; 26, fémur posterior, seta vermelha indicando mancha em toda regido
dorsal ; 27, fémur posterior, seta vermelha indicando a presenca da mancha na base e tibia
média em vista lateral, com variacdo na coloragdo realcada por traco preto; 28, tibia média em
vista lateral com variacdo na coloracdo realcada por traco preto; 29, tibia posterior em vista
dorsal com variacdo na coloracdo realcada por traco preto; 30, tibia posterior em vista lateral
com variagdo na coloragéo realcada por trago preto; 31, metasoma vista dorsal.
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Figuras 32- 33: C. sonorensis, asas anteriores, com atengdo para areolete.
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Figuras 34-41: C. sonorensis. 33, mesoscuto vista dorsal; 35 - 36, pronoto vista lateral; 37-
38, mesopleura vista lateral; 39, 40, 41, propddeo vista dorsal.
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