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Harmonia axyridis (Pallas) (Coleoptera, Coccinellidae): flutuagdo populacional,

relagdes tritroficas em Curitiba, PR e evidéncias moleculares sobre sua origem no Brasil

Harmonia axyridis é uma espécie polifaga de Coccinellidae de origem asiatica utilizada
em controle biolégico de afideos. Compete com espécies nativas (predagdo intraguilda),
podendo desaloja-las. Foi introduzida nos Estados Unidos, em 1916, na Franca em
1990, na Argentina na década de noventa e no Brasil, foi detectada em 2002. Em fungao
da falta de conhecimento sobre as presas e plantas hospedeiras, comportamento,
potencial de predagdo e provavel origem de introdugdo, este trabalho tem como
objetivos determinar sua flutuagdo populacional, reconhecer as relagdes tritroficas,
comparar sua ocorréncia e abundancia com as das espécies nativas e estabelecidas e
estimar a variabilidade genética de amostras do Brasil, Estados Unidos, Europa e
Paraguai, analisando filogeograficamente as populagdes com base no seqiienciamento
de um fragmento do gene COI. As coletas foram realizadas por um ano, no Capao do
Tigre, Curitiba-PR, e em diferentes locais de Curitiba e regido metropolitana (2005 e
2007). Trés protocolos de extragdo foram utilizados e seqiiéncias dos Estados Unidos
obtidas no GenBank. H. axyridis foi encontrada em 39 espécies de plantas, das quais 20
sdo novos registros, alimentando-se de 20 espécies de afideos, dos quais oito sdo
registrados pela primeira vez. E fornecida uma tabela de plantas hospedeiras e recursos
alimentares associados, de diferentes localidades do Brasil. Entre 2006 ¢ 2007, oito
espécies de Coccinellidae foram coletadas no Capao do Tigre, sendo H. axyridis, a mais
abundante (91,23%). Seu pico ocorreu em agosto e setembro de 2007, influenciado pela
umidade relativa e temperatura. Desde 1999 até 2007, observou-se reducao e variacao
na diversidade de espécies, o que indica o possivel desalojamento destas espécies.
Foram detectados 18 haplotipos a partir das 47 seqiiéncias, os quais divergiram de zero
a seis nucleotideos entre si, sendo o 2 e o 7 compartilhados pelo Brasil e Europa. As
analises de NJ e IB mostram um grupo unindo os espécimes do Brasil, Paraguai e
Europa. Assim, conclui-se que estas populacdes de H. axyridis pertencem a uma
mesma linhagem e que a introdugdo no Brasil ocorreu com as oriundas da Europa ou da
Argentina. Existem possiveis pontos de heteroplasmia nas posi¢des 181, 196 e 616 dos
fragmentos de COI, em individuos da Bélgica, Franga, Inglaterra, Paraguai e Brasil.

Palavras-chave: Afideos, controle biologico, predacdo intraguilda, variabilidade

genética.
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CAPITULO I

Harmonia axyridis (Pallas) (Coleoptera, Coccinellidae): flutuacao

populacional e relacoes tritréficas



RESUMO

Harmonia axyridis ¢ uma espécie de Coccinellidae de origem asiatica muito utilizada
em programas de controle biologico de afideos em todo o mundo. E considerada
polifaga, pois se alimenta também de coccideos, psilideos, larvas de Coleoptera, Diptera
e Lepidoptera, frutos danificados, pdlen e néctar. Destaca-se por competir por alimento
com coccinelideos nativos (predagdo intraguilda), podendo desaloja-los. No Brasil foi
detectada pela primeira vez em 2002, introduzida provavelmente de maneira acidental.
Em fungdo da falta de conhecimento sobre as presas e plantas hospedeiras utilizadas,
comportamento, bem como seu potencial de predacdo, este trabalho tem como
objetivos: determinar a flutuagcdo populacional de H. axyridis, reconhecer suas relagcdes
tritroficas e comparar seus dados de ocorréncia e abundancia com os das espécies
nativas e estabelecidas na nova regido de ocorréncia. Foram realizadas coletas semanais
no Capao do Tigre, Curitiba-PR, por um ano e em diferentes locais de Curitiba e regido
metropolitana (2005 e 2007). H. axyridis foi encontrada em 39 espécies de plantas, das
quais 20 sd3o novos registros, alimentando-se de 20 espécies de afideos, dos quais oito
sdo registrados pela primeira vez. E fornecida uma tabela de plantas hospedeiras e
recursos alimentares associados, de diferentes localidades do Brasil, além de quadro
comparativo com observacgdes de outros autores. Entre 2006 e 2007, oito espécies de
Coccinellidae foram coletadas no Capao do Tigre, sendo H. axyridis a mais abundante
(91,23%). Seu pico de abundancia ocorreu em agosto e setembro de 2007, influenciado
pela umidade relativa e temperatura. Desde 1999 até 2007, observou-se redugdo e
variacdo na diversidade de espécies de Coccinellidae coletadas, com o predominio de H.

axyridis, o que indica o possivel desalojamento destas espécies no local.



ABSTRACT

Harmonia axyridis is an Asian Coccinellidae species well-known as an aphid classical
biological control agent around the world. It is a polyphagous species that feeds also on
Coccidae, Psyllidae, Coleoptera, Diptera and Lepidoptera, damaged fruits, pollen and
nectar. It is an important intraguild predator, competing for food with other native
coccinellids and sometimes managing to displace them. In Brazil it was detected for the
first time in 2002, probably introduced accidentally. Because of the lack of knowledge
on prey and host plants used, its behavior, and its predatory potential, this work has as
objectives: to determine the population fluctuation of H. axyridis, to recognize its
tritrophic relations and to compare its data of occurrence and abundance with other
native and established species in the new occurrence region. For one year, weekly
sampling were carried in the Capdo do Tigre, Curitiba-PR and in different places of
Curitiba and the metropolitan region (2005-2007). H. axyridis was found in 39 plant
species, 20 of which are new records, feeding on 20 aphid species, of which eight are
registered for the first time. A table of host plants and prey resources of different
localities of Brazil and also a comparative table with other authors data are supplied.
Between 2006 and 2007, eight species of Coccinellidae were collected in the Capao do
Tigre, being H. axyridis the most abundant one (91,23%). Its peak of abundance
occurred in August and September of 2007, influenced by the relative humidity and
temperature. Since 1999 up to 2007, reduction and variation in the diversity of collected
species of Coccinellidae were observed, with the predominance of H. axyridis, which

indicates the possible displacement of these species.



1. INTRODUCAO

Harmonia axyridis (Pallas, 1773) ¢ uma espécie asiatica utilizada em controle
bioldgico de pulgdes (Hemiptera, Aphididae) considerados praga em diversas culturas
de importancia econdmica. Tan (1946) descreveu sua distribui¢do original, que se
estende desde o sul da Sibéria (Montanhas Altai) at¢é a Manchtria, Coréia, Japao e
China. Este coccinelideo que se alimenta principalmente de pulgdes, cochonilhas e
psilideos, ¢ considerado um excelente agente de controle bioldgico na sua regido de
origem e, na China ¢ um dos principais predadores de afideos do algodao (Zhang 1992).

A espécie ¢ holometdbola e, similarmente a outros coccinelideos afidofagos,
iniciam seu desenvolvimento pelo estagio de ovo, passando por quatro instares larvais,
pupa e adulto (Hodek & Honek 1996), os quais vivem cerca de 30 a 90 dias dependendo
da temperatura (Soares et al. 2004). Segundo Kawauchi (1979) a temperatura influencia
ndo somente a taxa de desenvolvimento, mas também o peso do adulto, sendo que
larvas criadas em temperaturas mais altas produzem adultos menores. As espécies de
afideos utilizadas como alimento e as espécies de plantas nas quais os afideos se
desenvolvem também podem afetar o tempo de desenvolvimento da larva, longevidade
e fecundidade do adulto (Hukusima & Kamei 1970 apud Koch 2003).

Os coccinelideos mostram uma variagao intraespecifica consideravel nas
méaculas dos élitros, assim como na cabega e pronoto. Estes padrdes servem como cores
de adverténcia e alertam os predadores dos fluidos desagradaveis que estes insetos
liberam quando perturbados (Komai 1956). A dieta da larva e a temperatura na qual a
pupa de H. axyridis fica exposta podem influenciar no padrdao de coloracao dos adultos
(Grill & Moore 1998). Para esta espécie, os padrdes de coloragdo dos élitros e do
pronoto sdo extraordinariamente varidveis, tanto que alguns deles foram descritos como
pertencentes a diferentes espécies e géneros (Tan 1946), de tal forma que sua
variabilidade de coloragdo levou a descricdo de mais de 100 formas (Chapin & Brou
1991).

O canibalismo representa um importante papel na dindmica da populagdo de H.
axyridis (Osawa 1993) e sua intensidade aparenta ser inversamente proporcional a
densidade de afideos (Burgio et al. 2002).

Harmonia axyridis parece possuir uma alta capacidade de localizar populagdes
de afideos no espaco e tempo (Osawa 2000). Diversas espécies de afideos podem servir

como alimento para esta espécie, assim como algumas espécies de Tetranichidae (Lucas



et al. 1997), Psyllidae (Michaud 2002a; Michaud 2001), Coccoidac e larvas de
Chrysomelidae (Yasumatsu & Watanabe 1964 apud Koch 2003), Curculionidae
(Kalaskar & Evans 2001; Stuart et al. 2002) e Lepidoptera (Koch 2003). Alguns autores
ainda apontam que este coccinelideo pode eventualmente consumir polen e néctar
(Koch et al. 2004). A capacidade de consumo das larvas de H. axyridis pode variar de
90 a 370 espécimes dependendo da espécie utilizada como presa (Hukusima & Kamei
1970 apud Koch 2003).

Diversos tipos de parasitdides podem atacar H. axyridis, como Braconidae
(Hymenoptera), Phoridae e Tachinidae (Diptera), e dentre os predadores sao apontados
Pentatomidae (Hemiptera), além de formigas, aranhas e passaros (Koch 2003).

Harmonia axyridis foi introduzida como agente de controle bioldgico em
diferentes periodos nos Estados Unidos: Califérnia em 1916, 1964 e 1965; Washington
em 1978 e 1982; Nova Escoécia, Connecticut, Georgia, Louisiana, Maryland,
Washington D. C., Delaware, Maine, Mississipi, Ohio, Pensilvania e Carolina do Norte
em 1978 e 1981 (Gordon 1985). Entretanto, segundo Chapin & Brou (1991) o primeiro
estabelecimento de uma populagdo de H. axyridis ocorreu em 1988. Neste periodo,
muitas espécies de afideos foram controladas, como por exemplo, as de pecan, pinus
vermelho, pragas de hortaligas, citros, soja, milho, alfafa, algoddo, tabaco e trigo
(Burgio et al. 2002). H. axyridis também foi liberada no México, em Chihuahua
(Quinones et al. 2001 apud Koch et al. 2006), Colima e Yucatan (Koch et al. 2006), e
se encontra estabelecida no Canada (Koch 2003) e, em diferentes paises da Europa
como: Grécia (Katsoyannos et al. 1997), sudeste da Franca (Iperti & Bertand 2001),
Alemanha (Klausnitzer 2002), Bélgica (Adriaens et al. 2003) e Inglaterra (Majerus et al.
2006).

Na América do Sul foi introduzida na Argentina, provincia de Mendoza, no final
da década de noventa a fim de atuar no controle bioldgico dos pulgdes em cultura de
péssegos (Saini 2004). No Brasil, H. axyridis foi detectada pela primeira vez em 2002,
em Curitiba, estado do Parana, provavelmente introduzida acidentalmente. A espécie foi
encontrada alimentando-se de Tinocallis kahawaluokalani (Kirkaldy, 1907)
(Drepanosiphinae) em estremosa, Largerstroemia indica L. (Lythraceae), espécie muito
utilizada na arborizagdo urbana da cidade, e sobre Pinus spp. (Pinaceae) jovens,
alimentando-se de Cinara atlantica (Wilson, 1919) e Cinara pinivora (Wilson, 1919)

(Lachninae) (Almeida & Silva 2002). Recentemente, H. axyridis foi relatada com



aparecimento ocasional no Chile (Gonzéalez 2006) e também no Peru (Gonzilez &
Vandenberg 2007).

Por ser uma espécie exotica, H. axyridis pode causar impactos negativos, que
incluem a supressdo competitiva ou deslocamento de inimigos naturais nativos e a
supressao ou extingdo de espécies de presas nao alvo, algumas delas benéficas (Elliot et
al. 1996). Nos Estados Unidos, foi observada competindo com Coleomegilla maculata
DeGeer, 1775, que ¢ uma espécie nativa e predadora polifaga importante, pois se
alimenta de muitas espécies de afideos, além de ovos de outros insetos e artropodes
(Hodek & Honek 1996). No Brasil, desde 2002, H. axyridis tem sido acompanhada no
campo e parece competir com Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763), que € a principal

espécie nativa e de grande potencial no controle bioldgico de afideos.

2. OBJETIVOS

Tendo em vista a recente introdug¢do de Harmonia axyridis no Brasil e o escasso
conhecimento sobre o seu comportamento, incluindo o seu potencial como predador,
este trabalho tem por objetivo geral:

- Determinar a flutuacdo populacional de Harmonia axyridis, reconhecer suas
relagdes tritroficas e comparar seus dados de ocorréncia e abundancia com os das

espécies nativas e estabelecidas.

2.1. Objetivos especificos:

- Inventariar as espécies de coccinelideos, de afideos e suas plantas hospedeiras;

- Analisar a flutuacdo populacional de H. axyridis no periodo de um ano na éarea
do Capao do Tigre, Curitiba, Parand;

- Estudar as relagoes tritroficas de H. axyridis, enfocando cada uma das fases de
desenvolvimento e a ocorréncia do nimero de geragcdes em um ano, comparando com
dados da literatura.

- Comparar a ocorréncia das espécies nativas ou estabelecidas de Coccinellidae,
antes (1999 até 2002) e depois (2006 a 2007) da introdugdo de H. axyridis no Brasil e

avaliar sua interferéncia sobre essas espécies.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Locais de coletas

3.1.1. Flutuacio populacional

De outubro de 2006 a setembro de 2007 foram realizadas coletas semanais em
uma area no Capao do Tigre, localizada no Campus Jardim Botanico da Universidade
Federal do Parana, no bairro Jardim das Américas, Curitiba, Parana, entre as
coordenadas 25°26°50”” — 25°27°33”’S e 49°14’16” - 49°14°33”W e a
aproximadamente 900m de altitude. Os coccinelideos encontrados nas plantas
inspecionadas foram capturados, levados ao laboratdrio e contabilizados, assim como as
plantas e afideos onde estes eram coletados. A area total do capdo ¢ estimada em 15,24
ha sendo 12,96 ha de floresta com Araucaria (Floresta Ombrofila Mista Montana) e 2,28
ha de capoeira e capoeirdo, com predominio de taquaras (Fig. 1). O clima da regido ¢
subtropical imido mesotérmico de verdes frescos, inverno com geadas freqiientes, sem
estacdo seca, portanto do tipo Cfb na classificagdo de K&ppen. As temperaturas médias
anuais nos meses quentes e frios sdo inferiores a 22° e 18° C, respectivamente ¢ a
temperatura média anual é 17° C. As respectivas médias anuais de umidade relativa do
ar e precipitagdo pluviométrica nesta regidao ¢ 85% e 1.300 a 1.500mm, com um indice
hidrico variando entre 60 e 100, sem ocorréncia de deficiéncia hidrica ao longo do ano.
A darea caracteriza-se por apresentar floresta secundaria com predomindncia de
samambaias nas zonas primitivamente habitadas por Araucaria sp. (Maack 1981).

Atualmente predominam no local, espécies de Pinus e Baccharis.

3.1.2. Relacdes tritroficas

De agosto de 2005 a novembro de 2007, diversas espécies vegetais foram
inspecionadas para coleta das plantas, afideos e observacdo dos coccinelideos. As
coletas foram realizadas semanalmente em diferentes logradouros de Curitiba [Bairro
Jardim das Américas, Campus Centro Politécnico, da Universidade Federal do Parand] e
areas na regido metropolitana: Araucaria [Latitude 25°35°35°°S; Longitude
49°24°37°W; pomares comerciais de pessegueiros “Chimarrita” e de pereiras] e Quatro
Barras [Latitude 25°23°30”’S; Longitude de 49°07°30”W; Fazenda Experimental do
Cangiiiri da Universidade Federal do Parana]. Os dados de plantas hospedeiras e afideos

encontrados na mesma planta que H. axyridis, assim como suas fases de



desenvolvimento e demais informagdes obtidas em campo foram tabuladas para

posterior analise.

ponloide visae, 4459 'pés':

Fig. 1 - Fotografia aérea do Capao do Tigre, Curitiba, Parana. Em destaque area amostrada

(Imagem adquirida do Google Earth em julho de 2007)

3.2. Coleta, montagem e identificacdo dos insetos e plantas

As coletas foram realizadas com auxilio de guarda-chuva e aspirador
entomoldgico, podao para alcancar os galhos mais altos dos Pinus sp., frascos para
armazenar os exemplares de Coccinellidae e tesoura de poda para amostrar as plantas,
as quais eram armazenadas em sacos plasticos juntamente com os afideos. Os
coccinelideos foram levados ao laboratorio, mortos em frascos com acetato de etila,
contabilizados, montados, etiquetados e identificados com auxilio de chaves de
identificacdo, por comparacdo ou por especialistas e incorporados na Colecdo de
Entomologia P. J. S. Moure do Departamento de Zoologia, Universidade Federal do
Parana.

Os afideos foram acondicionados em frascos contendo dalcool 70% e
posteriormente montados em laminas e identificados pela Dra. Regina Célia Zonta de

Carvalho, do Centro de Diagnéstico Marcos Enrietti, Secretaria da Agricultura e do



Abastecimento do Parana, em Curitiba. As plantas foram previamente preparadas em
exsicatas e identificadas pelo Dr. Renato Goldenberg e mestrando Marcelo Reginatto,

do Departamento de Botanica da UFPR.

3.3. Analises estatisticas

Durante o periodo do estudo de flutuacdo populacional de H. axyridis foram
tabulados dados de temperatura maxima (T MAX), média (T MED) e minima (T MIN)
em °C, precipitagdo (PREC) em mm, e umidade relativa do ar (UR) em %. Os dados
foram obtidos junto ao Sistema Meteorologico do Parana (SIMEPAR), localizado no
Centro Politécnico, em Curitiba.

Os testes estatisticos, realizados no programa Statistica 7.0, foram baseados no
numero total de H. axyridis coletados por més e nos valores médios dos fatores
abidticos. Para verificar as relagdes significativas entre os fatores abidticos e a
abundancia de H. axyridis foram realizadas as andlises de regressao e correlacao e as
médias testadas através do teste de Tuckey, todas ao nivel de 5% de significancia.

As estacdes do ano em 2006 e 2007 foram consideradas entre as datas:
primavera (23 de setembro a 20 de dezembro), verdo (21 de dezembro a 19 de margo),
outono (20 de mar¢o a 20 de junho) e inverno (21 de junho a 22 de setembro). Nss
analises referentes as estacdes do ano, a coleta de 25 de setembro de 2007 foi

desconsiderada.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Levantamento das espécies de coccinelideos, afideos e plantas hospedeiras

Entre outubro de 2006 e setembro de 2007 foram coletados 1038 exemplares de
oito espécies de Coccinellidae. Durante todo o periodo, H. axyridis foi encontrada em
maior quantidade (91,23%) do que as espécies nativas e/ou estabelecidas como: Olla v-
nigrum (Mulsant, 1866) (3,08%), Cycloneda sanguinea (2,02%), Coccidophilus
citricola Bréthes, 1905 (1,83%), Scymnus sp. (0,96%), Hippodamia convergens Guérin-
Méneville, 1842 (0,48%), Cycloneda pulchella (Klug, 1829) (0,29%) e Curinus
coeruleus (Mulsant, 1850) (0,10%) (Tabela I).

Olla v-nigrum e H. convergens foram registradas pela primeira vez no Brasil em

1985, a partir do estudo de espécimes de museus e trabalhos cientificos relacionados aos



Coccinellini (Coccinellidae) que ocorrem no Rio Grande do Sul, e também foi indicada
a presenca de C. pulchella para o estado (Arioli 1985). Em Santa Maria (RS), entre abril
de 1985 e agosto de 1986, 23 espécies de 18 géneros de Coccinellidae foram capturadas
em pomares de Citrus spp., sendo a subfamilia Scymninae a mais abundante, tanto no
numero de espécies quanto em espécimes (Arioli & Link 1987).

Em inventario da fauna de Coleoptera para o Bioma Araucaria realizado em Vila
Velha, Ponta Grossa (PR), entre setembro de 1999 e agosto de 2000, foram capturadas
através de armadilha Malaise, 53 espécies de Coccinellidae de um total de 1.659, sendo
esta familia o oitavo grupo mais coletado (Ganho & Marinoni 2005).

As espécies de Coccinellidae, H. axyridis, O. v-nigrum, C. sanguinea, C.
citricola, Scymnus sp. € H. convergens foram coletadas sobre Pinus spp., juntamente
com os afideos C. atlantica, C. pinivora e Essigella californica (Essig, 1909). H.
axyridis, C. pulchella, C. coeruleus, C. sanguinea ¢ H. convergens foram coletadas
sobre Baccharis sp.1 e sp.2 juntamente com Aphis spiraecola Patch, 1914 e em
Baccharis sp.1 com cochonilha (nao identificada). Em Baccharis sp.3 observou-se

apenas H. axyridis e cochonilhas (n2o identificada).

Tabela I. Relagdo do niumero de espécimes coletados das espécies de Coccinellidae e os
meses de coletas, no Capao do Tigre, Curitiba, Parana. Periodo - outubro de 2006 e

setembro de 2007.

Espécies de Coccinellidae out/06 nov dez jan/07 fev mar abr mai jun jul ago set Total %

Harmonia axyridis 28 2 15 3 24 103 36 52 133 81 197 273 947 91,23
Hippodamia convergens 1 2 1 1 5 048
Cycloneda sanguinea 3 6 6 3 2 1 21 2,02
Olla v-nigrum 3 2 1 24 2 32 308
Cycloneda pulchella 1 1 1 3 0,29
Curinus coeruleus 1 1 0,10
Scymnus sp. 3 7 10 0,96
Coccidophilus citricola 3 16 19 1,83
Total 1038 100%
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4.2. Flutuacdo populacional de H. axyridis, na area do Capiao do Tigre, Curitiba,

Parana, no periodo de outubro de 2006 a setembro de 2007

Harmonia axyridis alcangou seu pico de abundancia entre agosto e setembro
(Fig. 2). Em oito coletas, 470 espécimes foram capturados, representando 45,28% do
total. A menor abundancia de H. axyridis ocorreu nos meses de novembro, dezembro e
janeiro e nos meses de marco e junho houve um aumento do niimero de espécimes

coletados.

S 300 - 273
8 —
(]
= 250 —
S 197
200 —
'Qé i 133
Q
. 150 —
2 103 u
§ 100 - — 5 81
g 50128 24 36 -
g )
2 0 D T —— 0 T —— D T T D T T T T
© © A A A A A A A a A
N L O © S A ANEEAN e » \ Q
SPCOEC AR C A N D RS R e )

Periodo de coleta

Fig. 2. Flutuagdo populacional de Harmonia axyridis (Pallas), no Capao do Tigre,

Curitiba, Parana, Brasil. Periodo - outubro de 2006 a setembro de 2007.

Através de analise de regressao verificou-se que a abundancia de H. axyridis esta
significativamente relacionada (R*=71,76%) com as temperaturas média (p=0,0004) e
maxima (p=0,0006). A analise de correlacdo entre a abundancia de H. axyridis foi
significativa e inversamente proporcional a umidade relativa (p=0,002) (Fig. 3).

A umidade relativa (UR) média mais baixa registrada para o periodo foi de 73%
em junho, seguido dos meses de setembro, julho, agosto e margo, respectivamente com
UR de 75,2%, 76,23%, 76,55% e 76,81%. Nestes meses a média da T MED foi de
16,5°C, 18,84°C, 13,8°C, 15,75°C e 22,9°C, respectivamente.

Nos meses de menor abundancia de H. axyridis (outubro a fevereiro), os fatores
climaticos foram homogéneos, sendo que a UR variou somente 3,23%. Em margo,
quando houve um aumento na média de espécimes capturados (103 espécimes), a UR

diminuiu em 5,6% em relacdo ao més anterior. Em junho, o numero de H. axyridis
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aumentou (de 52 espécimes coletados em maio para 133 em junho) e uma diminuig¢ao

no valor de UR em relagdo ao més anterior, foi de 12,04%.

2,50

2,00

1,50

B H. axyridis
OUR

O T MED

B PREC

log dos valores obtidos

T T T T T T
out/06 nov/06 dez/06 jan/07 fev/07 mar/07 abr/07 mai/07 jun/07 jul/07 ago/07 set/07

Periodo de coleta

Fig. 3. Flutuagdo populacional de Harmonia axyridis (Pallas) e relagdo com os fatores
abidticos (UR, T MED e PREC), Capao do Tigre, Curitiba, Parana, Brasil. Periodo -

outubro de 2006 a setembro de 2007. Os valores foram modificados para log.

Nos meses de agosto e setembro, quando ocorreu o pico de abundancia, a UR
permaneceu na faixa entre 75 e 76%, mas as temperaturas (T MIN, T MAX e T MED)
aumentaram e a precipitacdo pluviométrica também foi maior. Assim, pode-se constatar
que em temperaturas médias acima de 13°C e umidade relativa entre 75,2 ¢ 76,81%,
ocorreu maior abundancia de H. axyridis (Fig. 3).

Em condi¢des naturais de temperatura e umidade, Ongagna et al. (1993),
concluiram que H. axyridis cessa a reprodugao em €pocas de dias curtos e temperatura
média menor que 12°C. Segundo estes autores, temperaturas médias entre 13,2°C e
23,3°C permitem o desenvolvimento dos estagios imaturos. Por outro lado, temperaturas
acima de 23°C alteram ou inviabilizam a incubagdo dos ovos ¢ o desenvolvimento
larval. Entretanto, na Argentina, sob condi¢des experimentais, utilizando-se temperatura
média de 23 + 2,8°C, H. axyridis completou o seu ciclo em 20 dias (Saini 2004). Em
Curitiba, durante todo o periodo de coleta, a média da T MED nao ultrapassou 22,9°C,
indicando que de maneira geral a regido permite o desenvolvimento de H. axyridis
durante o ano todo, sendo, portanto multivoltina.

Através da andlise de variancia constataram-se diferengas significativas entre a

abundancia de H. axyridis e as estagdes do ano (F=5,00689; p-level=0,00516). No
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inverno o numero médio de H. axyridis capturados por coleta (48,92 espécimes) foi
significativamente maior do que nas demais estagdes, as quais nao diferiram
significaticamente entre si (Tabela I1); o nimero médio de H. axyridis no outono, verao
e primavera foi de 15,08, 13,88 e 5,38 espécimes, respectivamente. A média T MAX no

inverno foi de 22,19°C e a UR foi de 76,65% (Tabela III).

Tabela II. Relag@o entre o nimero de espécimes coletados das espécies de Coccinellidae
e as estagcdes do ano entre outubro de 2006 e setembro de 2007, no Capao do Tigre,

Curitiba, Parana.

espécies de Coccinellidae Primavera Verdo Outono Inverno Total
Harmonia axyridis 43 111 196 587 937
Hippodamia convergens 3 2 5
Cycloneda sanguinea 9 9 3 21
Olla v-nigrum 3 2 1 26 32
Cycloneda pulchella 2 1 3
Curinus coeruleus 1 1
Scymnus sp. 3 7 10
Coccidophilus citricola 19 19
N total de coccinelideos coletados por estagdo 52 125 233 618 1031
Meédia de H. axyridis coletadas por estagdo 5,38a 13,88a 15,08a 48,92Db

Além dos fatores climaticos, o desenvolvimento dos Coccinellidae, assim como
o de outros insetos, ¢ dependente da qualidade do alimento (Dixon 2000). Osawa (2000)
a partir dos seus estudos no Japao concluiu que o ciclo de vida de H. axyridis coincide
com o dos afideos. Este autor também evidenciou que as mudancas sazonais do nimero
de espécimes de H. axyridis coletados variaram conforme o numero de afideos
disponiveis, de tal forma que as gera¢des de H. axyridis variaram de acordo com a
diminui¢do das geracdes de afideos. Da mesma forma, a quantidade e qualidade das
presas influenciam na quantidade de H. axyridis coletada diariamente e, os padrdes de
movimento de adultos sdo possivelmente determinados pelos padrdes de distribui¢ao
dos recursos no habitat. Podemos concluir, portanto, que o inverno, além de
proporcionar as condi¢des climaticas necessdrias para o desenvolvimento de H.
axyridis, provavelmente proporcionou uma maior quantidade e qualidade de alimento, o
que justifica o maior nimero médio de individuos capturados por coleta (48,92

espécimes) nesta estacao.
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Tabela III. Relacao entre o valor médio dos fatores abiodticos por estagdo € o nimero de
espécimes de Harmonia axyridis (Pallas) capturados no Capao do Tigre, Curitiba,

Parana. Periodo - outubro de 2006 a setembro de 2007.

TMIN TMED TMAX PRE UR H. axyridis Tuckey

Primavera/06 1491 19,15 24,65 3,02 82,97 5,38 a
Verao/07 18,05 21,86 27,39 5,29 82,19 13,88 a
Outono/07 13,93 18,24 23,58 3,39 79,23 15,08 a
Inverno/07 10,98 15,87 22,19 2,08 76,65 48,92 b

Em Santa Maria (RS), a abundancia dos Coccinellidae coletados em Citrus spp.
variou conforme a disponibilidade de alimento no campo (Arioli & Link 1987).

Entre 2006 ¢ 2007, no Capao do Tigre H. axyridis foi coletada em arvores de
Pinus sp. alimentando-se dos afideos C. atlantica, C. pinivora e E. californica, em
Baccharis sp.1 e sp.2 da espécie A. spiraecola e em Baccharis sp.3 alimentando—se em
cochonilhas, as quais ndo foram identificadas. Na regido sul do Brasil, Cinara spp. tém
tido seus picos populacionais nos meses mais frios, quando a média de temperatura ¢ de
aproximadamente 15°C (Cardoso 2001). Este afideo pode ter sido o alimento mais
consumido no inverno. J& 4. spiraecola desenvolve-se melhor em temperaturas mais
quentes, entre 20°C e 30°C (Wang & Tsai 2000) e pode ter sido a fonte de alimento

utilizada na primavera e verao.

4.3. Relagdes tritroficas entre H. axyridis, seu alimento e as plantas hospedeiras

De agosto de 2005 a novembro de 2007, H. axyridis foi encontrada alimentando-
se de 20 espécies de afideos em 39 espécies de plantas pertencentes a 15 familias
vegetais (Tabela IV).

Dentre as espécies de afideos, oito sdo novos registros alimentares para H.
axyridis: Aphis coreopsidis (Thomas, 1878), Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach,
1843), E. californica, Hyperomyzus lactucae (Linnaeus, 1758), Macrosiphoniella
yomogifoliae (Shinji, 1924), Neophyllaphis podocarpini Carrillo, 1980, Neotoxoptera
formosana (Takahashi, 1921) e Uroleucom sonchi (Linnaeus, 1767) e em Psyllidae um

novo registro foi estabelecido, Triozoida sp. em Psidium guajava L. (Tabela VI).
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Tabela IV. Plantas hospedeiras e recursos alimentares associados a Harmonia axyridis

em diferentes localidades do Parana. Periodo - agosto de 2005 a novembro de 2007.

Plantas Hospedeiras - Familia Presas Fase de vida de H. axyridis
Apiaceae
Foeniculum vulgare Miller Aphis fabae Acopoli, 1763 - Aphididae Adulto
Araliaceae
Schefflera arboricola (Hayata) Merr. Aphis sp. - Aphididae Adulto
Asteraceae

Baccharis sp.1

Aphis spiraecola Patch, 1914 - Aphididae
¢ cochonilha (ndo identificada)

Ovos, Larva, Pupa e Adulto

Baccharis sp.2

Aphis spiraecola Patch, 1914 - Aphididae

Adulto

Baccharis sp.3

cochonilha (nfo identificada)

Adulto e Larva

Bidens pilosa L. * ©

Aphis coreopsidis (Thomas, 1878);
Uroleucon sonchi (Linnaeus, 1767);
Hyperomyzus lactucae (Linnaeus, 1758) -
Aphididae

Adulto

Bidens pilosa L.

Aphis coreopsidis (Thomas, 1878) -
Aphididae

Adulto e Larva

Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip.

Macrosiphoniella yomogifoliae (Shinji,
1924) - Aphididae

Adulto ¢ Larva

Chrysanthemum leucanthemum L.

Brachycaudus helichrysi (Kaltenbach,
1843) - Aphididae

Adulto

Helianthus annuus L.

Aphis fabae Acopoli, 1763 - Aphididae

Adulto e Ovos

Hipochoeris radicata L.

Uroleucon ambrosiae (Thomas, 1878) -
Aphididae

Adulto

Lactuca sativa L.

Uroleucon ambrosiae (Thomas, 1878);
Uroleucom sonchi (Linnaeus, 1767) -

Larva e Adulto

Aphididae
Sonchus oleraceus L. Uroleucom sonchi' ('Linnaeus, 1767) - Adulto
Aphididae
Sonchus oleraceus L. afideo (ndo identificado) Ovos, Larva, Pupa e Adulto
Bignoniaceae
Tabebuia sp. Ninfas de Psyllidae (ndo identificadas) Adulto
Brassicaceae
Mpyzus persicae (Sulzer, 1776);
Brassica oleracea L. var. italica Lipaphis erysimi (Kaltenbach, 1843) - Pupa
Aphididae
Brassica oleraceae L. var. capitata Brevicoryne brasszcc'ze' (Linnaeus, 1758) - Larva
Aphididae
Brassica oleraceae L. var. leucocephala Brevicoryne brasszcz.le. (Linnacus, 1758) - Adulto e Ovos
Aphididae

Fabaceae

Spartium junceum L.

Aphis craccivora (Koch, 1854) -
Aphididae

Adulto e Ovos

Tipuana tipu (Benth.)Kuntze

Psyllidae (ndo identificado)

Adulto

Liliaceae

Allium schoenoprasum L.

Neotoxoptera formosana (Takahashi,
1921) - Aphididae

Ovos, Larva e Adulto

Lythraceae

Lafoensia pacari L.

Psyllidae (ndo identificado)

Ovos, Larva, Pupa e Adulto

Lagerstroemia indica L.

Toxoptera aurantii (Boyer de
Fonscolombe, 1841) - Aphididae

Adulto, Pupa e Ovos
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Tabela I'V. Continuagao

Malvaceae

Hibiscus rosa sinensis L.

Ninfas de Toxoptera sp.; Aphis sp. - Adulto e Ovos

Aphididae
Myrtaceae
Mpyrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg larvas de Curculionidae (ndo identificadas) Larva, Pupa e Adulto
Psidium guajava L. * °2 Triozoida sp. - Psyllidae Adulto
Pinaceae
Cinara pinivora (Wilson, 1919);
. Cinara atlantica (Wilson,1919);
Pinus sp. Essigella californica (Essig, 1909) - Ovos, Larva, Pupa e Adulto
Aphididae
Podocarpaceae
Neophyllaphis podocarpini Carrilo, 1980 -
Podocarpus sp. Aphididae Adulto e Ovos
Rosaceae
Macrosiphum rosae (Linnaeus, 1758) -
Rosa sp. Aphididae Adulto
Rutaceae

Citrus sp. (limao)

Toxoptera citricida (Kirkaldy, 1907) -

Aphididae Adulto, larva

Citrus sp. (laranja)

afideo (ndo identificado) Ovos, Larva, Pupa e Adulto

Citrus sp. (limdo)

Toxoptera citricida (Kirkaldy, 1907) -

- Larva, Pupa ¢ Adul
Aphididae Ovos, Larva, Pupa e Adulto

Citrus sp. (mexirica)

afideo (ndo identificado) Ovos, Larva, Pupa e Adulto

Verbenaceae

Duranta repens L.

cochonilha (nfo identificada) Adulto

*°1 Passo Fundo, Rio Grande do Sul; *°? Vicosa, Minas Gerais.

Em geral os adultos, ovos e imaturos de H. axyridis co-ocorreram, com excec¢ao
das plantas: Chrysanthemum leucanthemum L., Duranta repens L., Foeniculum vulgare
Miller (erva-doce), Hipochoeris radicata L., P. guajava L., Rosa sp., Schefflera
arboricola (Hayata) Merr., Tabebuia sp. e Tipuana tipu (Benth.) Kuntze, nas quais
apenas adultos foram observados durante todo o periodo experimental. O mesmo foi
relatado por LaMana & Miller (1996) em levantamento realizado no Oregon, Estados
Unidos, onde somente adultos desta espécie de coccinelideo foram coletados nas plantas
Acer saccharum Marsh, Medicago sativa L., Prunus sp. (Plum) e Salix sp..

As relacdes tritroficas relatadas foram baseadas na observagdo da ocorréncia de
H. axyridis em suas diferentes fases de desenvolvimento e afideos na mesma planta.
Hodek & Honek (1996), salientam que apenas as observagdes de ocorréncia mutua entre
coccinelideos e insetos presas em uma planta, ndo necessariamente refletem essa relagao
predador-presa, porém, H. axyridis faz sua postura antes ou durante o pico de populagio
de afideos (Hironori & Katsuhiro 1997; Osawa 2000). Desta forma, considerou-se que a

presenca de ovos, larvas e pupas de H. axyridis nas plantas com a presenca de afideos
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era indicativo do desenvolvimento do coccinelideo naquela planta, estabelecendo-se a
relagdo tritrofica, uma vez que predador e presa co-habitavam o mesmo hospedeiro.

No entanto, Osawa (1993) enfatiza que mesmo que as fémeas facam a postura
em locais onde o pico de afideos estd proximo, as larvas podem ndo ter alimento
suficiente na planta, pois a taxa de consumo de alimento aumenta conforme as larvas
vao se desenvolvendo e conseqiientemente ocorre redu¢ao do numero de afideos, além
da dispersao natural das suas formas aladas.

Em algumas coletas realizadas em Curitiba, H. axyridis foi observada em plantas
sem a presenca de afideos ou qualquer outro tipo de presa (Tabela V). Em Zea mays L.
(milho) apenas adultos foram coletados e nenhuma fonte alimentar foi encontrada.
Entretanto, sabe-se que H. axyridis alimenta-se de Rhopalosiphum maidis (Fitch, 1856)
e faz posturas regularmente nesta espécie de planta (Musser & Shelton 2003).
Rhopalosiphum padi (L. 1758) também serviu como fonte alimentar de H. axyridis em
plantagdes de Triticum spp. (trigo) no estado da Carolina do Norte, Estados Unidos
(Nault & Kennedy 2003). Da mesma forma, Aphis gossypii Glover, 1877 ja foi coletado
sobre as espécies, Tabebuia chrysotricha (Mart. ex DC.) Standl. (ipé amarelo) (Peronti
& Souza-Silva 2002), Sechium edule Swartz (chuchu) (Neupane et al. 2006), Cucumis
sativus L. (pepino) (Steenis & El-Khawass 1995), Cucumis melo L. (meldo) (Kingler et
al. 1998) e Abelmoschus esculentus (L.) Moench (quiabo) (Leite et al. 2007).
Entretanto, em Curitiba, ndo foram encontradas fontes alimentares aparentes. Porém, se
larvas e pupas estavam presentes nestes hospedeiros, significa que havia uma fonte
alimentar no local que possibilitou o desenvolvimento de H. axyridis até o estagio de
pupa, ou possibilitou a alimenta¢dao das larvas e dos adultos, porém este alimento nao

foi encontrado.
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Tabela V. Correlagdo entre as fases de desenvolvimento de H. axyridis e suas plantas
hospedeiras encontradas sem fonte alimentar, coletados em Curitiba, PR, Brasil.

Periodo - agosto de 2005 a novembro de 2007.

Coccinellidae .
Planta hospedeira
ovo larva pupa adulto
X Cucurbita pepo L. var. melopepo - Cucurbitaceae
X X Cucumis sativus L. - Cucurbitaceae
X X  Abelmoschus esculentus (L.) Moench - Malvaceae
X X Cucumis melo L. - Cucurbitaceae
x Zea mays L. - Poaceae
X  Odontonema strictum Kuntze - Acanthaceae
Tabebuia chrysotricha (Mart. Ex Dc.) Standl. -
X X X  Bignoniaceae
X X Sechium edule Swartz - Cucurbitaceae

Harmonia axyridis foi coletada junto com muitas espécies de presas (dentre
afideos, cochonilhas, psilideos e curculionideos) que podem lhe servir de alimento, pois
apesar de ser primariamente afidofaga, na falta de afideos, pode se alimentar de
diferentes presas (Tetranichidae, Psyllidae, Coccoidea, Chrysomelidae, Curculionidae e
Lepidoptera) e de material vegetal (frutas danificadas, polen e néctar) (Koch 2003).
Sabe-se que a presenca de afideos no Capao do Tigre nao foi constante e provavelmente
este fato contribuiu para que H. axyridis procurasse essas outras fontes alimentares no
capao ou em locais proximos, justificando a coleta de espécimes mesmo quando a
quantidade de afideos encontrava-se reduzida. Sabe-se que a substitui¢do da
alimentagdo de afideos por produtos originarios da plantas, como néctar e pdlen, pode
ser uma fonte alternativa de alimento por um tempo quando a presa encontra-se escassa,
reduzindo a mortalidade e mantendo a populacao abundante mesmo sem a presa (Hodek
e Honek 1996). Hagen (1962) enfatiza que os coccinelideos predadores de maneira
geral podem se alimentar eventualmente destes produtos, e que estes podem ainda
proporcionar o aumento do volume das reservas dessas espécies. Segundo LaMana &
Miller (1996), H. axyridis pode eventualmente consumir pdlen e néctar e ja foi
observada, em Minnesota, alimentando-se de Cucurbita sp. (abdbora) (Koch et al.

2004).
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Em Curitiba, H. axyridis foi observada alimentando-se de Aphis fabae Scopoli,
1763, A. coreopsidis, H. lactucae, B. helichrysi, M. yomogifoliae e Uroleucon
ambrosiae (Thomas, 1878) e U. sonchi nas plantas pertencentes a familia Asteraceae e
dentre estes afideos, cinco sdo novos registros alimentares para a espécie (Tabela VI).
U. ambrosiae ja havia sido registrada em Curitiba (Almeida & Silva 2002). H. lactucae
ja tinha sido identificada como alimento de Coccinella septempunctata L., 1758 (Mills
1981). LaMana & Miller (1996) também encontraram larvas e adultos de H. axyridis em
Cirsium arvense L. (Asteraceae) alimentando-se de A. fabae.

Em Brassicaceae, H. axyridis foi encontrada alimentando-se de Myzus persicae
Sulzer, 1776, Lipaphis erysimi (Kalt, 1843) e Brevicoryne brassicae L., 1758. B.
brassicae ja foi utilizado como alimento de H. axyridis em um experimento que avaliou
o efeito de diferentes dietas para esta espécie. Neste caso o afideo foi criado sobre
Brassica rapa L. e se mostrou toxico ou nao apropriado para larvas de primeiro instar
(Tsaganou et al. 2004). LaMana & Miller (1996) encontraram todas as fases de
desenvolvimento de H. axyridis em Nasturtium sp. (Brassicasseae) alimentando-se de 4.
fabae. Zhang et al. (2007) também encontraram M. persicae infestando Brassica
oleraceae L. var. capitata (repolho), porém em um experimento que avaliava o nivel de
residuos de pesticidas na planta, e os autores nao fazem nenhuma mengao a presenga de
predadores durante o experimento.

Em Fabaceae, H. axyridis foi encontrada alimentando-se de Aphis craccivora
(Koch, 1854) em Spartium junceum L.. Este coccinelideo ja tinha sido encontrado nesta
familia vegetal em: Vicia faba L. (Harmon et al. 1998) e M. sativa (alfafa),
alimentando-se do afideo Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776) (LaMana & Miller 1996);
Pisum sativum L. alimentando-se de M. persicae (Burgio et al. 2002, Lanzoni et al.
2004); e Glycine max (L.) (soja) alimentando-se de Aphis glycines Matsumura, 1917
(Costamagna & Landis 2007; Gardiner & Landis 2007).

Em Malvaceae, H. axyridis foi encontrada alimentando-se de Aphis sp. € ninfas
de Toxoptera sp.. Este coccinelideo ja havia sido relatado em outras malvaceas
Gossypium sp. (Yasuda et al. 2001) e Hibiscus syridis L. (Kindlmann et al. 2000)
alimentando-se de A. gossypii.

Nas rosaceas, H. axyridis foi encontrada alimentando-se do afideo Macrosiphum
rosae (Linnaeus, 1758), espécie ja citada como alimento por Saini (2004) na Argentina
e LaMana & Miller (1996) nos Estados Unidos. Macrosiphum euphorbiae (Thomas,

1878), outra espécie do género, também foi relatada como fonte alimentar deste
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coccinelideo, em Rosa hybrida L. (Snyder et al. 2004). Foram descritas também como
fonte alimentar de H. axyridis em Rosaceae: Aphis pomi DeGeer, 1773 (Brown 2003,
Coderre et al. 1995) e A. spiraecola (Brown & Miller 1998, Chapin & Brou 1991) em
Malus sp. (magd); A. spiraecola em Spirea thunbergii Sieb. Ex Bl. (Osawa 2000) e
Hyalopterus pruni (Geoffrey, 1762) e Mysus varians Davidson, 1912, em Prunus
persica (L.) Batsch (péssego) (Osawa 2000).

Em Curitiba, H. axyridis foi encontrada alimentando-se de Toxoptera citricida
(Kirkaldy, 1907) em Citrus sp. (limao) (Rutaceae). Além deste afideo sdo citados
Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Psyllidae) (Michaud 1999) e Toxoptera aurantii
(Boyer de Fonscolombe, 1841) (Katsoyannos et al. 1997) em varias espécies de Citrus.
Michaud (2004) relata que os psilideos dos citros, podem ser eficientemente controlados
com a introdu¢do de H. axyridis. Testes de preferéncia apontam que 7. citricida e A.
spiraecola sdo presas aceitdveis para diversos coccinelideos. Porém, apenas C.
sanguinea ¢ H. axyridis completam o desenvolvimento apresentando taxas de
sobrevivéncia de 60 e 70% respectivamente para A. spiraecola, ¢ 100 e 95% para T.
citricida (Michaud 2000). As varias espécies e cultivares de citros sdo habitats
adequados para o desenvolvimento de H. axyridis (Katsoyannos et al. 1997).

Sobre Pinus sp. foram encontrados os afideos E. californica, C. atlantica e C.
pinivora, como fonte alimentar de H. axyridis. Em Pinaceae foi relatado na literatura o
maior niamero de presas de H. axyridis de diferentes familias de Insecta: C. atlantica, C.
pinivora, Eulachnus agilis (Kaltenbach, 1843) e Mindarus abietinus Koch, 1857
(Hemiptera, Aphididae); Matsucoccus thunbergianae Miller & Park, 1987 e
Matsucoccus matsumurae (Kuwana, 1905) (Hemiptera, Margarodidae); Adelges tsugae
Annand, 1924 (Hemiptera, Adelgidae) e Thecodiplosis japonensis Ushida & Inouye,
1955 (Diptera, Cecidomyiidae) (Tabela VI).

As familias Bignoniaceae, Araliaceae, Liliaceae e Verbenaceae, nao haviam sido
citadas na literatura como hospedeiras de H. axyridis. Porém, em Curitiba, na espécie
Allium schoenoprasum L. (Liliaceae), o afideo N. formosana foi registrado como nova
fonte alimentar de H. axyridis. Blackman & Eastop (1994) relataram a ocorréncia desta
espécie de afideo em plantas do género Allium no Japao, China, Taiwan, Coréia,
Australia, Nova Zelandia, Hawai e América do Norte.

Na familia Lythraceae foram observados psilideos (ndo identificados) e a espécie

de afideo 7. aurantii. Além deste afideo, T. kahawaluokalani, ja tinha sido relatado
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como alimento de H. axyridis nesta familia vegetal (Almeida & Silva 2002; Chapin &
Brou 1991).

Na literatura, sdo registradas para H. axyridis cerca de 77 espécies de presas
encontradas em aproximanamente 82 espécies de plantas pertencentes a 36 familias
botanicas, das quais Asteraceae, Pinaceae, Fabaceae ¢ Rosaceae sdo as com o maior

numero de relagdes tritroficas (H. axyridis x presa x hospedeiro) (Tabela VI).
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Tabela VI. Plantas hospedeiras e presas associadas utilizadas por Harmonia axyridis.

Modificada de Koch et al. (2006). (* Novo registro de planta hospedeira; # Relagao

tritrofica; + Presas ofertadas como alimento em experimentos de laboratorio).

Plantas Hospedeiras Presas Referéncias OBS:
A.bzes balsamea (L.) Mill. - Mindarus abietinus Koch - Aphididae Berthiaume et al. 2007
Pinaceae
Abies procera Rehder Cinara sp. - Aphididae LaMana & Miller 1996
Acacia spp. - Leguminosae Psylla uncatoides (Fems & Klyver) - Leeper & Beardsley 1974
Psyllidae
Acer negundo L. - Aceraceae Perihpyllus negur.zd.zms (Thomas) - Koch & Hutchinson 2003
Aphidiae
Acer saccharum Marsh. Drep anap.hls ldahoe.ns.ls Smith & LaMana & Miller 1996
Dilley - Aphididae
Drepanosiphum platanoides .
Acer saccharum Marsh. (Schranck) - Aphididae LaMana & Miller 1996
Acer saccharum Marsh. Periphyllus testuc.ln?aceus (Fernie) - LaMana & Miller 1996
Aphididae
A{lfum schoenoprasum L. - Neotoxoptera form.O'sana (Takahashi) - Novo registro alimentar x 4
Liliaceae Aphididae
Ampelamus albidus (Nutt) - Toxoptera aurantii (Boyer de
Asclepiadaceae Fonscolombe) - Aphididae Snyder et al. 2000
Baccharis sp.1 - Asteraceac Aphis spzm?cola f’at.ch - Aphldldae e Novo reg{str’o de relagao * 3
cochonilha (ndo identificada) tritrofica
Baccharis sp.2 Aphis spiraecola Patch - Aphididae Novo reg{stlr'o de relagao *#
tritrofica
Baccharis sp.3 cochonilha (ndo identificada) Novo reg{str’o de relagao *#
tritrofica
Betula pendula Roth - Betulaceae Euceraphis be.n'tlae (Koch) - LaMana & Miller 1996
Aphididae
Betula pendula Roth Callipterinella calipterus (Hartig) -y \ro o ¢ Miller 1996
Aphididae
Bidens pilosa L. - Asteraceae Hyperomyzus .la'ctucae (L)- Novo registro alimentar *#
Aphididae
Bidens pilosa L. Uroleucom sonchi (L.) - Aphididae Novo registro alimentar * #
Bidens pilosa L. Aphis corerg ;;;Ziz;aghomas) i Novo registro alimentar * 4
. . Macrosiphoniella yomogifoliae . . N
Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. (Shinji, 1924) - Aphididae Novo registro alimentar #
Bra55fca oleracea L. var. italica - Myzus persicae (Sulzer) - Aphididac Novo reg{strro de relagdo *
Brassicaceae tritrofica
Brassica oleracea L. var. italica Lipaphis erysimi .(Kaltenbach) - Novo reg{str’o de relagao * 3
Aphididae tritrofica
Brassica oleraceae L. var. Brevicoryne brassicae (L.) - Novo registro de relagdo x4
capitata Aphididae tritrofica
Brassica oleraceae L. var. Brevicoryne brassicae (L.) - Novo registro de relagido x 4
leucocephala Aphididae tritrofica
Brassica oleraceae L. var. Brevicoryne brassicae (L.) - Novo registro de relagao x 4
leucocephala Aphididae tritrofica
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Tabela VI. Continuagao

Carya illinoiensis (Wangenh.) K.
Koch - Junglandaceae

Melanocallis caryaefoliae Davis -
Aphididae

Tedders & Schaefer 1994

Carya illinoiensis (Wangenh.) K. . . . Saini 2004;
- +
Koch Monellia caryella (Fitch) - Aphididae Cottrell 2005
Carya illinoiensis (Wangenh.) K. Monelliopsis pecanis Bissel - Tedders & Schacfer 1994
Koch Aphididae
Carya illinoiensis (Wangenh.) K. Monelliopsis pecanis Bissel -
+
Koch Aphididae Cottrell 2005
Ii‘ég}“ illinoiensis (Wangenh) K. 1 11y caryella (Fitch) - Aphididae  Tedders & Schaefer 1994
Castanea crenata Sieb. & Zucc. - Diaspidiotus (:Con?stock.aspl.s.) Choi et al . 1995a
Fagaceae macroporanus (Takagi) - Diaspididae
Chrysantemum leucanthemum L. - Brachycaudus hellc.hfyﬂ (Kaltenbach) Novo registro alimentar x 4
Asteraceae - Aphididae
Cirsium arvense (L.) - Asteraceae  Aphis fabae Acopoli- Aphididae LaMana & Miller 1996
Citrus sinensis (L.) Rafinesque -
Rutaceae; Toxoptera citricida (Kirkaldy) - .
+
Poncirus trifoliata (L.) Osbeck - Aphididae Michaud 2000
Rutaceae
Toxoptera aurantii (Boyer de
) Fonscolombe)
+
Citrus sp. Aphis spiraecola Patch Katsoyannos et al. 1997
Aphis gossypii Glover - Aphididae
Citrus spp. Diaphorina citri Kuwayama - Michaud 1999, 2002a, 2003
Psyllidae
. Toxoptera citricida (Kirkaldy) - . +
Citrus spp. Aphididae Michaud 1999, 2000, 2002a 2000
Cucumis sativus L. - Lee & Kang 2004
. ' Aphis gossypii Glover - Aphididae Kuroda & Miura 2003 +
Cucurbitaceae .
Gil et al. 2004
Cucurb.lta maxima Duch. - Dysaphis cratae.gl. (Kaltenbach) - Katsoyannos ef al. 1997 .
Cucurbitaceae Aphididae
D{p sacus sylvestris Huds. - Macrosiphum rosae (L.) - Aphididae LaMana & Miller 1996
Dipsacaceae
Duranta repens L. - Verbenaceae cochonilha (ndo identificada) Novo regl.str'o de relagao *#
tritrofica
Fagus sylvatica L. - Fagaceae Phyllaphis fagi (L.) - Aphididae LaMana & Miller 1996
Foe"mculum vulgare Miller - Aphis fabae Acopoli - Aphididac Novo reglvstr'o de relagao x 4
Apiaceae tritrofica
Glycine max (L.) - Fabaceae Aphis glycines Matsumura - Costamagna & Landis 2007
Y ' Aphididae &
. Aphis glycines Matsumura - . .
) +
Glycine max (L.) Aphididae Gardiner & Landis 2007
Gossypium sp. - Malvaceae Aphis gossypii Glover - Aphididae Yasuda et al. 2001,
Helianthus annuus L. — Aphis fabae Acopoli - Aphididae Novo regl.str'o de relagdo x 4
Asteraceae tritrofica
Hibiscus rosa sinensis L. - Aphis sp. - Aphididae Novo reg{str’o de relagao * 3
Malvaceae tritrofica
- . . Ninfas de Toxoptera sp. (ndo Novo registro de relacao "
Hibiscus rosa sinensis L. identificadas) - Aphididae tritrofica i
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Tabela VI. Continuagao

Hibiscus syriacus L. Aphis gossypii Glover - Aphididae Yasuda & Ishikawa 1999 +
Hibiscus syridis L. Aphis gossypii Glover - Aphididae Kindlmann et al. 2000
Hipochoeris radicata L.- Uroleucon ambrosiae (Thomas) - Novo registro de relagdo -
Asteraceae Aphididae tritrofica
. Aphis nerii Boyer de Fonscolombe -
Hoya sp. - Asclepiadaceae Aphididae Koch et al. 2005
Humu{us lupulus L. - Phorodon hun?u'll (Schrank) - LaMana & Miller 1996
Canabinaceae Aphididae
. Chromaphis juglandicola .
L. - Jugl .1 Li 1992
Juglans regia Juglandaceae (Kaltenbach) - Aphididae 1199
, Cinara juniperi (De Geer) - ..
Juniperus L. sp. - Cupressaceae Aphididac Saini 2004
Lactuca sativa L. - Asteraceae Uroleucom sonchi (L.) - Aphididae Novo registro alimentar *
Lactuca sativa L. Uroleucon ambr.oszae (Thomas) - Novo regl.str'o de relagdo x 4
Aphididae tritrofica
L . . .. . Novo registro de relagdo "
Lafoensia pacari L. - Lythraceae Psyllidae (ndo identificado) tritrofica #
Lagerstroemia indica L. - Tinocallis kahawaluokalani . .
Lythraceae (Kirkaldy) - Aphididae Almeida & Silva 2002
C Toxoptera aurantii (Boyer de Novo registro de relagdo
L L. L .
agersiroemia indica Fonscolombe) - Aphididae tritrofica #
. Tinocallis kahawaluokalani .
Lagerstroemia sp. (Kirkaldy) - Aphididae Chapin & Brou 1991
Acyrthosiphon pisum (Harris) - .
Lathyrus odoratus L. - Fabaceae s Mondor & Roitberg 2000 +
Aphididae
Llrlode;ladmn tulipifera L. - llinoia llrlode.n?lrl (Monell) - LaMana & Miller 1996
Magnoliaceae Aphididae
Magnol.za macrophylla Michaux - Nao identificado Tedders & Schaefer 1994
Magnoliaceae
Malus sp. Aphis pomi DeGeer - Aphididae Coderre et al. 1995
Malus sp. Aphis spiraecola Patch - Aphididae Brown & Miller 1998
Malus sp. Aphis spiraecola Patch - Aphididae Brown 2003
Malus sp. Aphis spiraecola Patch - Aphididae Chapin & Brou 1991
Malus sp. - Rosaceae Aphis pomi DeGeer - Aphididae Brown 2003
. . Acyrthosiphon pisum (Harris) - LaMana & Miller 1998
Medicago sativa L. - Fabaceae Aphididae Saini 2004
Mentha piperita L. - Lamiaceae Ovatus crataeg.a }Tzus (Walker) - LaMana & Miller 1996
Aphididae
Myrciaria trunciflora Berg - larvas de Curculionidae (ndo Novo registro de relagdo x 4
Myrtaceae identificados) tritrofica
Nao especificado Acyrthosiphon pisum (Harris) - Agarwala et al. 2003 +
P Aphididae g '
Nao especificado Aeyrthosiphon psum (Harris) - Kalaskar & Evans 2001 +
Aphididae
Nao especificado Aeyrthosiphon pisum (Harris) - Satto & Dixon 2004
Aphididae
. . Aphis citricola van der Goot -
. +
Nao especificado Aphididae Lucas et al. 1997
Nio especificado Aphis craccivora Koch - Aphididae Takizawa et al. 2000 +
Nao especificado Aphis gossypii Glover - Aphididae Abdel-Salan2108(; lAbdel-Baky +
Nao especificado Diuraphis noxia (Mordvilko ex Snyder & Cleverger 2004 +

Kurdjumov) - Aphididae
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Tabela VI. Continuagao

Macrosiphoniella sanborni (Gilette) -

a i i +
Nao especificado Aphididae Yasuda & Ishikawa 1999
Nao especificado Myzus mcoz‘zanqel (Blackman) - Grill & Moore 1998 +
Aphididae
Nao especificado Myzus persicae (Sulzer) - Aphididae Soares et al . 2004 +
Nao especificado Mpyzus persicae (Sulzer) - Aphididae Soares & Serpa 2007 +
N . Sitobion avenae (Fabricius) -
+
Nao especificado Aphididae Snyder & Cleverger 2004
Nao especificado Aphis fabae Acopoli - Aphididae Soares et al. 2004 +
Nao especificado Aphis fabae Acopoli - Aphididae Soares & Serpa 2007 +
Nasturtium sp. - Brassicaceae Aphis fabae Acopoli - Aphididae LaMana & Miller 1996
Pinus densiflora Siebold & Zucc. Matsucoccus matsumurae (Kuwana) - Miura et al . 1986;
- Pinaceae Margarodidae McClure 1986a e 1987
. . . Thecodiplosis japonensis Ushida & Miura et al . 1986;
P 1 Zucc. . ..
inus densiflora Siebold & Zuce Intuye - Cecidomyiidae McClure 1986a e 1987
Pinus massonia Lamb. Matsucoccus matsumurae (Kuwana) Chai 1999
Pinus resinosa Ait. Matsucocc.us resuosae Bean & McClure 1986a e 1987
Goodwin - Margarodidae
. Essigella californica (Essig) - . .
Pinus sp. Aphididae Novo registro alimentar #
. . . . .y Tedders & Schaefer 1994;
Pinus spp. Cinara atlantica (Wilson) - Aphididae Almeida & Silva 2002 #
. . . . . Tedders & Schaefer 1994,
Pinus spp. Cinara pinivora (Wilson) - Aphididae Almeida & Silva 2002 #
Pinus s Eulachnus agilis (Kaltenbach) - Tedders & Schaefer 1994;
PP Aphididae Almeida & Silva 2002
Pinus taeda L. Eulachnus agzlz.s .(Kaltenbach) i Tedders & Schaefer 1994
Aphididae
Pinus thunbereiana Franco Matsucoccus matsumurae (Kuwana) - Choi et al . 1995b;
& Margarodidae McClure 1986a e 1988
Pinus thunbereiana Franco Matsucoccus thunbergianae Miller & Choi et al . 1995b;
& Park - Margarodidae McClure 1986a e 1987
Pisum sativum L. Mpyzus persicae (Sulzer) - Aphididae Burgio et al. 2002 +
Pisum sativum L. - Fabaceae Mpyzus persicae (Sulzer) - Aphididae Lanzoni et al. 2004 +
Neophyllaphis podocarpini Carrillo - . .
Podocarpus sp. Aphididae Novo registro alimentar #
Neophyllaphis podocarpi Takahashi -
Podocarpus sp. - Podocarpaceae Aphididae Tedders & Schaefer 1994
Prunus persica (L) Batsch - Mysus varians Davidson - Aphididae Osawa 2000
Rosaceae
. Hyalopterus pruni (Geoffrey) -
Prunus persica (L.) Batsch Aphididae Osawa 2000
Prunus sp. Hyalopterus occultus Richards - LaMana & Miller 1996
Aphididae
Prunus sp. Hyalopterus pruni (Geoffrey) - LaMana & Miller 1996
Aphididae
Psidium guajava L. - Myrtaceae Triozoida sp. - Psyllidae Novo registro de relagao * 4

tritrofica

Quercus rubra L. - Fagaceae

Myzocallus occultus Richards -
Aphididae

LaMana & Miller 1996
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Tabela VI. Continuagao

Rhamnus sp. Buckthorn -
Rhamnaceae

Aphis glycines Matsumura -
Aphididae

Hesler et al. 2004

Macrosiphum euphorbie (Thomas) -

. ) ) +
Rosa hybrida L. - Rosaceae Aphididae Snyder et al. 2004;
. . LaMana & Miller 1997,
Rosa sp. Macrosiphum rosae (L.) - Aphididae Saini 2004
Rosa sp. Macrosiphum rosae (L.) - Aphididae Novo reg{str,o de relagao *#
tritrofica
Sal.lx koriyanagi Kimura - Tuberolachnus so.zlllgnus (Gmelin) - Osawa 2000
Salicaceae Aphididae
. . R Chaitophorus horii Takashashi -
Salix koriyanagi Kimura Aphididac Osawa 2000
Salix sieboldiana Blume Aphis farinosa y anage cola Matsumura Osawa 2000
- Aphididae
Salix sieboldiana Blume Tuberolachnus salignus (Gmelin) - Osawa 2000
Aphididae
Salix sp. - Salicaceae Tuberolachnus S(.zlz'gnus (Gmelin) - LaMana & Miller 1996
Aphididae
Sambucus sieboldiana Blume - Aulacorthum magnolie (Essig &
Adoxaceae Kuwana) - Aphididae Osawa 2000
Sambucus sieboldiana Schwer Aulacorthum magnolfe' (Essig & Fukunaga & Akimoto 2007 +
Kuwana) - Aphididae
Schefflera arboricola (Hayata) , o Novo registro de relacao «
Merr. - Araliaceae Aphis sp. - Aphididac tritrofica #
Solanum tuberculosum L. - Acyrthosiphon pisum (Harris) -
+
Solanaceae Aphididae Snyder & Cleverger 2004
Solidago sp. - Asteraceae Uroleucon spp. - Aphididae Snyder et al. 2000
Sonchus oleraceus L. - Uroleucom sonchi (L.) - Aphididae Novo registro alimentar *#
Asteraceae
Sonchus oleraceus L. Aphis coreop sfd.ls (Thomas) - Novo registro alimentar *#
Aphididae
Spartium junceum L. - Fabaceae  Aphis craccivora Koch - Aphididae Novo reglvstr’o de relagao *#
tritrofica
Spirea blumei G. Don - Rosaceae  Aphis spiraecola Patch - Aphididae Osawa 2000
Spirea douglasii Hook. Polen e néctar LaMana & Miller 1996
Spirea thunbergii Sieb. Ex Bl Aphis spiraecola Patch - Aphididae Osawa 2000
Tabebuia sp. - Bignoniaceae Ninfas de Psyllidae (ndo identificadas) Novo reg{str'o de relagao *#
tritrofica
Tilia americana L. - Tiliaceae Eucalypterus tiliae (L.) - Aphididae LaMana & Miller 1996
Tipuana tipu (Benth.) Kuntze - Psyllidae (niio identificado) Novo reg{str’o de relagao * 3
Fabaceae tritrofica
.. Macrosiphum avenae (Fabricius)
Trit .-P s Nault & Kennedy 2003
riicum spp. - roaceas Rhopalosiphum padi (L.) - Aphididae ault & Kennedy
Tsuga spp. - Pinaceae Adelges tsugae Annand - Adelgidae Wallace & Hain 2000
Typha angustifolia - Thyphaceae  Schizaphis acori (Shinji) - Aphididae Osawa 2000
Ulmus americana L. - Ulmaceae Tinocallis ulm.zflolzz (Monel)- Hesler 2003
Aphididae
Vicia faba L. - Fabaceae Aphis fabae Acopoli - Aphididae Katsoyannos et al. 1997 +
. . . Harmon et al. 1998
Vicia faba L. Acyrthosip Zozﬂiﬁt (Harris) - Kagata & Katayama 2006 +
P Mondor & Roitberg 2000
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Tabela VI. Continuagao

Zanthoxylum bungeanum Maxim. -  Phenacoccus azalea'e Kuwana - Xie ef al . 2004
Rutaceae Pseudococcidae
Zea mays L. - Poaceae Rhopalosiphum padi (L.) - Aphididae Nault & Kennedy 2003
Zea mays L. Rhopalosiphum maidis (Fitch) - Musser & Shelton 2003
Aphididae
. Rhopalosiphum maidis (Fitch) - .
+
Zea mays L. var. Jubilee Aphididae Hoogendoorn & Heimpel 2004

4.4. Niumero de geracoes de H. axyridis encontradas em um ano de observagiao em

Curitiba

Em relagdo ao numero de geragdes em um ano, em Curitiba, H. axyridis
mostrou-se multivoltina, pois todas as suas fases de vida foram encontradas em todo o
periodo (2006-2007). Isso provavelmente deve-se ao clima da regido, onde ndo ocorrem
invernos rigorosos como no Hemisfério Norte e as temperaturas encontram-se numa
faixa em que seu desenvolvimento ¢ promovido. Desde a data da detec¢do em Curitiba
(Almeida & Silva 2002) verificou-se em coletas ndo sistematizadas a presenga das
diferentes fases de desenvolvimento de H. axyridis no campo (dados ndo publicados).

LaMana e Miller (1996) relatam para o estado do Oregon, Estados Unidos, duas
geragdes por ano. H. axyridis também ¢ bivoltina no sudoeste da Franca (Antibes)
(Ongagna et al. 1993). Em Atenas (Grécia) este coccinelideo teve quatro geragdes por
ano em avaliagdes feitas entre 1994 e 1995 (Katsoyannos et al. 1997) e no Japao, regido
nativa, de duas a trés geragdes (Osawa 1993).

A cidade de Curitiba caracteriza-se por possuir clima temperado, o que poderia
prejudicar a reprodugdo de H. axyridis, ja que em T MED abaixo de 12°C esta espécie
ndo se reproduz (Ongagna et al. 1993). Provavelmente o nimero de geracdes de H.
axyridis pode ser maior nas regides do Brasil onde as temperaturas sao mais amenas no

inverno.

27



4.5. Ocorréncia das espécies de Coccinellidae nativas ou estabelecidas, antes e apds

a introducao de H. axyridis no Brasil

Avaliagdo da fauna de Coccinellidae realizada entre 1999 e 2002 no Capao do
Tigre serviu como base para os dados de comparacao de ocorréncia e abundancia das
espécies nesta area, ¢ ainda para analisar as possiveis interferéncias na fauna local
geradas pela introducdo de H. axyridis. Neste periodo foram coletadas as seguintes
espécies: C. pulchella, C. sanguinea, C. coeruleus, Eriopsis connexa (Germar, 1824),
H. axyridis, H. convergens, Hyperaspis festiva Mulsant, 1850, Scymnus sp., O. v-
nigrum, Psyllobora gratiosa Mader, 1958 e Rodolia cardinalis (Mulsant, 1850) (dados
nao publicados).

Antes da introducdo de H. axyridis (1999-2000), foram registradas nove espécies
de Coccinellidae, sendo capturados 539 exemplares das seguintes espécies: C.
sanguinea (58%); H. convergens (20,59%); Scymnus sp. (9,65%); P. gratiosa (4,82%);
E. connexa (2,97%); C. pulchella (1,85%); O. v-nigrum (1,48%); H. festiva (0,18%); R.
cardinalis (0,37%). Ja entre 2001 e 2002, 586 exemplares de oito espécies foram
coletadas sendo C. sanguinea novamente a espécie dominante (84,98%), seguida por H.
axyridis (10,24%); O. v-nigrum (1,71%); H. convergens (10,24%), E. connexa (0,85%);
C. coeruleus (0,68%); Scymnus sp. (0,34%) e C. ocelligera (0,17%) (Tabela VII). Neste
ultimo ano registrou-se a presenca de H. axyridis.

Entre 2006 e 2007, 1038 espécimes de Coccinellidae, de oito espécies, foram
coletados. De um total de 13 espécies capturadas no Capao do Tigre entre 1999 e 2007,
cinco (P. gratiosa, E. connexa, R. cardinalis, H. festiva e C. ocelligera) ndo estdo mais
sendo coletadas. Apenas uma espécie, C. citricola, foi encontrada pela primeira vez
apos o registro de H. axyridis.

Algumas espécies possuem uma probabilidade maior de se encontrar e interagir
que outras, pois pode existir uma sobreposi¢do entre os habitats preferidos entre elas
(Dixon 2000). Acredita-se que as espécies C. citricola e O. v-nigrum nao estdo sendo
influenciadas diretamente por H. axyridis, provavelmente por se alimentarem de
coccideos (Silva et al. 2005) e psilideos, respectivamente, que sdo fontes secundarias de
alimento utilizadas por H. axyridis. Por se alimentarem de presas diferentes, estas

espécies e H. axyridis podem ocupar habitats diferentes na planta.
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Tabela VII. Relagdo entre as espécies e o nimero de espécimes de Coccinellidae em
diferentes periodos de coletas: 1999-2002 e 2006-2007, no Capao do Tigre, Curitiba,

Parana.

Espécies de Coccinellidae  set.99 - set.00 Freq. Rel. set.01 - ago.02 Freq. Rel. out.06 - set.07 Freq. Rel.

Harmonia axyridis 0 60 10,24% 947 91,23%
Olla v-nigrum 8 1,48% 10 1,71% 32 3,08%
Cycloneda sanguinea 313 58,07% 498 84,98% 21 2,02%
Coccidophilus citricola 0 0 19 1,83%
Scymnus sp. 52 9,65% 2 0,34% 10 0,96%
Hippodamia convergens 111 20,59% 6 1,02% 5 0,48%
Cycloneda pulchella 10 1,85% 0 3 0,29%
Curinus coeruleus 0 4 0,68% 1 0,09%
Psyllobora gratiosa 26 4,82% 0 0
Eriopis connexa 16 2,97% 5 0,85% 0
Rodolia cardinalis 2 0,37% 0 0
Hyperaspis festiva 1 0,18% 0 0
Coccinella ocelligera 0 1 0,17% 0

Total 539 99,98% 586 99,99% 1038 99,98%

4.6. Predacao intraguilda e aspectos gerais de introducao de H. axyridis

Alguns autores tém indicado os impactos negativos da introdug¢do de espécies
exdticas, como por exemplo, a supressdo competitiva ou o desalojamento do inimigo
natural nativo ou ainda a extingdo de espécies predadoras, potencialmente benéficas,
ainda nao utilizadas para essa finalidade (Elliot et al. 1996). A disponibilidade de
recursos e fatores espaciais e temporais, causando efeitos de sobreposicao de habitat
entre as espécies, pode determinar a incidéncia de predacdo intraguilda (Cottrell 2005).
Este tipo de predacdo (Intraguild Predation — IGP) pode ser definido como “uma
associacdo de espécies competidoras que matam e predam para se alimentar e se
utilizam dos mesmos recursos”. Essa interagdao predador-predador pode reduzir a
eficacia do controle bioldgico (Rosenheim et al. 1995). Tem-se observado que H.
axyridis ¢ um predador eficiente na guilda de insetos afidofagos, pois além de utilizar de
maneira eficiente os recursos alimentares disponiveis, competindo pelo alimento com
outras espécies afidofagas, pode também predar essas espécies na auséncia de sua presa
preferencial.

Cottrell (2005) ressaltou que H. axyridis pode gerar um efeito potencialmente
prejudicial de predagdo intraguilda sobre as espécies nativas, sendo a predacao de ovos

um dos meios pelo qual esta espécie pode impactar os coccinelideos nativos. Em seus
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experimentos laboratoriais de predagdo de ovos, este autor evidenciou que as espécies
nativas, O. v-nigrum ¢ C. maculata, sdo mais susceptiveis a sofrerem predacgdo total se
ovos estdo em contato com coccinelideos adultos exoticos e nativos e, por outro lado,
ovos de H. axyridis sdo mais susceptiveis ao canibalismo.

No Japdo, Yasuda et al (2001) relataram que 80% das larvas de C.
septempunctata eram consumidas por larvas de quarto instar de H. axyridis enquanto
que o oposto era raro. Segundo estes autores, as larvas de H. axyridis possuem pélos
rigidos e uma estrutura de suc¢@o que contribuem para o escape desta espécie quando do
ataque dos predadores.

Segundo Dixon (2000), para cada habitat existe uma espécie dominante ¢ para
esta espécie a maior ameaga serd o canibalismo. A dindmica populacional de H. axyridis
¢ influenciada por diversos fatores, dentre os quais o canibalismo nos seus diversos
estagios de desenvolvimento (Osawa 1993), que parece ser inversamente proporcional a
densidade de presas disponiveis (Burgio et al. 2002; Hironori & Katsuhiro 1997) e
adaptativo, pois aumenta a chance de sobrevivéncia (Burgio ef al. 2002). Em diferentes
graus os coccinelideos sdo protegidos contra a predacdo interespecifica (Burgio et al.
2002). Outros importantes reguladores dessas populacdes sdo os parasitdides das
familias Braconidae (Hymenoptera), Phoridae e Tachinidae (Diptera) e os predadores
das familias Pentatomidae (Hemiptera), Formicidae (Hymenoptera), além de aranhas e
passaros (Koch 2003).

A predagdo intraguilda e o canibalismo sdo significantes e muito praticados
pelos muitos taxa predadores de artropodes (Yasuda et al. 2001). No entanto, a predacao
intraguilda ndo ¢ a unica maneira de um inimigo natural exotico competir com as
espécies nativas. Outros fatores, como a polifagia, o potencial predador e outras
caracteristicas biologicas estdo envolvidos. Estes fatores determinam o potencial
predador de um coccinelideo em um ecossistema agricola e, por essas razdes, ¢ dificil
predizer os efeitos de espécies introduzidas para o controle bioldgico em populagdes de
coccinelideos nativos (Burgio ef al. 2002).

Alguns estudos indicam que H. axyridis ndo demonstra IGP contra Adalia
bipunctata (L., 1758) em niveis muito mais altos do que o seu proprio canibalismo
(Burgio et al. 2002). Por outro lado, o IGP nao € o unico fator relacionado a diminui¢cdo
das populacdes das espécies nativas onde espécies exodticas estdo presentes. Evans
(2000) sugere que o desalojamento das espécies predadoras nativas, em plantagdes de

alfafa, em Utah, nos Estados Unidos, pela espécie exotica C. septempunctata,
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provavelmente ocorre devido a uma troca de habitat das espécies nativas. Isso teria
ocorrido devido a espécie exoética consumir e causar a diminui¢do do alimento
disponivel nas plantagdes de alfafa. Segundo este autor, as espécies nativas voltaram a
ser coletadas com o aumento no nimero de afideos disponiveis no campo, entretanto,
com a diminui¢do do recurso alimentar pela presenca de C. septempunctata, as espécies
nativas voltaram a se deslocar para outras regides, enquanto que C. septempunctata
permaneceu em grandes quantidades, mesmo quando a densidade de afideos disponivel
era baixa.

Além do aumento da taxa de canibalismo e predagdo intraguilda quando a presa
comum estd escassa (Dixon 2000), a substituicdo da alimentagdo de afideos por
produtos origindrios da plantas, como néctar e poélen, pode ser uma fonte alternativa de
alimento por um tempo, reduzindo a mortalidade e mantendo a populacdo do
coccinelideo abundante mesmo sem a presa (Hodek & Honek 1996). Isto também pode
ter ocorrido no Capao do Tigre onde H. axyridis poderia estar se alimentando de fontes
alternativas, como o polen e néctar, na falta de afideos disponiveis, uma vez que H.
axyridis foi encontrada em varias plantas hospedeiras, mas sem a presenga de presas
(Tabela V.) Ja as espécies nativas, sem esta variedade alimentar podem ter se deslocado
para outras areas do capao ou proximidades em busca de alimento.

Saini (2004) estudando a abundancia das espécies predadoras do afideo Monellia
caryella (Fitch, 1855) em pecan, na Argentina, verificou que H. axyridis representou
51% e C. sanguinea 20% (ano 2001-2002); 67% e 15% (ano 2002-2003) e 74% e 13%
(ano 2003-2004), respectivamente, enquanto que O. v-nigrum, E. connexa, Coccinella
quadrifasciata (Schoenherr, 1808) e 4. bipunctata foram menos representativas. No
presente estudo, antes da detec¢do de H. axyridis (1999-2000) as espécies de
Coccinellidae que predominaram foram C. sanguinea (58,07%), H. convergens
(20,59%) e Scymnus sp. (9,65%); no periodo de 2001-2002, C. sanguinea ocorreu com
um porcentual de 84,98% e H. axyridis com 10,24%; em 2006-2007 a espécie que
predominou foi H. axyridis com 91,23% e C. sanguinea obteve apenas 2,02%.

Aparentemente tanto no Brasil quanto na Argentina, H. axyridis vem deslocando
as espécies nativas e causando a reducdo de suas populacdes, especialmente de C.
sanguinea, que ¢ cosmopolita e reconhecida como a principal espécie de Coccinellidae
com potencial para o controle bioldégico de afideos no Brasil (Araijo-Siqueira &
Almeida 2006). Outras espécies de coccinelideos que exploraram a mesma fonte

alimentar podem estar competindo diretamente com H. axyridis, como: H. convergens,
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que também ¢ predadora de afideos e ja foi utilizada em programas de controle
biologico na agricultura e em jardins (Bjornson 2008); C. coeruleus que ¢ uma espécie
neotropical que, apesar de preferir alimentar-se de coccideos, também pode ser
encontrada alimentando-se em colonias de afideos e de psilideo do citros (Michaud et
al. 2002). Outros estudos nos Estados Unidos ressaltam a diminui¢ao da abundancia de
espécies de coccinelideos nativos ou estabelecidos em fungdo da presenca de H.
axyridis (Colunga-Garcia & Gage 1998; Michaud 2002b).

Os fatores chave no processo de invasdao de uma espécie sdo o crescimento € o
desenvolvimento dos imaturos para o estagio adulto e a sobrevivéncia dos adultos
(Marco et al. 2002). No entanto, para avaliar o risco de introducao de espécies exdticas
utilizando controle bioldgico inundativo, especialmente para predadores polifagos como
H. axyridis, a tabela de vida deve ser integrada com outras informagdes como a
capacidade de estabelecimento, habilidades de dispersdo, variedade de hospedeiros e
efeitos diretos e indiretos em insetos ndo alvos (Van Lenteren et al. 2003). Van
Lenteren et al. (2008) concluiram a partir deste tipo de estudo que H. axyridis oferece
um grande risco para as espécies nativas, que nao existem meios faceis e confidveis de
se conter ou diminuir a liberagdo desta espécie e que, portanto, ndo deveria ser liberada
como agente de controle no noroeste da Europa.

Brown et al. (2008) também baseado nos estudos de Van Lenteren et al. (2003)
destaca que H. axyridis alcangou o segundo maior indice de risco, em uma pesquisa
para inventariar 31 espécies exoticas utilizadas em controle bioldgico na Europa. Soares
& Serpa (2007) salientam que a presenca de H. axyridis poderia ameacgar a abundancia
da populagdo de Coccinella undecimpunctata L. 1758 ou induzir o deslocamento dessa
espécie nativa no ecossistema do arquipélago de Acores, Portugal.

Harmonia axyridis possui algumas caracteristicas que podem explicar o sucesso
do seu estabelecimento como espécie invasora. E um predador efetivo, em fungio do
seu grande tamanho e por isso possui maior taxa de consumo, capaz de reduzir a
abundancia de afideos, além da atitude agressiva que contribui para o deslocamento de
outras espécies de coccinelideos e para sua dominancia dentro deste grupo de insetos
(Yasuda et al. 2001). Além disso, esta espécie € quimicamente protegida contra a
predacao das espécies afidofagas norte americanas de Coccinellidae (Sato & Dixon
2004), possui alta taxa de fecundidade (Iablokoff-Khnzorian 1982) e rapido
desenvolvimento das fases imaturas, em relacdo as espécies nativas (Lanzoni et al.

2004).
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Majerus et al. (2006) relatou que o possivel sucesso do estabelecimento de H.
axyridis na Inglaterra, ocorreu em fun¢do da capacidade de se dispersar rapidamente
para novos ambientes, colonizando grande variedade de habitats e adaptando-se
fenotipicamente a estas novas condi¢des, além de ser um predador generalista voraz que
domina em interagdes agressivas de predacgdo intraguilda. Segundo (Osawa 2000), H.
axyridis possui alta mobilidade que lhe permite agilidade para refugiar em situagdes
desfavoraveis e na procura por alimentos, além da baixa susceptibilidade a patogenos
(Hoogendoorn & Heimpel 2004).

A estratégia de busca ¢ outro fator que pode determinar o sucesso de um
predador, em relacdo a resposta funcional (Osawa 2000). Nesse aspecto supde-se que
uma espécie invasora deve possuir melhores estratégias de busca que resultam em uma
maior eficiéncia de predacdo em relagdo as espécies nativas (Kimberling 2004).

Soares et al. (2008), hipotetizaram que H. axyridis possuiria varios atributos
bioldgicos tais como: caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais que
permitiram a espécie ser bem sucedida em qualquer novo ambiente. Além disso, estes
autores enfatizam que o sucesso de H. axyridis também estaria relacionado a atividade
humana, pois sua introdug¢do foi intencional em muitos paises. Outro ponto a ser
considerado pelos autores € o grande niimero de estudos relacionados a esta espécie e o
escasso conhecimento sobre o potencial de invasao de outras espécies afidofagas de
Coccinellidae.

Historicamente, a maioria dos pesquisadores considera o processo de controle
bioldgico como eficiente, de baixo custo e ambientalmente seguro para o uso no
controle de pragas (De Bach & Rosen 1991). Existem varios casos relatados do uso bem
sucedido no controle bioldgico por H. axyridis em culturas como: pecan (Tedders &
Schaefer 1994), morangos (Sun et al. 1996) e rosas (Ferran et al. 1996). Nos Estados
Unidos, H. axyridis tornou-se espécie dominante em plantagdes de maca, substituindo
e/ou deslocando C. septempunctata, apresentando melhores resultados no controle
bioldgico de afideos, naquela cultura (Brown & Miller 1998). Contudo, a introducao de
inimigos naturais ndo nativos pode trazer impactos negativos (Howarth 1991).

Atualmente sabe-se que invasdes bioldgicas causam grandes impactos ao
ambiente e se tornam a segunda causa da perda de biodiversidade (Pimentel ez al. 2000).
A falta de dieta especifica, no caso de H. axyridis, pode trazer efeitos negativos pela
predacdo de insetos nativos benéficos. Além disso, recentemente nos Estados Unidos,

H. axyridis tem sido registrada atacando frutiferas, como magas, péras e uvas. Nas
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viniculas os insetos se agrupam nos cachos de uvas causando problemas na produ¢ao do
vinho em fung¢do da alteragdo do sabor pela presenca de alcaldides (Koch et al. 2004).
Em periodos mais frios esta espécie tem invadido casas e prédios a procura de abrigo
podendo ainda pousar em alimentos e bebidas (Knodel & Hoebeke 1996) e, em algumas
pessoas, o contato direto, tem causado reacdes alérgicas e provocado sintomas como
renite, conjutivite, tosse cronica e asma (Yarbrough et al. 1999).

Koch et al. (2006) discutindo a introducdo de H. axyridis na América do Sul,
sugere que devido a similaridade climatica com a regido nativa, ¢ possivel o
estabelecimento desta espécie, no continente sul-americano. Da mesma forma, em
funcdo dos mesmos tipos de biomas, grandes areas podem vir a se tornar habitats
adequados. Além disso, a disponibilidade da presa ndo deve ser um fator limitante para
o estabelecimento de H. axyridis nesta regido, pois possui a capacidade de se disseminar
pelo voo e também por meios associados as atividades do homem.

Na Europa, H. axyridis ja foi coletada em diversos paises, introduzida
intencionalmente ou ndo: Austria, Belarus, Bélgica, Republica Tcheca, Dinamarca,
Franca, Alemanha, Grécia Holanda, Italia, Liechtenstein, Luxemburgo, Noruega,
Portugal, Espanha, Suécia e Sui¢a (Soares et al. 2008). Brown et al. (2008) prevéem
que a dispersdo de H. axyridis pela Europa continue principalmente ao norte ¢ a leste.

Segundo o modelo “Climex” de distribui¢do, H. axyridis possui o potencial de se
estabelecer em diversos paises da América Latina. Sdo citados como locais de possivel
ocupacdo, além no Brasil e da Argentina, o Paraguai, Uruguai, Chile, Venezuela,
Colombia, Equador, Peru e Bolivia (Poutsma ef al. 2008).

Caracteristicas consideradas vantajosas no controle bioldgico, como a
capacidade de replicagdo propria, aumento rapido e alta dispersdo, sdo também
caracteristicas que aumentam a probabilidade de efeitos ecologicos nao esperados. Apos
a proliferagdo das espécies exoticas, surge uma pressao para controla-las, aumentando a
necessidade de se entender os efeitos ecologicos do controle bioldgico. Existe, portanto,
uma necessidade real de aumentar a atengao cientifica para a medigao e previsao dos
impactos em espécies alvo e ndo alvo (Louda et al. 2003). Uma atengdo especial deve
ser tomada em relacdo aos efeitos negativos de agentes de controle bioldgicos

introduzidos nas espécies nativas (Soares et al. 2008).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

- No Brasil, at¢ o momento, Harmonia axyridis foi encontrada em 39 espécies de
plantas, das quais 20 sdo registros novos, alimentando-se de 20 espécies de afideos, dos
quais oito sdo registrados pela primeira vez.

- Oito espécies de Coccinellidae foram coletadas no Capao do Tigre, de outubro de
2006 a setembro de 2007, sendo H. axyridis a mais abundante (91,23%).

- H. axyridis teve seu pico de abundancia populacional no final de agosto e comeco
de setembro de 2007.

- Desde 1999 até 2007 ocorreram redugdo e variacao na diversidade de espécies de
Coccinellidae coletadas no Capao do Tigre, Curitiba, Parand, com a predominancia de
H. axyridis, indicando um possivel desalojamento das espécies nativas e/ou ja

estabelecidas.
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CAPITULO II

Evidéncias moleculares sobre a origem de Harmonia axyridis (Pallas)

(Coleoptera, Coccinellidae) no Brasil.
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RESUMO

Harmonia axyridis, espécie asiatica muito utilizada em programas de controle biologico
de afideos, destaca-se por competir por alimento e desalojar espécies nativas, além de
preda-las (predacdo intraguilda). Foi introduzida pela primeira vez nos Estados Unidos,
em 1916 e hoje pode ser encontrada em quase todo pais, bem como no México e
Canada. Na Franca foi mantida em quarentena até 1990 antes da introdugao e hoje esta
distribuida em diversos outros paises da Europa. A Argentina importou uma populagdo
da Franca no final dos anos noventa e em 2001 foi detectada pela primeira vez em
Buenos Aires. No Brasil, foi introduzida provavelmente de maneira acidental em 2002.
Os objetivos deste trabalho foram estimar a variabilidade genética de amostras de
populagdes do Brasil, Estados Unidos, Europa e Paraguai, analisando
filogeograficamente suas populagdes através do seqlienciamento de um fragmento do
gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI). Trés protocolos de extragdo
foram utilizados e as seqiiéncias de Denver (EUA) foram obtidas no GenBank. A partir
das 47 seqiiéncias obtidas foram detectados 18 haplotipos mitocondriais com
aproximadamente 640 pares de bases. Os haplotipos divergiram de zero a seis
nucleotideos entre si, sendo o 2 ¢ o 7 compartilhados pelo Brasil e Europa. Os
resultados das andlises de Neighbour Joining (NJ), Méxima Parcimdnia (MP), Maxima
Verossimilhanca (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) foram similares, pois mostraram um
grupo formado por espécimes norte americanos. As andlises de NJ e IB mostram um
grupo unindo os espécimes do Brasil, Paraguai e Europa. Assim, pode-se concluir que
as populacdes de H. axyridis destes locais pertencem a uma mesma linhagem
mitocondrial e hipotetiza-se que sua introdu¢do no Brasil tenha ocorrido com
populacdes oriundas diretamente da Europa ou da Argentina. Nao hé evidéncias de que
espécimes dos Estados Unidos tenham entrado no Brasil. Existem possiveis pontos de
heteroplasmia nas posi¢oes 181, 196 e 616 dos fragmentos de COI, em individuos da

Bélgica, Franca, Inglaterra, Paraguai e Brasil.
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ABSTRACT

Harmonia axyridis, the multicolored Asian ladybeetle, is well-known as a classical
biological control agent of aphids. It is an important intraguild predator, competing for
food with other native coccinellid and sometimes managing to displace them. In 1916, it
was released for the first time in the United States. Nowadays, it can be found in almost
the entire country, and also in Mexico and Canada. In France, before the official release,
it was kept in a quarantine program, until 1990, and it is distributed in many countries in
Europe at the moment. In Argentina, a French population was imported by the end of
the nineties and its presence in Buenos Aires was detected for the first time at the end of
2001. In Brazil, it was introduced probably accidentally, in 2002. For that reason the
objectives of this work are to investigate the genetic variability of samples of
populations of Brazil, United States, Europe and Paraguay through the sequencing of a
fragment of the mitochondrial gene cytochrome oxidase subunit I (COI), analyzing
them phylogeographically. Three protocols of extraction were used and the sequences of
Denver (U.S.A.) were taken from the GenBank. Forty seven sequences with
approximately 640 pb were analyzed, and 18 mitochondrial haplotypes were detected.
The haplotypes diverged from zero to six nucleotides between them, being the
haplotypes 2 and 7 shared between Brazil and Europe. The results of the Neighbour
Joining (NJ), Maximum Parsimony (MP), Maximum Likelihood (ML) and Bayesian
Inference (BI) analyses were similar, revealing a group formed by EUA specimens. The
NJ and IB analyses result in trees of which a group of specimens formed by Brazil,
Paraguay and Europe can be seen. Therefore, it’s been concluded that these H. axyridis
populations belong to same mitochondrial lineage and hypothesized that the
introduction of this coccinellid in Brazil has occurred with populations deriving directly
of Europe and/or Argentina. There is no evidence that the EUA specimens entered in
Brazil. Possible points of heteroplasmy in 181, 196 and 616 positions of the COI

fragments exist in individuals of Belgium, France, England, Paraguay and Brazil.

47



1. INTRODUCAO

A aplicacdo de métodos filogenéticos para entender a variacdo genética, no
tempo e espaco, entre populagdes ou taxons relacionados tem emergido como uma
importante ferramenta em estudos de evolucdo e biologia da conservagdo (Moya et al.
2006). A Filogeografia ¢ um método que combina analises filogenéticas e distribuigdes
geograficas para mapear as historias espacial e temporal, de linhagens intraespecificas
do DNA mitocondrial (DNAmit) (Avise 2000). Dentre outros estudos, este método foi
utilizado com sucesso para entender a historia de dispersao de cupins (Isoptera)
exoticos, incluindo seus locais de origem (Jenkins et al. 2007).

O DNAmit em funcdo do seu tamanho pequeno, da taxa evoluciondria
relativamente rapida e da sua usual heranga maternal, pode ser utilizado para examinar
historias populacionais e a evolugdo entre taxa proximamente aparentados (Caterino et
al. 2000). Pode ser utilizado também em estudos evolutivos, incluindo andlises de
estrutura populacional e fluxo génico, hibridizagdo, biogeografia e relacionamentos
filogenéticos (Avise 1987).

Como acontece com o DNA nuclear, as seqiiéncias de DNAmit contém mais
informagdes do que os fragmentos de restricdo e por isso devem ser mais Uteis para
inferir as historias dos haplotipos e das populagdes (Roderick 1996).

O genoma mitocondrial animal ¢ pequeno em comprimento (16 a 20 kb),
circular, sem introns e com os genes compactados. Com algumas excec¢des, 0 DNAmit
animal de uma maneira geral contém 37 genes. Estes genes codificam as subunidades
dos RNA’s ribossomicos, 13 proteinas e 22 tRNA’s. Todos os DNAmit de animais
possuem no minimo uma regido ndo codificadora, com elementos regulatorios para a
replicacdo e transcricdo do DNA, e as seqliéncias intergénicas estdo ausentes ou sao
pequenas (Boore 1999). Existem milhares de mitocondrias em cada célula, portanto o
DNAmit ¢ abundante e relativamente facil de se obter, at¢ de amostras degradadas
(Otranto & Stevens 2002).

O DNAmit deve ser mais sensivel do que o DNA nuclear aos efeitos fundadores
em populagdes menores, pois em uma populagio a freqliéncia de um haplotipo
mitocondrial deve flutuar mais rapidamente do que as freqiiéncias dos alelos nucleares
(Avise 1991). O rapido ritmo de substituicdes de nucleotideos, juntamente com a
caracteristica de heranca materna tornam o DNAmit vantajoso para estudos de analise

filogenética no nivel microevolucionario, o qual ndo sera conseguido facilmente pelos
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genes de linhagem nuclear. Estas caracteristicas do DNAmit forcam a adi¢do de uma
perspectiva filogenética a estudos de evolucao intraespecifica (Avise 1987).

A utilizagdo do fragmento mitocondrial citocromo c oxidase subunidade I (COI)
¢ muito comum em trabalhos de filogenia molecular para fins bastante diversificados,
nos diversos grupos de seres vivos, como por exemplo, peixes, helmintos e em Insecta.
Por exemplo, Thaenkhama et al. (2007), na Tailandia, utilizaram o seqiienciamento do
fragmento COI e posterior técnica de PCR-RFLP, para diferenciar infecgdes de duas
espécies de platelmintes trematddeos, encontrados em peixes. Ames et al. (20006)
através do seqlienciamento de parte desse gene e posterior digestdo do produto
seqlienciado com a enzima de restri¢ao (Sfcl) conseguiu diferenciar, de uma maneira
simples e relativamente rapida, as duas mais importantes espécies de Calliphoridae
(Diptera) de interesse forense no Reino Unido, Calliphora vicina Robineau-Desvoidy,
1830 e Calliphora vomitoria (Linnaeus, 1758). O autor comenta ainda sobre a variagdo
potencial existente neste gene entre outras espécies de Diptera de interesse forense.

Através dos genes COI e citocromo ¢ oxidase subunidade II (COII) e posterior
corte com enzima de restri¢do, foi formulada a hipdtese de que houve apenas um evento
fundador com sucesso para a espécie Leptinotarsa decemlineata Say, 1924 (besouro de
batata do Colorado) na Europa, depois de ter sido encontrado apenas um haplotipo
mitocondrial fixado dentro das populagdes (Grapputo et al. 2005).

Palenko et al. (2004) utilizou seqiiéncias de COI para determinar as distancias
genéticas entre as espécies: Coccinella transversoguttata Fald., 1835, Coccinella
distincta Fald., 1837, Coccinella trifasciata L., 1758, C. septempunctata L., 1758,
Coccinella quinquepunctata L., 1758, Adalia bipunctata L., 1758 e Adalia
decempunctata L., 1758 (Coccinellidae). Nesse trabalho foram estudados os processos
microevolutivos, como por exemplo, eventos relativamente recentes de divergéncia
entre populagdes. A. bipunctata possui duas formas, (f. bipunctata) e (f. fasciopunctata).
A. bipunctata (f. fasciopunctata) proveniente da Asia Central possui um polimorfismo
no padrdao de coloragdo de pronoto e élitro que serve para distingui-la. Analisando
amostras da Itdlia, Bulgaria e Russia contendo as duas formas foram encontradas
diferengas em até 12 nucleotideos, enquanto que entre duas outras espécies do género,
A. bipunctata e A. decempunctata foram encontrados 24 nucleotideos diferentes. Assim,
o autor concluiu que a andlise da variacdo do gene mitocondrial COI torna possivel a

revelagdo dos mecanismos de formagao de espécies nesse grupo.
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Harmonia axyridis (Pallas, 1773) (Coleoptera, Coccinellidae) ¢ utilizada no
controle bioldgico principalmente de afideos e ja foi introduzida em diversos paises para
este fim (Koch 2003). Nos Estados Unidos, desde 1916, varias liberagdes foram
realizadas com espécimes de origem asidtica (Japao e antiga USSR) em diversos locais
(Califérnia, Washington, Geodrgia, Nova Escocia, Ohio, Pensilvania) (Gordon 1985),
porém estas populagdes nao se estabeleceram até 1988 (Chapin & Brou 1991).

Essa espécie foi introduzida na Franga pelo INRA (Instituto Nacional de
Pesquisas Agronomicas) com espécimes provenientes da China (Iperti & Bertand 2001)
e ficou em quarentena até 1990 (Kabiri 2006 apud Poutsma et al. 2008). Na Europa,
desde 1982, H. axyridis vem sendo comercializada como agente de controle biologico
por diferentes empresas particulares (Adriaens et al. 2003). Esta espécie ja foi
encontrada em diversos paises: Austria, Bielo-Russia, Bélgica, Republica Tcheca,
Dinamarca, Franga, Alemanha, Grécia Holanda, Itdlia, Liechtenstein, Luxemburgo,
Noruega, Portugal, Espanha, Suécia e Suica (Soares et al 2008). Em 1993, uma
populagdo de H. axyridis de origem francesa foi introduzida na Grécia (Katsoyannos et
al. 1997) e na Bélgica, foi liberada em 1997 (Adriaens et al. 2003).

Na Argentina, espécimes liberados na provincia de Mendoza, no final da década
de noventa, utilizados no controle bioldgico, foram obtidos da Franca (Estagdo de
Zoologia e Luta Biologica de Antibes) (Garcia et al. 1999). Em Curitiba, Parana, em
2002, H. axyridis foi encontrada pela primeira vez, em Pinus spp., alimentando-se de
Cinara atlantica (Wilson, 1919) e Cinara pinivora (Wilson, 1919) (Hemiptera,
Aphididae), espécies de afideos também exdticas (Almeida & Silva 2002).

A determinagdo das origens geograficas de organismos exoticos tem se tornado
altamente importante, ecologica e economicamente, pois 0os impactos que estas espécies

causam continuam a crescer (Scheffer & Grissell 2003).
2. OBJETIVOS
Tendo em vista a recente introdu¢do de H. axyridis no Brasil e o escasso

conhecimento sobre a origem da sua introdugdo, este trabalho tem por objetivo geral:

- Inferir sobre a procedéncia das populagcdes de H. axyridis no Brasil.
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2.1. Objetivos especificos

- Estimar a variabilidade genética de H. axyridis de amostras de populagdes
procedentes do Brasil, Estados Unidos, Europa e Paraguai.
- Analisar filogeograficamente as populacdes de H. axyridis através do fragmento do

gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I (COI).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e armazenamento dos exemplares coletados

Para a avaliacdo da variabilidade genética de diferentes populacdes de H. axyridis,
foram coletados exemplares de Curitiba e de outras localidades do Brasil e exterior
(Tabela I). Adultos e pupas foram capturados diretamente no campo e mantidos no
laboratorio até o esvaziamento do conteido intestinal e/ou a emergéncia dos adultos,
evitando-se assim, a interferéncia de outros materiais, como conteudo intestinal e
parasitoides, nas analises moleculares. Os adultos recém emergidos foram fixados em
tubos Eppendorf contendo etanol absoluto e armazenados no freezer a -20°C até a
extracdo. O material proveniente de outras localidades do Brasil e do exterior foi

recebido ja fixado em etanol absoluto.

Tabela I. Amostras das populacdes de Harmonia axyridis para as andlises de

seqiienciamento do fragmento do gene mitocondrial COL.

Localidade / n° espécimes analisados Codigo Latitude (N-S) Longitude (W-E)

Vigosa (MG) / 4 MG 21°6'0" 45°17'0"
Andradina (SP) / 4 SP 22°43'31" 47°38'57"
Curitiba (PR) / 6 Ca 25°25'40" 49°1623"
Ponta Grossa (PR) / 5 PG 25°50'58" 50°0930"
Guaratuba (PR) / 4 GUA 25°54'0" 48°34'0"
Itaiopolis (SC) / 1 SC 26°20'0" 49°56'0"
Xanxeré (SC) / 2 SC 26°53'0" 52°23'0"
Camboriu (SC) /2 SC 26°59'0" 48°38'0"
Passo Fundo (RS) / 4 RS 28°15'46" 52°2424"
Paraguai (PAR) — Santa Rita / 2 PAR 25°47'0" 55°04'0"
Franga (FR) - Roquefort-les-Pins / 1 FR 43°40'44.4" 07°02"26.46"
Bélgica (BE) - Grand-Leez / 1 BEL 50°35'44.06" 04°46'36.95"
Inglaterra (IN) — London / 1 IN 51°28'43.99" 00°09'02.02"
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3.2. Extracio e quantificacio do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico foram utilizados trés protocolos em funcao
da dificuldade de extragdo: Cheung et al. (1993), com as modificagdes de Carvalho &
Vieira (2000, 2001) e Carvalho (2004) (protocolo 1), Cheung et al. (1993) com as
modificagdes de Franga (2005) (protocolo 2) e o kit de extragdo EZDNA (Biosystems,
Brasil) (protocolo 3).

As extragdes pelos protocolos 1 e 2 foram realizadas no Laboratério do Centro
de Diagndstico Marcos Enrietti, Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
do Parand, e o protocolo 3 no Laboratorio de Ecologia Molecular e Parasitologia
Evolutiva (LEMPE) do Departamento de Zoologia e do Grupo Integrado de Aqiiicultura
e Estudos Ambientais.

Protocolo 1: Adultos de H. axyridis foram triturados individualmente, com
pistilo de propileno autoclavado, em tubo de microcentrifuga de 1,5ml, contendo 200pl
de tampao de extragao [200mM Tris-HCI (ph 8,0), 2M NaCl e 70mM EDTA]. Em
seguida, foram adicionados 50ul de sarcosyl a 5%, novamente homogeneizado e
incubado a 65°C, por 60 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm
durante 15 minutos e a fase aquosa (sobrenadante), foi transferida para novos tubos de
microcentrifuga de 1,5ul. A precipitacdo do DNA foi efetuada pela adi¢ao de 110ul de
10mM de acetato de amodnia e 250ul de isopropanol gelados e mantidos a 4°C
“overnight” para favorecer a precipitagdo do DNA. O precipitado foi recuperado através
de centrifugagdo a 10.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
“pellet” de DNA lavado duas vezes com 300ul de etanol gelado a 70%, seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 100ul de tampao TE [10mM Tris e 1mM
EDTA (pH 8,0)], contendo 10ug/pul de RNase e armazenado a - 20°C.

Protocolo 2: tendo como base o protocolo de Cheung et al. (1993), depois do
material ter sido incubado por uma hora a 65°C, foi resfriado em temperatura ambiente.
Depois de frio adicionou-se as amostras de 50 a 100ul de cloroférmio (alcool isoamilico
24:1), dependendo do volume da amostra. Posteriormente, o material foi centrifugado
por 15 minutos a 10.000rpm, o sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5ul,
aonde foram adicionados 80ul de acetato de aménio (7,5M) e 300ul de etanol 96%. As
amostras foram homogeneizadas por inversdo, levadas ao congelador por 2 horas, a —

20°C. Em seguida o material foi centrifugado por 15 minutos a 13.000rpm. O
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sobrenadante foi descartado e lavado duas vezes com etanol 70%. As amostras foram
secas em estufa, ressuspensas em 20ul de agua MiliQ e posteriormente armazenadas ¢ a
- 20°C.

Protocolo 3: Inicialmente as amostras foram homogeneizadas em 98ul de
tampao de digestdo (Tris 50 mM — pH 8.0, EDTA 100 mM, SDS 0.5%), trituradas com
pistilo de polipropileno e depois adicionados 2ul de proteinase K. As amostras foram
incubadas a 50°C por 3 horas. A extragdo do DNA foi entdo efetuada utilizando o
protocolo do Kit EZ-DNA (Biosystems).

A quantificacio do DNA de cada amostra foi efetuada por espectrofotometria,

com absorbancia de 260-280nm no aparelho GeneQuant pro (Amersham Biosciences).

3.3. Primers e amplificacio do DNA

Foram testados para a amplificacdo e seqiienciamento do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade I (COI), os primers universais nao purificados HCO
(TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA) e LCO (GGTCAACAAATCATAAAGAT
ATTGG) (Invitrogen®). As reagdes de amplificacdo do DNA foram conduzidas em um
volume final de 25ul contendo: 2,5ul 10X/ul Buffer; 1,5ul de 5S0mM MgCl; 1,0 de
10mM dNTP; 1ul de 20pM de cada primer; de 50 a 100ng de DNA molde; 0,5 de 1U de
Taq polimerase e completando o volume de 25ul com H,O MiliQ autoclavada. As
amplificacoes foram realizadas através do seguinte programa de amplificagdo:
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 52°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos, seguido de
uma extensao final a 72°C por 4 minutos e manutengao em refrigeragao a 4°C.

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2%, utilizando o tampdo de corrida 1X TBE (Tris-borato-EDTA). Um marcador
de peso molecular, de 100pb, foi utilizado em cada corrida como padrio de peso
molecular co-migrante. Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etidio a
0,5ug/ml, fotografados e analisados quanto a preseng¢a do fragmento amplificado do
COL

Os fragmentos amplificados foram purificados com Polietileno Glicol (PEG
20%) e quantificados. A reacdo de seqiienciamento continha 50ng de DNA purificado;
0,5ul de BigDye; 0,5ug de Buffer; 0,5ul dos primers HCO ou LCO a 1,6pmol e agua

MiliQ autoclavada completando 10ul. Para cada amostra foram amplificados
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separadamente os primers HCO e LCO. A precipitagdo da reagdo de seqiienciamento
com Isopropanol 75% foi realizada adicionando 40uL do alcool e posteriormente
realizada a lavagem do precipitado com etanol 70% retirando-o logo em seguida.
Depois de secas, as amostras eram armazenadas na geladeira. Para o seqiienciamento as
amostras eram ressuspendidas em formamida. O seqilienciamento foi realizado em um

seqiienciador ABI 3130 do LEMPE.

3.4. Analise das Seqiiéncias de DNA

As seqiiéncias obtidas foram editadas no programa BioEdit versdo 7.0.0, e
conferidas manualmente. Apo6s a constru¢do da seqii€ncia consenso construida a partir
dos dois primers, o alinhamento foi realizado através com ClustalW (Thompson et al.
1994) no programa BioEdit 7.0.5.2 (Hall 1999). As amostras de seqiiéncias
provenientes de Denver, Colorado, Estados Unidos (AM403712, AM403713,
AM403518, AM403519, AM407721, AM407722, AM407723, AM407724, AM398943
e AM398944) foram obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e comparadas
com as demais. No entanto, ndo foi possivel analisar proporc¢des de cada haplétipo, pois
ndo ha informagdes sobre a amostragem.

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando os métodos de “Neighbour
Joining” (NJ), Maxima Parcimdnia (MP), Maxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia
Bayesiana (IB). A analise de NJ foi realizada pelo programa MEGA 4 (Tamura ef al.
2007). As analises de parcimdnia e de maxima verossimilhanca foram realizadas pelo
programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2001) e a andlise bayesiana com o programa
Mr.Bayes 3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck 2003). O modelo de evolugdao molecular foi
obtido com o programa ModelTest 3.7 (Posada & Crandall 1998).

As arvores de parcimdnia foram obtidas por busca heuristica e o suporte por
analise de “bootstrap” com 500 repetigdes. Os critérios da busca heuristica foram: [CNI
(close-neighbor-interchange): (level=1); arvore inicial com adi¢do ao acaso com 10
reps.; Gaps/missing data: Complete deletion)].

J& para a analise de Méaxima Verossimilhanga os pardmetros iniciais foram: [Iset
base= (0.3107 0.1551 0.1518) nst=2, tratio=3.4104, rates=gamma, shape=0.6750,
pinvar=0.9256].

A andlise de inferéncia bayesiana foi realizada com o modelo de evolugdo

molecular (HKY+I+G), indicado pelo programa ModelTest a partir do teste hLRTs
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(Hierarchical Likelihod Ratio Tests). A arvore resultante desta andlise foi obtida com
estimativa para 2.500.000 geragdes. Os parametros utilizados para esta andlise foram:
[lset nst=6 rates=invgamma; mcmcp ngen=2500000 printfreq=100 filename=resultados;

memc; sumt filename=resultados burnin=100 contype=allcompat].

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detectados 18 hapldtipos mitocondriais a partir de 47 seqiiéncias de
diferentes localidades do Brasil, Paraguai, Europa e Estados Unidos, com
aproximadamente 640 pares de base cada e nao foram observadas dele¢des ou adigdes.
Os haplotipos obtidos divergiram de zero a seis nucleotideos entre si. De todas as
amostras analisadas, o haplotipo mais freqliente foi o 5, encontrado em 38,3% das
seqiiéncias obtidas (Tabela II). O segundo haplotipo mais freqiiente foi o 2 (12,76%),
seguido pelo 3 (10,64%). Haplotipos tnicos foram observados na populagdo de Denver

(haplotipos 10 a 18), de Curitiba (haplotipos 4 e 6) e de Guaratuba (haplotipo 8 € 9).

Tabela II. Lista dos haplotipos encontrados nos espécimes analisados de Harmonia
axyridis provenientes de diferentes localidades do Brasil, Paraguai, Europa e Estados

Unidos. A nomenclatura das amostras esta indicada na Tabela 1.

Haplotipos % Amostras
4 2,13 Cal
6 2,13 Cab
8 2,13 GUA 1
9 2,13 GUA 5
10 2,13 AM403712
11 2,13 AMA403713
12 2,13 AM403518
13 2,13 AM403519
14 2,13 AM407721
15 2,13 AMA407722
16 2,13 AM407723
17 2,13 AM407724
7 4,25 GUA4; INI;
1 4,25 BELI; PARI
18 4,25 AM398943; AM398944
3 10,64 SC2; PAR3; CaEl; Ca2; Ca$5
FR1; MG3; SC1; SP3; PG2;
2 12,76 SPS5

MG1; MG2; MG5; PG1; PG3;
PG4; PG5; SC3;SC4; SC5;
SP1; SP2; RS1; RS2; RS3;

RS4: Ca4;: GUA2

5 38,30
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Nos Estados Unidos foram detectados nove haplétipos mitocondriais unicos
(Fig. 1). As porcdes apresentadas no grafico indicam apenas os haplotipos e nao

representam suas proporcoes.

Fig. 1. Mapa dos Estados Unidos indicando os haplotipos de Harmonia axyridis

provenientes de Denver, Colorado, obtidas através do GenBank.

Na Europa foram obtidos trés hapldtipos, o 1 encontrado na Bélgica, o 2 na
Franca e o 7 na Inglaterra. O haplotipo 2 e 7 também foram obtidos de espécimes do
Brasil. Foram encontrados no Brasil os haplotipos de 2 a 9, sendo o 5, o mais
representativo com 56,25%, seguido do 2 (15,63%) e do 3 (12,5%). No Paraguai foram
detectados os haplotipos 1 e 3 (Fig. 2).
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Fig. 2. Pontos de Harmonia axyridis amostrados e propor¢do dos haplotipos
encontrados na Europa Continental, Inglaterra, Brasil e Paraguai. Nos graficos os

nimeros e cores indicam os mesmos haplétipos.
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4.1. Analises filogeograficas

A arvore obtida a partir da andlise de NJ (Fig. 3) representa graficamente a
tabela de similaridade dos espécimes analisados. Um dos grupos de espécimes dos

Estados Unidos foi formado com um forte suporte de bootstrap (77).
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Fig. 3. Cladograma de Neighbour Joining ndo enraizado de espécimes de Harmonia
axyridis provenientes de diferentes localidades do Brasil, Paraguai, Europa e Estados

Unidos.

A arvore de NJ revela que os espécimes dos Estados Unidos formam grupos
proximos entre si cujos haplotipos divergem entre si em até cinco nucleotideos. Estes
espécimes nao estdo completamente separados dos espécimes do Brasil, Paraguai e

Europa. Este ndo seria o resultado esperado. Nos Estados Unidos ocorreram varias
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introdugdes independentes de espécimes provenientes da Asia (regido de origem de H.
axyridis), que datam desde 1916. Porém, isto pode ter ocorrido em fun¢do das
seqiiéncias dos espécimes norte-americanos terem sido obtidas no GenBank (ndo
sabemos a quantidade de espécimes analisados) e dos coccinelideos terem sido
coletados em apenas um estado (Denver).

Analisando ainda a arvore de NJ, pode-se observar outro grupo, com suporte de
bootstrap de 45, que une os espécimes do Brasil, Europa e Paraguai. As diferencas
nucleotidicas entre estes espécimes variam de zero a dois, o que explicaria o
agrupamento desses espécimes. Existem nesta arvore, portanto, dois grupos de
haplotipos definidos, o grupo formado por haplétipos norte-americanos e¢ o de
haplotipos brasileiros, paraguaios e europeus. As relagdes entre os haplotipos do
segundo grupo, no entanto, ndo sdo bem definidas e possuem suportes fracos, exceto o
ramo que une um espécime de Guaratuba (GUA4) e um da Inglaterra (IN1) (57).

A andlise de MP resultou em 550 arvores igualmente parcimoniosas (indice de
consisténcia= 1,0; indice de retencao=1,0) e a analise de MV resultou em 476 arvores
com o score de 931.60953 (Parametros: Number of substitution types = 2 (HKY85
variant) Transition/transversion ratio = 3.4104 (kappa = 7.9625086); Freqiiéncia dos
nucleotideos (set by user): A=0.31070 C=0.15510 G=0.15180 T=0.38240; Among-site
rate variation: Assumed proportion of invariable sites = 0.9256; Distribution of rates at
variable sites = gamma (discrete approximation); Shape parameter (alpha) = 0.675;
Number of rate categories = 4; Representation of average rate for each category = mean;
These settings correspond to the HKY85+G+I model; Number of distinct data patterns
under this model = 15; Molecular clock not enforced; Starting branch lengths obtained
using Rogers-Swofford approximation method).

Uma das arvores de MP (Fig. 4) revela os mesmo agrupamentos ja mencionados
na andlise de NJ, ou seja, o grupo formado por espécimes do Brasil, Paraguai e Europa e
o grupo formado por espécimes dos Estados Unidos. A unido do primeiro grupo possui
suporte alto (69), apesar das relacdes entre espécimes dentro dele se apresentarem
incertas. Uma das arvores de MV (Fig. 4) também resultou em dois grupos, um deles
formado de espécimes do Brasil, Paraguai e Europa e o outro formado por espécimes
dos Estados Unidos, Brasil e Paraguai.

Em ambas as arvores de consenso resultantes das andlises de MV e MP (Fig. 4)
podemos notar um grupo de espécimes dos Estados Unidos que, em MP ¢ formado

pelos espécimes de codigo final 18, 19, 22 e 24, com suporte de 45, e em MV pelos
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espécimes de codigo final 12, 13, 21, 23 e 43. O restante da arvore é uma grande
politomia constituida de espécimes do Brasil, Paraguai, Europa e Estados Unidos.

Na arvore gerada a partir da andlise de IB (Fig. 5) pode-se observar também o
mesmo grupo de espécimes norte-americanos relatado nas arvores consenso de MP e
MYV, desta vez com um suporte de 99. Verifica-se, ainda, um grupo formado por dois
espécimes brasileiros (CaEl e SC2), um paraguaio (PAR3) e um norte-americano
(espécime de cddigo com final 22). No entanto, este grupo tem o suporte de apenas 30%
e ndo foi observado nas outras arvores, portanto ndo foi considerado relevante.

Também se pode constatar na arvore de IB o mesmo ramo obtido entre um
espécime de Guaratuba (GUA4) e outro da Inglaterra (IN1) na arvore de NJ, com um

suporte um pouco menor (42).
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Fig. 4. Cladogramas de Maiéxima Parcimonia e Maxima Verossimilhanga, ndo
enraizados, de espécimes de Harmonia axyridis provenientes de diferentes localidades
do Brasil, Paraguai, Europa e Estados Unidos. Esquerda: uma das 550 arvores de MP e

consenso estrito. Direita: uma das 476 arvores de MV e consenso estrito.
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Fig. 5. Inferéncia Bayesiana de espécimes das populacdes de Harmonia axyridis

provenientes de localidades do Brasil, Paraguai, Europa e Estados Unidos.

Os resultados das andlises foram muito similares. Em todas elas foi possivel
observar dois grupos formados por espécimes dos Estados Unidos e outro grupo maior

entre espécimes do Brasil, Paraguai e Europa, cujo relacionamento foi mal resolvido.
4.2. Analise haplotipica

Nos espécimes provenientes de Denver, nos Estados Unidos, foram encontrados
nove haplotipos Unicos. No Brasil, foram observados os haplétipos de 2 a 9. Estes
haplotipos também estdo presentes nos espécimes da Europa (2, 3 e 7) e do Paraguai
(3). Assim, podem ser observados dois grupos distintos de haplétipos, o que

compreende os do Brasil, Paraguai e Europa (Fig. 2) e o dos Estados Unidos (haplétipos
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10 a 18). Nao existe suporte para a hipdtese de que espécimes dos Estados Unidos
tenham sido introduzidos no Brasil.

Devido a similaridade entre os haplotipos encontrados nas populacdes do Brasil,
podemos supor que houve um unico ou poucos eventos fundadores de sucesso com
variabilidade haplotipica baixa. Ja que alguns haplétipos do Brasil sdo encontrados em
espécimes da Europa e Paraguai, podemos inferir que eles possuem uma histéria em
comum. Poderia ser formulada a hipotese de que espécimes europeus foram
introduzidos acidentalmente no Brasil através do comércio internacional. Nas andlises
de NJ e de IB puderam ser observados unidos, um espécime de Guaratuba (GUA4) e
outro da Inglaterra (IN1), com o haplétipo 7 e suporte de bootstrap que variou entre 57 e
42. Existe proximo a cidade de Guaratuba o porto de Paranagua, um possivel ponto de
entrada. Introdugdes acidentais através dos portos de navegagdo podem ter sido
importantes na colonizagdo de H. axyridis na América do Norte (Day et al. 1994).

A populagdo de H. axyridis introduzida para controle bioldgico na Argentina ¢
sabidamente originaria da Franca (Garcia ef al. 1999), assim uma outra hipdtese seria a
de que espécimes provenientes da Argentina se dispersaram e chegaram ao Brasil. Esta
hipdtese ndo pode ser suportada neste trabalho, pois espécimes argentinos ndo puderam
ser avaliados.

Em um estudo sobre a variabilidade genética dos besouros de batata do Colorado
(L. decemlineata) (Chrysomelidae) e sua diversidade entre os continentes, Norte
Americano e Europeu, Grapputo et al. (2005) sugeriram em funcdo da presenca de
apenas um haplotipo mitocondrial fixado dentro das populagdes da Europa, que teria
ocorrido um unico evento fundador, ou apenas um evento que obteve sucesso. Outra
hipotese seria a introdugdo de diferentes espécimes do mesmo haplotipo vindos de uma
mesma populagdo de origem.

O haplétipo 3 de H. axyridis foi encontrado em espécimes de Curitiba, PR e
Camboriu, SC, no Brasil e também em um espécime de Santa Rita, no Paraguai.
Podemos formular duas hipdteses, que espécimes da Argentina também se dispersaram
para o Paraguai, e/ou que espécimes brasileiros se dispersaram apds seu estabelecimento
para o Paraguai. O haplotipo 1 encontrado neste pais também o foi na Bélgica, porém
parece pouco provavel que H. axyridis tenha vindo diretamente da Europa. Devido a
baixa variabilidade dentro das populagdes brasileiras e paraguaias, em fun¢do do curto
tempo de introducgdo, e por ndo termos analisado espécimes da Argentina, ndo foi

possivel propor possiveis rotas de dispersao.
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Devido a falta de variacdo genética dentro do continente Europeu, o DNA
mitocondrial ndao foi informativo para explicar a dispersao de Leptinotarsa
decemlineata na Europa (Villablanca ef al. 1998 apud Grapputo et al. 2005).

Utilizando informagdes de COI foi possivel descobrir as possiveis rotas de
invasdo de Hemymisis anomala (Crustacea, Mysidae), espécie nativa dos estuarios de
Ponto-Caspian, que vem se dispersando pela Europa, desde os anos sessenta, em fungao
da ag¢do humana e principalmente da aberturas de canais, como o do rio Danubio. Foi
avaliado o conteudo genético de 24 espécimes procedentes de 21 localidades da regido
de origem e o restante dos locais invadidos, totalizando 130 seqiiéncias. Foram
descobertos nove haplotipos mitocondriais e determinadas duas rotas de dispersao, cada
uma a partir de linhagens mitocondriais diferentes (Audzijonyte et al. 2007).

A regido de origem de Megastigmus transvaalensis (Hussey, 1956)
(Hymenoptera, Torymidae) também pode ser desvendada através de analise do gene
COlL. Esta vespa alimenta-se de plantas do género Rhus sp. (africana) e Schinus sp. (sul
americana) em diferentes paises do mundo. A partir das andlises filogeograficas de
espécimes coletados na Africa e na América do Sul, os autores concluiram que M.
transvaalensis € originalmente africana e alimentava-se de espécies do género Rhus spp.
passando posteriormente a atacar Schinus. Neste estudo 49 espécimes foram analisados
e 25 haplétipos tinicos foram descobertos na Africa. A divergéncia entre eles nido foi
maior do que 4% (Scheffer & Grissell 2003).

A distingdo entre diferentes rotas de invasdo através de marcadores moleculares
depende criticamente da estruturagdo da variabilidade genética das populagdes de
origem (Audzijonyte et al 2007).

Em estudos realizados na Republica Popular da China, utilizando o gene COI,
foi possivel determinar, a origem de introducdo de Dendroctonus valens LeConte, 1860
(Coleoptera, Scolytidae). Esta espécie vem causando danos em florestas de Pinus e tem
sido controlada através de programas de controle bioldgico. Foram utilizados de 1 a 10
exemplares por populagdo para as analises de um total de 32 populagdes de diversas
localidades nos Estados Unidos, México ¢ América Central. Foram encontrados 131
haplotipos diferentes e os locais do noroeste dos Estados Unidos foram os que
apresentaram maiores similaridades com as populacdes chinesas. Estas populagdes
possuiam a maior quantidade de haplotipos em comum e os haplotipos unicos que

ocorriam na China eram muito similares aos dessa regido dos Estados Unidos. As
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diferencas entre os haplétipos norte americanos e os da China ndo foram maiores do que
0,2 — 2% entre si (Cognato et al. 2005).

No presente estudo apenas um espécime de H. axyridis de cada pais Europeu foi
analisado, os quais se mostraram muito proximos. Os espécimes da Franga e da Bélgica
possuem o mesmo hapldtipo (haplotipo 1), e apenas um nucleotideo diferente foi
encontrado entre os hapldtipos da Inglaterra e da Bélgica, e os da Inglaterra e da Franga.
A probabilidade de haver uma variedade haplotipica alta nestes paises e termos
analisado espécimes com haplotipos quase idénticos ¢ muito baixa. Portanto, H.
axyridis nao deve possuir uma variabilidade haplotipica alta na Europa.

Davies et al. (1999) comentam que ndo sdo esperadas mutacdes em populacdes
recentemente estabelecidas, porque ndo houve tempo para que elas ocorressem, € o
relacionamento entre os haplotipos refletiria eventos evolucionarios da linhagem
ancestral da espécie e ndo a historia das novas areas ocupadas.

H. axyridis vem se espalhando pelo Brasil e América Latina num curto periodo
de tempo. Na Europa, seu poder de dispersdao também gera preocupagdes, como na
Inglaterra (Majerus et al. 2006). E provavel que a baixa variabilidade possa ajudar no
futuro controle deste coccinelideo invasor no Brasil.

Grapputo et al. (2005) comentam que a falta de variabilidade genética e a
consisténcia da estrutura populacional de L. decemlineata na Europa podem auxiliar no
seu controle. Indicam também que a falta de variabilidade nao impede sua dispersao,
pois estes se espalharam no continente em um curto periodo de tempo e ainda
continuam se dispersando.

Koch et al. (2006) discute que H. axyridis tem a capacidade de se disseminar
pelo voo e por meios associados ao homem. As populacdes de H. axyridis no Brasil
continuam se dispersando apds a detec¢do da espécie em 2002 em Curitiba e tem se
sobressaido em relacdo as demais espécies de Coccinellidae (comunicagdo pessoal,
L.M. Almeida).

As informagdes do estagio inicial de dispersdo e estabelecimento sdo de grande
interesse para entender a dindmica das invasdes bioldgicas e o desenvolvimento de

projetos de manejo (Azzurro et al. 2007).
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4.3. Heteroplasmia

Na posicao 181, 196 e 616 das seqiiéncias obtidas houve sobreposi¢cdes de picos
de nucleotideos em alguns espécimes. Nas duas primeiras posi¢des foi possivel
visualizar no eletroferograma dois picos sobrepostos de adenina (A) e guanina (G),
representadas posteriormente como R (A ou G), e na terceira posicao, picos de citosina
(C) e timina (T), representadas por Y (C ou T) (Fig. 6). Para as analises, as seqliéncias
que possuem estas sobreposi¢des foram analisadas com as denominagdes de Rou Y.

E provavel que estas sobreposi¢des de picos de leitura dos nucleotideos estejam
revelando um fendmeno conhecido por heteroplasmia, quando mais de um genotipo
coexiste num espécime (Avise 1987). E importante ressaltar que mais testes serdo
necessarios para confirmar a heteroplasmia nestes pontos.

A heteroplasmia de ponto ¢ um fendmeno incomum de haplotipos mitocondriais
que diferem entre si em alguns nucleotideos e coexistem dentro de um espécime
(Shigenobu et al. 2005). As mutagdes mitocondriais representam uma importante causa
das doencas humanas. Pacientes que possuem doencas em fun¢do de uma mutagdo do
DNA mitocondrial possuem uma mistura de DNA’s mutantes e saudaveis (Chinnery
2002), ou seja, sdo heteroplasmicos. No entanto, ndo s6 a mutacdo leva a heteroplasmia,
mas também a heranca mitocondrial paterna j& relatada para algumas espécies de
diferentes grupos de invertebrados, como por exemplo, em Apis mellifera L., 1758
(Apidae, Hymenoptera) (Meusel & Moritz 1993), Antheraea proylei Jolly (Saturniidae,
Lepidoptera) (Arunkumar et al. 2006) e Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819
(Mytilidae, Bivalvia) (Venetis et al. 2006). A heranga mitocondrial paterna parece ser
um fenomeno distribuido por todo o filo animal, estando presente nos moluscos, insetos
e vertebrados (mamiferos e aves) (Kvist et al. 2003).

Shigenobu et al. (2005) relataram a presenca de heteroplasmia pontual ndo
sindbnima, a partir de mutacdo, em duas espécies de peixes Oncorhynchus keta
(Walbaum in Artedi, 1792) e Paralichthys olivaceus (Temminck et Schlegel, 1846).
Foram detectados picos sobrepostos de A ou citosina C na terceira posi¢do do cédon 58
do gene mitocondrial ND5 de espécimes de O. keta que codificavam para os
aminoacidos Isoleucina ou Metionina. Em P. olivaceus os picos sobrepostos de C ou T
foram detectados em um espécime na segunda posi¢ao do cédon 450 de uma regido do

gene mitocondrial ND4, codificando com Leucina ou Prolina. A detec¢do da posi¢ao
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correta dos pontos de heteroplasmia foi possivel através da comparagdo com seqiiéncias

destes genes ja determinados de outras espécies congenéricas.

610
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Fig. 6. Eletroferogramas de amostras de seqiiéncias de Harmonia axyrdis com picos
sobrepostos: A ¢ B posicao 181 (G ou A nos espécimes Ca6: A — FR1: B); Ce D
posi¢ao 196 (G ou A nos espécimes Cal: C — Ca6: D); E e F posi¢ao 616 (C ou T nos
espécimes GUAL: E - Ca6: F).

Os espécimes analisados de H. axyridis originarios da Franga, Bélgica,
Inglaterra, Paraguai e Brasil apresentam evidéncias de heteroplasmia nos mesmos
pontos do fragmento de COI analisado. Esta ¢ possivelmente mais uma evidéncia de
que eles possuem uma histéria em comum, pois a probabilidade de existirem em

populagdes distintas 0 mesmo ponto heteroplasmico parece ser muito baixa.

5. CONSIDERACOES FINAIS

- As amostras dos Estados Unidos possuem uma variacdo maior de nucleotideos
entre si (de um a cinco nucleotideos diferentes) e entre as outras amostras (de um a
seis), do que as amostras do Brasil, da Europa e do Paraguai (de zero a dois
nucleotideos diferentes).

- Os resultados das analises filogeograficas (“Neighbour Joining”, Méxima
Parcimonia, Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana) foram muito similares.
Em todas foi possivel observar um grupo de espécimes dos Estados Unidos e outro de
espécimes do Brasil, Paraguai e Europa.

- As populagdes de H. axyridis do Brasil, Paraguai e Europa mostram ser de uma

mesma linhagem mitocondrial.
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- Harmonia axyridis foi introduzida provavelmente de maneira acidental com
espécimes vindos diretamente da Europa ou da Argentina.

- Existem possiveis pontos de heteroplasmia nas posicdes 181, 196 e 616 das
seqiiéncias de COI de H. axyridis, em espécimes da Bélgica, Francga, Inglaterra,

Paraguai e Brasil.
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