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AMARO, Junio Tavares. Seletividade de produtos biolégicos aos parasitoides
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Telenomus remus
(Hymenoptera: Platygastridae) em laboratério. 2013. 80f. Dissertacdao de Mestrado
em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a seletividade de entomopatéogenos a duas
espécies de parasitoides de ovos, Trichogramma pretiosum (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e Telenomus remus (Hymenoptera: Platygastridae). Foi utilizada
para isso a metodologia proposta pelo Grupo de Trabalho de Pesticidas e
Organismos Benéficos da Organizagdo Internacional para o Controle Bioldgico
(IOBC - International Organization for Biological Control) para estudos de
seletividade de agrotéxicos a Trichogramma cacoeciae (Marchal), com as
modificagdes necessarias. Os entomopatdégenos avaliados foram, o baculovirus
anticarsia (Baculovirus AEE®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Thuricide®),
Bacillus thuringiensis var. aizawai (Agree®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(Dipel®), Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®) e
Trichoderma harzianum (Trichodermil®), ainda houve uma testemunha positiva com
inseticida (clorpirifés) e testemunha negativa (agua). Para as duas espécies de
parasitoide os entomopatdgenos foram de forma geral in6cuos. Porém para T.
remus, Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®) diminuiu o parasitismo no segundo
dia de avaliagdo em dois experimentos e foi classificado como levemente nocivo,
mas se comparado ao inseticida, que foi classificado como nocivo ou
moderadamente nocivo em todas as caracteristicas estudadas, seu efeito negativo
ainda pode ser considerado pequeno. Ovos de Anagasta kuehniella pulverizados
com baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®) e oferecidos a T. pretiosum tiveram
menor viabilidade do que os n&o pulverizados, mas ainda assim tiveram viabilidade
acima de 90%. O clorpirifés causou mortalidade e inviabilidade de ovos em todos os
experimentos, contrastando dessa maneira com os entomopatdégenos. Podemos
entdo, concluir que é possivel utilizar entomopatégenos e esses parasitoides em
conjunto no manejo integrado de pragas, e é importante que se evite o uso de
clorpirifés em conjunto com esses parasitoides sempre que possivel.

Palavras-chave Bacillus thuringiensis. Baculovirus anticarsia. Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae. Trichoderma harzianum.



AMARO, Junio Tavares. Biological products selectivity to the parasitoids
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: trichogrammatidae) and Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae) in laboratory. 2013. 80f. Dissertacdo de
Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

This work objective was to evaluate the entomopathogen selectivity to two egg
parasitoid species, Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) und
Telenomus remus (Hymenoptera: Platygastridae). In order to assess it we have used
the metodology of Pesticides Work Group of the International Organization of
Beneficial Organisms for Biological Control (IOBC — International Organization for
Biological Control) design to study pesticides selectivity to Trichogramma cacoeciae
(Marchal), with the needed changes. The entomopathogens assessed were,
baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki
(Thuricide®), Bacillus thuringiensis var. aizawai (Agree®), Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Dipel®), Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®)
and Trichoderma harzianum (Trichodermil®), there were also an insecticide positive
control (clorpirifés) and a negative control (water). For both parasitoid species the
entomopathogens were generaly harmless. But to T. remus, Bacillus thuringiensis
var. kurstaki (Dipel®) made the parasitism lower at the second avaliation day of two
bioassays, therefore been classified as slightly harmful. But if compared to the
insecticide, wich was moderately harmful and harmful in all studied characteristics, its
effect is considered very low. Eggs of Anagasta kuehniella sprayed with baculovirus
anticarsia (Baculovirus AEE®) and offered to T. pretiosum had less egg viability then
the non-sprayed, and yet had viability above 90%. Clorpirifés have caused mortality
of parasitoids adults and pupae in all bioassays, this way being very different from
the entomopathogens. We can say then that it is possible to use this two control
methods, entomopathogens and parasitoids, at the same time in integrated pest
manegement. And it is also important that we avoid using clorpirifés and parasitoids
at the same time to insect control as often as possible.

Key words Bacillus thuringiensis. Baculovirus anticarsia. Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae. Trichoderma harzianum.
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1INTRODUCAO

O controle de pragas na agricultura brasileira & feito, na maioria dos
casos, com o uso exclusivo de inseticidas quimicos, muitas vezes utilizados de
forma abusiva, o que traz efeitos negativos em relagdo a saude humana, eliminagéao
de agentes de controle biolégico, aumento do custo de producgado, entre outros
(LOGUERCIO et al., 2002). Nesse sentido o manejo integrado de pragas (MIP) é
uma alternativa viavel, pois propde o uso conjunto de varias formas de controle
incluindo, o controle biolégico (VAN LENTEREN; BUENO, 2003), com o objetivo de
manter a populagdo da praga abaixo do nivel de dano econémico e causar 0 menor
dano possivel aos inimigos naturais de insetos-praga e ao ambiente. Assim, o
controle biolégico € de grande valia, para a sustentabilidade do sistema produtivo
agricola (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998).

Entre os diferentes agentes de controle biolégico, estdo os
entomopatdgenos e os parasitoides. Eles tém vantagens, quando comparados aos
inseticidas, causam menos danos aos seres humanos ou ao meio-ambiente. Os
entomopatdégenos como virus e bactérias sdo muito especificos, causam doengas
em poucas espécies de insetos (ALVES, 1998). Os parasitoides de ovos parasitam e
matam o hospedeiro antes deles causarem qualquer dano a planta (FIGUEIREDO,
1998). Apesar da eficiéncia comprovada desses agentes quando utilizados
isoladamente, em programas de controle biolégico aplicado, muitas vezes, a
utilizagcdo conjunta de dois ou mais inimigos naturais, como entomopatégenos e
parasitoides, por exemplo, pode ser necessaria (MAGALHAES; MONNERAT;
ALVES, 1998), até mesmo devido a ocorréncia conjunta de mais de uma espécie de
praga alvo.

Nesse contexto, a utilizacdo de entomopatdgenos e parasitoides em
conjunto para controlar uma determinada praga ou pragas de uma determinada
cultura, fazendo com que os efeitos dessas taticas de controle biolégico se somem,
tem importante valor pratico (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Porém, ha
a possibilidade de que os entomopatdgenos interfiram negativamente no
comportamento e eficiéncia dos parasitoides de ovos, ou até mesmo os infectando
diretamente (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Assim, esse trabalho teve
por objetivo avaliar a seletividade de entomopatdgenos aos parasitoides, e a

influéncia dos entomopatégenos no comportamento desses.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARASITOIDES

Os parasitoides sdo agentes de controle bioldégico que tém pelo
menos uma fase de seu desenvolvimento associada ao hospedeiro, do qual se
alimenta, completando o seu ciclo de vida (BUENO et al., 2012). Esses insetos
podem ser himendpteros ou dipteros e parasitam ovos, larvas, pupas e adultos de
outros insetos, necessitando de um unico hospedeiro para completar seu
desenvolvimento juvenil. Quando adultos, de vida livre, tém capacidade de se
adaptarem ao meio-ambiente e, geralmente, parasitam poucas espécies
hospedeiras. Os parasitoides aumentam a sua populagdo em funcédo da populacao
hospedeira, tem capacidade de encontrar os hospedeiros por si mesmos, e de

sobreviver em periodos de entressafra (PARRA et al., 2002).

2.1.1 Trichogramma Pretiosum

Os microhimenodpteros do género Trichogramma (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), quando na fase jovem, desenvolvem-se dentro do ovo do
hospedeiro, utilizando-o também como alimento além de abrigo. Na fase adulta, de
vida livre, esses insetos tem tamanho entre 0,2 e 1,5 mm se alimentando de néctar e
exsudatos do hospedeiro e da planta. Cada fémea adulta, oviposita normalmente um
ovo no interior do ovo hospedeiro, podendo ovipositar de 20 a 120 ovos ao longo de
sua vida. Esses ovos recém ovipositados demoram para chegar a fase adulta, de
seis a 10 dias dependendo de temperatura, ambiente e hospedeiro (PINTO, 1997;
BUENO; PARRA; BUENO, 2009; BUENO; PARRA; BUENO, 2012b). E possivel
saber se um ovo foi parasitado por Trichogramma spp. quando o parasitoide esta na
fase de pré-pupa, pois os sais de urato depositados no cérion do ovo o torna
enegrecido (CONSOLI; ROSSI; PARRA, 1999). O macho e a fémea de
Trichogramma spp. recém emergidos dos ovos hospedeiros podem ser
diferenciados pela morfologia das antenas. A antena da fémea tem clava simples
(clavada) e a do macho tem os segmentos do funiculo e da clava fundidos numa

unica estrutura alongada (alongada com cerdas) (PINTO, 1997).
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As fémeas encontram os ovos dos hospedeiros devido a odores de
seus ovos, e feromdnio do adulto e por quimicos volateis que a planta emite. Apds
encontrar o ovo a fémea o inspeciona caminhando para frente e para tras tocando-o
constantemente com as suas antenas, assim percebe o seu formato, textura e
substancias quimicas e determina sua condi¢gdo e seu valor nutricional (VINSON,
1997; CONSOLI; VINSON, 2009). Apds concluir essa inspecdo externa a fémea
comega o processo de oviposicdo, fazendo movimentos para baixo e para cima com
o ovipositor. Nesse instante ela avalia a qualidade nutricional interna do ovo do
hospedeiro (VINSON, 1997; MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Isso torna
a fémea importante no que diz respeito ao sucesso de sua prole, pois uma vez
dentro do ovo o parasitoide ndo podera mudar de hospedeiro, caso n&o haja
condicdes satisfatérias para completar o ciclo.

Outra caracteristica importante que decorre dessa determinagao da
qualidade do ovo hospedeiro feito pela fémea é que dependendo do tamanho,
volume e valor nutricional do ovo ela coloca mais ou menos ovos nesse hospedeiro.
Em ovos pequenos como os de Anagasta kuehniella Zeller, 1879 (Lepidoptera:
Pyralidae) é ovipositado, normalmente, um ovo de Trichogramma spp., mas pode ser
encontrando, em baixa frequéncia, dois ovos (VINSON, 1997). O sexo também é
determinado pela fémea dependendo das condicdbes dos ovos que serao
parasitados. Sendo assim, em ovos maiores € com maior disponibilidade de
nutrientes, sdo ovipositados os ovos de Trichogramma spp. que dardo origem a
fémea do parasitoide, que s&o mais exigentes nutricionalmente para seu
desenvolvimento, e nos ovos hospedeiros com menos nutrientes, ou que ja estejam
parasitados, ou com substancias toxicas ou repelentes, sdo ovipositados os ovos de
Trichogramma spp. que dardao origem ao macho do parasitoide. A determinacéo da
razao sexual se da de duas maneiras. Primeira, pela escolha da fémea em colocar
ovos que dardo origem a machos ou fémeas. Segunda, nos casos onde a fémea
oviposita dois ovos em apenas um ovo hospedeiro, caso haja um ovo que dara
origem ao macho e outro que dara origem a fémea, a competicdo entre eles é que
determinara a razao sexual (VINSON, 1997).

Ha um interesse na utilizacdo de espécies do género Trichogramma
para controlar insetos-praga, visto que estes agentes de controle biolégico podem
parasitar diversas ordens de insetos como Lepidoptera, Hemiptera e Coleoptera.

Existem descritas na América do Sul aproximadamente 30 espécies de
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Trichogramma, sendo que no Brasil, Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) € uma das espécies mais encontradas, é
amplamente distribuida no pais, estando associada a 26 espécies de hospedeiros
(PINTO, 1997; ZUCCHI; MONTEIRO, 1997; HAJI et al., 2002; PARRA et al., 2002).
Além disso, é importante destacar que T. pretiosum é uma espécie utilizada em
programa de controle biolégico aplicado, como o controle de Tuta absoluta Meyrick,
1917 (Lepidoptera: Gelechiidae) na cultura do tomateiro (HAJI, 1997; HAJI et al.,
2002; PARRA; ZUCCHI, 2004; COSTA; PERIOTO, 2006), e ha pesquisas para
controle de Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) e
Chrysodeixis includens Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae) na soja (BUENO;
PARRA; BUENO, 2012a; BUENO; PARRA; BUENO, 2012b).

2.1.2 Telenomus Remus

O parasitoide de ovos Telenomus remus Nixon, 1937 (Hymenoptera:
Platygastridae) comeca a oviposi¢cdo apos a fémea fazer uma inspegéo nos ovos do
hospedeiro que inclui o caminhamento sobre esses ovos e a tamborilar com suas
antenas (BUENO et al., 2008). Esta espécie €& capaz de parasitar ovos de
hospedeiros com até 72 horas de idade (DASS; PARSHAD, 1984), no entanto, este
periodo suscetivel pode variar em fungcao da temperatura. Cerca de quatro dias apos
0 parasitismo, os ovos hospedeiros tornam-se enegrecidos, coloragdo essa que
permanece apds a emergéncia do parasitoide adulto (GOMEZ DE PICHO, 1987;
HERNANDEZ; DIAZ, 1996). Cada fémea de T. remus deposita apenas um ovo por
ovo do hospedeiro, sendo o superparasitismo raro (CAVE, 2000). O
superparasitismo ja foi observado para essa espécie em laboratério, porém a
competicao larval e/ou limitagdo nutricional do ovo permite que somente uma larva
de T. remus complete o ciclo até adulto (CAVE, 2000). Além disso, esse parasitoide
pode parasitar cerca de 270 ovos hospedeiros durante sua vida adulta (MORALES
et al., 2000).

A duragao do periodo ovo-adulto depende da temperatura podendo
variar de 7 dias a 34°C a 13,5 dias a 25°C (GAUTUM, 1986; BUENO et al., 2008).
Apds emergido, o adulto tem longevidade média de 8,7 e 11,2 dias para fémeas e

machos, respectivamente, quando criados em ovos de Spodoptera frugiperda Smith,
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1797 (Lepidoptera: Noctuidae), podendo chegar a 36 dias a 19°C (POMARI et al.,
2012).

Telenomus remus prefere parasitar ovos de noctuideos, no entanto,
pode parasitar também ovos de outras familias como Pyralidae e Arctiidae (CAVE,
2000). Esse parasitoide foi observado em associagdo com algumas espécies de
Spodoptera. Em condi¢des de laboratério ele pode parasitar de 80 a 100% dos ovos
de S. frugiperda, S. latifascia Walker, 1856 (Lepidoptera: Noctuidae), S. exigua
Hubner, 1808 (Lepidoptera: Noctuidae) e S. eridania Cramer, 1782 (Lepidoptera:
Noctuidae) (WOJCIK et al.,, 1976; GOULART et al., 2011). Além dos resultados
promissores de laboratorio, resultados com T. remus também vém sendo obtidos em
condigdes de campo. Em regides de clima tropical como em Barbados e Monserrat
na América Central ele é encontrado parasitando ovos de S. frugiperda. Liberagbes
inundativas séo feitas em areas de milho na Venezuela, com o intuito de controlar S.
frugiperda, com um indice de até 90% de parasitismo (HERNANDEZ et al.,1989;
GONZALEZ e ZOCCO, 1996; FERRER, 2001).

A eficiéncia de parasitismo de T. remus é estudada para controle de
S. frugiperda mundialmente (JOSHI et al., 1976; GUPTA e PAWAR, 1985;
MORALES et al., 2000). Quando foram liberados 5000 parasitoides em lavouras de
milho, foram observados de 60 a 80% de parasitismo a 100 metros do ponto de
liberagdo. Ainda, o uso combinado de T. remus e Trichogramma pretiosum foi
eficiente em 1600 ha de milho para controle de S. frugiperda (FERRER, 2001).
Neste cenario, a associagao de dois agentes de controle biolégico se mostrou uma
estratégia de manejo muito promissora. A associacdo de T. remus com duas
espécies do género Trichogramma para controle de S. frugiperda alcangou
parasitismo de 71%, porém T. remus € mais agressivo e tem maior capacidade de
busca, apresentando maior reducdo na populagdo da praga, quando liberado
sozinho em comparagao com Trichogramma spp. (ROA, 1999). Com a liberagao de
15 milhdes de parasitoides para controles de pragas do género Spodoptera na
Colémbia, alcangou-se de 50 a 80% de parasitismo, liberacbes essas feitas nas

culturas do arroz, milho, algodao, soja e sorgo (SIABATO, 1995).
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2.2ENTOMOPATOGENOS

Entomopatégenos sdo agentes de controle biolégico que causam
doengas em insetos. Sdo em sua maioria micro-organismos, sendo 0s mais comuns
na agricultura os fungos e bactérias, além de virus e nematoides. Esses agentes de
controle bioloégico tém baixo impacto no agroecossistema, se comparados aos
inseticidas quimicos, e também s&o mais especificos sendo mais seletivos a
artropodofauna benéfica. Podem se manter e dispersar pelo ambiente, pois se
multiplicam nos insetos mortos e permanecem nos insetos remanescentes, no solo,
e em alguns casos como virus, podem passar de uma geragao para outra atraves
dos ovos dos hospedeiros (ALVES, 1998).

2.2.1 Bacillus Thuringiensis

Dentre os entomopatdégenos, desde a sua descoberta, em 1900, a
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Bt) lidera os
estudos de patologia e controle microbiano e € um dos principais patdogenos de
insetos utilizados no controle biologico de pragas agricolas (LORD, 2005; BRAR,;
TYAGI; VALERIO, 2006). Cerca de 200 produtos a base de Bt sdo responsaveis por
97% do mercado mundial de bioinseticidas (BRAR; TYAGI; VALERIO, 2006). Estes
produtos sdo usados principalmente em paises desenvolvidos como os Estados
Unidos, por exemplo (POLANCZYK; ALVES 2003).

Bacillus thuringiensis é uma bactéria em forma de bastonete,
formadora de esporos e capaz de produzir inclusbes cristalinas durante a
esporulagao, que sao responsaveis pela atividade téxica (GLARE; O'CALLAGHAM,
2000). Tem atraido o interesse mundial no que se refere a aplicagdes em manejo de
pragas devido a sua atividade inseticida especifica (SCHNEPF et al., 1998). Cepas
dessa espécie foram isoladas ao redor do mundo em diferentes habitats, incluindo
solo, insetos, plantas e graos estocados (SCHNEPF et al.,, 1998). Bacillus
thuringiensis desenvolve-se, em condigbes aerobicas, em meios artificiais bastante
simples. Entretanto, em certas condicbes, como a auséncia de nutrientes ou
acumulo de metabdlitos indesejaveis, entra em processo de esporulagao durante a
fase estacionaria (YAMAMOTO; DEAN, 2000).
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No inicio da esporulagdo, sintetiza uma grande quantidade de
proteinas com atividade inseticida. As proteinas acumuladas formam um corpo de
inclusdo cristalina, razdo pela qual elas sdo denominadas Cry (YAMAMOTO; DEAN,
2000). Estas toxinas sao codificadas por genes cry e sua toxicidade esta ligada a
regidao N-terminal das cadeias polipeptidicas, enquanto que a porgao C-terminal
determina a forma da estrutura do cristal (LI et al., 1991).

O mecanismo de agao das proteinas Cry de B. thuringiensis envolve
a solubilizagao do cristal no intestino médio do inseto, processamento proteolitico da
protoxina por proteases presentes no intestino médio, ligagdo da toxina Cry a
receptores no intestino médio e inser¢cao da toxina na membrana apical para criar
canais ou poros (SCHNEPF et al., 1998). Um inseto suscetivel deve ingerir esporos
mais cristais para que esses se tornem ativos. Os cristais sao solubilizados em pH
alcalino, originando as protoxinas que em presenga de enzimas digestivas
(proteinases) sao convertidas em quatro ou mais polipeptideos toxicos (6-
endotoxinas). As toxinas hidrolisadas cruzam a membrana peritréfica e ligam-se a
receptores especificos localizados na membrana apical das células colunares do
intestino médio, interferindo no gradiente ibnico e balango osmético da membrana
apical, formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana. O aumento
na absor¢do de agua causa lise celular e eventual ruptura e desintegracdo das
células do intestino médio. O inseto também pode morrer por inanicdo, uma vez que
pouco tempo apds a infecgdo o mesmo cessa a alimentagdo (COPPING; MENN,
2000).

Embora os produtos comerciais disponiveis restrinjam-se ao controle
de lepidopteros ou dipteros, mais de 1.000 espécies de insetos, pertencentes a
diversas ordens, sdo suscetiveis a este patégeno (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000).
A eficacia e especificidade das cepas de Bt e suas toxinas no controle de insetos
praga, favoreceu a formulagdo de bioinseticida a base deste patdgeno e assim mais
de 100 formulacdes foram colocados no mercado mundial, desde o primeiro produto
langado na Franga em 1938, sendo que até 2000 foram responsaveis por mais de
90% do faturamento com bioinseticidas. E naquela época o continente americano
era responsavel por 50% deste mercado, principalmente os Estados Unidos e
Canada sendo que a América Latina representava apenas 8 a 10% do total (TAMEZ-
GUERRA et al., 2000).
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2.2.2 Beauveria Bassiana

Os fungos do género Beauveria compreendem diversas espécies,
sendo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. 1912, a mais empregada como agente de
controle microbiano (BUTT; JACKSON; MAGAN, 2001). Beauveria bassiana
pertence a divisdo Ascomicota, ordem Hypocrealean (CHO; FARMERIE; KEYHANI,
2006). Esta espécie apresenta forma de vida unica, sendo saprofita facultativo, ou
ainda ocorrendo na forma endofitica em milho (BING; LEWIS, 1992). Esse fungo
produz pelo menos trés estruturas infecciosas, que sao os conidios aéreos, 0s
blastosporos e os conidios submersos. Essas estruturas apresentam diferentes
propriedades morfoldgicas e bioquimicas (CHO; FARMERIE; KEYHANI, 2006).

Os conidios aéreos sao relativamente mais resistentes as condicdes
ambientais e sdo as estruturas mais utilizadas no controle biolégico (HOLDER;
KEYHANI, 2005). O processo de infeccao do hospedeiro ocorre normalmente via
tegumento, onde o fungo germina de 12 a 18 horas. A penetracdo acontece por
meio de uma agdo mecanica e quimica (enzimatica), que leva aproximadamente 12
h. Decorridas 72 h da inoculacao, o inseto apresenta-se totalmente colonizado. A
morte ocorre em funcao da falta de nutrientes e do acumulo de substancias toxicas.
Sobre 0 o inseto morto ocorre a formagao de grande quantidade de conidiéforos e
conidios, dando inicio a um novo ciclo do fungo (ALVES, 1998).

O género Beauveria causa doenga em um grande numero de
artropodos, desenvolvendo-se em mais de 200 espécies de insetos e acaros,
incluindo carrapatos (ALVES, 1998). No Brasil, B. bassiana € utilizada para o
controle de diversas pragas, como o acaro rajado [Tetranychus urticae Koch,
1836(Acari:  Tetranichidae)], cochonilhas [Orthezia  praelonga Douglas,
1891(Hemiptera: Ortheziidae)], broca-do-café [Hypothenemus hampei Ferrari, 1867
(Coleoptera: Scolytidae)] (FARIA; MAGALHAES, 2001). Existem também varios
estudos visando o controle de outras pragas como, broca da cana-de-agucar
[Diatraea saccharalis Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Crambidae)] (OLIVEIRA, 2006),
e Alphitobius diaperinus Panzer, 1797 (Coleoptera: Tenebrionidae) (ROHDE et al.,
2006).
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2.2.3 Metarhizium Anisopliae

Pertencente a familia Moniliaceae os fungos do género Metarhizium
sdo amplamente distribuidos, encontrando-se no solo, onde sobrevivem por longos
periodos. Quando causam doenga em insetos os deixam duros e cobertos por uma
camada pulverulenta de conidios, que no final da conidiogénese ficam verdes,
acinzentados ou ainda esbranquicados com pontos verdes (ALVES, 1998). O
entomopatdégeno M. anisopliae, foi identificado pela primeira vez na Russia em 1879,
Metchnikoff que o classificou como Entomophtora anisopliae sendo por volta de
1883, reclassificado por Sorokin como Metarhizium anisopliae (ALVES, 1998).
Porém, através de caracterizagdo molecular, tem-se o conhecimento da existéncia
de varias espécies e variedades do género Metarhizium (DRIVER; MILNER;
TRUEMAN, 2000).

Na presenca de alta umidade e substrato adequado, os conidios
iniciam a germinagcdo em aproximadamente 16-20 horas (LOMER et al., 2001). Em
condicdes laboratoriais, o crescimento 6timo ocorre em pH 6,9 e temperatura entre
24 e 30°C (ALVES, 1998). O desenvolvimento da patogenia nos insetos é
caracterizado por varias etapas, sendo elas: adesdo a cuticula do hospedeiro,
germinagdo do conidio, formagdo do apressorio e grampo de penetragéo,
penetracao através da cuticula por acdo mecanico-enzimatica, colonizagao do corpo
do inseto, producao de toxinas, exteriorizagdo, conidiogénese e disseminagao (ST.
LEGER et al., 1991; ALVES, 1998; CLARKSON et al., 1998).

O género Metarhizium é capaz de infectar mais de 300 espécies de
insetos, incluindo 43 familias dentre as ordens Orthoptera, Dermaptera, Hemiptera,
Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, e Coleoptera. O controle desses insetos-pragas
por Metarhizium vem sendo analisado em varios paises (FARGUES et al., 1975;
ALVES, 1998). A espécie M. anisopliae var. anisopliae tem sido a mais estudada,
sendo considerada um modelo dentro do género. Isolados desta espécie tém sido
testados com sucesso em ensaios de campo em varios paises da América, Europa,
Asia, Africa e Oceania (LOMER et al., 2001). No Brasil, esta espécie é utilizada no
controle da cigarrinha da cana-de-agucar e pastagens e tem potencial para o
controle de pragas do arroz, soja e alface (LOPES; ALVES; TAMAI, 2000;
FARIA;MAGALHAES, 2001).
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2.2.4 Baculovirus Anticarsia

O virus da poliedrose nuclear Anticarsia gemmatalis (AgMNPV),
pertencente ao género Nucleopolyedrovirus (NPV), familia Baculoviridae, € utilizado
como bioinseticida no Brasil e €& especifico para lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae). Porém em sistemas in vitro, em
células de A. gemmatalis e de Trichoplusia ni Hubner, 1803 (Lepidoptera:
Noctuidae), esse virus replica-se gerando uma infecgdo virulenta. O efeito do
baculovirus atinge principalmente os estagios larvais do inseto e sua principal rota de
infeccao € pela ingestdo de poliedros, que atravessam o epitélio intestinal e se
multiplicam nas células progredindo por todo o corpo do inseto resultando numa
infeccao sistémica (CASTRO et al., 1999).

O ciclo de infecgao do virus no inseto inicia-se quando as larvas se
alimentam de planta contaminada com corpos proteicos de inclusdao (CPI). Os CPlIs
quando atingem o lumen do intestino médio do inseto sdo submetidos ao pH
alcalino, que dissolve a poliedrina, liberando os virions (nucleocapsideo + envelope)
para o lumen intestinal (GRANADOS; LAWLER, 1981; CASTRO et al., 1999). Os
virions atravessam a membrana peritréfica, considerada a primeira barreira de
protecdo contra a agao de patdogenos, se fundem as membranas epiteliais do
intestino médio, replicando-se nas células colunares e transmitindo a infecgao para
outros tecidos (FLIPSEN et al., 1995; VOLKMAN, 1997; CASTRO et al.,, 1999;
MOSCARDI; SOUZA, 2002). Geralmente em um periodo de quatro dias apds a
ingestao e infecgéo pelos poliedros, as larvas cessam a sua alimentag&o e reduzem
a movimentagdo, e entorno de sete ou dez dias, elas escurecem e se rompem
liberando o virus no ambiente que servira de indéculo para outras geracdes
(GAZZONI; YORINIORI, 1995; CASTRO et al., 1999).

O AgMNPV é encontrado naturalmente no ambiente e pertence ao
maior grupo de virus de artrépodes, podendo infectar cerca de 700 espécies de
artrépodes (TANADA; KAYA, 1993), apesar de controlar eficientemente apenas A.
gemmatalis. A maioria foi isolada da ordem Lepidoptera, entretanto, pode ser
detectado em outras ordens como: Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera,
Neuroptera, Trichoptera (BILIMORIA, 1991; O'REILLY; MILLER; LUCKOW, 1992).

Apresenta potencial como agente de controle biolégico dessas ordens, tanto na
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agricultura, como em areas florestais (MARTIGNONI, 1984; MOSCARDI; SOSA-
GOMEZ, 1992).

2.2.5 Trichoderma Harzianum

O género Trichoderma é classificado como imperfeito (HARMAN et
al., 2004), pertence a Subdivisdo Deuteromycotina, ordem Hifomicetes e familia
Moniliaceae (MELO, 1991). Na sua fase teleomorfica, é classificado como
ascomiceto da ordem Hypocreales, constituida pelo género Hypocrea, sendo
encontrado colonizando restos de plantas lenhosas e herbaceas (KRUGNER;
BACCHI, 1995). Tem ampla distribuigdo no mundo, em praticamente todos os tipos
de solos e habitats naturais, especialmente, naqueles que contém ou sao formados
de matéria organica. Trata-se de um micro-organismo necrotrofico que tem
apresentado grande eficacia no controle de inumeros fungos fitopatogénicos (MELO,
1998). Trichoderma harzianum Rifai, 1969 controla fungos fitopatogénicos porque
atua como antagonista, por meio de mecanismos de antibiose produzindo
metabdlitos volateis ou ndo, de micoparasitismo e competi¢cao por espaco, nutrientes
e oxigénio (HJELJORD; TRONSMO, 2005). Segundo Martins-Corder e Melo (1998),
a capacidade para produzir tais metabdlitos e o seu efeito fungistatico pode variar
entre espécies e entre isolados da mesma espécie.

Os fungos do género Trichoderma sao mais conhecidos e utilizados
no controle biolégico de doengas, mas T. harzianum pode ter também efeito nocivo
sobre insetos, como ja relatado para Myzus persicae Sulzer, 1778 (Hemiptera:
Aphididae) (GANASSI; ALTOMARE; SABATINI, 2009), Spodoptera littoralis
Boisduval, 1833 (Lepidoptera: Noctuidae) (EL-KATATNY, 2010), e Gryllotalpa
gryllotalpa Linnaeus, 1758 (Orthoptera: Gryllotalpidae) (VEENA-BHAMRAH, 2007).
Esse fungo pode ainda atuar como promotor de crescimento e florescimento de
plantas, melhorando o rendimento de graos (BECKER; COOK, 1988; MELO, 1996).
Também pode conferir maior velocidade e maior porcentagem de germinacéo de
sementes, aumento do peso seco e da altura das plantas (OKLEIFELD; CHET,
1992; LYNCH et al., 1991; MELO, 1996).
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2.3INTERACAO ENTRE PARASITOIDES E ENTOMOPATOGENOS

O manejo integrado de pragas requer a utilizagdo de varios métodos
de controle, e é nesse sentido que a utilizagdo conjunta de parasitoides e
entomopatdégenos é de importancia. Em algumas culturas pode ser necessaria a
utilizacdo dessas formas de controle simultaneamente. Porém, a ocorréncia de
incompatibilidades pode gerar problemas. Essas interagdes podem ser prejudiciais
aos parasitoides, por causa de infeccoes diretas, toxinas, morte antecipada e
alteracgdes fisiolégicas e nutricionais ou prejudiciais ao hospedeiro, por aumento da
suscetibilidade a infecgdes, transmissao de patdégeno pelo parasitoide, dificuldade na
discriminagcdo entre hospedeiro parasitado e n&o-parasitado, atraso no ciclo
bioldgico e supressao do hospedeiro (ALVES, 1998).

Nesse sentido, alguns trabalhos foram realizados a fim de conhecer
a interagdo entre esses micro-organismos e parasitoides. Bacillus thuringiensis foi
aplicado sobre as fases de desenvolvimento de T. pretiosum e foi verificado que n&o
houve interferéncia quando na emergéncia e no numero de ovos parasitados
(CARVALHO; PARRA; BAPTISTA, 2001). Da mesma forma, Haji et al., (2002), ndo
relataram nenhum impacto desse micro-organismo sobre o parasitoide
Trichogramma sp. Assim, também para Dipel® DF (100g.100L™"), que foi
considerado seletivo (<30% de redug&o no parasitismo) a T. pretiosum (MORANDI
FILHO et al., 2006). Mesmo quando B. thuringiensis foi misturado ao mel e oferecido
a Trichogramma pratissolii Querino e Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e T.
pretiosum, como alimento, ndo foi observado nenhuma reducédo em relagédo ao
numero de ovos parasitados. Além disso, para alguns isolados o tempo necessario
para parasitar 80% dos ovos foi menor que o da testemunha (POLANCZYK et al.,
2006).

E importante salientar que, diferentemente das bactérias, os fungos
tém geralmente grande espectro de agdo, podendo assim causar doencas em
organismos nao alvo. Porém os parasitoides em sua maioria ndo sao infectados,
mas como nado ha somente a possibilidade de infeccdo direta do adulto, mas
também efeitos de competicdo ou repeléncia ha a necessidade de se conhecer
melhor essas possiveis interacbes (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998;
SOSA-GOMEZ; PEREIRA; ALVES, 1998).
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O efeito dos fungos M. anisopliae e B. bassiana, aplicados
separadamente, sobre as caracteristicas reprodutivas e de sobrevivéncia de T.
pretiosum e Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner, 1983 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) foi estudada por Polanczyck et al. (2009 e 2010), sendo que
esses autores ndo observaram interferéncias em ambos os estudos. Os mesmo
autores propdem a possibilidade de realizar, em campo, a liberagado de T. pretiosum
e T. atopovirilia apds a pulverizagdo de fungos entomopatogénicos, visto que estes
nao afetaram a longevidade, porcentagem de parasitismo, viabilidade e reprodugao
dos parasitoides.

Contudo, em experimentos realizados por Potrich et al. (2009), com
0 objetivo de analisar a seletividade de fungos entomopatogénicos a T. pretiosum,
foi verificado que M. anisopliae provocou diminuicdo na emergéncia de T. pretiosum
e provocou mortalidade confirmada nas fémeas que realizaram o parasitismo,
mostrando assim a possibilidade infeccdo direta, entretanto, B. bassiana nao
interferiu em nenhum dos parametros biolégicos testados. Apesar das alteragdes
provocadas por M. anisopliae, esses autores destacam que as alteracbes sao
menores que as provocadas por inseticidas quimicos. Em outros estudos também foi
verificada a interferéncia no desempenho de Trichogramma galloi Zucchi, 1988
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) quando havia M. anisopliae sobre ovos de
Diatrea saccharalis, reduzindo o numero de ovos parasitados, e também a
emergéncia e a longevidade da segunda geragcao (BROGLIO-MICHELETTI;
SANTOS; PEREIRA-BARROS, 2006).

2.4|IMPORTANCIA DOS ESTUDOS DE SELETIVIDADE

Na avaliagado da compatibilidade de duas ou mais taticas de controle
o estudo de seletividade assume importdncia (DEGRANDE; GOMEZ, 1990;
FALEIROS et al., 1995; REIS et al., 1998). Sendo assim, na classificagdo de um
bioinseticida, como os entomopatdgenos, por exemplo, como seletivos ou nao
seletivos a outros agentes de controle bioldgico, como os parasitoides de ovos,
considerar os aspectos bioecoldgicos envolvidos em uma metodologia de avaliagéo
consolidada e confiavel é de importancia (SANTOS et al., 2006). Neste cenario, os
estudos de seletividade vém ganhando impulso nos ultimos anos e especial atengao

tem sido dedicada aos parasitoides de ovos, principalmente ao género
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Trichogramma, existindo um volume satisfatério de estudos sobre o impacto de
inseticidas quimicos sobre esse género (JACOBS et al.,, 1984; SUH et al., 2000;
HOHMANN, 1991, 1993; CARVALHO; PARRA; BATISTA, 2001a; CANETE, 2005;
GIOLO et al.,, 2005). Entretanto, pouco ainda se conhece sobre o impacto dos
entomopatdgenos nesse grupo € uma menor quantidade de informagdes ainda se
tem ao considerar, por exemplo, outros parasitoides de ovos menos estudados como
T. remus, por exemplo. Em geral, faltam dados padronizados de seletividade, ja que
muitos desses ensaios foram conduzidos com diferentes metodologias,
impossibilitando a comparagéo dos resultados (GRAVENA et al., 1988; GRAVENA et
al., 1992; SANTOS; GRAVENA, 1995; SANTOS; GRAVENA, 1997).

Na tentativa de solucionar esse problema, em 1974, foi formado o
grupo de trabalho para cooperacao cientifica internacional no estudo da seletividade
de agrotéxicos a organismos benéficos, a International Organization of Biological
Control (IOBC), que tem como um de seus objetivos, o fomento de testes de
seletividade no mundo, baseados numa metodologia confiavel e padrao. Segundo
essa organizacao, inicialmente deve-se submeter o inseto a condigbes extremas de
contaminagao em laboratério e se um alto percentual da populagdo ndo morrer,
entdo o produto pode ser considerado inécuo. Caso contrario, passa-se ao teste de
semi-campo e posteriormente de campo (SANTOS et al.,, 2006). Sendo assim, os
testes padronizados de seletividade, com base nas normas da IOBC (HASSAN,
1992) sdo essenciais e devem comparar a seletividade de diferentes agentes de
controle com vistas a indicagao daqueles mais seletivos aos inimigos naturais e que,
eventualmente, possam ser utilizados para manejo apés a liberagdo inundativa de
um inimigo natural (HASSAN et al., 1998; LI et al., 1993; DEGRANDE et al., 2002;
FOERSTER, 2002).
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4 ARTIGO A

SELETIVIDADE DE PRODUTOS BIOLOGICOS A Trichogramma pretiosum
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) EM LABORATORIO

RESUMO

Utilizando a metodologia proposta pelo Grupo de Trabalho de Pesticidas e
Organismos Benéficos da Organizagédo Internacional para o Controle Biologico
(IOBC - International Organization for Biological Control) para estudos de
seletividade de agrotdxicos a Trichogramma cacoeciae (Marchal), a seletividade de
diferentes entomopatdégenos e um inseticida quimico (testemunha positiva) a pupas
e adultos do parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum Riley foi avaliada em
laboratério (25+2°C; 70+10% UR; fotoperiodo 14/10). Todos os entomopatdégenos
estudados, Baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®), Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Thruricide®), Bacillus thuringiensis var. aizawai (Agree®), Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Dipel®), Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium
anisopliae (Metarril®) e Trichoderma harzianum (Trichodermil®), ndo apresentaram
efeitos nocivos sobre os parametros biolégicos avaliados e foram, portanto,
classificados como indcuos (classe 1) para T. pretiosum. Baculovirus anticarsia
(Baculovirus AEE®) diferiu estatisticamente da testemunha com relagdo a
emergéncia de T. pretiosum de ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) pulverizados
antes do parasitismo na avaliagdo com chance de escolha (entre ovos do
hospedeiro pulverizados com o entomopatdégeno ou com agua), mas que ainda
apresentou viabilidade acima de 90%. Diferentemente dos entomopatégenos, o
inseticida Clorpirifés causou mortalidade e inviabilidade de ovos e adultos em todos
os bioensaios. Portanto, que T. pretiosum e os entomopatdogenos podem ser
empregados simultaneamente em programas de manejo integrado de pragas (MIP).
O uso de clorpirifés, ao contrario, deve ser evitado e o produto substituido por outro
mais seletivo aos inimigos naturais sempre que possivel.

Palavras-chave Bacillus thuringiensis. Baculovirus anticarsia. Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae. Trichoderma harzianum.
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BIOLOGICAL PRODUCTS SELECTIVITY TO Trichogramma pretiosum
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) IN LABORATORY

ABSTRACT

Using the metodology given by the Pesticides Work Group of the International
Organization of Beneficial Organisms for Biological Control (IOBC — International
Organization for Biological Control) to selectivity studies of pesticides to
Trichogramma cacoeciae (Marchal), the selectivity of several entonmopathogens
and a insecticide (positive control) to pupae and adults of the egg parasitoid
Trichogramma petiosum Riley was evaluated in laboratory (25+2°C; 70£10% RH;
fotoperiod 14/10). All entomopathogen evaluated, Baculovirus anticarsia (Baculovirus
AEE®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Thruricide®), Bacillus thuringiensis var.
aizawai (Agree®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®), Beauveria bassiana
(Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®) and Trichoderma harzianum
(Trichodermil®), did not show harmful effects to any biological caracteristics
evaluated, and therefore were classified as harmless to T. pretiosum. Baculovirus
anticarsia (Baculovirus AEE®) sprayed over Anagasta kuehniella (Zeller) eggs before
they have been parasitized, made the emergence of T. pretiosum smaller then they
were non-sprayed, in the experiment with freedom of choice, but the sprayed eggs
still had emergence above 90%. The insectice, clorpirifés, was harmful to every
aspect and all bioassays. Therefore T. pretiosum and entomopathogens can be used
simultaneously in integrated pest management (IPM). In the oder hand, clorpirifos,
must be avoided and replaced by others less harmful to the natural enemies.

Key-words Bacillus thuringiensis, Baculovirus anticarsia, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Trichoderma harzianum.
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4.1 INTRODUCAO

Entre os diversos agentes de controle biolégico, os parasitoides de
ovos do género Trichogramma tém sido usados na agricultura mundial,
principalmente devido a facilidade de criagdo e eficiéncia no controle das pragas
(PARRA; ZUCCHI, 2004). Em 1996 estudos com Trichogramma spp. ja eram
conduzidos em mais de 50 paises e liberacdes eram realizadas comercialmente em
mais de 32 milhdes de hectares todo ano (SMITH, 1996). Apesar da importancia dos
parasitoides de ovos do género Trichogramma, estes agentes de controle biolégico
sdo especificos para controle de ovos de lepidopteros, sendo assim, outras
ferramentas de controle podem vir a ser necessarias no manejo de pragas das
diferentes culturas quando outras fases de desenvolvimento dos insetos-pragas
estiverem presentes, como por exemplo, as lagartas (MONNERAT et al., 2007).

Para manejo dessas pragas, a forma de controle mais usada na
agricultura mundial € o uso de inseticidas sintéticos que podem trazer varias
consequéncias indesejaveis ao agroecossistema e que podem reduzir ou inviabilizar
o controle biolégico realizado pelos parasitoides de ovos (LOGUERCIO et al., 2002).
Entretanto, dentro do manejo integrado de pragas, a integracado de diversas taticas
de controle de forma harménica vem sendo preconizada. Com essa integracao de
meios de controle que visam a sustentabilidade da agricultura é possivel manter as
populagdes de pragas agricolas abaixo do nivel de dano econémico, conservando o
ambiente e os artropodes benéficos (VAN LENTEREN; BUENO, 2003).

Neste contexto, outra tatica de controle que pode ser utilizada no
manejo de diversas populagdes de pragas agricolas, além dos parasitoides, s&o os
entomopatégenos (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Entre os principais
entomopatdégenos de importancia agricola estdo baculovirus anticarsia (AgMNPV)
em soja (HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2003), Bacillus thuringiensis que causa
mortalidade em mais de 1.000 espécies de insetos pertencentes a varias ordens
(GLARE; O'CALLAGHAM, 2000), o fungo Beauveria bassiana (Balsamo, 1835)
Vuillemin que tem ampla distribuicdo geografica e causa doenga em ordens como
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Hymenoptera e Orthoptera (ALVES,
1998), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff , 1879) Sorokin, que € uma das mais
importantes espécies fungos entomopatogénicos, podendo infectar mais de 300

espécies de insetos de diversas ordens (ALVES, 1998) e Trichoderma harzianum
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que € um micro-organismo necrotréfico e tem eficacia no controle de outros fungos
fitopatogénicos (MELO, 1998), mas pode ter também efeito nocivos sobre insetos,
como ja relatado para Myzus persicae (GANASSI; ALTOMARE; SABATINI, 2009),
Spodoptera littoralis (EL-KATATNY, 2010), e Gryllotalpa gryllotalpa (VEENA-
BHAMRAH, 2007).

Apesar da eficiéncia desses entomopatdégenos, ha a possibilidade de
que estes interfiram negativamente no comportamento e/ou eficiéncia dos
parasitoides de ovos, podendo até mesmo infecta-los diretamente (MAGALHAES;
MONNERAT; ALVES, 1998). Sendo assim, a seletividade € a chave para a
integracdo harménica dessas diferentes ferramentas de manejo dentro do conceito
de manejo integrado de pragas (MIP) em sistemas que visam reduzir a populagao de
insetos nocivos, sem alterar ou promovendo o minimo possivel de alteracdo em
outros componentes do agroecossistema e do ambiente de maneira geral. Portanto,
os bioinseticidas s6 podem ser associados a outras taticas de manejo adotadas em
MIP, como T. pretiosum, por exemplo, se apresentarem algum grau de seletividade
(BOSCH et al., 1982).

Assim, visando compatibilizar ambas estratégias de controle
bioldgico, € necessario primeiramente conhecer a seletividade e/ou possiveis efeitos
nocivos que os entomopatdgenos possam ter sobre a eficiéncia dos parasitoides de
ovos. Portanto, este trabalho objetivou avaliar a seletividade de diferentes

entomopatdgenos ao parasitoide de ovos T. pretiosum.

4.2 MATERIAL E METODOS

Para isso foram conduzidos 4 bioensaios independentes visando
avaliar o impacto desses entomopatdégenos sobre pupas e adultos do parasitoide
assim como a capacidade de escolha deste agente de controle biolégico por ovos do
hospedeiro pulverizados com esses tratamentos ou agua, em testes com e sem
chance de escolha.

Os diferentes bioensaios foram conduzidos de forma independente
em delineamento inteiramente casualizado, em condigdes controladas de laboratério
[25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14 h] com cinco

repeticdes por tratamento (Tabela 4.1).
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Foram feitas analises para avaliar a homogeneidade dos residuos,
aditividade do modelo e normalidade dos residuos e entdo foi feita a analise de
variancia para todos os bioensaios e constatando diferenca significativa, foram feitos
teste de Tukey para os bioensaios um, dois e quatro, e comparagao aos pares pelo

teste F para o bioensaio trés (SAS Institute, 2001). Os dados foram transformados

em arcoseno VX /100 quando foi necessario ajusta-los a distribuicdo normal.

Tabela 4.1 - Tratamentos avaliados para seletividade ao parasitoide de ovos
Trichogramma pretiosum em condi¢des controladas de laboratério e
dose comercial dos produtos.

Produto _ o _
_ Formulagao Ingrediente ativo (i.a.) i.a./100 L HO
comercial (p.c.)
Agua - Agua destilada -
Baculovirus
o 0,6 WP AgMNPV 1,4 x 10""'CPI'
AEE
o Bacillus thuringiensis var.
Thuricide 3,2 WP _ 9,6 x 10°UI?
kurstaki
® Bacillus thuringiensis var.
Agree 50 WP . . 5 x 10°UI
aizawai
o Bacillus thuringiensis var.
Dipel 3,2 WP _ 6,2 x 10°UI
kurstaki
Boveril® 5 WP Beauveria bassiana 1x10™ conidios
Metarril® 5 WP Metarhizium anisopliae 1,6x10'? conidios
Trichodermil® 48 SC Trichoderma harzianum 5x10'? conidios
Lorsban® 480 EC Clorpirifés 240 g

' Corpos poliedricos de inclusdo. * Unidades internacional.

4.2.1 - Criacdo De Manutengdo Do Hospedeiro Anagasta Kuehniella (Zeller, 1879)
(Lepidoptera: Pyralidae) E Do Parasitoide De Ovos Trichogramma Pretiosum

Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
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Os ovos de A. kuehniella utilizados no estudo, assim como os
espécimes de T. pretiosum foram provenientes da criagdo da Embrapa Soja, onde
vém sendo criados de acordo com a metodologia descrita por Parra (1997), por seis

anos.
4.2.2 Bioensaio 1: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Pupas De T. Pretiosum

Os bioensaios de seletividade com pupas de T. pretiosum foram
conduzidos segundo as normas padronizadas pela “International Organization for
Biological Control” (IOBC) (HASSAN, 1992). Cartelas de 3 cm? contendo cerca de
500 ovos de A. kuehniella foram oferecidas, para oviposicdo, as fémeas de T.
pretiosum recém-emergidas, sendo permitido o parasitismo por 24 h. Em seguida,
essas cartelas foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro x 8 cm de
altura) até o momento da aplicagao dos tratamentos (Tabela 4.1).

Os ovos de A. kuehniella, contendo a fase de pupa (cérion do ovo
enegrecido) do parasitoide (168-192 h) apds o parasitismo (CONSOLI et al., 1999)
foram pulverizados com suspensdes dos entomopatégenos além dos controles
positivo (clorpirifés) e negativo (agua) (Tabela 4.1). A pulverizagdo foi realizada
utilizando “Torre de Potter” calibrada para depositar um volume de calda de 1,25 +
0,25 mg cm?, o que estd de acordo com as normas padronizadas pela I0BC
(HASSAN, 1992). Este volume aplicado foi controlado através da pesagem das
placas com balanga eletrbnica de precisdo, antes e apds a pulverizagdo dos
tratamentos. Em seguida, os ovos pulverizados contendo as pupas de T. pretiosum
foram mantidas a 25 £ 2°C e umidade relativa (UR) de 70 + 10% por cerca de duas
horas, para eliminagdo do excesso de umidade. Posteriormente, as cartelas tratadas
foram inseridas em gaiolas confeccionadas conforme metodologia propostas por
Hassan (1992) (Figura 4.1) até a emergéncia dos adultos, que foram alimentados

com mel.
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Figura 4.1 Foto das gaiolas propostas pela metodologia proposta por Hassan
(1992).

Cartelas, contendo ovos de A. kuehniella (+ 200 ovos de até 24h)
com filetes de mel, foram oferecidas um e cinco dias apds a emergéncia dos adultos.
No sexto dia, as cartelas foram armazenadas, em camara climatizada, a 25 + 2°C,
umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas, em sacos plasticos com ar até
a avaliagcédo. A viabilidade em porcentagem das pupas pulverizadas, foi calculado
através do numero de ovos de A. kuehnilla que tiveram adultos do parasitoide
emergidos divido pelo numero de ovos parasitados multiplicados por cem, assim
como a porcentagem de parasitismo (numero de ovos parasitados divido pelo
numero de ovos nao parasitados, multiplicado por cem) e viabilidade do parasitismo
(numero de ovos parasitados dos quais adultos emergiram divido pelo numero de
ovos parasitados, multiplicados por cem) da geragcdo F; foram os parametros

quantificados.

4.2.3 - Bioensaio 2: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre A Superficie De

Caminhamento Dos Adultos De T. Pretiosum

Tubos de Duran (tubos de emergéncia), contendo uma goticula de
mel em sua parede interior, receberam ovos de A. kuehniella parasitadas por T.
pretiosum (x 200 ovos), sendo posteriormente, vedados com filme plastico e
armazenados em ambiente controlado, a temperatura de 25 £ 2°C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotofase de 14 horas, até a emergéncia dos parasitoides.
Posteriormente a emergéncia, placas de vidro (13 x 13 cm) receberam pulverizagoes

de suspensdes com os entomopatdégenos (Tabela 4.1) utilizando “Torre de Potter”
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regulada para depositar um volume de suspensdo de 1,25 + 0,25 mg cm™. Apds esta
aplicacao, as placas secaram por um periodo de duas horas a 25 * 2°C e umidade
relativa de 70 £ 10%. Posteriormente, essas placas foram fixadas em molduras de
aluminio, com corrente de ar circulante, exercida por um exaustor conforme
metodologia proposta por Hassan (1992). Apés montadas com fluxo de ar circulante,
tubos de emergéncia envolvidos com papel aluminio, contendo aproximadamente
200 parasitoides, foram conectados aos orificios de emergéncia (CARMO et al.,
2010).

Um e cinco dias apods a liberagdo dos adultos nas gaiolas foram
oferecidas cartelas, contendo posturas de A. kuehniella (£ 200 ovos) com filetes de
mel. Essas cartelas foram retiradas do interior das gaiolas no sexto dia do
experimento sendo introduzidas em sacos plasticos transparentes com ar que foram
armazenadas, em camara climatizada, a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotofase de 14 horas até a emergéncia dos parasitoides para posterior avaliacdo do

parasitismo e viabilidade, que foi feita como a do bioensaio 1.

4.2.4 - Bioensaio 3: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Com Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Pretiosum

Cartelas de 3 cm? contendo aproximadamente 200 ovos de A.
kuehniella foram pulverizados com os produtos (Tabela 4.1). Assim como descrito
para os bioensaios anteriores, a pulverizagao foi realizada diretamente utilizando
“Torre de Potter”. Posteriormente, as cartelas com os ovos tratados foram inseridas
nas gaiolas propostas por Hassan (1992) com fluxo de ar circulante. Para cada
cartela pulverizada com entomopatégeno foi colocada junto uma cartela testemunha
pulverizada com agua. Em seguida, tubos de emergéncia contendo
aproximadamente 300 parasitoides foram envolvidos com papel aluminio e
conectados aos orificios de emergéncia destas gaiolas (CARMO et al., 2010)
oferecendo assim chance de escolha para o parasitismo entre ovos de A. kuehniella
tratados e néao tratados (dupla escolha). No quinto dia apds o inicio do ensaio, uma
segunda cartela contendo a mesma quantidade de ovos e recém-pulverizada com os
mesmos produtos foi também introduzida na gaiola do teste. Essas cartelas foram
retiradas do interior das gaiolas no sexto dia do experimento sendo introduzidas em

sacos plasticos transparentes com ar e armazenadas a 25 + 2°C, umidade relativa
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de 70 + 10% e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos parasitoides, para
posterior avaliagdo idéntica a do bioensaio 1 para, parasitismo e viabilidade , e
consequentemente, da preferéncia dos parasitoides por ovos pulverizados com os

entomopatdégenos ou com agua.

4.2.5 - Bioensaio 4: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Sem Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Pretiosum

Assim como no bioensaio com chance de escolha, cartelas de 3 cm?
contendo aproximadamente 200 ovos de A. kuehniella foram pulverizados com
suspensdes dos tratamentos (Tabela 4.1) e inseridas nas gaiolas propostas por
Hassan (1992) com fluxo de ar circulante no interior, mas sem uma cartela
testemunha dentro da mesma gaiola. Cada tratamento (Tabela 4.1) foi inserido em
uma gaiola isolada. Em seguida, os mesmos procedimentos adotados no bioensaio
3 foram também adotados para este bioensaio sem chance de escolha. Tubos de
emergéncia contendo aproximadamente 300 parasitoides foram envolvidos com
papel aluminio e conectados aos orificios de emergéncia (CARMO et al., 2010). No
quinto dia apds o inicio do ensaio, uma segunda cartela contendo a mesma
quantidade de ovos e recém-pulverizadas com os mesmos tratamentos foram
também introduzidas nas gaiolas do teste. Essas cartelas foram retiradas do interior
das gaiolas no sexto dia do experimento sendo introduzidas em sacos plasticos
transparentes com ar que foram armazenadas a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 +
10% e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos parasitoides para posterior
avaliacdo do parasitismo e viabilidade da mesma maneira que nos bioensaios

anteriores.

4 .3RESULTADOS

4.3.1 Bioensaio 1: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Pupas De T. Pretiosum
Os entomopatogenos pulverizados sobre os ovos do hospedeiro

contendo pupas de T. pretiosum nao interferiram na emergéncia dos adultos

(viabilidade de pupas). Além disso, o parasitismo e a viabilidade do parasitismo da

geracao Fq originado destas pupas pulverizadas com entomopatéogenos, também
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nao diferiram entre si ou em relagdo a testemunha (agua) em nenhum dos dias
avaliados (Tabela 4.2) e por isso, foram classificados como in6cuos (classe 1)
(HASSAN, 1985) a essa fase de desenvolvimento do parasitoide (Tabela 4.3). Neste
ensaio com pupas, apenas o tratamento com clorpirifés (testemunha positiva) diferiu
da testemunha e dos demais tratamentos, impactando negativamente o parasitismo
e emergéncia dos adultos (Tabela 4.2) e, por isso, foi classificado como
moderadamente nocivo (classe 3) ou nocivo (classe 4) (HASSAN, 1985) (Tabela
4.3).

Tabela 4.2 - Efeito de diferentes entomopatégenos sobre pupas de Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), um e cinco dias apds a
emergéncia (DAE) dos adultos oriundos de ovos de A. kuehniella
tratados quando o parasitoide se encontrava no estagio de pupa
(bioensaio com pupas) ou da geragao F.

Tratamento Pupas ] 1
i.a. 100 L' pulverizadas’ 1 DAE 5 DAE
H20 Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%)

Agua 92,54+1,11a° 87,91+2,10a 97,64+1,70™ 84,10+2,06a 97,56+0,86™
Ag1l\1/INPV 1,4 x 92,87+1,10a 89,74+1,55a 96,48+1,34 85,35+2,58a 95,80+0,94
10 'CPI

B. thuringiensis 94,26+0,72a 88,22+2,90a 96,57+0,23 91,02+2,02a 96,80+0,80
var. kurstaki 9,6

x 10°UI

B. thuringiensis 94,21+1,40a 87,48+3,85a 94,45+0,47 88,28+3,02a 95,92+1,86
var. aizawai 5 x

10°U

B. thuringiensis 92,83+0,47a 88,67+2,90a 96,93+1,27 87,03+1,35a 97,10+0,83
var. kurstaki 6,2

x 10°UI

B. bassiana 93,13+1,60a 92,95+2 56a 96,67+0,58 80,60+4,63a 95,80+1,43
1x10" conidios

M. anisopliae 94,64+1,30a 86,32+4,57a 96,52+1,05 87,81+3,15a 95,63+1,13
1,6x10"*conidios

T. harzianum 95,31+1,30a 85,05+3,17a 96,80+0,98 85,0445 44a 93,21+2,66
5x10"? conidios

Clorpirifés 240g 8,10+3,03b 0,00+0,00b - 0,00+0,00b -

CV (%) 5,49 8,29 2,45 8,74 3,37

F 140,35 102,85 0,75 93,11 0,84

P <0,0001 <0,0001 0,6361 <0,0001 0,56

GL esiduo 36 36 32 35 31

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna em cada bioensaio ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade). ’Resultados originais seguido das analises realizadas com os

dados transformados em arcoseno v X /100 _ ""ANOVA n3o significante.
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Tabela 4.3 - Classificacdo da seletividade dos entomopatdégenos a Trichogramma
pretiosum  (Hymenoptera:  Trichogrammatidae) segundo a
“International Organisation for Biological Control” (IOBC) em
diferentes bioensaios e dias apos a emergéncia do adulto (DAE) ou
dias ap6s a pulverizagao (DAP).

Tratamento DAE/DAP
ia. 100 L' H,0 Pupas = 1 5 1 5

EPP"CCE°CEC E C E ¢C
Bioensaios 1 (pupas pulverizadas) e 2

- , Bioensaio 1: pupas Bioensaio 2:
(superficie de contato pulverizada) adultos
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 041 01 01 0 1 48 1
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x 10°Ul 181 01 0 113 1 63 1
B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°Ul 181051 01 0 1 53 1
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°Ul 031 01 0 1 35 1 6,3 1
B. bassiana 1x10" conidios 06 1 0 1421 0 1 88 1
M. anisopliae 1,6x10" conidios 23 1181 0 1 25 1 6,1 1
T. harzianum 5x10'? conidios 301321 0 118 1 10,3 1
Clorpirifés 240g 91,3 3 100 4 100 4 100 4 100 4
Bioensaios 3 e 4 com pulverizagao dos Bioensaio 3: Bioensaio 4:

OVOS Com chance de Sem chance de

escolha escolha

AgMNPV 1,4 x 10""'CPI - -1911291 5 1 25 1
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x 10°Ul - - 241681 0 1 6 1
B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°Ul - - 241191 4 1 0 1
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°Ul - - 001921 0 1 77 2
B. bassiana 1x10" conidios - - 011001 0 1 0 1
M. anisopliae 1,6x10'? conidios - - 441091 0 1 0 1
T. harzianum 5x10" conidios - - 271391 0 1 0 1
Clorpirifés 240g - -9783 - - 100 4 100 4

"EP(Porcentagem de redugdo da viabilidade)=(1-Viabilidade no tratamento/Viabilidade na
testemunha) x 100). 2E(Porcentagem de reducdo do parasitismo)=(1-Parasitismo no
tratamento/Parasitismo na testemunha) x 100 (Hassan, 1985). 3CIassificagéo: classe 1 = in6cuo
(E<30%), classe 2 =levemente nocivo (30%<E<80), classe 3 = moderadamente nocivo (80%=<E<99),
classe 4 = nocivo (E299%).

4.3.2 Bioensaio 2: Entomopatégenos Pulverizados Sobre A Superficie De

Caminhamento Dos Adultos De T. Pretiosum

No bioensaio no qual os adultos entraram em contato com os
tratamentos por caminharem sobre a superficie pulverizada, foram avaliadas no

primeiro e quinto dia apos a emergéncia dos adultos, a porcentagem e a viabilidade
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do parasitismo de T. pretiosum em ovos de A. kuehniella. Em ambos os dias de
avaliagdo e para as duas variaveis observadas, todos os entomopatdégenos nao
diferiram da testemunha (Tabela 4.4) e foram classificados como in6cuos (classe 1)
(HASSAN, 1985) (Tabela 4.3). Ainda, para o tratamento clorpirifés ndo houve
pparasitismo em nenhum dos dias analisados (Tabela 4.2) sendo, portanto, o

mesmo classificado como nocivo (classe 4) (HASSAN, 1985) (Tabela 4.3).

Tabela 4.4 - Efeito de diferentes entomopatégenos sobre adultos de Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), um e cinco dias apos a
emergéncia (DAE) dos adultos oriundos de ovos de A. kuehniella

tratados.
Tratamento 1 DAE’ 5 DAE'
i.a. 100 L" H,O  Parasitismo(%) Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%)

Agua 89,65+2,51a 97,70+0,73™ 94,205,802 96,81+1,90™
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 94,67+2,20a  94,20+1,20 89,64+7,202 96,23+1,50
B. thuringiensis var. 88,56+3,57a  94,80+0,60 88,24+4,662 98,80+0,85
kurstaki 9,6 x 10°Ul

B. thuringiensis var. 93,20+3,82a  95,26+2,08 89,1745,032 97,82+1,12
aizawai 5 x 10°UI

B. thuringiensis var. 86,54+2,36a 96,24+1,41 88,31+4,30° 96,75+2,08
kurstaki 6,2 x 10°UI

B. bassiana 1x10™ 91,36+3,12a  94,14+1,89 85,91+6,162 97,22+0,80
conidios

M. anisopliae 87,40+1,07a  95,12+0,87 88,50+3,082 96,31+0,77
1,6x10"conidios

T. harzianum 5x10" 88,04+4,22a  95,36+2,04 84,45+3,822 95,93+1,53
conidios

Clorpirifés 240g 0,00+0,00b - 0,00+0,00b -

CV (%) 8,1 3,46 13,01 3,08

F 108,59 0,62 42,16 0,49

P <0,0001 0,7349 <0,0001 0,83
GLesidguo 34 31 33 30

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna em cada bioensaio nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade). ""ANOVA n3o significante.

4.3.3 Bioensaio 3: Entomopatdgenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Com Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Pretiosum

Quando foi oferecida a chance de escolha entre -cartelas
pulverizadas com os tratamentos e pulverizadas com agua aos adultos de T.
pretiosum, no primeiro e quinto dia apds a pulverizagdo, somente houve diferencga
estatistica para a viabilidade do parasitismo no primeiro dia apds a pulverizacdo no
tratamento AGMNPV 1,4 x 10"CPI (corpos poliédricos de incluséo) de 91,8%, mas
que ainda foi superior a 90% (Tabela 4.5). Dentre os demais entomopatégenos

avaliados e suas respectivas testemunhas nao houve diferenca, tanto para
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viabilidade, quanto para parasitismo (Tabela 4.5). Sendo assim, considerando que
0s entomopatdgenos pouco impactaram a escolha dos ovos hospedeiros para o
parasitismo de T. pretiosum, a classificagdo para todos os entomopatdogenos foi
inocuo (classe 1) (HASSAN, 1985) (Tabela 4.3). Semelhante aos resultados dos
bioensaios relatados anteriormente, os ovos tratados com clorpirifés diferiram
estatisticamente da testemunha, apresentando baixos niveis de parasitismo e de
viabilidade (Tabela 4.5), levando-o a ser classificado como moderadamente nocivo
(classe 3) (HASSAN, 1985) (Tabela 4.3).

Tabela 4.5 - Parasitismo e viabilidade do parasitsmo (Média = EP) de
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos
de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Noctuidae) pulverizados com
diferentes entomopatdégenos, com chance de escolha, em dias apés a
pulverizacdo (DAP).

1 DAP 5 DAP
_ Tratamento Parasitismo  Viabilidade Parasitismo  Viabilidade
i.a./100 L H,O o/ \1 o/ \1 o/ \1 o/ \1
(%) (%) (%) (%)
Agua 90,1 +0,9™ 95,0+0,6° 81,0+4,2" 95,0+0,7™
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 88,4+1,3 91,8+1,1b 70,5+3,3 95,3+1,0
cVv 2,84 2,06 10,05 1,87
Agua 87,9+2,6™ 92,442 1™ 80,8+4,3™ 93,242,3™
E.1tcl)ﬁ9uurllng|en5|s var. kurstaki 9,6 85,8+1,1 90,9+2,0 75305 94.1+4.6
cVv 5,16 4,98 8,63 6,66
Agua 89,3+2,4"™ 93,7+1,1™ 83,7+1,8™ 95,24+2,0™
I?(.ngrjlljrmglenss var. aizawai 5 x 87,2421 93,2+0,4 82.142.6 96,042.4
cVv 5,74 1,67 5,35 4,64
Testemunha 87,2+42,2™ 94,3+1,1™ 79,6+5,5™ 94,1+0,9™
)I?.%lerllnglenss var. kurstaki 6,2 88,3+2,8 94,0+1,4 72.3+7.6 88,4442
CV 6,54 2,98 17,55 6,69
Agua 91,9+1,0™ 94,5+0,8"™ 78,5+3,8™ 95,5+1,5"
B. bassiana 1x10"° conidios 91,9+2,0 93,8+0,5 82,1+6,3 90,5+2,2
cV 3,88 1,63 11,30 3,48
Agua 87,1+2,0™ 92,8+0,8"™ 82,2+2,5™ 95,0+1,1™
M. anisopliae 1,6x10"“conidios 83,2+1,4 91,4+1,2 81,4+1,7 95,1+0,9
cVv 4,66 2,20 5,90 2,30
Agua 87,7+3,3"™ 91,0+2,0™ 85,2+1,5™ 93,9+1,1™
T. harzianum 5x10" conidios 85,3+2,6 90,4+2,9 81,842,7 96,4+0,3
cVv 7,74 6,30 5,37 1,42
Agua 78,8+7,6a 54,242 62 - -
Clorpirifés 240g 1,7+1,7b 0,0+0,0b - -
cVv 26,80 6,52 - -

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna para cada comparacdo entre cartelas
pulverizadas e nao pulverizadas, ndo diferem entre si pelo teste de F (5% de probabilidade).
"SANOVA nao significante.
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4.3.4 Bioensaio 4: Entomopatdgenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Sem Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Pretiosum

O parasitismo de adultos de T. pretiosum também foi avaliado em
testes sem chance de escolha, quando cartelas pulverizadas com cada tratamento
(Tabela 4.1) foram inseridas em gaiolas independentes. Semelhante aos resultados
reportados no teste com chance de escolha, no teste sem chance de escolha nao
houve diferenga estatistica entre os entomopatdégenos e a testemunha, tanto para
viabilidade, quanto para parasitismo no primeiro e quinto dia apds a pulverizagao
(Tabela 4.6) sendo os entomopatdgenos classificados como in6écuos (classe 1)
(HASSAN, 1985) (Tabela 4.3). Somente clorpirifés reduziu o parasitismo para 0%,
sendo classificado como nocivo (classe 4) (HASSAN, 1985) (Tabela 4.3).

Tabela 4.6 - Parasitismo e a viabilidade do parasitsmo (Média = EP) de
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos
de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Noctuidae) pulverizados com
diferentes entomopatdégenos, sem chance de escolha, em dias apés a
pulverizacao (DAP).

1 DAP 5 DAP
Tratamento
_ “ Parasitism  Viabilidade Parasitismo Viabilidade
i.a. 100 L H,O ; ] ] 1
0 (%) (%) (%) (%)

Agua 85,5+1,1a 95,0+1,0™ 80,7+2,82 95,4+0,3™
AgMNPV 1,4 x 10"'CP!I 87,2+0,8a 97,6+0,8 81,245,12 97,6+0,6
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x =~ 84,5+2,4a 95,1+£1,0 87,0+3,0a 96,5+1,7
10°UI
B. thuringiensis var. aizawai 5 x 86,8+1,0a 95,0+1,7 79,9+3,62 96,5+1,0
10°UI
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x ~ 85,8+2,0a 95,0+0,8 85,9+2 12 96,0+0,8
10°UI
B. bassiana 1x10" conidios 86,1+1,8a 93,6+0,9 81,0+3,5° 94,8+2,0
M. anisopliae 1,6x10"conidios 84,5+2,3a 93,4114 83,742,32 94,917
T. harzianum 5x10'? conidios 89,5+1,6a 94,5+0,6 77,0£5,32 96,5+1,6
Clorpirifés 240g 0,01£0,0b - 0,0£0,0b -
Ccv 4,82 2,60 10,18 2,74
F 302,75 1,41 69,44 0,60
P <0,0001 0,24 <0,0001 0,75
GLresiduo 36 31 32 28

' Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (5%
de probabilidade). ™ ANOVA néo significante.
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4.4 DISCUSSAO

A emergéncia de adultos de T. pretiosum das pupas pulverizadas
com os diferentes entomopatdgenos (Tabela 4.1) nao diferiu entre esses tratamentos
e nem em relagdo a testemunha (agua), apesar de existir relatos na literatura
cientifica que entomopatdégenos como a B. bassiana e M. anisopliae, por exemplo,
podem colonizar ovos de insetos (RAMPELOTTI et al., 2007; SAMUELS et al., 2002)
0 que poderia impactar negativamente as pupas dos parasitoides presentes nesses
ovos hospedeiros infectados. Entretanto, a nao interferéncia dos entomopatdégenos
observada neste estudo sobre a fase de pupa de T. pretiosum pode ser devido ao
curto espago de tempo entre a pulverizagdo dos entomopatdégenos e a emergéncia
dos adultos dos parasitoides (cerca de 24 horas), visto que o tempo necessario para
que os fungos germinem é de no minimo 12 horas para deuteromicetos, 18 horas
para B. bassiana e 16 horas para M. anisopliae (ALVES, 1998; LOMER et al., 2001),
e para que haja a colonizagdo ainda seria necessario um tempo adicional para
formagao de apressorios e penetragdo dos mesmos no ovo infectado (ALVES, 1998)
que somando-se ao tempo de germinagao ultrapassariam o intervalo de 24 horas
entre a pulverizagcado das pupas e a emergéncia dos adultos de T. pretiosum. Sendo
assim, € possivel que um impacto negativo desses entomopatdégenos possa ser
observado sobre o parasitismo de T. pretiosum quando a pulverizagdo com esses
agentes de controle ocorrer em fases anteriores a de pupa do parasitoide, o que
ofereceria o tempo necessario para infecgcdo, formagdo e penetracdo dos
apresssorios dos fungos no ovo infectado, e que poderia levar o parasitoide em
desenvolvimento dentro desse ovo a morte. Entretanto, essa hipotese precisaria ser
ainda avaliada em pesquisas futuras, visto que, esta limitou-se a estudar as fases de
pupa e adulto do parasitoide.

A geragdo F; das pupas pulverizadas pode ter seu parasitismo
reduzido diretamente pela mortalidade de pupas ou indiretamente devido a
alteragdes fisioldgicas e comportamentais dos adultos emergidos dessas pupas, 0
que pode ser causado pelo produto pulverizado (CARMO et al., 2010). Entretanto,
como nao houve tempo suficiente para infeccdo do ovo hospedeiro por fungos, estes
nao causaram mortalidade e consequentemente reducao suficiente na populacéo de
T. pretiosum a ponto de que isso se refletisse em menor parasitismo. Neste contexto

€ importante salientar que cada fémea de Trichogramma sp. pode parasitar de 20 a
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120 ovos dependendo do ovo do hospedeiro (PINTO, 1997) o que auxilia na
explicacéo do alto parasitismo observado na geracéo F.

Por outro lado, com relacdo aos virus e bactérias, estes necessitam
ser ingeridos para que tenham alguma agao sobre insetos (COPPING; MENN, 2000;
CASTRO et al., 1999). E possivel, que adultos de T. pretiosum ao romperem o
corion do ovo hospedeiro possam ingerir virus ou bactérias que tenham sido
pulverizados sobre as pupas desse parasitoide. Entretanto, a ndo observancia de
qualquer efeito letal do virus e bactérias aplicadas sobre o parasitismo da geragéo F
provenientes dos ovos com pupas pulverizados com esses entomopatdgenos indica
que essa ingestao pode né&o ter ocorrido ou ocorrido em dose que nao seja letal ao
parasitoide. Além disso, € importante ressaltar que virus, em geral, sdo muito
especificos (MORCARDI, 1998).

No bioensaio em que os parasitoides caminharam sobre superficies
tratadas com os entompatdégenos, também nao houve diferenga entre esses ou entre
0s entomopatogenos e a testemunha, nas duas variaveis analisadas (parasitismo e
emergéncia de adultos). A seletividade de virus e bactéria nesse bioensaio de
contato de adultos com a superficie pulverizada pode ser explicada porque esses
entomopatdgenos precisam ser ingeridos pelos insetos para que ocorra a infecgao e
morte dos mesmos (COPPING; MENN, 2000; CASTRO et al.,, 1999). Como os
adultos de T. pretiosum caminharam sobre o filme seco dos tratamentos avaliados, é
improvavel que qualquer ingestdo de virus ou bactéria tenha ocorrido por adultos
desse parasitoide. Entre os entomopatégenos avaliados (Tabela 4.1) apenas os
fungos tém mecanismos para contaminagdo por contato e infeccdo dos insetos
durante seu caminhamento, pela penetracdo dos conidios através da cuticula dos
insetos (ALVES, 1998), e portanto, podendo causar mortalidade nos adultos do
parasitoide via contato. Potrich et al. (2009), observaram mortalidade confirmada de
T. pretiosum por B. bassiana e M. anisopliae quando entraram em contato, porém
nao houve mortalidade a ponto de afetar significativamente a quantidade de adultos
dos parasitoides, indicando assim que essa contaminagao e/ou infecgao no presente
trabalho ndo ocorreu ou foram insuficientes para causar mortalidade dos adultos de
T. pretiosum.

Além do efeito direto dos entomopatdégenos sobre os insetos, esses
bioinseticidas também podem interferir no comportamento de escolha do parasitoide

em relacdo ao hospedeiro, seja através da coloragao, forma, odor ou mudancga de



52

comportamento do hospedeiro infectado (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES,
1998). Quando foram avaliados o parasitismo e a viabilidade do parasitismo em ovos
de A. kuehniella pulverizados com os tratamentos e oferecidos aos parasitoides em
testes com e sem chance de escolha, ndo houve diferenga em nenhuma variavel
entre os tratamentos com entomopatdgenos e a testemunha (agua). Somente para
ovos pulverizados com AgMNPV 1,4 x 10""CPI, nos testes com chance de escolha,
foi observado menor emergéncia de parasitoides em relagdo a testemunha, mas
ainda superior a 90%, o que esta acima do padrdo minimo de qualidade (85%) de
viabilidade (NAVARRO, 1998), e por isso esse entomopatégeno pode ainda ser
considerado como seletivo ao parasitoide. Esses resultados indicam que mesmo
com um maior tempo entre a pulverizagdo do entomopatégeno e a emergéncia do
parasitoide, ndo houve infeccdo do ovo hospedeiro e, portanto, nenhum impacto
negativo sobre T. pretiosum foi observado, semelhante aos resultados encontrados
por Potrich et al. (2009).

Levando em consideracdo o manejo integrado de pragas, é
importante que diferentes formas de controle possam ser utilizadas conjuntamente
(VAN LENTEREN; BUENO, 2003; CARMO et al.,, 2010). Com a compatibilidade
entre parasitoides e entomopatdgenos, a utilizagdo de entomopatdogenos e
parasitoides de ovos pode ser simultdnea, evitando problemas de atraso na
aplicacao (ou liberagdo), perda do momento ideal de controle por incompatibilidade
das diferentes taticas de controle de insetos.

Diferentemente dos entomopatdgenos, o tratamento com inseticida
(clorpirifés) foi sempre mais téxico em todas as avaliagdes e bioensaios realizados,
mostrando-se incompativel com a utilizagdo de T. pretiosum. Esse resultado pode
ser explicado por esse inseticida apresentar amplo espectro de acao e ser altamente
téxico em condigdes de laboratério e campo (YU, 1987; BUENO et al.,, 2008;
CARMO et al., 2010). A baixa seletividade do clorpirifés € devido ao seu modo de
acdo no sistema nervoso dos insetos. Este inseticida liga-se a enzima
acetilcolinesterase, inibindo a transmissao dos impulsos nervosos dos insetos, de
modo que, com o acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, ocorre a
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, causando paralisia e morte do inseto
contaminado (KOMEZA et al., 2001). Como esse funcionamento do sistema nervoso
nos insetos e as enzimas envolvidas nos processos de transmissdo do impulso

nervoso sao muito semelhantes entre os artropodes, a agao deste inseticida é
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usualmente comum a todas as espécies de insetos. Resultados negativos do
clorpirifés a T. pretiosum também foram previamente relatados por Bueno et al.
(2008).

4 5CONCLUSAO

Os bioinseticidas Baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®), Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Thruricide®), Bacillus thuringiensis var. aizawai (Agree®),
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®), Beauveria bassiana (Boveril®),
Metarhizium anisopliae (Metarril®) e Trichoderma harzianum (Trichodermil®) s&o
seletivos a pupas e adultos de T. pretiosum e podem ser utilizados em conjunto com
a liberacdo desse parasitoide de ovos sem qualquer efeito negativo sobre as
caracteristicas bioldgicas estudadas e capacidade de parasitismo. Diferentemente, o
inseticida clorpirifés € nocivo causando mortalidade em adultos e pupas de T.
pretiosum, além de interferir negativamente no comportamento desses parasitoides
na escolha do ovo hospedeiro e, portanto, sua utilizagdo no MIP deve ser evitada e o
produto substituido por outro mais seletivo aos inimigos naturais sempre que

possivel.
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SARTIGO B

SELETIVIDADE DE PRODUTOS BIOLOGICOS AO PARASITOIDE DE OVOS
Telenomus remus (HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) EM LABORATORIO

RESUMO

A seletividade de sete bioinseticidas (entomopatdégenos) e um inseticida quimico
(testemunha positiva) foi avaliada sobre pupas e adultos do parasitoide de ovos
Telenomus remus (Nixon) em laboratério e, em condigdes circunstanciadas. Os
protocolos utilizados foram adaptados do proposto pelo Grupo de Trabalho de
Pesticidas e Organismos Benéficos da Organizagdo Internacional para o Controle
Biolégico (IOBC - International Organization for Biological Control) para
Trichogramma cacoeciae (Marchal). Baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®),
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Thuricide®), Bacillus thuringiensis var. aizawai
(Agree®), Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®) e
Trichoderma harzianum (Trichodermil®) ndo apresentaram efeitos nocivos sobre os
parametros bioldgicos avaliados. Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®) foi
classificado como levemente nocivo (classe 2) em dois bioensaios, pois diminuiu o
indice de parasitismo no segundo dia de avaliagao. Clorpirifés (inseticida testemunha
positiva) apresentou efeito deletério em todos os parametros biolégicos analisados.
Assim, T. remus e os entomopatdégenos avaliados sdo compativeis e podem ser
empregados simultaneamente em programas de manejo integrado de pragas,
mesmo considerando Dipel®, que teve impacto negativo observado sobre o
parasitoide de ovos, porém foi muito pequeno. O uso de clorpirifés, ao contrario,
deve ser evitado e o produto substituido por um mais seletivo sempre que possivel.

Palavras-chave Bacillus thuringiensis. Baculovirus anticarsia. Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae. Trichoderma harzianum.
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BIOLOGICAL PRODUCTS SELECTIVITY TO THE EGG PARASITOID Telenomus
remus (HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) IN LABORATORY

ABSTRACT

The selectivity of five entomopathogens and a insecticide (positive control) was
evaluated over pupae and adults of the egg parasitoid Telenomus remus (Nixon) in
laboratory, under controled environmental conditions. The tests used were adapted
from the Pesticides Work Group of the International Organization of Beneficial
Organisms for Biological Control (IOBC — International Organization for Biological
Control) to Trichogramma cacoeciae (Marchal). Baculovirus anticarsia (Baculovirus
AEE®), Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Thuricide®), Bacillus thuringiensis var.
aizawai (Agree®), Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®)
and Trichoderma harzianum (Trichodermil®), showed no harmful effects to any
biological characteristics evaluated. Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®) was
classified as slightly harmful (class 2) in two bioassays, because the rate of
parasitism was lowered at the second day of evaluation. Clorpirifés (positive control)
showed harmful effect on every biological parameter evaluated. Therefore, T. remus
and entomopathogens are compatible, and can be used in the same time in
integrated pest management programs, even if we consider Dipel® that were slightly
harmful but much less harmful then the insecticide, which must be avoided.

Key-words Bacillus thuringiensis. Baculovirus anticarsia. Beauveria bassiana.
Metarhizium anisopliae. Trichoderma harzianum.
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5.1 INTRODUCAO

Entre os diferentes agentes de controle biologico, os parasitoides de
ovos merecem destaque por controlarem a fase de ovo da praga, antes mesmo que
qualquer injuria a planta possa ocorrer (FIGUEIREDO, 1998). Entre os parasitoides
de ovos do género Spodoptera, Telenomus remus Nixon, 1937 (Hymenoptera:
Platygastridae) tem relevancia para o controle de pragas (FIGUEIREDO; DELLA
LUCIA; CRUZ, 1999). Lagartas do género Spodoptera s&o de importancia na
agricultura mundial, por englobar varias espécies que causam danos a diversas
culturas. Cerca de metade das espécies deste género constituem pragas agricolas,
apresentando polifitofagia, alimentando-se de culturas como cereais e pastagens
(POGUE, 2002), hortalicas (SILVA et al., 1968), eucalipto (SANTOS et al., 1980) e
soja (BUENO et al., 2011), por exemplo. Tradicionalmente, o controle dessas pragas
€ realizado através do uso de inseticidas quimicos, muitas vezes utilizados de forma
abusiva, o que traz efeitos negativos em relagdo a saude humana, eliminagdo de
agentes de controle biologico, aumento do custo de producdo, entre outros
(LOGUERCIO et al.,, 2002). Como uma alternativa ao controle quimico, tém-se
enfatizado o emprego do controle biolégico em programas de manejo integrado de
insetos pragas (MIP) (VAN LENTEREN; BUENO, 2003). O MIP preconiza a
utilizacado de diversas taticas de controle de forma harménica mantendo, assim, as
populagdes de pragas agricolas abaixo do nivel de dano econémico, conservando o
ambiente e os artropodes benéficos. Nesse contexto, o controle biolégico é de
importancia para a sustentabilidade do sistema produtivo agricola (MAGALHAES;
MONNERAT; ALVES, 1998).

Telenomus remus pode parasitar ovos de varias espécies do género
Spodoptera, tais como Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), Spodoptera
cosmioides (Walker, 1858), Spodoptera eridania (Cramer, 1782) e Spodoptera albula
(Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae) (POMARI et al., 2012). Apesar de sua
eficiéncia comprovada, em programas de controle biolégico aplicado, muitas vezes,
a utilizacdo de dois ou mais agentes de controle biolégico em conjunto pode ser
necessario (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998), at¢é mesmo devido a
ocorréncia simultdnea de mais de uma espécie de praga alvo, ou de mesma

espécie, mas em diferentes fases de desenvolvimento.
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Neste contexto, os entomopatdégenos sao de interesse teorico e
pratico (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Dentro do MIP os
entomopatdgenos e parasitoides, podem ser utilizados conjuntamente, com o intuito
de que os efeitos se somem (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Entre os
principais entomopatdgenos de importancia agricola estdo o baculovirus anticarsia
(AgMNPV) em soja (HOFFMANN-CAMPO et al.,, 2003), Bacillus thuringiensis
(Berliner, 1911) que causa mortalidade em mais de 1.000 espécies de insetos
pertencentes a varias ordens (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000), Beauveria bassiana
(Balsamo, 1835) Vuillemin que tem ampla distribuicdo geografica e causa doenga
em ordens como Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Hymenoptera e
Orthoptera (ALVES, 1998), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff , 1879) Sorokin,
gue é uma das mais importantes espécies de fungos entomopatogénicos, podendo
infectar mais de 300 espécies de insetos de diversas ordens (ALVES, 1998), e
Trichoderma harzianum que € um micro-organismo necrotréfico e tem eficacia no
controle de outros fungos fitopatogénicos (MELO, 1998), mas pode ter também
efeito nocivos sobre insetos, como ja relatado para Myzus persicae (GANASSI,
ALTOMARE; SABATINI, 2009), Spodoptera littoralis (EL-KATATNY, 2010), e
Gryllotalpa gryllotalpa (VEENA-BHAMRAH, 2007).

Porém, ha a possibilidade de que os entomopatdgenos interfiram
negativamente no comportamento e eficiéncia do parasitoide de ovo, ou até mesmo
o infectando diretamente (MAGALHAES; MONNERAT; ALVES, 1998). Portanto,
visando compatibilizar ambas estratégias de controle biolégico, € necessario,
primeiramente, conhecer a seletividade e/ou possiveis efeitos nocivos que os
entomopatdgenos tenham sobre a eficiéncia dos parasitoides de ovos. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a seletividade de diferentes entomopatdégenos ao

parasitoide de ovos T. remus.

5.2 MATERIAL E METODOS

Para isso foram conduzidos bioensaios independentes visando
avaliar o impacto desses entomopatdgenos sobre pupas e adultos do parasitoide
assim como a capacidade de escolha do parasitoide por ovos de S. frugiperda

pulverizados com esses tratamentos, em testes com e sem chance de escolha.
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Os diferentes bioensaios foram conduzidos independentemente em
delineamento inteiramente casualizado, em condi¢gdes controladas de laboratorio [25
1 2°C, umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 14 h] com cinco repeti¢cdes
por tratamento (Tabela 5.1).

Foram feitas andlises para avaliar a homogeneidade dos residuos,
aditividade do modelo e normalidade dos residuos e entdo foi feita a analise de
variancia para todos os bioensaios e constatando diferenca significativa, foram feitos
teste de Tukey para os bioensaios um, dois e quatro, e comparagao aos pares pelo
teste F para o bioensaio trés (SAS Institute, 2001). Os dados foram transformados

em arcoseno v X /100 quando foi necessario ajusta-los a distribuicdo normal.

Tabela 5.1 Tratamentos avaliados para seletividade ao parasitoide de ovos
Telenomus remus em condi¢gdes controladas de laboratério e dose
comercial do produto.

Produto comercial

(0.c) Formulagao Ingrediente ativo (i.a.) i.a. x 100 L H,O™
p.C.
Agua - Agua destilada -
Baculovirus AEE® 0,6 WP AgMNPV 1,4 x 10"'CPI'
Thuricide® 3,2WP  Bacillus thuringiensis var. kurstaki 9,6 x 10°UI?
Agree® 50 WP Bacillus thuringiensis var. aizawai 5 x 10°UI
Dipel® 3,2WP  Bacillus thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°UI
Boveril® 5 WP Beauveria bassiana 1x10" conidios
Metarril® 5 WP Metarhizium anisopliae 1,6x10" conidios
Trichodermil® 48 SC Trichoderma harzianum 5x10" conidios
Lorsban® 480 EC Clorpirifés 240 g

" Corpos poliedricos de inclusdo. * Unidades internacional.

5.2.1. Criagado do Hospedeiro S. Frugiperda e do Parasitoide T. Remus

Os ovos de S. frugiperda utilizados no estudo, assim como os

espécimes de T. remus foram provenientes da criagdo da Embrapa Soja, onde estas
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espéecies vém sendo criadas de acordo com a metodologia descrita por Pomari et al.

(2012), por aproximadamente 4 anos.
5.2.2 Bioensaio 1: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Pupas De T. Remus

Os bioensaios de seletividade com pupas de T. remus foram
conduzidos segundo as normas padronizadas pela “International Organization for
Biological Control” (IOBC) (HASSAN, 1992) para Trichogramma cacoeciae que
foram adaptadas para T. remus. Cartelas de 3 cm?, contendo cerca de 150 ovos de
S. frugiperda foram oferecidas, para oviposi¢ao, as fémeas de T. remus recém-
emergidas, sendo permitido o parasitismo por 24 h. Em seguida, essas cartelas
foram transferidas para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro x 8 cm de altura) até o
momento da aplicacédo dos tratamentos (Tabela 5.1).

Os ovos de S. frugiperda, contendo a fase de pupa do parasitoide
[11 dias apds o parasitismo a 25°C e fotoperiodo 14/10 (POMARI et al., 2012)],
foram pulverizados com suspensdes dos entomopatégenos, além dos controles
positivo (clorpirifés) e negativo (agua) (Tabela 5.1), utilizando as doses
recomendadas dos produtos comerciais. A pulverizagdo foi realizada utilizando
“Torre de Potter” calibrada para depositar um volume de calda de 1,25 + 0,25 mg cm’
2, 0 que estd de acordo com as normas padronizadas da IOBC (HASSAN, 1992).
Este volume aplicado foi controlado através da pesagem das placas com balanga
eletrbnica de precisao, antes e apds a pulverizagédo dos tratamentos. Em seguida, os
ovos pulverizados contendo as pupas de T. remus foram mantidas a 25 + 2°C,
umidade relativa (UR) de 70 + 10% por cerca de duas horas sob constante
iluminagao, para eliminagdo do excesso de umidade. Posteriormente, essas cartelas
foram inseridas em gaiolas confeccionadas conforme metodologia propostas por
Hassan (1992) (Figura 5.1) até a emergéncia dos adultos, que foram alimentados

com mel.



63

Figura 5.1 - Foto das gaiolas propostas pela metodologia proposta por Hassan
(1992).

Cartelas, contendo posturas néo pulverizadas de S. frugiperda (400
ovos de até 24h) e com filetes de mel, foram oferecidas um e dois dias apos a
emergéncia dos adultos. No terceiro dia, as cartelas foram armazenadas em sacos
plasticos com ar até a avaliagdo. A viabilidade em porcentagem das pupas
pulverizadas, foi calculada através da divisdo do numero de ovos parasitados, dos
quais emergiram adultos, pelos ovos parasitados, multiplicados por cem. Também foi
avaliada a porcentagem de parasitismo (numero de parasitados divididos pelo total
de ovos, multiplicados por cem) e viabilidade do parasitismo (niumero de ovos
parasitados dos quais emergiram parasitoides, divididos pelo numero de ovos

parasitados, multiplicado por cem) da geragéo F4 foram os parametros quantificados.

5.2.3 Bioensaio 2: Entomopatdgenos Pulverizados Sobre A Superficie De

Caminhamento Dos Adultos de T. Remus

Tubos de Duran (tubos de emergéncia), contendo uma goticula de
mel em sua parede interior, receberam posturas de S. frugiperda parasitadas por T.
remus (x 250 ovos), sendo posteriormente, vedados com filme plastico e
armazenados em ambiente controlado, a temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa
de 70 + 10% e fotofase de 14 horas, até a emergéncia dos parasitoides.
Posteriormente a emergéncia, placas de vidro (13 x 13 cm) receberam pulverizagoes
de suspensbes com os entomopatéogenos (Tabela 5.1), utilizando as doses
recomendadas dos produtos comercial, e “Torre de Potter” regulada para depositar
um volume de suspensdo de 1,25 + 0,25 mg cm™. Apos esta aplicagdo, as placas

secaram por um periodo de duas horas a 25 £ 2°C, umidade relativa (UR) de 70 %
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10% sob constante iluminagdo. Posteriormente, estas placas foram fixadas em
molduras de aluminio, com corrente de ar circulante, exercida por um exaustor
conforme metodologia proposta por Hassan (1992). Ap6s montadas com fluxo de ar
circulante, tubos de emergéncia contendo aproximadamente 250 parasitoides
envolvidos com papel aluminio, foram conectados aos orificios de emergéncia
(CARMO et al., 2010).

Um e dois dias apds a liberacdo dos adultos nas gaiolas foram
oferecidas cartelas, contendo posturas de S. frugiperda (£ 400 ovos) com filetes de
mel. Essas cartelas foram retiradas do interior das gaiolas no terceiro dia do
experimento sendo introduzidas em sacos plasticos transparentes com ar que foram
armazenadas a 25 * 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas até a
emergéncia dos parasitoides para posterior avaliagdo do parasitismo e viabilidade,

realizada da mesma maneira que para o bioensaio 1.

5.2.4 Bioensaio 3: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Com Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Remus

Cartelas de 3 cmz, contendo aproximadamente 150 ovos de S.
frugiperda, foram pulverizados com os produtos (Tabela 5.1) utilizando as doses
recomendadas dos produtos comerciais. Assim como descrito para os bioensaios
anteriores, a pulverizacdo foi realizada diretamente utilizando “Torre de Potter”
calibrada para depositar um volume de suspensdo de 1,25 + 0,25 mg cm?,
Posteriormente, as cartelas contendo ovos tratados (Tabela 5.1) foram inseridas nas
gaiolas propostas por Hassan (1992) com fluxo de ar circulante. Para cada cartela
pulverizada com entomopatogeno foi colocada junto uma cartela testemunha,
pulverizada com 4&gua. Em seguida, tubos de emergéncia contendo
aproximadamente 250 parasitoides foram envolvidos com papel aluminio e
conectados aos orificios de emergéncia destas gaiolas (CARMO et al., 2010)
oferecendo assim chance de escolha para o parasitismo entre ovos de S. frugiperda
tratados e ndo tratados (dupla escolha). Apds 24 horas, duas novas cartelas,
contendo a mesma quantidade de ovos recém-pulverizados com 0sS mesmos
tratamentos, foram também introduzidas nas gaiolas do teste. Essas cartelas foram
retiradas do interior das gaiolas no terceiro dia do experimento sendo introduzidas

em sacos plasticos transparentes com ar e armazenadas a 25 + 2°C, umidade
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relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas até a emergéncia dos parasitoides para
posterior avaliacdo idéntica ao do boiensaio 1 para parasitismo e viabilidade e,
consequentemente, da preferéncia dos parasitoides por ovos pulverizados com os

entomopatdgenos ou agua.

5.2.5 Bioensaio 4: Entomopatégenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro
Em Testes Sem Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Remus

Assim como no bioensaio com chance de escolha, cartelas de 3 cm?
contendo, aproximadamente, 150 ovos de S. frugiperda foram pulverizados com
suspensdes dos tratamentos (Tabela 5.1) , utilizando as recomendagdes dos
produtos comerciais, e inseridas nas gaiolas propostas por Hassan (1992), com fluxo
de ar circulante, como descrito no item anterior. Entretanto sem uma cartela
testemunha dentro da mesma gaiola com cartelas pulverizadas com
entomopatdégenos. Cada tratamento (Tabela 5.1) foi inserido em gaiolas
independentes. Em seguida, os mesmos procedimentos adotados no teste com
chance de escolha foram também adotados para este bioensaio sem chance de
escolha. Tubos de emergéncia contendo aproximadamente 250 parasitoides foram
envolvidos com papel aluminio e conectados aos orificios de emergéncia (CARMO
et al., 2010). Vinte e quatro horas apds o inicio do teste, uma segunda cartela
contendo a mesma quantidade de ovos recém-pulverizados com 0S mesmos
tratamentos foram também introduzidas nas gaiolas do teste. Essas cartelas foram
retiradas do interior das gaiolas no terceiro dia do experimento sendo introduzidas
em sacos plasticos transparentes, estufados com ar que foram armazenadas a 25 £
2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas, até a emergéncia dos
parasitoides para posterior avaliagado do parasitismo e viabilidade da mesma maneira

que o bioensaio 1.

5.3 RESULTADOS

5.3.1. Bioensaio 1: Entomopatégenos Pulverizados Sobre Pupas De T. Remus

A emergéncia dos adultos das pupas pulverizadas com os diferentes

entomopatdgenos foi superior a 96% em todos os tratamentos e nao diferiu
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estatisticamente da testemunha. Em contrapartida, no tratamento em que foi
utilizado o inseticida clorpirifés foi verificada viabilidade das pupas pulverizadas
inferior a 2% diferindo dos demais tratamentos (Tabela 5.2). Assim, todos os
entomopatdgenos testados em pupas de T. remus foram classificados como inécuos
(classe 1) e, o tratamento clorpirifés foi classificado como nocivo (classe 4)
(HASSAN, 1985) (Tabela 5.3).

Entretanto, além da emergéncia dos adultos € importante avaliar a
capacidade de parasitismo dos descendentes dessas pupas pulverizadas (geragéo
F1), que podem ter suas caracteristicas bioldgicas alteradas pelo contato com os
tratamentos na fase pupal. Assim, no primeiro dia apés a emergéncia dos adultos
oriundos das pupas pulverizadas (1 DAE) o tratamento T. harzianum com 65,8% foi
0 Unico que reduziu significativamente o parasitismo em relagdo a testemunha
(Tabela 5.2). Entretanto, essa redugao do parasitismo, apesar de estatisticamente
significativa, ndo foi o suficiente para que segundo a classificacdo de HASSAN
(1985) este produto ndo fosse considerado inécuo (classe 1) (HASSAN, 1985).
Sendo assim, todos os produtos biolégicos foram seletivos a pupas de T. remus
(Tabela 5.3).

Resultados diferentes foram observados no segundo dia apds a
emergéncia dos adultos provenientes das pupas pulverizadas (2 DAE). Nessa
avaliacdo, os tratamentos com B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°Ul (unidade
internacional) 100L™" de 4gua com 57,1% e B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°Ul
100L" de agua com 33,8% reduziram o parasitsmo de T. remus em relacdo a
testemunha (agua) (Tabela 5.2). Porém, entre os tratamentos com
entomopatdgenos, apenas o tratamento com B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x
10°Ul 100L de agua reduziu o parasitismo a um nivel suficiente para ser classificado
como levemente nocivo (classe 2) (HASSAN, 1985), enquanto os demais inseticidas
biolégicos foram classificados como indcuos (classe 1) (Tabela 5.3). Apesar da
emergéncia de alguns poucos adultos das pupas pulverizadas com clorpirifés, n&o
foi observado parasitismo (1 ou 2 DAE), sendo portanto esse tratamento classificado
como nocivo (classe 4) (HASSAN, 1985) (Tabela 5.3). Quanto a viabilidade do
parasitismo da geracdo Fi, nenhum entomopatdgeno alterou a emergéncia dos

adultos em relagdo a testemunha negativa (agua) 1 ou 2 DAE (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 - Efeito de diferentes entomopatégenos sobre pupas de Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae), diferentes dias apos a
emergéncia (DAE) dos adultos oriundos de ovos de S. frugiperda
tratados quando o parasitoide se encontrava no estagio de pupa
(bioensaio com pupas) ou da geragao F.

Pupas 1 1

i ;I'r/?t&;nf ':00 pulverizadas' 1 DAE 2DAE

T 2 Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%)
Agua 98,7+04a” 911+21a° 967+04™ 745+05ab” 956+21™
AgMNPV 1,4 x 10""'CPI 98,9+0,3a 88,0+1,6a 97,1+0,8 844+304a 97,1+1,3
Eﬁfg‘t‘;i?g";”f'fo‘éﬂl' 986+04a 810+52ab  987+02  674+32bc  932+509
Z-Zg‘v‘jgi”g'qudgsu"la“ 991+03a 764+47ab  987+0,3 571+29c¢ 86,9 + 8,4
Eﬁfgt:ﬂ?g";”f'fo‘éaﬁ' 97,5+07a 861+21a  988+02  338+13d  93,1%46

L 13
E('):%f;a”a 1x10 988+02a 897+41a  921+62 729+28ab  987+05
'}”éi?@?é’gi?dios 982+08a 861+37a 084+04 760+01ab  98,9+072
’ . 12

1. haizianum 5x10 9%63:23a 658:08b  97,1:08  813%45a 99102
Clorpirifés 240g 1,4+£0,7b 0,0+£0,0c - 0,0+£0,0e -
CV (%) 5,22 10,04 5,14 8,11 9,42
F 221,24 74,87 1,04 130,14 1,08
P <0,0001 <0,0001 0,4258 <0,0001 0,4010
GL esiguo 36 36 32 35 31

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna em cada bioensaio ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade). ’Resultados originais seguido das analises realizadas com os

dados transformados em arcoseno v X /100  "ANOVA n&o significante.
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Tabela 5.3 - Classificagdo da seletividade dos entomopatégenos a Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae) segundo a “International
Organization for Biological Control” (IOBC) em diferentes bioensaios e
dias apds a emergéncia do adulto (DAE) ou dias apds a pulverizagao

(DAP).
Tratamento DAE/DAP
ia. 100 L H,O" Pupas 1 2 1 2

EP"CCE>C E C E C E C

Bioensaios 1 (pupas pulverizadas) e 2

. , Bioensaio 1: pupas Bioensaio 2:
(superficie de contato pulverizada) adultos
AgMNPV 1,4 x 10"'CP 01 3101 0 1 21 1
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x 0°UI O 1 111 101 0 1 17 1
B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°UI 0O 1 161 23 1 13 1 19 1
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°UI 1 1 6 1 55 2 O 1 12 1
B. bassiana 1x10"® conidios 0O 1 21 2 1 21 1 6 1
M. anisopliae 1,6x10"’conidios 1161 01 0 1 11 1
T. harzianum 5x10'? conidios 2 1281 0 1 0 1 9 1
Clorpirifés 2409 99 4 100 4 100 4 100 4 100 4
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Bioensaio 3:  Bioensaio 4:
Bioensaios 3 e 4 com pulverizag&o dos Com chance de Sem chance de
oves escolha escolha
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI - - 01 6 1 5 1 25 1
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x 0°Ul - - 01 0 1 0 1 1
B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°UI - - 21 0 1 4 1 1
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x 10°UI - - 1.0 1 0 1 77 2
B. bassiana 1x10" conidios - - 1 01 0 1 0 1
M. anisopliae 1,6x10"?conidios - - 16 1. 0 1 0 1
T. harzianum 5x10" conidios - - 1. 01 0 1 0 1

Clorpirifés 240g - - 75 29984 89 3 100 4

'EP(Porcentagem de reducdo da viabilidade)=(1-Viabilidade no tratamento/Viabilidade na
testemunha) x 100). 2E(Porcentagem de reducdo do parasitismo)=(1-Parasitismo no
tratamento/Parasitismo na testemunha) x 100 (Hassan, 1985). *Classificaco: classe 1 = indcuo
(E<30%), classe 2 =levemente nocivo (30%<E<80), classe 3 = moderadamente nocivo (80%<E<99),
classe 4 = nocivo (E299%).

5.3.2 Bioensaio 2: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre A Superficie De

Caminhamento Dos Adultos De T. Remus

Os adultos apés caminharem na superficie de vidro pulverizada com

os diferentes tratamentos, tiveram a porcentagem e viabilidade do parasitismo em
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ovos de S. frugiperda avaliadas nos dois primeiros dias apés a emergéncia dos
parasitoides (1 e 2 dias apoés a liberagado dos adultos nas gaiolas). Em ambos os dias
de avaliagéo e para as duas variaveis observadas, todos os entomopatdégenos néo
diferiram da testemunha & excegao de B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°Ul 100L"
de agua que apresentou viabilidade do parasitismo de 97,4% no 1DAE inferior a
testemunha mas ainda superior a 95% (Tabela 5.4). Sendo assim, todos os
inseticidas biolégicos foram classificados como inécuos (classe 1) (HASSAN, 1985)
(Tabela 5.3). Ainda, para o tratamento clorpirifés n&do houve parasitismo em nenhum
dia analisado (Tabela 5.4), sendo classificado como nocivo (HASSAN, 1985) (Tabela
5.3).

Tabela 5.4 - Efeito de diferentes entomopatégenos sobre adultos de Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae), diferentes dias apds a
emergéncia (DAE) dos adultos oriundos de ovos de S. frugiperda
tratados.

1 DAE' 2 DAE'
Parasitismo(%) Viabilidade(%) Parasitismo(%) Viabilidade(%)

Tratamento
i.a. 100 L H,O™

Agua 762+48a° 993+03ab 899+59a 99,4 +0,2"°
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 789+87a 997+02a 892+48a 98,5+0,7
B. thuringiensis 9,6 x 10°Ul 786+41a 984+06abc 744+96a 99,6+0,4
E‘bém””g'ens's var.aizawal5Sx e g 11374 974+064c 725+95a  987+06
E‘(')&B‘f””g'ens's var. kurstaki6,2x  gg 4135, 982+04abc 792+60a  97,3+08
B. bassiana 1x10" conidios 60,1+72a 988+02abc 848+55a 98,5+0,7
M. anisopliae 1,6x10"“conidios 76,7+6,7a 978+05bc 79,8+68a 99,6 + 0,3
T. harzianum 5x10"? conidios 86,7+45a 987+04abc 821+70a 99,3+0,3
Clorpirifés 240g 0,0+0,0b - 0,0+0,0b -

CV (%) 19,82 0,96 20,43 3,99

F 19,45 3,30 17,78 2,22

P <0,0001 0,0093 <0,0001 0,0616
GL esiduo 36 32 33 29

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna em cada bioensaio ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (5% de probabilidade). ’Resultados originais seguido das analises realizadas com os

dados transformados em arcoseno v X /100 . ""ANOVA n3o significante.

5.3.3 Bioensaio 3: Entomopatdégenos Pulverizados Sobre Os ovos do Hospedeiro

Em Testes Com Chance De Escolha Para O Parasitismo De T. Remus

Ao analisar os parametros de parasitismo (%) e viabilidade (%) do
parasitismo de T. remus 1 e 2 dias ap0ds a pulverizagéo (1 DAP e 2 DAP), permitindo
ao adulto de T. remus escolher entre ovos pulverizados com os produtos ou com a

agua, foi possivel verificar que no 1 DAP a testemunha apresentou menor
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parasitismo em relagao aos tratamentos AQMNPV 99%, B. thuringiensis var. kurstaki
(9,6 x 109UI) 96,5% e T. harzianum 100%, porém, os valores verificados foram
sempre superiores a 70% de parasitismo (Tabela 5.5). Apenas nos ovos
pulverizados com o entomopatégeno B. thuringiensis var. aizawai 5 x 10°Ul 73,2%
foi verificado parasitismo inferior a testemunha (Tabela 5.5). Considerando que os
entomopatégenos pouco impactaram o parasitismo de T. remus, todos os
entomopatdgenos foram classificados como inécuos (classe 1) (HASSAN, 1985) 1 e
2 DAP (Tabela 5.3). Com relagdo a viabilidade deste parasitismo, este parametro
avaliado foi menor apenas no tratamento AQMNPV 87,1% em relagéao a testemunha,
quando comparados todos os entomopatdégenos estudados porém, esse parametro
avaliado apresentou ainda valor satisfatorio e superior a 85% (Tabela 5.5). Com
relacdo ao tratamento clorpirifés, os valores verificados diferiram estatisticamente da
testemunha, apresentando baixos niveis de parasitismo e viabilidade (Tabela 5.5).
Esses resultados levaram a classificacao desse inseticida como levemente nocivo
(classe 2) 1 DAP e nocivo (classe 4) (HASSAN, 1985) 2DAP (Tabela 5.3).
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Tabela 5.5 - Parasitismo e a viabilidade do parasitismo (Média + EP) de Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae) em ovos de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) pulverizados com diferentes
entomopatdégenos, com chance de escolha, um e dois dias apds a
pulverizagao (DAP).

Tratamento 1DAP 2DAP

ia 100 L H,O" Parasitismo Viabilidade Parasitismo Viabilidade

h 2 (%)’ (%)’ (%)’ (%)’
Agua 71,8+26b° 962+04a° 927+27"™ 876+57"°
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 99,0+0,4a 87,6+38b 87,1+4,5 925+1,5
CcV 5,06 6,34 9,23 13,05
Agua 90,2+19b  91,8+0,7® 71470 953+24™
fbg}mr'”g'ens's var. kurstaki 9.6 X g5 54,194 004+44  795+76 912440
cv 3,80 7,77 21,68 7,90
Agua 934+21a 89,4+37° 50,4+19b° 93,1+0,6™
B qrnglensisvar. azaWaISX - 735411b 7154112 737342  882£32
CV 4,58 23,10 7,43 5,58
Testemunha 90,2 + 2,6 924??81ns-_+ 40,6 +7,0™ 94,2 +2,7"
?('JJB‘l‘r'”g'e”S's var. kurstaki62Xx g5 3,40 86994500 47.8+44  884+52
cv 8,55 8,42 29,51 8,92
Agua ’ 90,1+3,7° 92,7+15™? 913+18b 90,8+22™
B. bassiana 1x10"° conidios 947 +3,4 84,3+4,7 986+ 1,4a 834+7,0
cv 12,09 8,40 3,86 13,33
Agua 899+26™ 924+26™ 87,8+ 34™ 90,6 + 3,3™
M. anisopliae 1,6x10"“conidios 945+29 85,3+2,8 82,8+1,7 94,5+ 1,1
Y 6,67 6,79 6,19 5,90
Agua 854+0,7b 92,6+3,0™ 91,9+4,1™ 93,5+ 3,9™
T. harzianum 5x10" conidios 100,0+ 0,0 a 85,1+ 8,0 93,0+5,5 91,9+2,9
CcV 1,18 11,03 16,31 7,13
Agua 842+74a° 978+10a 923+18a 100,00+ 0,0™
Clorpirifés 240g 20,8+ 4,7 b 31+18b 02+0,2b 100,0 + 0,0
CcV 22,64 5,25 574 0

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna para cada comparagdo entre cartelas
Eulverizadas e ndo pulverizadas, ndo diferem entre si pelo teste de F (5% de probabilidade).
Resultados originais seguidos da andlise realizados com os dados transformados em arcoseno

VX /100 . "ANOVA nao significante.

5.3.4 Bioensaio 4: Entomopatégenos Pulverizados Sobre Os Ovos Do Hospedeiro

Em Testes Sem Chance De Escolha Para O Parasitismo de T. Remus

Os parametros avaliados no primeiro dia apds a pulverizagédo (1

DAP) nao diferiram entre os tratamentos com os entomopatdgenos, sendo

verificados valores entre 80,9 e 92,4% para a porcentagem de parasitismo e 83,4 e

92,8% para viabilidade do parasitismo (Tabela 5.6). Esses valores levaram a

classificagao de todos os entomopatégenos como inécuos (HASSAN, 1985) (Tabela

5.3). Diferentemente,

no segundo dia apdés a pulverizagcdgo (2 DAP) os
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entomopatégenos AgMNPV 42,7% e B. thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul)
13,3% reduziram a porcentagem de parasitismo em relagdo a testemunha (Tabela
5.6). Entretanto, apenas B. thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul) foi classificado
como levemente nocivo (classe 2) (HASSAN, 1985) (Tabela 5.3). Com relagéo a
viabilidade dos parasitoides, nenhum entomopatégeno diferiu da testemunha
(Tabela 5.6). Em contrapartida, o inseticida clorpirifés reduziu o parasitismo de T.
remus nos ovos pulverizados para valores baixos (9,3%) além de reduzir também a
emergéncia dos adultos desses ovos parasitados (13,3%) 1 DAP. Além disso,
nenhum parasitismo por T. remus foi observado 2 DAP, sendo assim, esse inseticida
foi considerado moderadamente nocivo (classe 3) e nocivo (classe 4) (HASSAN,
1985) 1 DAP e 2 DAP, respectivamente (Tabela 5.3).

Tabela 5.6 - Parasitismo e a viabilidade do parasitismo (Média + EP) de Telenomus
remus (Hymenoptera: Platygastridae) em ovos de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) pulverizados com diferentes
entomopatdégenos, sem chance de escolha, um e dois dias apds a
pulverizagao (DAP).

1 DAP 2 DAP
Tratamento . N » .
) p Parasitismo Viabilidade Parasitismo Viabilidade
i.a. 100 L H,O 14 ) ] y
(%) (%) (%) (%)
Agua 846+t43a 876+27a 56,7+28bc 934x18ab
AgMNPV 1,4 x 10"'CPI 80,3+6,8a 91,7+16a 427+23d 984+04a
B. thuringiensis var. kurstaki 9,6 x
10°UI 88,0+5,7a 86,3+74a 533+44cd 94,4+0,1ab
B. thuringiensis var. aizawai 5 x
10°UI 80,9+70a 86,3+5,1a 69,9+20b 945+16ab
B. thuringiensis var. kurstaki 6,2 x
10°UI 845+49a 83,4+36a 13,3x4,1e 91,3£0,2b
B. bassiana 1x10™ conidios 86,9+10,3a 92,8+20a 858x43a 947+09ab
M. anisopliae 1,6x10"“conidios 924+21a 88,0+19a 88,8+20a 955+0,8ab
T. harzianum 5x10'? conidios 88,6 +3,8a 91,3+x2,2a 86,2+22a 91,3+1,7b
Clorpirifés 240g 9,3+£3,5b 13,3+£8,2b 0,0+£0,0e -
CVv 15,57 12,71 12,08 2,76
F 16,37 30,69 115,40 3,78
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0045
GLresiduo 35 35 36 31

"Médias + EPM seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (5% de
probabilidade). ’Resultados originais seguidos da analise realizados com os dados transformados em

arcoseno v X /100 " ANOVA nao significante.
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5.4 DISCUSSAO

A emergéncia de adultos das pupas pulverizadas com diferentes
tratamentos ndo foi impactada pelos entomopatdégenos avaliados, além desses
bioinseticidas também nao alterarem a capacidade de parasitismo dos descendentes
originados nos dois dias conseguintes a emergéncia dos parasitoides, com excegao
do B. thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul). Este entomopatégeno apresentou-se
levemente nocivo no 2 DAE, afetando diretamente o numero de ovos parasitados.
Esta diminuicdo pode ser devida a contaminagdo do ovipositor da feméa do
parasitoide durante o parasitismo. As fémeas do parasitoide ao introduzirem o
ovipositor em ovos contaminados, provavelmente também foram contaminadas e,
como Bacillus thuringiensis € um patdgeno de rapido crescimento in vitro (HABIB;
ANDRADE, 1998) este pode ter ficado aderido ao ovipositor, 0 que provavelmente
dificultou o parasitismo no segundo dia de parasitismo do bioensaio.

O baculovirus por ser um virus intracelular e de crescimento in vivo
(MOSCARDI, 1998), ndo se desenvolveu. Os fungos do género Beauveria e
Metarhizium, nas concentragbes utilizadas, provavelmente n&o provocaram
mortalidade das pupas e n&o diminuiram a viabilidade, por ndo terem capacidade
infectiva e ou tempo necessario para colonizar a pupa no interior do ovo hospedeiro,
nao conseguindo penetrar o cérion do mesmo ou, a sua concentragdo néo foi
suficiente para provocar a doenga (ALVES, 1998; LOMER et al., 2001). Existem
citacdes de infeccdo e doenga em ovos de Blissus antillus (Leonard) provocados por
B. bassiana e M. anisopliae (SAMUELS et al., 2002), assim como em ovos de
Tibraca limbativentris (Stal) (RAMPELOTTI et al., 2007). Entretanto, estes autores
mergulharam os ovos em suspensdes fingicas com concentragdes elevadas (1x 10*
a 1 x 108 conidios . mL™), superiores as concentracdes recomendadas em campo e
estudas nesse trabalho, o que pode explicar as diferencas com os resultados aqui
reportados. E importante considerar também que o processo infectivo dos fungos
entomopatogénicos pode demorar alguns dias até o fungo se instalar definitivamente
no hospedeiro (ALVES, 1998). Assim, no ovo recém-parasitado o parasitoide podera
coloniza-lo de forma mais rapida do que o fungo, eliminando, por competi¢cdo, a
chance deste provocar doenca.

Provavelmente, no caso de B. thuringiensis, por ser uma bactéria o

crescimento dentro do ovo seja mais rapido fazendo com que a competicdo com o
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parasitoide seja desfavorecida para o inseto. E também importante salientar que a
fase de pupa dos parasitoides se encontra protegida dentro do ovo hospedeiro e por
isso € considerada uma fase de desenvolvimento mais resistente a acdo de toxicos
e/ou infeccbes em relacdo ao adulto de vida livre e, normalmente, mais sensivel a
acao de agrotoxicos e/ou entomopatdégenos (HASSAN, 1992). Além disso, mesmo
que a bactéria e o virus tenham conseguido penetrar o ovo através de seu cérion
junto com o ovipositor, somente poderiam causar mortalidade do inseto no interior da
pupa por ingestdo, o que € improvavel, pois o inseto ndo se alimenta nesta fase de
desenvolvimento. Isso comprova, portanto, que eles ndo tiveram a capacidade de
infeccao dos parasitoides dentro do ovo hospedeiro (fase de pupa).

Quando os adultos do parasitoide entraram em contato com os
tratamentos pulverizados na superficie de caminhamento, o parasitismo e a
viabilidade dos ovos de S. frugiperda expostos aos parasitoides nao diferiu em
relagdo a testemunha. Esse resultado indica que os entomopatogenos nao tém a
capacidade de causar doenga em adultos de T. remus por contato no caminhamento
em superficie tratada ou a mortalidade causada nao foi suficiente para que houvesse
a diminuigao significativa do parasitismo, visto que cada fémea pode parasitar até
270 ovos (MORALES et al., 2000). Ainda, os valores de parasitismo e viabilidade
foram semelhantes aqueles encontrados por Pomari et al. (2012), quando avaliaram
o desempenho desse parasitoide em ovos de Spodoptera frugiperda, o que reforga a
seletividade dos entomopatdégenos avaliados.

Além do contato dos entomopatdégenos pulverizados sobre pupas
dos parasitoides ou através do caminhamento dos adultos sobre as superficies
contaminadas, os parasitoides podem encontrar em campo ovos contaminados com
entomopatdgenos, isso pode interferir no comportamento de escolha do parasitoide
devido a mudancas na coloracdo, forma ou odor (MAGALHAES; MONNERAT;
ALVES, 1998). Entretanto, os resultados obtidos nos ensaios com os ovos de S.
frugiperda pulverizados antes de serem ofertados aos adultos de T. remus indicam
que os entomopatégenos avaliados nao influenciaram diretamente na escolha
hospedeira pelos parasitoides em relagao aos ovos nao tratados, sendo verificados
valores de parasitismo e emergéncia de adultos semelhante na maioria dos
tratamentos com bioinseticidas em relagdo a testemunha (agua), e além disso todos

foram classificados como inécuos.
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Este resultado é importante, pois em uma situagdo de campo na
qual seriam pulverizados bioinseticidas a base dos entomopatdégenos, aqui testados
conjuntamente com a liberagdo massal de T. remus, os entomopatégenos
controlariam as lagartas e o parasitoide evitaria a eclosdo de novas lagartas de S.
frugiperda. Assim ndo haveria problema de incompatibilidade entre esses agentes
de controle que estariam sendo utilizados para alvos biologicos distintos no campo
em uma integragéo das taticas de controle dentro dos conceitos de manejo integrado
de pragas. Também, se houver a necessidade de aplicagdo conjunta dos
parasitoides e dos entomopatégenos para controle de diferentes pragas, a
seletividade e compatibilidade de ambas taticas de controle de insetos ficam
caracterizadas pela inocuidade dos entomopatégenos ao parasitoide de ovo
avaliado na maioria dos casos.

No bioensaio sem chance de escolha, de todos os entomopatdgenos
testados, AQMNPV 1,4 x 10"" CPI e B. thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul)
impactaram negativamente o parasitismo, porém, tal efeito foi relacionado apenas ao
segundo dia apds a pulverizagdo (2 DAP) e somente B. thuringiensis var. kurstaki
(6,2 x 10°Ul) foi classificado como levemente nocivo (IOBC). O fato desse
tratamento ter apresentado efeito negativo sobre o parasitismo em dois dos
experimentos pode ser explicado como descrito anteriormente, pela penetragédo no
ovo pelo ovipositor contaminado do parasitoide e pela capacidade de crescimento in
vitro da bactéria. Embora o parasitismo tenha apresentado indices menores em
relacdo aos demais entomopatdégenos, a viabilidade dos ovos nao foi alterada,
apresentando valores superiores a 80% em todos os estudos. Assim, € provavel que
B. thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul) age diretamente sobre o adulto de T.
remus, diminuindo o seu potencial de parasitismo.

A seletividade dos entomopatégenos para os inimigos naturais foi
ressaltada por Alves (1998) como vantajosa em relacdo aos inseticidas
convencionais. De modo geral, pode-se inferir que o parasitoide T. remus e as
formulagbes dos entomopatdgenos avaliadas sao compativeis e podem ser
empregados simultaneamente em programas de manejo integrado de pragas,
considerando Bacillus thuringiensis var. kurstaki (6,2 x 10°Ul), pois o impacto
negativo desse entomopatdégeno foi pequeno se comparado com o inseticida

quimico nocivo.
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Além dos resultados obtidos com os entomopatégenos € importante
salientar que em todos os bioensaios, no tratamento com inseticida clorpirifés foram
verificados efeitos negativos em todos os parametros biologicos avaliados. Este
produto afetou diretamente o parasitismo e/ou a emergéncia dos adultos, reduzindo-
os mais de 90% em relacdo a testemunha (agua). Estes resultados corroboram as
conclusoes relatadas por Carmo et al. (2010), que observaram a mortalidade total
dos adultos de T. remus expostos ao residuo seco deste inseticida. Além de T.
remus, a toxicidade de clorpirifés foi previamente relatada para outros inimigos
naturais (FERREIRA et al., 2006; ZOTTI et al., 2010). Sendo assim, esse inseticida é
comprovadamente nocivo ao T. remus e ao controle biolégico, de maneira mais
geral, na dose avaliada. Isto provavelmente ocorreu porque este inseticida apresenta
amplo espectro de agao e € altamente toxico em condi¢cdes de laboratério e campo
(YU, 1987). A baixa seletividade do clorpirifés pode ser explicada pelo seu modo de
acao no sistema nervoso dos insetos. Este inseticida liga-se a enzima
acetilcolinesterase, tendo acao neurotoxica uma vez que esta enzima é a
responsavel pela desativacdo da acetilcolina, neurotransmissor presente nas
sinapses das células nervosas, ocorrendo acumulo de acetilcolina na fenda
sinaptica, e consequente, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, causando

paralisia e morte do inseto contaminado (KOMEZA et al., 2001).
5.5 CONCLUSAO

Os bioinseticidas baculovirus anticarsia (Baculovirus AEE®), Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Thruricide®), Bacillus thuringiensis var. aizawai (Agree®),
Beauveria bassiana (Boveril®), Metarhizium anisopliae (Metarril®) e Trichoderma
harzianum (Trichodermil®) sdo seletivos a pupas e adultos de T. remus e podem ser
utilizados em conjunto com a liberagdo desse parasitoide de ovos sem efeito
negativo as caracterisicas biolégicas aqui estudadas e capacidade de parasitismo.
Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Dipel®) apesar de ser considerado levemente
nocivo em algumas das avaliagdes, ainda pode ser considerado compativel com a
utilizagcdo conjunta de T. remus principalmente quando comparado a inseticidas
quimicos, como o clorpirifés. Clorpirifés foi nocivo (ndo seletivo) a todas as fases de

desenvolvimento de T. remus avaliadas e, portanto, deve ser substituido por outro
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controle mais seletivo sempre que possivel dento dos preceitos de manejo integrado

de pragas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como pode-se observar nos estudos aqui apresentados. Os
parasitoides n&do foram afetados pelos entomopatdégenos, ou quando foram, o efeito
foi indcuo ou levemente indcuo, ao passo que o causado pelo inseticida foi na mioria
das vezes nocivo. Para ambas as espécies de parasitoides € esperado entdo que
em uma eventual necessidade de utilizagdo em conjunto com entomopatdgenos,
nao havera antagonismos, assim pode-se aproveitar o potencial da somatéria dos
controles. Sabe-se que parasitoides e entomoptatégenos atuam de forma
diferenciada, e desse modo pode-se complementar um com o outro afim de manter
os insetos pragas em niveis populacionais aceitaveis, sem causar tantos danos ao

meio-ambiente quanto os inseticidas causam.



