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ASPECTOS BIOLOGICOS DE Plutella xylostella  (LINNAEUS, 1758)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) E ESTRATEGIAS PARA O MANEJO DA PRAGA

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a biologia de linhagens de P. xylostella
em criacOes para fins de pesquisa e verificar o efeito de B. thuringiensis sobre P.
nigrispinus em associacao de métodos para o manejo da praga em ambiente protegido.
As larvas de P. xylostella foram coletadas em Brassica oleracea var. italica - brocolis
Piracicaba, e mantidas em Brassica oleracea var. acephala - couve Manteiga hibrida
HS-20. A cada geracao aspectos bioldgicos dos insetos foram avaliados em ensaios de
laboratério. As caracteristicas bioldgicas analisadas foram: periodo larval, viabilidade de
larvas, periodo pupal, viabilidade de pupas, peso pupal, razdo sexual, nimero de ovos
por fémea, fertilidade de ovos, longevidade de machos e longevidade de fémeas.
Também, com os dados obtidos foi construida a tabela de vida de fertilidade. J& com
predador, P. nigrispinus, foi avaliada a historia de vida, o consumo de lagartas de P.
xylostella em plantas de couve tratadas com bioinseticidas a base de Bacillus
thuringiensis e também sua atividade de fitofagia nestas plantas, em casa de
vegetacdo. Nas avaliacbes de P. xylostella, individuos coletados no campo
apresentaram duracéo larval (8,2 dias) e pupal (3,8 dias) maiores, diminuindo ao longo
de geracdes. A viabilidade pupal (86,9%) e a fertilidade (93,0%) também foram maiores
para essa populacdo, com menor peso de pupa (4,7 mg). Além disso, apresentaram
menor taxa liquida de aumento populacional (R,), com 39 fémeas/fémea/dia, enquanto
que, na populacdo de P. xylostella proveniente do laboratério foi de 47,8
fémeas/fémeal/dia. As caracteristicas biolégicas dos predadores, de modo geral, ndo
sofreram alteracbes quando consumiram presas diretamente em plantas de couve
tratadas com os bioinseticidas. Além disso, a fitofagia foi semelhante indicando que os
bioinseticidas utilizados, mesmo o produto formulado, ndo apresentam substancias que
sdo repelentes para os predadores. Em conclusdo, os parametros biolégicos de P.
xylostella demonstraram que o baixo desempenho em algumas caracteristicas nas
primeiras geracoes pode ser melhorado ao longo das geragdes e que o isolado HD1 ou

o produto comercial Agree® a base de B. thuringiensis podem ser utilizados em



associacdo com o predador P. nigrispinus em ambiente protegido visando o controle de
P. xylostella.

Palavras-chave: Asopinae, traca das cruciferas, biologia de inseto, controle biologico,
predador, bactéria entomopatogénica.
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BIOLOGICAL ASPECTS OF Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE) AND STRATEGIES FOR PEST MANAGEMENT

ABSTRACT - This study aimed to evaluate the biology of P. xylostella strains in mass
rearing for research and verify the effects of B. thuringiensis on P. nigrispinus in
association methods for the management of this pest in protected environment. Larvae
collected from Brassica oleracea var. italica - broccoli Piracicaba, were kept in Brassica
oleracea var. acephala - kale Manteiga hibrida HS-20. The biological aspects of insect
generations were evaluated in laboratory bioassays. The biological parameters
evaluated were: larval period, larval viability, pupal period, pupal viability, pupal weight,
sex ratio, number of eggs per female, eggs fertility, longevity of males and females. The
data were used to construc of a life table fertility. The predator consuming P. xylostella
larvae in kale plants treated with bionsecticides based on Bacillus thuringiensis and also
their phytophagy activity in these plants, in green house was evaluated. The individuals
collected in the field presented larval period (8.2 days) and pupal (3.8 days) longer,
decreasing over generations. 86.9% of pupal viability and 93.0% of fertility were also
high in this population, however prepal weight was significanthy low (4.7 mg). In
addition, the lower net rate of population increase (R,) with 39 females / female / day,
whereas in P. xylostella population from the laboratory was 47.8 females / female / day.
In general, the biological characteristics of predators did not change when the predators
consumed prey directly on kale plants treated with biopesticides. In addition, phytophagy
was similar indicating that biopesticides used, even the formulated product did not have
substances that were repellent to predators. In conclusion, the biological parameters of
P. xylostella demonstrated that the poor performance in some biological in the first
generation can be improved over the generations, and HD1 strain or commercial product
Agree® based of B. thuringiensis can be used in combination with the predator P.

nigrispinus in a protected environment to control P. xylostella.

Key words: Asopinae, diamondback moth, biological insects, biological control,

predator, entomopathogenic bacteria.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), € um microlepidoptero de coloracdo parda, adultos com hébito crepuscular,
onde a fase jovem causa severos danos as principais culturas da familia Brassicaceae,
sendo ela considerada praga chave, por ser um inseto cosmopolita, com cilco de vida
relativamente curto, em média 12 dias, ocorrer varias geracdes ao ano, ter alta
capacidade reprodutiva, provocar danos econdmicos altamente significativos, além de
ter a sua disposicdo plantas hospedeiras durante todo o ano (VACARI et al., 2008;
IRAC-BR, 20186).

Em laboratério, quando alimentadas em couve P. xylostella se desenvolve muito
bem, aonde vem sendo criada com o objetivo de fornecer insetos, principalmente, para
a utilizacdo em estudos voltados ao manejo integrado de pragas, uma vez que o0
controle praticado nas lavouras €, rotineiramente, o quimico (SILVA-TORRES et al.,
2010).

Atualmente, as crescentes preocupacdes em mitigar os efeitos danosos
provenientes do controle quimico, principal tatica para reduzir populacbes das pragas
(CASTELO BRANCO et al., 2003; DE BORTOLI et al., 2013), surgem como alternativa
0 uso de bioinseticidas, mais seletivos, menos danosos ao ambiente, e eficietes no
controle de P. xylostella (MAGALHAES et al., 2014).

Nesse sentido, a bactéria entomopatogénica, Bacillus thuringiensis Berliner,
bastante estudada e com acdo inseticida sobre diversos insetos, atuando
especialmente sobre insetos da ordem Lepidoptera (FERRE; VAN RIE; MACINTOSH,
2008), tem sido alvo de trabalho de iniumeros pesquisadores em boa parte do mundo.

Mas, como os bioinseticidas a base de B. thuringiensis também vem sendo
sistematicamente utilizados, populacbes de P. xylostella resistentes estdo sendo

selecionadas, havendo relatos sobre a ocorréncia da evolucdo da resisténcia a esses



compostos (TABASHNIK et al.,, 1997; FERRE; VAN RIE, 2002; HERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2010; ZAGO et al., 2014).

Como alternativa para diminuir essa pressao de selecdo sobre os bioinseticidas,
uma maneira viavel seria a ado¢ao de outro método de controle, que possa atuar em
conjunto, como por exemplo, liberacbes de inimigos naturais (MAGALHAES et al.,
2014). Dentro desse grupo se destacam os predadores que necessitam de um grande
namero de presas para se desenvolverem e, nesse sentido, Podisus nigrispinus (Dallas,
1851) (Hemiptera: Pentatomidae) é um voraz percevejo predador de larvas e pupas de
P. xylostella, ocorrendo naturalmente no Brasil (DE BORTOLI et al., 2011; VACARI; DE
BORTOLI; TORRES, 2012), e vem se mostrando um eficiente agente de controle em
campo e em casa de vegetacdo (NASCIMENTO et al., 1998; MAGALHAES et al., 2015)

Esses predadores zoofitéfagos sdo dependentes da alimentacdo de presas para
seu desenvolvimento, sendo também influenciados pelas plantas hospedeiras, onde na
auséncia de presas buscam recursos na planta para permanecer no agroecossitema,
porém, sem causar danos (ZANUNCIO et al., 1994; VALICENTE; O'NEIL, 1993).

Estudos comprovam que toxinas de B. thuringiensis podem atuar sobre o terceiro
nivel trofico (NASCIMENTO et al.,, 1998; TORRES; RUBERSON, 2008), devido ao
consumo de presas infectadas e/ou pela ingestdo de plantas pulverizadas, ou
genéticamente modificadas, ou ainda ingerindo alguma forma de suspensao contendo o
entomopatdégeno (VAN FRANKENHUYZEN, 2013).

A associacdo de métodos de controle biolégico, como a utilizacdo de
entomopatdégenos mais predadores, € uma alternativa viavel para contornar problemas
com resisténcia diminuindo a pressao de selecdo que seria maior com a utilizacdo de
um Unico agente. Para essa associacdo s80 necessarios conhecimentos sobre a
biologia da praga de ocorréncia na regido, o que pode ser feito com a espécie criada

em laboratdério e o estudo de impacto do bioinseticida sobre o predador.

2. OBJETIVO GERAL



Conhecimento sobre a biologia de populacbes de P. xylostella em criacdes para
fins de pesquisa e verificar o efeito de B. thuringiensis sobre P. nigrispinus em

associacdo de métodos para o0 manejo da praga em ambiente protegido.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Familia Brassicaceae

A familia Brassicaceae € originaria da costa do mediterraneo, datada do século
XVII, que se espalhou pelo mundo, chegando ao Brasil junto com o0s primeiros
imigrantes (CEASA, 2015). Devido a alta capacidade adaptativa as varia¢des climéticas
podem ser cultivadas em todos continentes (HONG et al., 2008), contudo, geralmente
sdo produzidas em regibes de clima ameno, com temperaturas entre 14 e 21°C,
dependendo da espécie e da variedade (THORUP-KRISTENSEN, 2008).

As brassicaceas sdo compostas por espécies economicamente importantes
como hortalicas, forragens, produtoras de 6leo bem como plantas ornamentais e
medicinais (SANTOS, 2006), Dentre elas destacam-se: couve (Brassica oleracea L. var.
acephala DC.), repolho (B. oleracea L. var. capitata L.), couve-flor (B. oleracea L. var.
botrytis L.), brocolis (B. oleracea L. var. italica Plenck) e couve-chinesa (B. pekinensis
L.). Além destas, existem na familia varias outras espécies horticolas e/ou oleaginosas
tais como: rdacula (Eruca sativa Mill.), pak-choi (B. campestris L. var. chinensis Makino),
couve-rabano (B. oleracea var. gongylodes 1.), nabo-comprido (B. rapa L. var. rapa (L.)
Hartm.), rabanete (Raphanus sativus L.) e mostarda-de-folha (B. juncea L.)
(FILGUEIRA, 2008).

As principais caracteristicas nutricionais das brassicaceas mostram baixo teor de
gordura e proteina, e alto teor de vitaminas, fibras, minerais, fenois, flavonoides, acido
hidroxicinamico, agucares soluveis, acidos graxos e carotenoides. Possuem elevadas
quantidades de compostos secundarios fendlicos, chamados glucosinolatos, como
sinigrina, glucoiberina, glucobrassicina, entre outros (DIXON, 2007; CARTEA et al.,
2011).



3.2. Traca-das-cruciferas, Plutella xylostella

Plutella xylostella é um dos principais fatores limitantes do cultivo de
brassicaceas no mundo, isto devido aos sérios danos que causa as plantas,
depreciando o produto e ocasionando grandes perdas nos campos de producao
(CASTELO BRANCO; FRANCA, 2001). Os custos com o controle deP.
xylostella situam-se entre US $ 1,3 bilhdo e US $ 2,3 bilhdes anuais (ZALUCKI et al.,
2012).

Sua origem biogeografica ainda € incerta, no entanto pesquisadores
suspeitam que essa praga possa ter sido originada na Africa do Sul, Europa ou Leste
da Asia (IRAC-BR, 2016) sendo considerada cosmopolita (CHENG et al., 2008). Sua
rapida dispersdo deve-se a algumas caracteristicas da espécie, tais como o
elevado potencial de dispersdo, tanto ativo quanto passivo, e sua capacidade
reprodutiva (IRAC-BR, 2016).

O controle quimico é o mais utilizado no controle de P. xylostella, devido ao
elevado dano econémico (DE BORTOLI et al., 2013), ja existindo relatos de resisténcia
a mais de 80 ingredientes ativos (IRAC-BR, 2016).

O uso de inseticidas traz riscos de intoxicagdo aos homens, animais e,
especialmente, aos inimigos naturais, além da contaminacdao do ambiente (MONNERAT
et al., 2004), diante dos problemas ocasionados pelo controle quimico, uma alternativa
eficaz e racional para evitar os danos causados por P. xylostella € o controle biolégico
com organismos entomopatogénicos (BRAR et al., 2006). Dentre eles, a bactéria B.
thuringiensis é a mais utilizada e estudada para a maioria das pragas agricolas, entre
elas P. xylostella (CASTELO BRANCO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2005).

3.2.1. Descrigéao e biologia
Os ovos de P. xylostella sdo de coloracédo amarela, medindo menos de 1 mm de

diametro e a postura é realizada em grande parte na face abaxial das folhas, proximas

as nervuras, em grupos de trés a cinco ovos ou isolados. Cada fémea oviposita em



média 200 ovos até o 15° dia, com o numero de ovos por fémea e a viabilidade
diminuindo significativamente apos o 3° dia (THULER, 2009; VEIGA et al., 2010).

O periodo de incubacéo dos ovos € de trés a quatro dias, quando eclodem as
larvas, que penetram nas folhas fazendo galerias e estéo protegidas neste periodo. Ao
atingirem o segundo e durante o terceiro instar, abandonam as minas e passam a se
alimentar principalmente da epiderme inferior das folhas, que no quarto instar
consomem totalmente a folna (MEDEIROS, 2004).

As larvas sdo verdes, podendo apresentar coloracdo amarela, que chegam a
medir 1 cm de comprimento no maximo desenvolvimento, que ocorre de 7 a 10 dias,
guando se inicia a formacéo do casulo e posteriormente da pupa (GALLO et al., 2002;
DE BORTOLI; VIANA, 2009).

As pupas sao formadas por toda a planta, mas preferencialmente em locais
escondidos, buscando protecao contra inimigos naturais e fatores climaticos. A pupa é
do tipo obtecta, com coloragéo verde nos primeiros dias e marrom, quando préximas a
emergéncia dos adultos (CASTELO BRANCO; FRANCA, 2001; THULER, 2009).

Os adultos sdo microlepidopteros de coloracdo parda, com aproximadamente 1
cm de comprimento, com habito crepuscular, permanecendo escondido nas folhas
durante o dia e saindo ao entardecer, para se reproduzir e, eventualmente, alimentar-
se. E possivel distinguir o macho da fémea quando se observa a parte ventral do inseto,
no final do abdome os machos apresentam uma “fenda”, enquanto as fémeas duas

manchas circulares de coloragéo escura (VACARI, 2009) (Figura 1).




Figura 1. Dimorfismo sexual de adultos de Plutella xylostella.

Fémeas - duas manchas circulares; Machos - uma “fenda” (VACARI, 2009).

Segundo Vacari (2009), estudos de biologia dessa praga revelam que suas
caracteristicas bioldgicas variam de acordo com o cultivar e as condi¢gfes climaticas em

gue o inseto se desenvolveu. Desta forma, tem-se um ciclo de vida variavel (Figura 2).

2-9dias

2-4 dias
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Figura 2. Ciclo de vida de Plutella xylostella: adulto; ovos; lagarta; pupa (VACARI,
2009).
3.2.2. Danos e prejuizos

Os danos provocados pelo ataque de P.xylostella podem reduzir

consideravelmente o valor comercial dos produtos e a producédo, chegando a taxas
superiores a 60% em repolho (BIOCONTROLE, 2013). Em repolho, observa-se o
ataque da praga desde a formacdo da cabeca até a colheita, com nivel de dano
econdmico préximo a 20% de plantas infestadas (MAU; KESSING, 2007; VACARI et al.,
2008). Na cultura da couve os danos podem chegar a 95%, dependendo da regido e da
época de plantio (CZEPAK et al., 2005).



3.2.3. Téticas de controle

O tratamento quimico foi considerado, desde o inicio do século XX, o principal
método de controle para reduzir os danos causados por P. xylostella. Inicialmente as
aplicacbes eram semanais ou quinzenais, mas com passar do tempo, foram
selecionadas populacbes resistentes, aumentando, em consequéncia disso, a
frequéncia e a dosagem dos inseticidas (CASTELO BRANCO; VILLAS BOAS, 1997).
chegando a fazer até 3 aplicacdes de inseticidas semanalmente, sem obter controle
satisfatério (CASTELO BRANCO; FRANCA, 2001).

O uso de inseticidas em larga escala causa além do problema da resisténcia, o
acumulo de residuos nocivos ao meio ambiente e ao homem, levando a problemas
toxicoldgicos e de desequilibrio ecologico (TIBA, 2008).

P. xylostella foi o primeiro inseto a desenvolver resisténcia ao DDT, registrado
apenas 3 anos apoOs o inicio da sua utilizacdo (ANKERSMIT, 1953). Tornou-se,
posteriormente, resistente a mais de 80 ingredientes ativos em todo o mundo (IRAC-
BR, 2016). Atualmente, esta praga apresenta resisténcia a quase todos os grupos de
inseticidas utilizados (RIDLAND; ENDERSBY, 2011), incluindo novos compostos, como
a classe quimica das diamidas antranilicas (WANG; WU, 2012). Além disso, €
considerado como 0 primeiro inseto a apresentar resisténcia a toxinas da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner no campo (TABASHINIK et al., 1990).

O uso intensivo de inseticidas, além de contribuir para a evolugéo de resisténcia
dessa praga, promove a eliminagdo de inimigos naturais (DE BORTOLI et al., 2013).
Dentro deste contexto, fica explicita a necessidade de se adotar técnicas e taticas
menos prezudiciais e mais eficientes para o controle sustentavel desta praga.

No Brasil ocorrem inimigos naturais de P. Xylostella que sdo muito promissores
para manter o equilibrio das populacdes dessa praga, embora sejam pouco utilizados
(ZANUNCIO et al., 1994). O percevejo predador P. nigrispinus tém grande destaque e
pode ser utilizado como alternativa, pois, sua producdo em laboratério é relativamente
facil e acessivel (DE BORTOLI et al., 2011).

Outra alternativa é a utilizagdo de entomopatdgenos no controle de pragas. Uma

alternativa viavel, pois causa menor impacto aos inimigos naturais e organismos nao-



alvo (POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003). Dentre esses microrganismos, a bactéria
B. thuringiensis é a mais estudada e utilizada para a maioria das pragas agricolas,
inclusive P. xylostella (CASTELO BRANCO et al., 2003; MEDEIROS et al.,, 2005;
POLANCZYK, 2015).

3.3. Predador Podisus nigrispinus

As espécies que pertencem a subfamilia Asopinae (Hemiptera: Pentatomidae)
diferencia-se dos demais pentatomideos por seu habito alimentar predador (VACARI,
2009). Foram relatadas 58 espécies de Asopinae na América do Sul e deste total, 44
foram encontrados no Brasil (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). O percevejo
predador mais estudado e comum no Brasil € P. Nigrispinus, devido a sua ocorréncia
natural, agressividade e voracidade (DE BORTOLI et al., 2011).

Percevejos zoofitéfagos como P. nigrispinus se alimentam por meio da digestao
extra-oral e possuem mecanismos de adaptacdo no aparelho bucal e no complexo
enzimatico digestivo que os tornam aptos a exercerem, ocasionalmente a fitofagia
(OLIVEIRA et al., 2006).

Geralmente, a infestacéo de P. nigrispinus estéa relacionada a disponibilidade de
presas e a sua qualidade (OLIVEIRA et al., 2002a). A escassez de presas € uma
situacdo que pode ocorrer, levando 0 percevejo a procurar mais vezes alimento nas
plantas, mas sem causar danos econdémicos (MAGALHAES, 2012). Entretanto, a
alimentacéo exclusiva em plantas ndo € suficiente para o desenvolvimento do predador
(XAVIER et al., 2010; MAGALHAES et al., 2015).

3.3.1. Descricéao e biologia

Os aspectos biolégicos de P. nigrispinus sofrem variagcBes decorrentes da
qualidade da alimentacédo e da temperatura favoravel ao desenvolvimento (TORRES;
ZANUNCIO; MOURA, 2006), sendo a faixa ideal entre 25 e 28°C (MEDEIROS et al.,
2003).

Com relacdo ao habito alimentar, P. nigrispinus sdo generalistas, consumindo

diferentes espécias de larvas e pupas. O consumo pode variar em funcédo do tamanho



da presa, da densidade, do instar do predador, da temperatura (OLIVEIRA et al., 2001),
e também do consumo em diferentes espécies de plantas que favorec&do ou ndo o seu
desenvolvimento e reproducao (XAVIER et al., 2010).

O tempo de desenvolvimento de P. nigrispinus para que se tenha o ciclo é de 35
dias em média, sendo o periodo de incubacdo de aproximadamente 5 dias, o
desenvolvimento das ninfas 20 dias e a longevidade dos adultos variam de 30 a 80 dias
(MEDEIROS et al., 2003; VACARI, 2009; MAGALHAES, 2012).

A fase de ninfa compreende 5 estadios, que duram em meédia 2 dias para 1°
instar; 3 dias para 2° instar; 4 dias para 3° instar; 5 dias para 4° instar e 6 dias para 5°
instar (MAGALHAES, 2012; MAGALHAES et al., 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Podisus nigrispinus: ovos; ninfas e adultos (VACARI,
2009).
Caracteristicas morfolégicas nas fases de Ovo, ninfa e adulto de P. nigrispinus
segundo Grazia; Vecchio e Hildebrand (1985) e Vacari (2009).
Os ovos medem cerca de 1 mm, com coloracdo prata, levemente dourados
devido a presenca de pequenas cerdas marrons distibuidas sobre a superficie do
corion, que auxiliam na fixagdo dos mesmos. Possuem também uma coroa de longas

cerdas na extremidade superior, que sao tipicas da subfamilia Asopinae.
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Apébs a ecloséo, as ninfas de 1° instar apresentam forma ovalada, com cabeca,
térax, pernas e antenas de coloracdo castanho-escuras, com o abdome e olhos
vermelhos; medindo 1,4 mm de comprimento e 1,0 mm de largura do abdome.

As ninfas de 2° instar apresentam forma subovalada, com cabeca, térax, pernas
e antenas de coloracdo quase negras, com o abdome vermelho; medindo 2,5 mm de
comprimento e 1,7 mm de largura.

No 3° instar o comprimento chega a 3,4 mm e a largura 2,3 mm.

Durante o 4° instar voltam a apresentar forma ovalada, com o abdome um pouco
mais largo que o pronoto, com manchas amareladas dorso lateralmente e medem 4,8
mm de comprimento e 3,2 mm de largura.

No 5° instar jA € possivel observar a teca alar e as manchas ocelares.
Comprimento médio de 7,2 mm e largura do abdome 4,8 mm.

Os adultos possuem caracteristicas variadas entre sexos. As fémeas sédo
maiores, com 10 a 14 mm e com coloracdo negra. Os machos medem de 7,5 a 10,0
mm e séo pardo-esverdeados (VIVAN; TORRES; VEIGA, 2003).

O macho e a fémea séo facilmente distinguidos, quando se observa a parte
ventral do inseto, ao final do abdome das fémeas esta o orificio de oviposi¢cdo (Figura
4).

Figura 4. Orificio de oviposi¢cao da fémea (A) e o macho (B) de Podisus
nigrispinus (GOULART, 2010).
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Apés a muda para a fase adulta, as fémeas sao copuladas por mais de uma vez
e colocam em meédia 200 ovos, em posturas com aproximadamente 9 ovos/dia
(MAGALHAES et al., 2015).

A longevidade dos adultos varia consideravelmente, dependendo das condi¢cbes
ambientais; da qualidade e da disponibilidade de presas (MAGALHAES, 2012).

3.4. Entomopatdgeno, Bacillus thuringiensis

A bactéria B. thuringiensis (Bt) é o agente de controle biolégico mais estudado e
utilizado no mundo. Isso devido a mortalidade que causa nos insetos e sdo inofencivos
aos homens e animais. E encontrada naturalmente no solo, em insetos, na superficie e
interior de plantas, produtos armazenados, além de outros (GLARE; O’ CALLAGHAM,
2000). Os produtos a base de Bt representam 90% dos biopesticidas e sdo usados
especialmente em paises como os EUA. Na América Latina, Cuba e México lideram a
utilizacdo para controle de pragas nas culturas de algodédo, banana, batata, citros,
hortalicas, fumo, milho e pastagens (POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003;
POLANCZYK, 2015).

No Brasil, estes bioinseticidas sédo utilizados em grande escala para controle de
pragas de importancia agricola. Essa bactéria entomopatogénica é capaz de controlar
insetos-praga de varias ordens como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. As principais
limitagcbes sdo: especificidade, a concorréncia com produtos quimicos, o dominio das
multinacionais e a falta de investimentos dos setores publicos e privados no
desenvolvimento e formulagdes desses produtos (POLANCZYK; ALVES, 2003).

A bactéria em forma de bastonete Bt é gram-positiva; flagelada e pertencente a
familia Bacillaceae. E aerobica e facultativamente anaerobica. Desenvolve-se em meios
aerobicos artificiais bastante simples e, na auséncia de certos nutrientes ou acumulo de
metabolitos indesejaveis, entra em processo de esporulacdo durante a sua fase
estacionaria (BRAVO et al., 2011).

Durante a esporulacao sintetizam uma incluséo proteica cristalina, composta por

subunidades denominadas cristails, com atividade inseticida. Os cristais sao
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constituidos por &-endotoxinas, ou proteinas Cry, que ficam acumuladas na célula
bacteriana (GLARE; O’ CALLAGHAM, 2000).

As proteinas Cry individualmente apresentam espectro de acao inseticida
normalmente restrito a uma ordem de insetos em particular (DE MAAGD; BRAVO;
CRICKMORE, 2001), porém existem algumas excecdes como a CrylA que € ativa para
Lepidoptera e Diptera; CrylB para Coleoptera, Diptera e Lepidoptera; Cry2A para
Diptera, Hemiptera e Lepidoptera; Cry3A para Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera
(VAN FRANKENHUYZEN, 2009).

Um inseto suscetivel deve ingerir cristais que sé@o solubilizados em pH alcalino,
originando as protoxinas que na presenca de enzimas digestivas (proteinases) séo
convertidas em quatro ou mais polipeptideos téxicos (&-endotoxinas). As toxinas
hidrolizadas cruzam a membrana peritréfica e se ligam a receptores especificos
localizados na membrana apical das células colunares do intestino médio, interferindo
no gradiente ibnico e no balanco osmético da membrana apical, formando poros que
aumentam a permeabilidade da membrana. O aumento na absor¢cédo 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 apdés a infecgdo cessa a
alimentacéao (BRAVO et al., 2011).

3.4.1. Produto comercial Agree®e isolado HD1

As toxinas com acdes especificas para lepidopteros sdo as mais encontradas
nos bioinseticidas disponiveis no mercado. A maioria é formulada com a linhagem HD1,
da subespécie kurstaki, como o bioinseticida Dipel®, com grande destaque no mercado
mundial por ter alta toxicidade e amplo espectro de acdo sobre lepidépteros (GLARE;
O CALLAGHAM, 2000).

O bioinseticida Agree® é uma formulagdo com a linhagem B. thuringiensis subsp.
kurstaki, e B. thuringiensis subsp. aizawai, que sintetizam as proteinas CrylAc, Cryl1C,
CrylD e Cry2 (LIU et al., 2004).
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CAPITULO 2 - BIOLOGIA DE POPULACOES DE Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) EM COUVE AO LONGO DE GERACOES

BIOLOGY OF Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)

POPULATIONS IN KALE OVER GENERATIONS

RESUMO - Plantas da familia Brassicaceae fazem parte da alimentacdo basica mundial. A traca-
das-cruciferas, Plutella xylostella, € um dos principais fatores limitantes deste cultivo no mundo,
devido aos sérios danos que causa as plantas, depreciando o produto e ocasionando grandes
perdas nos campos de produgéo. Assim, conhecimentos sobre o desenvolvimento deste inseto s&o
importantes para que se possam estimar as mudancas nas caracteristicas bioldgicas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar mudangas na biologia de insetos selvagens quando criados em
laboratério ao longo de cinco geragfes e comparados com aqueles mantidos a mais de 190
geracdes em laboratério. As larvas foram coletadas em Brassica oleracea var. italica - brocolis
Piracicaba, e mantidas em Brassica oleracea var. acephala - couve Manteiga hibrida HS-20. A
cada geracdo aspectos bioldgicos dos insetos foram avaliados em bioensaios de laboratério. As
caracteristicas bioldgicas analisadas foram: periodo larval, viabilidade de larvas, periodo pupal,
viabilidade de pupas, peso pupal, razdo sexual, nimero de ovos por fémea, fertilidade de ovos,
longevidade de machos e longevidade de fémeas. Com os dados obtidos foi construida a tabela de
vida de fertilidade. Individuos coletados no campo apresentaram duracdo larval (8,2 dias) e pupal
(3,8 dias), diminuindo ao longo de geracdes. A viabilidade pupal (86,9%) e a fertilidade (93,0%)
também foram maiores para essa populagdo, com menor peso de pupa (4,7 mg). Além disso,

apresentaram menor taxa liquida de aumento populacional (R,), com 39 fémeas/fémea/dia,
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enquanto que, na populacdo de P. xylostella proveniente do laboratério foi de 47,8
fémeas/fémea/dia. Os parametros biologicos de P. xylostella demonstraram que o baixo
desempenho em algumas caracteristicas nas primeiras geracdes pode ser melhorado ao longo das
gerac0es, indicando rapida adaptacdo do inseto em condigdes de laboratdrio.

Palavras-chave: Parametros bioldgicos. Criacdo massal. Traca-das-cruciferas. Tabela de vida de

fertilidade.

ABSTRACT - Plants of the Brassicaceae family are part of food chain around the world. The
diamondback moth, Plutella xylostella, isone of the main limiting factors of this crop in
the world, due to the serious damage that causes to plants, damaging the product and causing
serious reductions in the field production. Therefore, the knowledge of the development of this
insect is important so that changes in biological characteristics can be estimate. The aim of this
study was to evaluate changes in the biology of wild insects when reared in laboratory over five
generations, and compared to those maintained in over 190 generations in laboratory. Larvae
collected from Brassica oleracea var. italica - broccoli Piracicaba, were kept in Brassica
oleracea var. acephala - kale Manteiga hibrida HS-20, and compared to a population already
established in this host for many generations of under laboratory conditions. The biological
aspects of wild insect generations were evaluated in laboratory trials. The biological parameters
evaluated were: larval period, larval viability, pupal period, pupal viability, pupal weight, sex
ratio, number of eggs per female, eggs fertility, longevity of males and females. The data were
used to construction of life table fertility. The individuals collected in the field showed 8.2 days
of larval period and 3.8 days of pupal period, decreasing over generations. The pupal viability of

86.9% and 93.0% of fertility were also high in this population, with low pupal weight 4.7 mg. In
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addition, the low net rate of population increase (R,) with 39 females / female / day, whereas in
P. xylostella population from the laboratory it was 47.8 females / female / day. The biological
parameters of P. xylostella showed that the poor performance in the first generations can be
improved over the generations, indicating rapid adaptation of insect in laboratory conditions.

Key words: Biological parameters. Mass rearing. Diamondback moth. Fertility life table.

1. INTRODUCAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é
uma praga amplamente distribuida nas areas de cultivo de Brassicaceae causando graves perdas
as culturas. Os custos anuais envolvendo o manejo para esta praga em cruciferas foram entre US
$ 1,3 bilhdo e US $ 2,3 bilhdes. No entanto, se as perdas causadas pela praga forem incluidas, as
estimativas de custos podem chegar entre US $ 4 bilhdes a US $ 5 bilhdes (ZALUCKI et al.,
2012). O método de controle quimico é a principal tatica para reduzir populacbes da praga em
cruciferas (CASTELO BRANCO et al., 2003; DE BORTOLI et al., 2013).

No entanto, o uso indiscriminado de inseticidas, a ocorréncia de multiplas geracdes de P.
xylostella por ano, e a disponibilidade de plantas hospedeiras durante todo o ano tem contribuido
para a evolucdo de resisténcia dessa praga a maior parte dos inseticidas comercialmente
disponiveis (CASTELO BRANCO; MEDEIROS, 2001; DE BORTOLI et al., 2013; LIN et al.,
2013), incluindo novos compostos, como a classe quimica das diamidas antranilicas (WANG;
WU, 2012).

Dentro deste contexto, fica explicita a necessidade de se adotar técnicas e taticas mais

eficientes para o controle desta praga. Assim, para a condugdo de novas pesquisas, que possam
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melhorar, por exemplo, 0 manejo da praga em campo, criacGes de P. xylostella sdo necessarias
em laboratorio, visando a obtencédo de individuos para bioensaios.

O desenvolvimento do inseto estd de uma maneira ou de outra, inserido no contexto
nutricional (SCRIBER; SLANSKY JUNIOR, 1981). A qualidade do alimento influi
principalmente no ciclo bioldgico do inseto, devido a sua composi¢do em carboidratos, proteinas
e vitaminas, principalmente podendo interferir na longevidade, velocidade de desenvolvimento e
fecundidade dos insetos (SILVEIRA NETO et al., 1976).

Segundo Gullan & Cranston (2008), populacdes de insetos mantidas por longos periodos
em condicBes de laboratdrio passam com frequéncia por aclimatacdo as condicdes constantes ou
mesmo por mudancgas genéticas, em resposta ao ambiente alterado. Assim, Veiga et al. (2010)
relatam que os insetos que estdo a varias geracGes em laboratorio podem ter a biologia afetada em
comparacdo a individuos da mesma espécie em populacdes "selvagens” (de campo).

Nesse sentido, a introducdo periodica de individuos do campo é importante para obtencao
de insetos de boa qualidade, evitando assim problemas com a deriva genética, ocasionado pelo
continuo cruzamento entre parentes, ndo comprometendo a criagdo massal em laboratério
(SILVEIRA NETO et al., 1976).

O conhecimento da biologia de populacdes de P. xylostella em diferentes hospedeiros é
importante para que se possam determinar aqueles menos propicios para o desenvolvimento e
reproducdo do inseto (THULER; DE BORTOLI; HOFFMANN-CAMPO, 2007; BADENES-
PEREZ; REICHELT; HECKEL, 2010).

O desenvolvimento e reproducdo de P. xylostella em relacdo a diferentes brassicaceas
apresentou diferencas significativas ap6s uma geracdo (DE BORTOLI et al.,, 2011), sendo

necessarios estudos com a praga apos varias geracdes, com 0 objetivo de analisar se 0 substrato



27

de alimentacdo realmente influencia a biologia do inseto. Estudos anteriores mostraram que P.
xylostella criada com folhas de couve em laboratorio por varias gerac@es, quando submetida por
uma geracdo em folhas de outra variedade de brassicacea, como repolho, apresentou reducdes
significativas em suas caracteristicas biologicas (DE BORTOLI et al., 2011; DE BORTOLI et
al., 2013).

Porém, ndo existem estudos que confirmem se ha alteracbes ou ndo nas caracteristicas
bioldgicas de individuos de P. xylostella coletados em campo em um hospedeiro (brécolis),
quando levadas para o laboratorio e criadas em outro hospedeiro (couve), ao longo de geracdes.

Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar mudancas na biologia de insetos selvagens
quando criados em laboratério ao longo de cinco geracfes, em comparacdo com insetos mantidos

por mais de 190 geracdes em laboratério.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtengéo das plantas e dos insetos

A producdo das brassicaceas foi conduzida em area experimental e em casas de vegetacao e
0s bioensaios no Laboratério de Biologia e Criacdo de Insetos (LBCI) do Departamento de
Fitossanidade, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Para manutencdo da populacdo de P. xylostella no LBCI utilizou-se Brassica oleracea var.
acephala - couve Manteiga hibrida HS-20, produzida em area experimental da FCAV/UNESP,
devidamente corrigida em pH e fertilidade, com os tratos culturais convencionais e irrigada por

gotejamento.
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As linhagens de P. xylostella foram conduzidas em sala climatizada (temperatura 25 + 1°C,
fotofase 12 horas e UR de 70 + 10%), seguindo a metodologia adaptada de Thuler (2009) (Figura
1). A criacdo dos insetos obtidos em campo foi iniciada com cerca de 1500 pupas acondicionadas
em tubos de ensaios de fundo chato de 8 cm x 2 cm, cada um contendo 40 pupas. Essas pupas
foram coletadas nos dias 03, 04 e 05/01/2015, em plantios de brocolis (~ 90 dias de idade),
infestados naturalmente, localizados na fazenda Santo Antdnio, no municipio de Vista Alegre do

Alto, estado de Sao Paulo, Brasil (S=21°09’618" ¢ WO =48°36’845”, com altitude de 590 m).
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Figura 1. Esquema da criacdo Plutella xylostella (adaptado de THULER, 2009).

2.2. Bioensaios com Plutella xylostella

Os bioensaios consistiram na avaliacdo de caracteristicas biologicas de duas linhagens de P.
xylostella, uma proveniente do campo, com histérico de ocorréncia da praga durante dez anos em

plantios sucessivos de brocolis e mantida por cinco geragcbes em couve, e outra proveniente da
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criacdo de laboratorio, avaliada por uma geracdo, mas que sdo mantidas com folhas de couve a
mais de 190 geracdes.

Deste modo, a realizacdo do experimento foi com larvas de P. xylostella de primeiro
instar, provenientes da linhagem de laboratorio, ou provenientes da linhagem de campo.

Os bioensaios foram conduzidos a 25 + 1°C, umidade relativa de 80 + 10% e fotofase de
12 horas.

As duas populacBes de P. xylostella passaram a ser conduzidas utilizando-se folhas de
couve como alimento para as larvas e substrato de oviposicao para os adultos. Os substratos de
alimentacdo e de postura foram padronizados conforme classificacdo de Moreira (2011), sendo
utilizadas folhas maduras.

Nos bioensaios, a linhagem coletada no campo foi avaliada até a quinta geracao, com
excecdo da quarta por ndo se ter individuos suficientes, enquanto que a linhagem padronizada
mantida em laboratdrio, apenas por uma geracdo, sendo avaliadas as caracteristicas biologicas
das fases de ovo, larva, pupa e adulto.

Para avaliacdo do periodo larval das duas populaces foram utilizadas vinte repeticdes,
representadas por placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo um disco de folha de couve de 8
cm de diametro, sobre papel filtro levemente umedecido com &gua destilada. Sobre os discos
foram colocadas dez larvas de 1° instar, recém-eclodidas. As placas foram fechadas e vedadas
com filme pléastico (PVC), para manter a umidade e evitar a fuga dos insetos. Cada placa de Petri
foi considerada uma repeticdo. As avaliacdes iniciaram-se com a observacao das larvas ate a fase
de pupa. A manutencdo foi realizada diariamente com a substituicdo do disco foliar e o
acompanhamento do desenvolvimento das larvas até a formacgdo das pupas. Nesta etapa foram

avaliados a viabilidade larval e o periodo larval.
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Posteriormente, as pupas foram pesadas e individualizadas nas células de placas ELISA®,
poco com fundo redondo, que também foram vedadas com filme plastico (PVC) contendo varios
furos de estilete para melhorar a aeracdo interna, sendo observadas até a emergéncia dos adultos.
Nesta etapa determinou-se 0 peso das pupas, viabilidade de pupas, periodo pupal e razdo sexual.

Os adultos recém-emergidos foram retirados dos pogos por meio de um sugador de
insetos, separados por sexo e transferidos para gaiolas de plastico transparente de 13 cm de
diametro e 15 cm de altura. No interior da gaiola foi colocado um copo plastico transparente (100
mL) fixado com a abertura para baixo, servindo de apoio para o disco foliar (substrato de
oviposicdo). Foi utilizado disco de folha de couve de 8 cm de diametro, colocado sobre um disco
de papel filtro do mesmo tamanho, levemente umedecido com agua destilada.

A tampa da gaiola foi provida de uma pequena abertura de 8 mm de didmetro para fixacdo
de uma esponja com solucdo aquosa de mel a 10% para alimentacdo dos adultos e outra abertura
de 5 cm de diametro, coberta com tecido voile, para melhorar a aeragdo no interior da gaiola.
Foram observadas cinco repeti¢fes (gaiolas), por linhagem, em cada geracdo, contendo 2 casais
por gaiola.

As avaliacGes foram realizadas a cada 24 h, sendo reposta a solucdo de mel, substituidos
os discos foliares, contados os ovos e determinada a longevidade dos adultos. Nos primeiros dias
foram retirados 100 ovos de cada tratamento para avaliacdo da viabilidade. Com o auxilio de um
pincel, os ovos foram individualizados e colados com agua em cartelas quadriculadas com células
de 8 mm. As cartelas com os ovos foram colocadas sobre papel filtro levemente umedecido com
agua destilada, no interior de placas de Petri de 14,5 cm de diametro, vedadas com filme plastico

(PVC) para manter a umidade e evitar a fuga dos insetos. No 3° e 4° dia foi realizada a contagem
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das larvas eclodidas. Nesta etapa foi registrado o numero de ovos por fémea, longevidade de
machos e fémeas e fertilidade dos ovos (viabilidade).

A observacdo da fertilidade foi realizada com ovos obtidos até o terceiro dia de
oviposicdo, devido ao nimero de ovos por fémea e a viabilidade diminuirem significativamente
apos o 3° dia (VEIGA et al., 2010).

Os dados biologicos encontrados permitiram determinar 0s parametros necessarios para a
construcdo da tabela de vida de fertilidade, segundo Birch (1948), Silveira Neto et al. (1976),
Southwood (1978) e Price (1984), onde: x = ponto médio de cada idade das fémeas parentais,
idade essa considerada desde a fase de ovo; Ix = expectativa de vida até a idade x (fracdo de uma
fémea); mx = fertilidade especifica ou numero de descendentes por fémea produzidos na idade x
e que originardao fémeas; IX.mx = namero total de fémeas nascidas na idade x. Com os parametros
de crescimento populacional resultantes da tabela de vida, foram calculados os valores de Ro =
taxa liquida, ou seja, a taxa de aumento populacional, considerando fémeas de uma geracéo para
outra, ou ainda, o nimero de fémeas geradas por fémea parental por geracdo; T = tempo médio de
geracdo ou duracdo média de uma geragdo; rm = capacidade inata de aumentar em nimero ou
taxa intrinseca de aumento; A = razdo finita de aumento (nUmero de vezes que a populagdo
multiplica em uma unidade de tempo). Determinou-se também TD (tempo necessario para a

populacdo duplicar em nimero), segundo Krebs (1994).

2.3. Analise de dados

Os dados das caracteristicas biologicas de P. xylostella das diferentes linhagens e geracoes
foram submetidos aos testes de Kolmogorov e Bartlett para verificar a normalidade e

homogeneidade da variancia, respectivamente, sendo posteriormente realizada a analise de
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variancia (ANOVA). Quando verificada diferenca significativa, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software SAS versao 9.0 (SAS INSTITUTE, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca significativa entre a duracdo larval da linhagem de laboratorio com a
primeira e a quinta geracdo da linhagem de campo, sendo 7,7; 8,2 e 7,6 dias, respectivamente.
Porém, na linhagem de campo houve diferenca significativa entre geracfes, sendo maior a

duracdo larval na segunda e na terceira, respectivamente 8,7 e 8,7 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Duracdo e sobrevivéncia larval das linhagens de campo e laboratorio de Plutella
xylostella ao longo de geragdes.

Linhagens Duracdo larval (dias) Sobrevivéncia larval (%)

Laboratorio 7,7+0,14b" 51,0+4,16a
Campo/1? geragdo 8,2+ 0,15ab 51,7+554 a
Campo/22 geragédo 8,7+0,16a 52,9+5,73a
Campo/3? geragao 8,7+0,23a 28,5+3,92b
Campo/5? geragao 76+0,14b 458 + 5,25 ab

T Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A linhagem de P. xylostella coletada em brécolis, em campo, e mantida em couve, em
laboratério, apresentou maior duragdo do periodo larval na segunda e na terceira geracéo,

podendo ter ocorrido devido & necessidade de adaptacdo da populagdo parental. Dibelli (2014)
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constatou que, na média de 18 geracOes, o periodo larval de P. xylostella em diferentes cultivares
(couve, brocolis e repolho), variou com a geracdo do herbivoro e o seu hospedeiro, apresentando
0 inseto melhores desempenhos em couve.

A sobrevivéncia das larvas ndo diferiu significativamente entre as linhagens de laboratorio
e campo, com 51,0 e 51,7% de viabilidade. A linhagem do campo apresentou menor viabilidade
larval na terceira geracdo, com 28,5%. Na primeira, segunda e quinta geracbes ndo ocorreram
diferencas significativas (Tabela 1).

Em relacdo a viabilidade larval, Dibelli (2014) observou que a viabilidade média das larvas
ndo diferiu entre as cultivares testadas (couve, brdcolis e repolho), assim como no presente
trabalho onde ndo se verificou diferenca entre as linhagens estudadas. Relatou também aquele
autor que na 62 geracao no repolho e na couve ocorreram as maiores viabilidades de larvas, sendo
que, provavelmente em brocolis, a viabilidade larval tenha sido afetada pela adaptacdo da
linhagem parental criada em laboratorio por varias geracfes em um substrato diferente. Este fato
pode justificar o ocorrido na presente pesquisa com a linhagem de campo, que foi coletada em
brocolis, e mantida em couve, onde a viabilidade foi prejudicada na terceira geragao.

No que diz respeito as caracteristicas bioldgicas das pupas (Tabela 2), a dura¢do pupal
diferiu significativamente na primeira geracdo, sendo 3,2 dias para a linhagem de laboratério e
3,8 dias para a linhagem de campo. Para a linhagem de campo, a duracdo pupal foi maior na
segunda geracdo, sendo 4,5 dias, seguida da primeira e terceira com dura¢fes médias de 3,8 e 3,9
dias, respectivamente, com menor periodo pupal na quinta geracdo (3,0 dias), ndo diferindo da

linhagem de laboratorio.
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Tabela 2. Parametros bioldgicos da fase pupal das linhagens de laborat6rio e de campo de
Plutella xylostella ao longo de geragoes.

Linhagens Duracéo pupal Sobrevivéncia Peso de pupas (mg)
(dias) pupal (%)

Laboratério 3,2+0,10 ¢* 735+537Db 53+0,17a
Campo/12 geragdo 3,8+£0,10b 86,9+ 3,74 a 47+0,14b
Campo/22 geragdo 45+0,08a 86,0+341la 45+0,12b
Campo/3? geracéo 3,9+0,13b 79,7+5,07 a 43+£0,17b
Campo/5? geragao 3,0+£0,07c 77,1+£4,80a 53+0,18a

! Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A viabilidade pupal foi menor na linhagem de laboratério (73,5%), enquanto que na de
campo foi de 86,9% na primeira geracdo. A linhagem de campo ndo apresentou diferenca
significativa na viabilidade pupal ao longo das geragdes (Tabela 2).

As pupas da linhagem do laboratério tiveram média de peso de 5,3 mg, diferenciando da de
campo, com 4,7; 45 e 4,3 mg, na primeira, segunda e terceira geracoes, respectivamente. As
pupas da quinta geracdo da linhagem de campo foram mais pesadas com 5,3 mg (Tabela 2).

A duracdo da fase de pupa foi menor na linhagem de laboratério em relacdo a do campo na
primeira geracdo. Machado et al. (2014) verificaram que a duragédo da fase de pupa dos insetos
sofrem influéncia do alimento oferecido e, obviamente, ingerido pelo inseto, fato este que
evidencia a possibilidade de que a troca de hospedeiros possa causar efeitos negativos nos
parametros bioldgicos. Isso foi observado neste trabalho, onde as primeiras geracdes de P.
xylostella sdo afetadas, sendo a terceira a mais influenciada, o que ndo foi observado na quinta

geracao.
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A viabilidade pupal média mostrou diferenca significativa entre o0s tratamentos,
destacando-se a linhagem de P. xylostella proveniente do campo com a maior taxa de
sobrevivéncia (Tabela 2). Resultados diferentes foram relatados por Veiga et al. (2010), onde a
viabilidade pupal e o peso das pupas nao diferiram entre linhagens de P. xylostella. A baixa
viabilidade pupal na linhagem de laboratdério pode ser especulada em funcdo dos cruzamentos
cosanguineos que, segundo De Bortoli & Ferreira (2008) pode até inviabilizar uma producéo
massal de insetos.

Quanto ao periodo pupal e ao peso das pupas, existe correlacdo entre 0 menor peso e 0
maior periodo pupal. Resultados semelhantes foram encontrados por Chagas Filho, Boica Junior
e Alonso (2010) que observaram que pupas de P. xylostella com os menores pesos resultaram em
maiores periodos pupais em criacBes com cultivares de couve-flor, em duas geracdes sucessivas.

O peso médio das pupas da linhagem de P. xylostella proveniente do campo foi menor na
primeira geracdo, aumentando na quinta (Tabela 2); estes resultados podem ser consequéncia do
tempo para condicionamento a um novo hospedeiro e condigdes abidticas do laboratério, como
relatado por Veiga et al. (2010).

A longevidade das fémeas e o nimero de ovos por fémea ndo apresentaram diferenca
significativa entre as linhagens e as geracdes (Tabela 3). Porém a longevidade dos machos e a
fertilidade dos ovos diferiram significativamente, sendo maior a longevidade na terceira geracéo
da linhagem de campo (26,0 dias) e menor na geracdo proveniente do laboratério (14,4 dias)

(Tabela 3), que também apresentou menor fertilidade, 77%, contra 93%, da linhagem de campo.
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Tabela 3. Longevidade e nimero de ovos por fémea de duas linhagens de Plutella xylostella.

Linhagens Longevidade Longevidade Ovos/fémea

fémeas (dias) machos (dias)

Laboratdrio 11,9 40,73 a' 144+1.23Db 205,0+9,28 a
Campo/12 geragdo 170+£291a 18,6 + 4,28 ab 2126 £15,36 a
Campo/22 geragdo 150+£1,04a 21,7+0,81 ab 222,71+ 8,24 a
Campo/32 geragdo 14,9+ 3,81 a 26,0+ 2,08 a 153,0+ 35,54 a
Campo/5? geragao 125+0,82a 17,1+ 1,54 ab 2109+21,32a

! Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As linhagens de P. xylostella provenientes do campo ou do laboratdrio, mantidas em couve
por geragdes, ndo interferiram na longevidade das fémeas e na fecundidade dos ovos (Tabela 3),
resultados que corroboram os obtidos por Dibelli (2014) em P. xylostella em diferentes
hospedeiros (couve, brécolis e repolho), com longevidade média das fémeas e numero médio de
ovos por fémea em 18 geracOes que ndo apresentaram diferenca, apresentando apenas diferencas
pontuais nas geragdes. Resultados semelhantes sdo citados por Veiga et al. (2010) com duas
linhagens de P. xylostella, uma de campo e outra de laboratdrio, por trés geracdes sucessivas em
couve, bem como por Chagas Filho, Boica Junior e Alonso (2010) em duas geracGes sucessivas
de P. xylostella com cultivares de couve-flor.

Em linhas gerais, a couve foi o hospedeiro adequado para o desenvolvimento de P.
xylostella, apesar da variacdo de alguns parametros bioldgicos. Neste sentido, a linhagem de
laboratdrio teve melhor desempenho em couve, mas apresentaram menor fertilidade dos ovos e

menor sobrevivéncia de pupas na primeira geracdo. Provavelmente a causa dessas diferencas



37

sejam relacionadas a problemas gerados pela consanguinidade, que segundo Veiga et al. (2010),
pode ser um fator limitante nas criacdes massais, comprometendo a qualidade da colonia.

A comparacao do desempenho das duas linhagens de P. xylostella, mediante a analise pela
tabela de vida de fertilidade, ao longo das geracdes, mostrou alguns resultados diferentes, sendo
as médias dos parametros estimados apresentados na Tabela 4.

A linhagem de laboratorio apresentou maior valor para a taxa liquida de aumento
populacional (Rg), onde individuos da linhagem de laboratério produziram 47,8 descendentes
fémeas por fémea, diferindo da de campo, com 43,8 descendentes fémeas na segunda geracao;
39,6 na primeira; 33,7 na quinta. A terceira geracdo apresentou o pior desempenho para a taxa
liquida de aumento populacional (Ro), com 15,7 descendentes fémeas por fémea na primeira
geracao.

A taxa intrinseca de crescimento populacional (r,) que é, segundo Birch (1948), o
parametro mais importante para estimar o sucesso de uma espécie submetida a um determinado
ambiente, mostrou que as linhagens ndo apresentaram diferencas significativas neste parametro
para a primeira geracdo da linhagem de campo e a de laboratério, 0,311 e 0,305, respectivamente.
No entanto, para a segunda e quinta geracGes ocorreram quedas na taxa intrinseca de crescimento
na linhagem proveniente do campo, com 0,265 e 0,268 fémeas/fémea/dia, respectivamente, sendo
0 menor valor encontrado na terceira (0,195 fémeas/fémea/dia).

A razao finita de aumento (1), ou seja, a razdo de crescimento real do inseto representada
pelo nimero de fémeas produzidas por fémea por dia, foi semelhante na geracao de laboratério e
primeira de campo, tendo razfes de crescimento real de 1,365 e 1,356 fémeas/fémea/dia,
respectivamente. A segunda e a quinta geracdes dos insetos de campo 0s valores para esse

parametro foram semelhantes, sendo, 1,304 e 1,307 fémeas/fémea/dia, respectivamente. A menor
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razdo de crescimento real ocorreu na linhagem de campo, terceira geracdo, com 1,215
fémeas/fémea/dia.

No parametro tempo de uma geracdo (T), que indica o intervalo de tempo entre cada
geracdo as linhagens de laboratorio e primeira de campo ndo apresentam diferenca significativa,
sendo 12,1 e 12,4 dias, respectivamente. Na linhagem de campo, a segunda e a terceira geragoes
apresentaram os maiores valores de (T), sendo 14,2 dias para ambas, diferindo da quinta geracéo,
com duracao de 13,1 dias.

Quanto ao tempo para a populacdo duplicar em numero (Tg), 0s resultados demonstram que
0s insetos provenientes da primeira geracdo da linhagen do campo e a do laboratorio
apresentaram 0s menores valores, sendo 2,2 e 2,3 dias. Nos insetos do campo, a segunda e a
quinta geracdes mostraram valores intermediarios, 2,6 dias para ambas, enquanto que na terceira
esse periodo foi de 3,5 dias.

Nesse sentido, 0s insetos levam um determinado tempo para adaptarem-se a uma nova dieta
e, segundo Parra (2001), pode demorar até cinco geracdes para que ocorra adaptacdo total. No
presente estudo, onde a linhagem de campo foi coletada em plantas de brdcolis, sendo
posteriormente criada por cinco geracfes em couve, em condi¢Ges ambientais controladas de
laboratério, pode justificar as alteragdes em alguns parametros ao longo das geraces.

A linhagem de P. xylostella proveniente do campo, coletada em brécolis e mantida em
couve, apresentou menor taxa liquida de aumento populacional em comparacdo com a linhagem
de laboratorio mantida ao longo de muitas geracfes em couve, podendo essa diferenca ser
explicada pelo periodo necessario a adaptacdo a nova dieta e também pela variagcdo nutricional

recorrente da mudanca de hospedeiro.
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Tabela 4. Parametros de tabela de vida de fertilidade de linhagem de laboratério e de campo de Plutella
xylostella em diferentes geragdes do inseto.

Linhagens e geracdes

Parametros Laboratério Campo/1® geracdo  Campo/22 geragdo  Campo/32 geracdo  Campo/52 geracéo
Ro 478+335a" 39,6+1,78¢c 438+1,36b 15,7+6,35¢ 33,7+£5,57d
(44,47 —51,18) (37,78 - 41,34) (42,45 — 45,17) (9,32 - 22,01) (28,15 - 39,28)
'm 0,311 +0,0104a 0,305+0,0136a 0,265+0,0040b 0,195+0,0238¢c 0,268 +£0,0212 b
(0,3008 -0,3217)  (0,2912 —0,3184) (0,2612 — 0,2692) (0,171 —0,1948) (0,2464 — 0,2888)
A 1,365+0,0143a 1,356+0,0184a 1,304+0,0052b 1,215+0,0289c 1,307 +0,0277b
(1,3509 — 1,3794) (1,3379 - 1,3747) (1,2984 — 1,3088) (1,1861 - 1,2150) (1,2791 - 1,3345)
T 12,4+0,29¢c 121+0,57c 142+0,19a 142+ 0,67 a 13,1+0,66 b
(12,13 -12,72) (11,49 - 12,63) (14,07 — 14,44) (13,54 — 14,88) (12,48 - 13,80)
TD 2,2+0,07c 2,3+£0,10c 2,6+0,04b 35+043a 26+0,20b
(2,15 - 2,30) (2,17 - 2,37) (2,57 — 2,65) (3,11-3,98) (2,38 —2,79)

"Médias + IC seguidas de mesma letra na linha ndo diferem pelo método de Jackknife de comparagdo aos pares (P > 0,05); R, =
>(I.my) nimero de descendentes por fémea por geragdo, quando |, = propor¢do de fémeas acasaladas na idade x e my = ovos
produzidos pela fémea na idade x pela razdo sexual (razdo sexual do tratamento laboratério = 0,44; campo/1? geracdo = 0,47;
campo/22 geragio = 0,55; campo/3* geracio = 0,36 e campo/5? geragio = 0,37); T = Y (x.L.my)/ Y (1.my); I = IN.Ry/T; A =™,

Estudos realizados por Ramalho et al. (2014) evidenciam que linhagens de P. xylostella
mantidas em brocolis ao longo de 18 geracfes apresentaram maior taxa de crescimento
populacional em comparagdo com couve e repolho. Nakayama (2013), comparando a quantidade
de proteina contida nas hortalicas, constatou que brocolis € mais rico do que couve, sendo a
quantidade de proteinas de 3,3 g e 1,49, respectivamente para brécolis e couve. Zucoloto (2000)
afirmou que a concentracdo de proteinas pode trazer vantagens em relagdo ao desenvolvimento
dos insetos adultos, principalmente influenciando os aspectos reprodutivos. Nesse sentido, essas
observacdes podem justificar as diferencas encontradas para as duas linhagens (laboratério e
campo) e nas diferentes geracoes.

Os parametros: taxa intrinseca de crescimento populacional (ry); razéo finita de aumento
(A); intervalo de tempo entre cada geragdo (T) e tempo para a populacao duplicar em namero (Tg)

ndo diferiram entre as linhagens de P. xylostella provenientes do campo ou do laboratorio na
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primeira geracdo, mas diferiram na segunda, terceira e quinta geracdes na linhagem do campo,
comprovando a necessidade de se adaptar ao novo hospedeiro, sendo necessarias pelo menos
cinco geracdes para que ocorra uma adaptacdo, como citado por Parra (2001).

Assim, o presente estudo, que observou a possibilidade ou ndo da adaptacdo de uma
linhagem “selvagem™ de P. xylostella criada em brocolis passar a ser mantida em couve e se
adaptar a esse novo hospedeiro, visando contribuir no entendimento do comportamento de P.
xylostella, haja vista que este € um estudo que considera seu comportamento ao longo de algumas
geracOes, mostrando ser ele variavel, necessitando ainda de pesquisas para que Se possam
compreender definitivamente essas diferencas.

Apesar das diferencas entre os parametros biologicos serem insuficientes para mostrar
algum tipo de condicionamento, a adaptacdo pode ter ocorrido com a mudanca de hospedeiro
com a necessidade de futuros trabalhos com testes de preferéncia alimentar e de oviposi¢cdo para

melhor compreensdo do comportamento da praga.

4. CONCLUSAO

Os parametros bioldgicos de P. xylostella demonstraram que o baixo desempenho em
algumas caracteristicas nas primeiras geracdes pode ser melhorado ao longo das geracoes,

indicando rapida adaptacédo do inseto em condicdes de laboratdrio.
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CAPITULO 3 - INTEGRACAO DE BIOINSETICIDAS A BASE DE Bacillus thuringiensis
E DO PREDADOR Podisus nigrispinus (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) PARA O
CONTROLE DE Plutella xylostella (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) EM AMBIENTE
PROTEGIDO

INTEGRATION OF Bacillus thuringiensis BASED BIOPESTICIDES AND THE PREDATOR
Podisus nigrispinus (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) FOR CONTROL Plutella xylostella

(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) IN A PROTECTED ENVIRONMENT

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar se bioinseticidas a base de Bacillus
thuringiensis (isolado HD1 e o produto comercial Agree®) aplicados em plantas de couve para o
controle de Plutella xylostella podem de alguma forma afetar o predador ndo-alvo Podisus
nigrispinus em ambiente protegido. Assim, foi avaliada a historia de vida do predador
consumindo lagartas de P. xylostella em plantas de couve tratadas e também sua atividade de
fitofagia nestas plantas, em casa-de-vegetacdo. As caracteristicas bioldgicas dos predadores, de
modo geral, ndo sofreram alteracGes quando os predadores consumiram presas diretamente em
plantas de couve tratadas com os bioinseticidas. Além disso, a fitofagia foi semelhante indicando
que os bioinseticidas utilizados, mesmo o produto formulado, ndo apresentam substancias que
sdo repelentes para os predadores. Os resultados permitiram concluir que o isolado HD1 ou do
produto comercial Agree® a base de B. thuringiensis podem ser utilizados em associacdo com o
predador P. nigrispinus em ambiente protegido visando o controle de P. xylostella.

PALAVRAS-CHAVE: Asopinae. Predador. Controle bioldgico. Biologia de inseto. Controle

microbiano. Bactéria entomopatogénica.
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ABSTRACT - The aim this research was to assess whether the biopesticides of Bacillus
thuringiensis (isolated HD1 and commercial product Agree®) applied in kale plants to control of
Plutella xylostella can somehow affect the nontarget predator Podisus nigrispinus in a protected
environment. Thus, the life history and the phythophagy activity of the predator consuming P.
xylostella larvae in treated kale plants was, in green house evaluated. The biological
characteristics of predators generally did not change when the predators consumed prey directly
on kale plants treated with biopesticides. Furthermore, phytophagy was similar indicating that
when biopesticides were used, even did not show have substances which were repellent to
predators. The results showed that the HD1 strain or the commercial product Agree® based on B.
thuringiensis can be used in combination with the predator P. nigrispinus in a protected
environment to control of P. xylostella.

Key words: Asopinae, predator, biological insects, biological control, microbial control,

entomopathogenic bacteria.

1. INTRODUCAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), é
considerada praga-chave em algumas espécies da familia Brassicaceae (CASTELO BRANCO;
GATEHOUSE, 2001). Originaria do continente europeu é uma espécie considerada cosmopolita
(MONNERAT; BRAVO, 2000). Pode causar sérios danos a estas plantas por ser minadora no
primeiro instar e desfolhadora nos demais (MELO et al., 1994; ZALUCKI; FURLONG, 2011).

O uso sucessivo e indiscriminado de inseticidas para controle de P. xylostella tem

contribuido para a evolugdo da resisténcia a maior parte dos inseticidas comercialmente
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disponiveis (CASTELO BRANCO; GATEHOUSE, 2001; DE BORTOLI et al., 2013; LIN et al.,
2013), incluindo novos compostos, como aqueles da classe quimica das diamidas antranilicas
(WANG; WU, 2012). Hoje ja existem relatos de resisténcia a mais de 80 ingredientes ativos de
inseticidas ou bioinseticidas comercializados (IRAC-BR, 2016).

O alto potencial bidtico e o curto ciclo de vida de P. xylostella, cuja populacdo pode
aumentar até 60 vezes de uma geracdo para outra (CASTELO BRANCO; MEDEIROS, 2001,
VACARI et al., 2008), evidencia a necessidade de se adotar técnicas e taticas mais eficientes para
0 seu controle.

Os entomopatdgenos apresentam grande vantagem em relacdo aos inseticidas quimicos de
largo espectro, e especificidade, cujo conceito é basico na filosofia do manejo integrado de
pragas (MIP) (ALVES et al., 1998). Existem produtos formulados com cepas de Bacillus
thuringiensis Berliner que possuem acdo inseticida sobre lepidopteros, dipteros e coledpteros.
Esses produtos sdo registrados e sdo comercializados em varios paises (ALVES et al., 1998;
BRAR et al., 2006).

No Brasil existem varios estudos com a utilizacdo de B. thuringiensis para o controle de P.
xylostella (DIAS et al., 2002; MONNERAT et al., 2004; MEDEIROS et al., 2004; VIANA,
2007), e alguns autores relatam a evolugdo da resisténcia a produtos formulados contendo B.
thuringiensis ou proteinas Cry para muitas espécies de insetos, a maioria da ordem Lepidoptera
(FERRE et al., 2008). Ha registros de populagdes de P. xylostella resistentes a formulacdes de B.
thuringiensis, tanto no Brasil como em outros paises (TABASHNIK et al., 1997; HERRERO et
al., 2001; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2010; ZAGO et al., 2014). Uma boa estratégia de
controle, que favoreceria 0 MIP, seria 0 uso do bioinseticida em conjunto com outra tatica, como

por exemplo, liberacdes inundativas de insetos entoméfagos (MAGALHAES et al., 2014).
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No Brasil, Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), € a espécie de
predador mais estudada dentre os Asopinae, devido principalmente a sua ocorréncia natural,
agressividade e voracidade (DE BORTOLI et al., 2011), sendo um predador natural de larvas e
pupas de P. xylostella (VACARI et al., 2012). Esses predadores sdo zoofitdéfagos, por serem
dependentes da alimentacdo de presas para seu desenvolvimento, e também de plantas
hospedeiras, onde na auséncia de presas P. nigrispinus buscam recursos para se manter no
agroecossitema, porém, sem causar danos as plantas (TORRES; BOYD, 2009; MAGALHAES et
al., 2014).

Toxinas de B. thuringiensis podem afetar insetos-ndo alvo quando adquiridas por
predadores ou parasitoides no terceiro nivel trofico por meio da presa/hospedeiro, alimentando-se
diretamente na planta ou ingerindo alguma forma de suspensdo (GONZALEZ-ZAMORA et al.,
2007). Podisus podem se contaminar com a toxina dessas duas formas. Existem questionamentos
sobre a interacdo da toxina de B. thuringiensis e os inimigos naturais, pois a toxina se move ao
longo dos niveis tréficos (TORRES; RUBERSON, 2008).

Trabalho de Nascimento et al. (1998) mostrou efeitos adversos de uma formulacéo
comercial de B. thuringiensis na biologia do predador P. nigrispinus, sendo o mesmo realizado
com uma formulacdo utilizada ja ha algum tempo e elaborada com o isolado HD1. Porém, ndo
existem pesquisas sobre os possiveis efeitos de formulacdes recentes de B. thuringiensis sobre o
predador P. nigrispinus, que sé@o registradas para o controle de P. xylostella em condigdes de
campo.

O objetivo desse trabalho, entéo, foi avaliar se bioinseticidas a base de B. thuringiensis
(isolado HD1 e produto comercial Agree®) aplicados em plantas de couve para o controle de P.

xylostella podem, de alguma forma, afetar o predador ndo-alvo P. nigrispinus em condicdes de
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casa-de-vegetacao. Para tanto, foi avaliada a histdria de vida do predador consumindo lagartas de

P. xylostella em plantas de couve tratadas, bem como sua atividade fitofagica nestas plantas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Plantas

Mudas de couve manteiga (Brassica oleracea var. acephala cv. HS — 20) com 20 dias de
idade foram adquiridas de empresa comercializadora e plantadas em vasos de 5L em casa-de-
vegetacdo. Apos 60 dias nos vasos, as plantas foram utilizadas nos experimentos. As plantas
cresceram em substrato devidamente adequado nutricionalmente para couve, com irrigacdo
diaria, sendo mantidas livres de pragas sem aplicacdo de inseticidas.

2.2. Criagéo dos insetos
P. nigrispinus e P. xylostella foram criados sob condi¢fes controladas em sala climatizada

no Laboratério de Biologia e Criacdo de Insetos (LBCI), Departamento de Fitossanidade,
FCAV/Unesp, ajustada a 25 + 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12 h. As criagdes
foram conduzidas de acordo com a descri¢do de Carvalho et al. (2012).

2.3. Bioinseticidas

O bioinseticida formulado utilizado nesta pesquisa foi selecionado devido ao seu uso
comum em plantios de Brassicacea no Brasil para o controle de P. xylostella. Para conducéo dos
experimentos foi utilizado o bioinseticida a base de B. thuringiensis Agree® (B. thuringiensis var.
aizawai GC-91) e o isolado HD1 (B. thuringiensis var. kurstaki). O isolado HD1 foi fornecido
pelo Dr. Fernando Valicente da Embrapa Milho e Sorgo de Sete Lagoas, Minas Gerais, e a

suspensdo para utilizagdo nos experimentos foi preparada de acordo com Magalhaes et al. (2014).
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2.4. Procedimentos experimentais

As condicdes climaticas para os bioensaios sofreram as variagdes pertinentes ao cultivo
protegido durante o periodo de 14 de agosto a 05 de novembro de 2015.

Gaiolas foram montadas com recipientes de plastico transparente de 500 mL, com tampa,
onde uma tira de espuma foi colada em toda a extremidade da tampa e também na abertura do
recipiente, para evitar danificar as folhas de couve, que ficaram entrepostas. As gaiolas foram
fechadas com auxilio de dois palitos de bambu com 25 cm de comprimento, dispostos em cima
da tampa e embaixo do recipiente, com elasticos em suas extremidades, evitando a fuga de
insetos. No fundo do recipiente foi aberto um orificio, fechado com tecido tipo voile para permitir
a aeracéo.

As gaiolas foram montadas nas folhas dos vasos de couve previamente imersas por 3
segundos em suspensdo de B. thuringiensis (isolado HD1 ou produto formulado Agree®) ou agua
destilada (tratamento controle).

A cada dois dias as gaiolas e os insetos foram retirados da folha em que estavam e
colocados em outras folhas intactas e tratadas de acordo com os tratamentos. As folhas onde
estavam os predadores foram coletadas e submetidas ao teste de coloracdo por imersdao em
solucdo de fucsina &cida a 1%, por 12 horas, segundo a metodologia adaptada de Bowling (1979),
para posterior contagem de bainhas alimentares com o auxilio do estereomicroscopio.

Ninfas de 2° instar de P. nigrispinus foram acondicionadas nas gaiolas que foram presas em
folhas da planta de couve. Cada gaiola foi presa em apenas uma folha de cada planta. Foram
observadas seis repeticGes para cada tratamento, sendo cada gaiola uma repeti¢do contendo 10

ninfas. Durante toda a fase ninfal as avaliacbes foram realizadas a cada 24 h e foi registrada a
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duracdo de cada instar, sobrevivéncia de ninfas, consumo de presas, peso das ninfas de quinto
instar e numero de bainhas alimentares efetuadas nas folhas pelos predadores.

Na fase adulta foram observadas treze gaiolas por tratamento, sendo acondicionado um
casal por gaiola. Durante toda a fase adulta as avaliacdes foram realizadas a cada 24 h e foi
registrado o consumo de presas, peso de machos e fémeas, longevidade de machos e fémeas,
numero de bainhas alimentares efetuadas nas folhas pelos predadores, nUmero de ovos por fémea
e nimero de posturas por fémea. Os ovos foram levados ao laboratério para avaliagdo do periodo
de incubacéo e da viabilidade.

O experimento foi composto por seis tratamentos, sendo eles: 1) folhas tratadas com agua
destilada e fornecimento de presas aos predadores; 2) folhas tratadas com Agree® e fornecimento
de presas; 3) folhas tratadas com o isolado HD1 e fornecimento de presas; 4) folhas tratadas com
4gua e auséncia de presas; 5) folhas tratadas com Agree® e auséncia de presas; 6) folhas tratadas
com o isolado HD1 e auséncia de presas. Larvas de quarto instar de P. xylostella foram utilizadas
como presas. As lagartas foram repostas diariamente de acordo com o consumo dos predadores.

A calda do bioinseticida Agree® foi utilizada na concentragdo recomendada pelo fabricante
(0,59/333mL) e o isolado HD1 foi empregado na concentracéo de 3 x 10° esporos/mL.

2.5. Andlise dos dados

Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov e Barttlet, para verificacdo da
normalidade e homogeneidade de variancia, respectivamente. Os dados foram entdo analisados
pelo PROC ANOVA do SAS Institute (2002), e as médias, quando significativas, comparadas

pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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3. RESULTADOS

Ninfas de P. nigrispinus confinadas apenas em plantas de couve, sem disponibilidade de
presas, ndo atingiram o terceiro instar. Assim, as caracteristicas biologicas ndo foram obtidas.
Nestes tratamentos, a mortalidade de ninfas de segundo instar foi de 100%. Dessa maneira, a
alimentacéo exclusiva em plantas de couve néo foi suficiente para o desenvolvimento do inseto.

As ninfas do predador que foram confinadas nas plantas e que também tiveram
disponibilidade de presas conseguiram completar a fase ninfal, chegando até a adulta,
independentemente do tratamento das folhas. A sobrevivéncia ninfal foi 26,6% maior quando as

folhas foram tratadas com o isolado HD1 do que com o bioinseticida formulado Agree® (Figura
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Figura 1. Sobrevivéncia ninfal de Podisus nigrispinus consumindo larvas de Plutella xylostella
em folhas tratadas e ndo tratadas com Bacillus thuringiensis.

A duracdo de cada instar ninfal foi semelhante entre os tratamentos no segundo, terceiro e
quinto instares do predador. A duracdo do quarto instar foi 1,5 dias menor quando as folhas
foram tratadas com o isolado HD1, em relagdo ao tratamento controle. A durag¢do ninfal como um

todo foi 3,7 dias menor para o tratamento controle, quando comparado com o Agree (Tabela 1).
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Tabela 1. Duragdo de cada instar e da fase ninfal de Podisus nigrispinus consumindo larvas de
Plutella xylostella em folhas tratadas e néo tratadas com Bacillus thuringiensis.

Duracéo (dias) Controle HD1 Agree

2° instar 5,7 +0,65a’ 52+0,14a 59+0,40a
3% instar 54+0,38a 53+0,18a 56+0,61la
40 instar 70x+0,24a 55+0,35b 8,2+0,53a
59 instar 9,7+0,79a 125+0,56 a 119+0,01a
Fase ninfal 299+1,14b 30,6 £ 0,29 ab 33,6+1,09a

"Médias + EP seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Ninfas de P. nigrispinus consumiram maior numero de presas quando a planta foi tratada
com o bioinseticida Agree® (37,2 presas/inseto), sendo o consumo cerca de 30% menor nas
plantas tratadas com o isolado HD1 e 47% menor no controle. O consumo de presas durante a

fase adulta foi semelhante entre os tratamentos variando de 117,0 a 125,9 presas consumidas por

adulto (Figura 2).
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Figura 2. Consumo de larvas de Plutella xylostella durante o periodo ninfal (A) e fase adulta (B)

de Podisus nigrispinus em folhas de couve tratadas e ndo tratadas com Bacillus thuringiensis.
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O numero de bainhas de alimentacdo encontrado nas folhas de couve tratadas ou ndo com
B. thuringiensis foi semelhante, tanto para fase ninfal quanto adulta do predador. No entanto, o
numero de bainhas foi menor quando ninfas de P. nigrispinus foram confinas nas plantas sem
disponibilidade de presas, variando entre 16,7 a 20,4 bainhas por ninfa. Ninfas que consumiram
presas buscaram recursos alimentares na planta com maior frequéncia, sendo encontradas de 41,4
a 55,1 bainhas por ninfa. O nimero de bainhas alimentares contabilizadas em folhas de couve

durante a fase adulta variou de 257,5 a 355,1 por adulto (Figura 3).
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Figura 3. Namero de bainhas de alimentagdo em folhas de couve tratadas e ndo tratadas com
Bacillus thuringiensis por ninfas, com a auséncia de presas (A) e com disponibilidade de presas

para ninfas (B) e por adultos (C) de Podisus nigrispinus.
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As ninfas confinadas em plantas tratadas com o isolado HD1 apresentaram peso médio
59,3% menor que as ninfas do tratamento controle. Machos e fémeas de P. nigrispinus
apresentaram peso semelhante (Tabela 2).

Tabela 2. Peso de ninfas e adultos de Podisus nigrispinus consumindo larvas de Plutella
xylostella em folhas tratadas e néo tratadas com Bacillus thuringiensis.

Peso (mgQ) Controle HD1 Agree

Ninfas 258+0,89a" 15,3+0,68 b 26,4+ 0,96 a
Machos 253+125a 235+1,87a 23,6 +2,02a
Fémeas 29,7+222a 32,8+227a 30,5+185a

"Médias + EP seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

O tratamento de plantas de couve com o isolado HD1 ou com o bioinseticida Agree néo
influenciou o nimero de posturas por fémea, o nimero de ovos por fémea, a viabilidade dos ovos
e a longevidade de machos e fémeas de P. nigrispinus. No entanto, o periodo de incubacdo dos

ovos foi 0,8 dias maior quando exposto ao isolado HD1, em relagdo ao controle (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros bioldgicos de adultos e producdo de descendentes de Podisus nigrispinus
consumindo larvas de Plutella xylostella em plantas de couve tratadas e ndo tratadas com Bacillus

thuringiensis.

Parametros Controle HD1 Agree
Posturas/fémea 3,8+0,89a 40+0,61a 4,4+0,56 a
Ovos/fémea 70,4 +17,65a 48,6 + 7,62 a 59,8 +12,05a
Periodo incubacdo ovos (dias) 51+0,12b 59+0,17a 52+0,08b
Viabilidade de ovos (%) 53,6 £4,43 a 539+5,46a 589+520a
Longevidade de machos (dias) 26,0 £ 3,68 a 25,4+ 4,94 a 23,0+ 4,47 a
Longevidade de fémeas (dias) 18,8 +2,89a 215+280a 19,6 +2,97a

"Médias * EP seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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4.DISCUSSAO

Sendo o objetivo, avaliar se bioinseticidas a base de B. thuringiensis (isolado HD1 e
produto comercial Agree®) aplicados em plantas de couve para o controle de P. xylostella podem,
de alguma forma, afetar o predador ndo-alvo P. nigrispinus. Este foi um estudo pioneiro que
avaliou a historia de vida de P. nigrispinus consumindo lagartas de P. xylostella em plantas de
couve tratadas com bioinseticidas, bem como a atividade fitofagica do predador nessas plantas,
em condigdes de casa-de-vegetacao.

Ninfas de P. nigrispinus confinadas apenas em plantas de couve, sem disponibilidade de
presas, ndo atingiram o terceiro instar, independente do tratamento. Magalhdes et al. (2014)
verificaram que as folhas de couve retiradas da planta e oferecidas aos predadores em condi¢éo
de laboratdrio, ndo foram suficientes para suprir as necessidades nutricionais de P. nigrispinus
apenas com alimentacdo em folhas, o que impediu os insetos de completar seu ciclo de vida.
Dibelli et al. (2013) estudaram o efeito do comportamento fitofagico em folhas de couve por P.
nigrispinus, e observaram que as ninfas sem presas também morreram antes do terceiro instar, em
condicdes de laboratério. Nesse sentido, Evangelista Junior et al. (2004) constataram que as
plantas daninhas Bidens pilosa, Ageratum conyzoides, Desmodium tortuosum, Euphorbia
heterophylla, Amaranthus hybridus e Ricinus communis, ndo foram nutricionalmente adequadas
para o desenvolvimento das ninfas do predador P. nigrispinus, quando as presas estavam
completamente ausentes. A alta mortalidade de ninfas quando ndo ocorre consumo de presas pelo
predador, impedindo o desenvolvimento ninfal, independente do tratamento com B. thuringiensis.

Ainda, segundo Torres e Boyd (2009) e Torres et al. (2010), P. nigrispinus é reconhecido

como consumidor de material de planta, mas apenas como suplemento na dieta, ndo provocando
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dano algum. Assim, a principal fonte alimentar desses predadores continua sendo o consumo de
presas, mesmo estando a planta tratada com bioinseticidas a base de B. thuringiensis.

As ninfas que consumiram presas completaram normalmente seu desenvolvimento. No
entanto, a sobrevivéncia ninfal foi maior quando as folhas foram tratadas com o isolado HD1 do
que o bioinseticida formulado Agree®. Formulacées de bioinseticidas podem ser compostas, além
de cristais e esporos de B. thuringiensis, por espalhante (farinha de milho ou amido, Tween-80,
Triton X-100 ou glicerol), conservantes (acido sérbico ou benzoato de sddio), além de adjuvantes
multifuncionais (BRAR et al., 2004; ALFAZAIRY et al.,, 2014). A formulacdo comercial
utilizada neste estudo contém adjuvantes e inertes, podendo assim esses componentes terem
afetado aos predadores.

As caracteristicas biologicas dos predadores, de modo geral, ndo sofreram alteracfes
quando els consumiram presas diretamente em plantas de couve tratadas com os bioinseticidas
(isolado HD1 e o produto formulado Agree®). Apenas a duracio do periodo ninfal e o periodo de
incubacéo dos ovos foram menores para o tratamento controle. A ndo suscetibilidade do predador
ao bioinseticida pode ser explicada pela auséncia de receptores nas microvilosidades do intestino
médio de P. nigrispinus. Nesse sentido, estudos realizados com Chrysoperla carnea (Stephens,
1836) (Neuroptera: Chrysopidae) mostraram que esse predador ndo apresenta sitios especificos
nas micrivilosidades do intestino médio para as proteinas CrylAb e CrylAc de B. thuringiensis
(RODRIGO-SIMON et al., 2006). Além disso, outras pesquisas evidenciam que proteinas de B.
thuringiensis podem passar para os predadores por meio de suas presas (TORRES et al., 2006),
mas que 0 consumo de presas contaminadas com a proteina CrylAc ndo causou efeito negativo
na historia de vida (caracteristicas biologicas) de Podisus maculiventris (Say, 1832) (Hemiptera:

Pentatomidae) (TORRES; RUBERSON, 2008).
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Ninfas de P. nigrispinus consumiram maior nimero de presas quando as plantas haviam
sido tratadas com a formulacdo comercial de B. thuringiensis. Tal resultado pode ter ocorrido
devido a baixa qualidade nutricional das presas, sendo que nesse caso 0s predadores precisariam
consumir maior nimero de lagartas para suprir suas necessidades fisioldgicas. Pesquisa anterior
mostrou que a concentragdo recomendada para o produto comercial Agree® matou 100% das
lagartas de P. xylostella apds sete dias (MAGALHAES et al., 2014). Dessa forma, ¢ muito
provavel que a fisiologia das lagartas sofra alteracdes provocadas pela acdo das toxinas no
intestino médio, 0 que pode diminuir a qualidade das presas, fazendo com que os predadores
consumam maior quantidade.

A fitofagia foi semelhante nos tratamentos, indicando que os bioinseticidas utilizados,
mesmo o produto formulado, ndo devam apresentar substancias repelentes para os predadores.
Assim, os insetos buscaram recursos alimentarem nas plantas normalmente, mesmo naquelas
tratadas, o que ajuda os predadores a se manterem no ambiente em situacdes de escassez de
presas (TORRES et al., 2010), mesmo em areas tratadas.

Pesquisas prévias, realizadas em condicGes de laboratério, mostraram que bioinseticidas a
base de B. thuringiensis ndo afetaram as caracteristicas biologicas de P. nigrispinus
(CARVALHO et al., 2012; MAGALHAES et al., 2015), sendo que o presente trabalho, realizado
em ambiente protegido, produziu resultados que apontam que o predador P. nigrispinus pode ser
utilizado juntamente com bioinseticidas a base de B. thuringiensis no controle de P. xylostella.
Além de ndo serem prejudiciais, 0s inimigos naturais buscam recursos alimentares normalmente
nas plantas tratadas, o que favorece sua permanéncia no ambiente em situacfes de escassez de

presas (TORRES et al., 2010).
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Atualmente, P. xylostella é controlada em plantios de Brassicaceae quase que
exclusivamente utilizando inseticidas quimicos sintéticos, ndo s6 no Brasil, mas também em
outros paises (CASTELO BRANCO; GATEHOUSE, 2001; SILVA et al., 2012; STEINBACH et
al., 2015). Essa tatica de controle de pragas, quando muito utilizada em brassicaceas, traz uma
série de problemas, como contaminacdo do ambiente, selecdo de populacdes da traca-das-
cruciferas resistente aos inseticidas e residuos nos produtos que sdo consumidos frequentemente
in natura (SARFRAZ; KEDDIE, 2005; OLIVEIRA et al., 2011; WANG; WU, 2012). Assim, 0s
resultados desta pesquisa irdo contribuir para que o cultivo de brassicaceas seja conduzido de
forma mais sustentavel e para que os consumidores possam adquirir alimentos saudaveis e mais

Seguros.

5. CONCLUSAO

No manejo integrado de P. xylostella em couve em ambiente protegido é viavel a utilizacéo

do isolado HD1 ou do produto comercial Agree® em associacdo com P. nigrispinus.
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CONSIDERACOES FINAIS — IMPLICACOES

Atualmente os movimentos ecoldgicos tomaram forca por todo mundo. Os
consumidores estdo exigindo cada vez mais alimentos de qualidade e a agricultura
organica estd em franca expansdo. Dentro deste contexto, o controle bioldgico surge
como um dos pilares de sustentacdo dessa nova e promissora realidade, onde as
empresas antes voltadas quase que exclusivamente a producdo de agrotoxicos,
passaram a investir em tecnologias de controle bioldgico, criando setores especificos
para este fim.

Os métodos biolégicos com organismos entomopatogénicos ainda sdo pouco
empregados, sendo o uso de produtos a base da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner
o0 mais utilizado. Glare e Callagham (2000) citam que sao produtos de facil acesso aos
produtores e salientam ainda a importancia de estudos sobre o impacto destes produtos
nos inimigos naturais.

A diversidade de inimigos naturais é crucial para a defesa dos cultivos: quanto
mais diversas as plantas, animais e organismos do solo que ocuparem um sistema
agricola maior sera o equilibrio neste ambiente (NICHOLLS; ALTIERI; PONTI, 2007).

O predador P. nigrispinus ocorre naturalmente em campos de producdo na
América do Sul e sao eficientes agentes de controle biolégico, alimentando-se de larvas
e pupas de muitas espécies que causam danos as culturas. Além disso, podem ser
facilmente criados pelos usuarios, com baixo custo de producdo (DE BORTOLI et al.,
2011).

Os predadores como P. nigrispinus consomem 0s insetos herbivoros, enquanto
que os entomopatdgenos como B. thuringiensis causam doencas e impedem que as
pragas se alimentem ou reproduzam. Sendo assim, o0 controle biolégico inundativo
torna-se bastante eficiente e evitam que as pragas causem danos econdmicos.

Este trabalho, especificamente, corroborou com outros estudos de interacéo entre
B. thuringiensis e P. nigrispinus, dois importantes agentes de controle biologico, que
potencialmente estdo sendo usados em escala crescente na agricultura brasileira e

mundial.
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Neste contexto recomenda-se a utilizacdo de B. thuringiensis associado ao
predador porque ambos exercem suas funcbes sem que sejam prejudicadas suas

principais caracteristicas.
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