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PERFORMANCE DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 e T. exiguum
PINTO & PLATNER, 1978 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) EM
OVOS DE POPULAGOES DE Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) SOB AGAO DE Bacillus thuringiensis
BERLINER, 1915 (BACILLALES: BACILLACEAE)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi estudar a performance de Trichogramma exiguum
e Trichogramma pretiosum, em ovos de populacdes de Plutella xylostella sob acéo
de a Bacillus thuringiensis. O experimento constou de quatro tratamentos por
parasitoide, sendo: ovos da populacdo suscetivel (Ps) a Bt com mais de 100
geracBes em laboratorio (Testemunha); ovos da populacdo submetida a presséo
de selecdo ao isolado HD-1 por mais de 40 geracdes (Res); ovos da Ps
pulverizados com HD-1 e ovos da Ps pulverizados com o isolado T08.024. As
fémeas foram individualizadas e alimentadas com uma goticula de mel. Os testes
realizados foram avaliados: a resposta funcional, capacidade de parasitismo,
tabela de vida e teste de preferéncia. Para anédlise de resposta funcional foram
testadas as densidades de 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ovos, e a melhor densidade
utilizada para os demais testes, utilizando as densidades de 32 e 8 para T.
pretiosum e T. exiguum respectivamente. Os parametros avaliados foram:
parasitismo, viabilidade, razdo sexual, longevidade e periodo ovo-adulto. B.
thuringiensis afeta os ovos de P. xylostella influenciando o parasitismo de
Trichogramma sp., de maneira positiva ou negativa dependendo do isolado
utilizado. A interacdo Trichogramma-Bt pode sofrer alteracbes de acordo com a
espécie do parasitoide utilizada e do isolado de Bt, sendo necessario estudo das

interacdes especificas antes de seu uso em conjunto.

Palavras-chave: Capacidade de parasitismo, interacdo, resposta funcional, tabela
de vida, teste de preferéncia



PERFORMANCE of Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 and T. exiguum
PINTO & PLATNER, 1978 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) IN
EGGS OF POPULATIONS OF Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758)
(LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) UNDER THE ACTION OF Bacillus
thuringiensis BERLINER, 1915 (BACILLALES: BACILLACEAE)

SUMMARY

This research aimed the study of the performance of Trichogramma
exiguum and Trichogramma pretiosum in eggs of Plutella xylostella populations
under the action of Bacillus thuringiensis (Bt). The experiments consisted of four
treatments for each parasitoid, as follows: eggs of the susceptible population (Ps)
to Bt with more than 100 generations in the laboratory (Witness), eggs of the
population subjected to selection pressure to isolate HD-1 for more than 40
generations (Res); Ps eggs sprayed with HD-1 and eggs of Ps sprayed with isolate
T08.024. The females were individualized and fed with a drop of honey. Some
parameters were evaluated: the functional response, parasitism capacity, life table
and preference test. For analysis of functional response the densities of 2, 4, 8, 16,
32 and 64 eggs were tested, and the best densities were used for other tests, that
were, 32 and 8 eggs for T. pretiosum and T. exiguum respectively. The parameters
evaluated were: parasitism, viability, sex ratio, longevity and egg-adult period.
Bacillus thuringiensis affected the eggs of Plutella xylostella influencing parasitism
of Trichogramma sp., positively or negatively, depending on the isolate used. The
interaction Trichogramma-Bacillus thuringiensis may change according to the
species of parasitoid and the Bt strain used, it is necessary to study the specific

interactions prior to use their two agents together.

Key words: Parasitism capacity, interaction, functional response, life table, preference

test.



CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGCAO

O controle biolégico € uma alternativa ao controle quimico, sendo, em
programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), utilizados em conjunto.
Parasitoides, predadores e microorganismos entomopatogénicos sdo agentes de
controle biolégico usados no mundo todo.

O uso do bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis Berliner, 1915
(Bacillales:Bacillaceae), em combinacdo com outras taticas de manejo, pode
resultar numa 6tima estratégia para contornar o problema da resisténcia de
pragas, como por exemplo, o uso de areas de reflgio, rotacdo de culturas e
inimigos naturais (VAN RIE & FERRE, 2000; MEDEIROS, 2004).

A atuacdo conjunta de inimigos naturais é considerada excelente alternativa
no manejo de insetos-praga em diversos agroecossistemas, sendo que este tipo
de interacdo pode ocorrer naturalmente ou por meio da manipulagdo do homem,
de forma inoculativa ou inundativa, mediante a liberagcdo de parasitoides e
predadores ou da aplicacdo de entomopatdgenos. Em diversos agroecossistemas
sdo comuns os relatos referentes a interagcdo de inimigos naturais, sendo
considerada uma das principais formas de incrementar o controle biolégico. Porém,
como qualquer tipo de interacdo, os efeitos podem ser favoraveis ou ndo, podendo
ser considerado de acéo sinérgica, aditiva ou antagbnica (ALVES, 1998).

Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) apresentam
potencial de integracdo com outros metodos de controle (OATMAN et al., 1983;
CAMPBELL et al., 1991; MERTZ et al., 1995, SOARES et al., 2007), assim como
com outros agentes em programas de Manejo Integrado de Pragas. Dentre esses
agentes, 0s microrganismos entomopatogénicos tem apresentado crescente

utilizagdo nesses programas, principalmente B. thuringiensis (Bt).



Os conhecimentos das interacdes envolvidas entre parasitoides do género
Trichogramma, da bactéria B. thuringiensis e insetos-alvo ainda sao incipientes no
Brasil. Trabalhos precursores nesta linha ratificam a importancia da associagao
destes agentes em programas de manejo integrado de pragas (MARQUES &
ALVES, 1995; MORANDI FILHO et al., 2006; POLANCZYK et al., 2006).

2 ESCOLHA DAS LINHAGENS

A escolha das linhagens utilizadas no trabalho, tanto para os parasitoides
guanto para a bactéria, foram direcionadas devido a outros trabalhos.

Para as espécies do parasitoide a escolha foi baseada em trabalhos que
demonstram ambas as espécies como promissoras para 0 controle de P.
xylostella, sendo escolhidas Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (GUO et al., 1989; MEIRA et al., 2011) e T. exiguum Pinto &
Platner, 1978 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (TABONE et al., 1999; THULER
et al., 2008).

Para a escolha dos isolados de bactérias, optou-se pelo isolado HD-1
subespécie kurstaki por ser utilizado em formulados para a producdo de
bioinseticidas comerciais (ex. Dipel®), que tem alta toxicidade e amplo espectro
de acdo, e grande destague no mercado mundial, com eficiéncia para 170
lepidépteros-praga (GLARE & O’'CALLAGHAM, 2000) e pelo isolado T08.024 por
ter apresentado bons resultados em trabalhos realizados por VIANA et al., 2007,
demonstrando o isolado como promissor para o controle de P. xylostella; foi
identificado a presenca de alguns genes cry nos isolados testados, sendo para
HD-1 os genes crylAa, crylAb e crylAe e para T08.024 o gene crylAc (VIANA,
2007)



3 OBJETIVO

Um dos fatores que pode ser responsavel pelo sucesso ou fracasso da
utilizacdo de parasitoides do género Trichogramma no controle de lepidopteros-
praga € o conhecimento de seus parametros biolégicos quando associados a
determinado hospedeiro-alvo, tais como: capacidade e viabilidade do parasitismo,
duracdo do ciclo de desenvolvimento, razdo sexual e longevidade (FUENTES,
1994).

O objetivo do trabalho foi estudar a performance de Trichogramma
exiguum e Trichogramma pretiosum, em ovos de populacdes de P. xylostella sob
acao dos isolados HD-1 e T08.024 de Bacillus thuringiensis, observando-se
também a diferenca entre as espécies de parasitoide. Para isto foram avaliados: a
resposta funcional, capacidade de parasitismo, tabela de vida e teste de

preferéncia.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Plutella xylostella

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), € considerada a praga mais importante das plantas da familia
Brassicaceae, no Brasil e no mundo (DIAS et al., 2004), devido aos sérios danos
causados as plantas, ocasionando grandes perdas nos campos de producédo
(CASTELO BRANCO & FRANCA, 2001).

E originaria provavelmente da Europa, mas hoje se encontra em toda a
América, Europa, Sudeste Asiatico, Australia e Nova Zelandia. Foi observada pela
primeira vez no Norte da América, em 1854, em lllinois, mas se espalhou para a
Flérida e Montanhas Rochosas até 1883, e foi relatada na Coldmbia por British a

partir de 1905. E a principal praga das brassicas na Asia e na América. No Brasil,



o primeiro registro de P. xylostella foi feito na Bahia (BONDAR, 1928), sendo que
nesta época a praga inutilizava os cultivos de repolho da regiao.

E um inseto de ciclo curto (Figura 1), em que a temperatura € fator
determinante, pois em condigbes mais quentes o ciclo pode ser de 12 dias. O
namero de geracdes varia de 5 a 10 por ano, dependendo das condicbes
climaticas e da disponibilidade de alimento, pois as populacbes dessa praga
variam muito de um ano a outro (CASTELO BRANCO & VILLAS BOAS, 1997;
DIAS et al.,, 2004). As fémeas ovipositam na face abaxial das folhas. Apds a
ecloséo, as lagartas de primeiro instar “minam” as folhas, alimentando-se do
parénquima por dois ou trés dias. Em seguida, abandonam as “minas” e passam
a alimentar-se da epiderme, perfurando as folhas e inutilizando-as para o
consumo. Quando completam o desenvolvimento larval, empupam no interior de

um pequeno casulo de seda na face abaxial das folhas (IMENES et al., 2002).

Figura 1: Ciclo de vida de Plutella xylostella.

No Brasil, sua ocorréncia tem sido observada durante todo o ano (MELO et
al., 1994; LOGES, 1996). A praga esta diretamente relacionada a reducdo de



producdo de brassicas nos plantios comerciais em todas as regides de cultivo do
mundo (DICKSON et al., 1990), sendo que os danos por ela causados acarretam
a depreciacdo do produto, o atraso no crescimento da planta e até mesmo a
morte (MONNERAT et al., 2004).

Para contornar os danos causados pela traca é frequentemente utilizado o
controle quimico, por ser considerado rapido e eficiente na reducéo populacional
dessa praga (TALEKAR & SHELTON, 1993; CASTELO BRANCO & MELO, 2002; DIAS
et al.,, 2004). No entanto, tal pratica ndo tem apresentado bons resultados ao
longo dos anos, uma vez que, em alguns casos, aplicacdes de inseticidas, em até
trés vezes semanais, ndo reduziram os danos da traca (CASTELO BRANCO et
al., 2001). E atualmente visa-se a obtencdo de medidas de controle tecnicamente
mais adequadas, economicamente satisfatorias e ecologicamente corretas
(THULER, 2006).

4.2 Trichogramma

Trichogrammatidae € uma das 20 familias agrupadas na superfamilia
Chalcidoidea (PARRA & ZUCCHI, 1997), um grupo de insetos estritamente
parasitoides e, consequentemente, de importancia para o controle bioldgico.
Trichogrammatidae s&do normalmente endoparasitoides primarios solitarios ou
gregérios de ovos, mas hé relatos de hiperparasitoides facultativos e parasitismo
larval em Cecydomyiidae (NOYES, 2003).

Embora a familia seja uma das menores em Chalcidoidea
(aproximadamente 650 espécies em 80 géneros), sua importancia para
entomologia aplicada €é consideravel. Essa importancia se deve quase
exclusivamente ao género Trichogramma, o maior da familia, que se desenvolve
em inameras espécies de praga principalmente da ordem Lepidoptera. Devido a
essa associacdo com as espécies de pragas, bem como a disponibilidade de

técnicas de criacdo massal, esse género tornou-se um dos grupos de insetos



entomofagos mais comumente usado no controle bioldégico (PARRA & ZUCCHI,
1997).

Apresentam ciclo relativamente curto (Figura 2), geralmente de 10 dias,
porém pode variar de acordo com a espécie e as condicdes climéaticas
(temperatura, fotoperiodo, umidade) (PRATISSOLI & PARRA, 2001; BESERRA &
PARRA, 2004; MOLINA & PARRA, 2006; NAVA, 2007). De acordo com
VOLKOFF et al. (1995) e DAHLAN & GORDH (1996) apresentam apenas um
instar larval; a longevidade dos adultos pode variar de acordo com a alimentacéo
e temperatura, sendo que fémeas adultas alimentadas apenas com mel
sobrevivem cerca de 3 dias, enquanto as que se alimentam de mel+ovo vivem em
média 24 dias (KNUTSON, 1998).

Desenvolvimento de Trichogramma spp.

Dia 1. Trichogramma Dias 1-3, Os owvos Dia 4-8. O ovo do pjg g-10. Os adultos
spp. parasita oves flcam bronzeados. A  hospedeiro torna-se g4, Trichogramma

anteriores a fase onde larva de Trichogramma enegrecido, Spp. emergem.
a capsula cefilica da Spp. se alimenta do Trichogramma sSpp.
lagarta & visivel. conteddo intermno do encontra-se na fase

ovo, de pupa,

Figura 2: Ciclo de vida de Trichogramma. Adaptado de KNUTSON (1998).

Ocorre partenogénese telitoca reversivel ou ndo, genética ou induzida por
Wolbachia spp. (Proteobacteria: Rickettsiales) (STOUTHAMER & WERREN,
1993). Wolbachia spp. sdo bactérias encontradas em tecidos reprodutivos
(ovarios e testiculos) de uma vasta gama de artropodes. Estas bactérias causam

uma série de alteracbes reprodutivas em seus hospedeiros, incluindo



incompatibilidade citoplasmatica entre as linhagens e espécies afins, a inducéo a
partenogénese, e feminizacdo de machos genéticos (WERREN, 1997)

Na reproducdo normal em Hymenoptera, os ovos fecundados séo dipléides
e originam fémeas, enquanto ovos ndo fecundados s&o hapldéides e originam
machos, ocorrendo partenogénese arrenétoca. Na partenogénese telitoca, os
ovos ndo fecundados também s&o capazes de originar fémeas dipléides. A
reversibilidade € detectada no fato de que, se as fémeas telitocas forem
submetidas a tratamento com antibiotico, podem voltar a reproduzir normalmente
com a fecundagédo dos machos, ou seja, ndo estdo reprodutivamente isoladas do
restante da populagdo. A ocorréncia deste fenbmeno tem implicacdes tanto na
separacao de espécies (que ja é suficientemente problematica, com a existéncia
de espécies cripticas e variacdo intraespecifica) quanto no controle biolégico
(PINTO & STOUTHAMER, 1994).

O género Trichogramma é constituido de aproximadamente 180 espécies,
€ um importante agente de controle biologico, isto se deve a sua ampla
distribuicdo geografica, onde estd associado eficientemente a um grande ndimero
de espécies pragas de cultura de interesse econ6mico como: soja, milho,
algodéao, tomate, hortalicas etc. (PARRA et al., 2002).

Os estudos a respeito de Trichogramma spp. indicam que o
desenvolvimento da larva da vespa é condicionado a varios fatores, entre eles: a
capacidade do cérion do ovo hospedeiro de resistir & dessecacao, quantidade de
alimento disponivel, temperatura, nimero de parasitoides se desenvolvendo no
ovo, tamanho do ovo hospedeiro e até mesmo qual o hospedeiro, uma vez que
ocorre polifagia. O desenvolvimento pode resultar em polimorfismo dos adultos. A
fémea marca com ferombnios 0s ovos em que ovipositou, mas ha registro tanto
de superparasitismo quanto de multiparasitismo (HANSON & GAULD, 1995).

Trichogramma spp. podem se desenvolver em ovos de diversos insetos-
praga (PHILIP & ORR, 2008). Eles destacam-se entre os agentes bioldgicos por

parasitarem ovos de pragas agricolas (PRATISSOLI et al., 2004) e florestais



(OLIVEIRA et al., 2000; 2003; SOARES et al., 2007), principalmente da ordem
Lepidoptera.

4.3 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis é uma bactéria em forma de bastonete, Gram-
positiva, flagelada, pertencente a familia Bacillaceae; € anaerébica facultativa,
podendo ser encontrada nos mais variados ecossistemas terrestres (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2000), e em substratos como solo, agua, insetos mortos e algumas
plantas (KRYWUNCZYK & FAST, 1980; MONNERAT & BRAVO, 2000;
VALICENTE & BARRETO, 2003). Desenvolve-se em meios aerdbicos artificiais
bastante simples e, na auséncia de certos nutrientes ou acumulo de metabdlitos
indesejaveis, entra em processo de esporulacdo na fase estacionaria. Durante a
esporulacdo sintetizam uma inclusdo protéica cristalina, composta por
subunidades denominadas cristais, com atividade inseticida. Os cristais sao
constituidos por 6-endotoxinas,que sdo as proteinas Cry e Cyt, que vado sendo
acumuladas na célula bacteriana (HERRNSTADT et al.,, 1986; DIAS, 1992;
GLARE & O’ CALLAGHAM, 2000).

Esta bactéria tem efeito em espécies de diversas ordens de artropodes,
entre elas: Coleoptera, Collembola, Diptera, Blattaria, Hemiptera, Hymenoptera,
Isoptera, Lepidoptera, Neuroptera, Orthoptera, Siphonaptera, Thysanoptera
(WASANO et al., 1998, 2001; VAN FRANKENHUYZEN, 2009). O uso para
controle de insetos-praga se da para as ordens Coleoptera, Diptera e Lepidoptera
(MONNERAT & BRAVO, 2000; MEDEIROS et al., 2005), sendo que diversos
trabalhos relatam seu uso para controle da traca-das-cruciferas (CASTELO
BRANCO & AMARAL, 2002; MONNERAT et al., 2004; DIAS et al., 2004;
SAYYED et al., 2004; KHAN et al., 2005), sendo que para P. xylostella tem-se
confirmadas 28 toxinas Cry que possuem efeito patogénico: CrylAb, CrylAc,
CrylAd, CrylAh, CrylBa, CrylBd, CrylBe, Cryl1Bf, CrylCa, CrylFa, CrylGb,



CrylGc, Crylla, Cryllb, Crylld, Crylle, Cryllf, CrylJa, CrylJb, CrylJc, Cry2Aa,
Cry7Ba, Cry8Da, Cry9Aa, Cry9Ca, Cry9Ec, Cry22Ab, Cry32Aa (VAN
FRANKENHUYZEN, 2009).

Os cristais de Bt, apds serem ingeridos pelas larvas dos insetos
suscetiveis, sofrem acdo do pH intestinal e de proteases, que o0s solubilizam e
ativam as toxinas (proteinas Cry). Essas toxinas se ligam a receptores localizados
no tecido epitelial do intestino médio das larvas, formando poros que aumentam a
permeabilidade da membrana e ocasionam a quebra do equilibrio osmaético da
célula, que intumesce e rompe, propiciando o extravasamento do conteudo
intestinal para a hemocele do inseto (Figura 3). Em consequéncia, a larva para de
se alimentar, torna-se imovel e morre por inanicdo ou septicemia (KNOWLES,
1994; COPPING & MENN, 2000; PRACA et al., 2004, BRAVO et al., 2007).

O mercado de bioinseticidas representa cerca de 2,5% do mercado
mundial de inseticidas e produtos a base desta bactéria representam 53% dos
bioinseticidas (CPL Business Consultants & CAB International Centre, 2010), ja
no Brasil utilizam-se produtos a base de Bt para o controle de cerca de 30 pragas
de importancia agricola (SOUZA, 2001; POLANCZYK & ALVES, 2005). Apesar da
eficiéncia do Bt ser comprovada para diversas pragas de diferentes ordens, tem
sido relatada a selecdo de populacdes resistentes a esta bactéria em todo o
mundo, com destaque para P. xylostella, cuja resisténcia foi observada por ZHAO
et al. (1993), TABASHNIK (1994), PEREZ & SHELTON (1997), WRIGHT et al.
(1997) e CASTELO BRANCO et al. (2003) em popula¢gdes dos EUA (Florida,
Hawaii e Nova York), América Central (Costa Rica, Guatemala, Honduras e

Nicaragua), Asia (Japao, Malasia) e Brasil, respectivamente.
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Figura 3: Processo de infeccdo de Bacillus thuringiensis. (Adaptado de:

International Programme on Chemical Safety)
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CAPITULO 2 — COMPORTAMENTO DE PARASITISMO DE Trichogramma
pretiosum RILEY, 1879 E Trichogramma exiguum PINTO & PLATNER, 1978
EM DIFERENTES DENSIDADES DE OVOS DE Plutella xylostella (LINNAEUS,
1758) SOB AGAO DE Bacillus thuringiensis BERLINER, 1915 (BACILLALES:
BACILLACEAE)

RESUMO

O objetivo foi avaliar a influéncia dos isolados HD-1 e T08.024 de Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki (Bt) no comportamento de Trichogramma pretiosum e
T. exiguum em ovos de diferentes populacbes de Plutella xylostella, por
pulverizagcédo direta da suspensdo de Bt sobre os ovos da praga e em ovos de
uma populacdo submetida a presséo de selecdo a Bt. O experimento constou de
guatro tratamentos, sendo: ovos da populacdo suscetivel (Ps) a Bt com mais de
100 geracdes (1002-105%) em laboratorio (Testemunha); ovos da populacdo
submetida a pressao de selecdo ao isolado HD-1 por mais de 40 geracdes (402-
453) (Res); ovos da Ps pulverizados com HD-1 e ovos da Ps pulverizados com o
isolado T08.024. Os ovos, nas densidades de 2, 4, 8, 16, 32 e 64, foram
oferecidos a fémeas individualizadas dos parasitoides. Os parametros avaliados
foram: parasitismo, viabilidade e razdo sexual, todos submetidos a andlise de
variancia e teste de Tukey, foram estimados a taxa de ataque e o tempo de
manipulacdo As espécies de parasitoides estudadas apresentaram
comportamento distinto. A populagdo de P. xylostella submetida a pressédo de
selecgéo, propiciou aumento de parasitismo de T. pretiosum, mas n&o no caso da
espécie T. exiguum. Os isolados T08.024 e HD-1 propiciaram menor viabilidade

de ambos os parasitoides. Os isolados também afetaram a razdo sexual de T.
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pretiosum, mas todas permaneceram dentro do recomendado (0,5). Para T.
pretiosum a densidade de ovos mais adequada € a de 32 ovos, e T. exiguum nao

sofreu influéncia da densidade.

Palavras-chave: Bt, Controle microbiano, interacdo, parasitoide de ovos, traca-

das-cruciferas

1 INTRODUGAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), esta diretamente relacionada com a reducdo da produtividade de
brassicaceas em plantios comerciais no mundo (DICKSON et al., 1990), sendo
gue os danos por ela causados acarretam a depreciacao do produto, 0 atraso no
crescimento da planta e até mesmo a inviabilizacdo da producdo (MONNERAT et
al., 2004). Para contornar os danos causados pela traca, 0 método de controle
mais empregado ainda € o quimico, por ser considerado rapido e eficiente na
reducao populacional dessa praga (DIAS et al., 2004). No entanto, tal pratica néo
tem apresentado bons resultados ao longo dos anos, uma vez que, em alguns
casos, aplicacbes de inseticidas, até trés vezes semanais, ndo reduziram oS
danos causados pelo inseto (CASTELO BRANCO et al., 2001).

Uma alternativa ao controle quimico € o uso de agentes de controle
biolégico, como os parasitoides, predadores e  microorganismos
entomopatogénicos, que sdo usados em toda parte do mundo, e podem ser
utilizados em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Bacillales: Bacillaceae) é uma bactéria
entomopatogénica que se destaca como alternativa para o controle mais eficaz e

racional de P. xylostella. Isolados de B. thuringiensis (Bt) e/ou bioinseticidas a
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base desta bactéria tem acdo patogénica contra mais de 1.000 espécies de
insetos, destacando-se o0s lepidopteros com 572 espécies suscetiveis
(POLANCZYK & ALVES, 2003), inclusive para controle da traca-das-cruciferas,
(DIAS et al., 2004) pelo fato da bactéria produzir proteinas Cry que séo
extremamente toxicas (HOFTE & WHITELEY, 1989).

O mercado de bioinseticidas representa cerca de 2,5% do mercado
mundial de inseticidas e produtos a base desta bactéria representam 53% dos
bioinseticidas (CPL Business Consultants & CAB International Centre, 2010), e
sdo comercializados ha mais de sessenta anos; no Brasil utilizam-se produtos a
base de Bt para o controle de cerca de 30 pragas de importancia agricola
(POLANCZYK & ALVES, 2005). Apesar da eficiéncia de Bt, tem sido relatada a
selecdo de populacdes resistentes a esta bactéria em vérias partes do mundo,
com destaque para P. xylostella, cuja resisténcia foi observada por ZHAO et al.
(1993), TABASHNIK (1994), PEREZ & SHELTON (1997) e CASTELO BRANCO
et al. (2003) em populacbes dos EUA (Flérida, Hawaii e New York), América
Central (Costa Rica, Guatemala, Honduras e Nicaragua), Asia (Japdo, Malasia) e
no Brasil, respectivamente. O uso do bioinseticida a base de Bt, em combinagéo
com outras taticas de manejo, pode resultar numa 6Otima estratégia para contornar
0 problema da resisténcia, como por exemplo, o uso de areas de reflgio, rotacédo
de culturas e emprego de inimigos naturais (parasitoides, predadores)
(MEDEIROS, 2004).

Dentre os parasitoides de ovos destacam-se os Trichogramatideos
(BLEICHER & PARRA, 1989), e espécies do género Trichogramma spp.
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) por se desenvolverem em ovos de diversos
insetos-praga (PHILIP & ORR, 2008), principalmente da ordem Lepidoptera,
sendo promissores agentes para o controle de P. xylostella (ZUCCHI &
MONTEIRO, 1997).

Esses parasitoides apresentam potencial de integragdo com outros
métodos de controle (OATMAN et al., 1983; CAMPBELL et al., 1991; MERTZ et
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al., 1995; SOARES et al., 2007), assim como outros agentes em programas de
MIP, como Bt.

O conhecimento das interacdes entre Trichogramma spp., Bt e insetos-alvo
ainda sao incipientes no Brasil. Trabalhos precursores nesta linha ratificam a
importancia da associacédo destes agentes em programas de manejo integrado de
pragas (POLANCZYK et al., 2006).

Generalizacdes a respeito da interacdo Bt x Trichogramma x insetos-alvo séo
dificeis de serem feitas devido ao grande numero de isolados existentes (mais de
60.000), dessa forma cada caso deve ser analisado separadamente (GLARE &
O’CALLAGHAN, 2000), avaliando-se o potencial desses agentes na interagéo.

O potencial de agentes para controle biolégico pode ser avaliado de vérias
formas, dentre elas, a resposta funcional, que analisa o comportamento de
parasitismo ou predacdo em funcdo da densidade populacional da presa ou do
hospedeiro, fornece parametros comportamentais envolvidos no processo de
parasitismo, permitindo realizar comparacgdes e estimativas, que podem indicar o
potencial de sucesso do agente estudado (FARIA et al., 2000).

Perante essas premissas, o presente trabalho objetivou avaliar a influéncia
dos isolados HD-1 e T08.024 de Bt no comportamento de parasitismo de
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 e T. exiguum Pinto & Platner, 1978 sobre
diferentes densidade de ovos de P. xylostella por pulverizacdo direta de Bt sobre
0s ovos da praga e em ovos de uma populagédo submetida a pressao de selecdo

a Bt, para isto utilizando a resposta funcional como ferramenta.

2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Biologia e Criagdo de

Insetos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Universidade Estadual
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Paulista (FCAV/Unesp), campus de Jaboticabal, no ano de 2011, em
delineamento experimental inteiramente casualizado. As matrizes dos
parasitoides utilizados: T. pretiosum e T. exiguum foram provenientes da criagao
do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico de Manejo Fitossanitario
de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES); os isolados de Bt utilizados:
HD-1 (presenca dos genes: crylAa, crylAb e crylAc) e T08.024 (presenca do
gene crylAc) (VIANA, 2007) foram obtidos no Banco de Germoplasma de Bacillus
entomopatogénicos pertencentes a colecdo do Laboratorio de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada(LGBBA) da FCAV/Unesp.

2.1 Criagado e manutencgao de Plutella xylostella

Os insetos foram criados no Laboratorio de Biologia e Criagdo de Insetos
do Departamento de Fitossanidade da FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP, em sala
climatizada ajustada a temperatura de 25+1°C, fotofase de 14 horas e umidade
relativa de 70+10%. ApOs a emergéncia, os adultos foram liberados em gaiolas
contendo um disco de folha de couve (var. manteiga Georgia) (8 cm de diametro)
gue foi colocado sobre um disco de papel filtro do mesmo tamanho, levemente
umedecido. Este papel foi disposto sobre um copo plastico transparente com a
abertura voltada para baixo, ficando a folha de couve elevada dentro da gaiola
transparente onde ocorreu a oviposi¢cao. No apice do recipiente tem uma abertura
de 2,3 cm, utilizada para a alimentacéo dos adultos com solugdo aquosa de mel a
10%, que foi fornecida por embebicdo de uma esponja presa com uma pequena
“trouxa” de tecido tipo voile nessa abertura. Em cada gaiola foi feita uma abertura
lateral, quadrada, coberta com tecido tipo voile para permitir troca de ar com o
ambiente. Os discos retirados das gaiolas foram colocados em placas de Petri até
a eclosdo das lagartas, quando foram transferidas para caixas plasticas com

folhas de couve, repostas quando necessario, até que as larvas atingissem a fase
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pupal. As pupas foram coletadas com o auxilio de pincel e acondicionadas em
tubos de ensaio vedados com filme plastico (PVC) com pequenos furos feitos com

um estilete, cuja finalidade foi promover aeracéo no interior dos tubos (Figura 1).

Figura 1: Esquema de criacdo de Plutella xylostella utilizado no Laboratério
de Biologia e Criacdo de Insetos da UNESP, Jaboticabal. Fonte:
THULER (2006).

2.2 Criagao e manutengao de Trichogramma pretiosum e T. exiguum

Os parasitoides foram criados e multiplicados em ovos do hospedeiro
alternativo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae). Os ovos
foram colados com goma arabica diluida em agua (30%) em retangulos de
cartolina azul celeste (8,0x 2,0cm) e inviabilizados pela exposicdo a lampada
germicida por um periodo de 45 minutos (STEIN & PARRA, 1987). Em uma das
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extremidades das cartelas foram anotados a data de parasitismo e o codigo de
identificacdo da espécie, o0 que possibilitou o controle das espécies de
Trichogramma mantidas para o estudo.

ApOs inviabilizagédo, os ovos foram oferecidos aos parasitoides em tubos de
vidro de 8,5x 2,5cm (comprimento x didmetro), mantidos em camara climatizada,
regulada na temperatura de 25+1°C, UR 70+10% e fotofase de 14 horas. As
cartelas foram mantidas por 24 horas para parasitismo (tempo suficiente para
realizacdo do parasitismo, e para que nao ocorra superparasitismo), e apos foram
transferidas para outro tubo limpo e fechado com PVC e mantido até nova

emergéncia do parasitoide, continuando o ciclo.

2.3 Manutencgao de Bacillus thuringiensis

Os isolados foram mantidos estocados em fitas de papel filtro, que foram
impregnadas com suspensfes de esporos e acondicionadas em tubos plasticos
com capacidade para 1 mL, mantidas a 10 °C em camara climatizada. Para evitar
contaminacdo do estoque em papel, a conducdo do experimento iniciou-se a
partir de um estoque em agua, ou seja, uma fita de papel impregnada com
esporos foi submersa em agua estéril e armazenada sob as condi¢cdes anteriores.

As suspensdes foram preparadas a partir da bactéria (isolado
correspondente) cultivada em meio de cultura “Nutriente Agar” incubado a 30°C
por 5 dias para completa esporulacéo e liberagcédo dos cristais. ApOs este periodo,
o conteudo bacteriano foi retirado da placa com auxilio de uma alga de platina e
colocado em tubo Falcon contendo 10 mL de agua deionizada autoclavada e
0,05% de espalhante adesivo (Tween® 80) e centrifugada por trés vezes por 20
minutos cada, a 5000 RPM, para eliminacdo das exotoxinas (POLANCZYK &
ALVES, 2005) constituindo assim a suspensao “mae”; com esta suspensao foram

realizadas outras duas suspensdes seriadas, a 10" e a 107 (Figura 2), com a
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finalidade de utilizar a Ultima para quantificacdo de esporos por ml de suspenséo,
por meio de leitura em camara de Neubauer.

Ap6s preparo das suspensdes na concentracdo de 3x10° esporos/ml, os
ovos (ja fixados em cartelas) foram pulverizados com uma pistola para pintura,
tipo aerdgrafo, acoplada a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com
pressdo operacional de 25Ibf/pol®, em capela de exaustdo. Foram aplicados 66
de suspensdo por cartela, garantindo a deposicdo média de 1,75mg.cm?2 de
esporo/cristal, de acordo com a recomendacéo da International Organization of
Biological Control of Noxious Animals and Plants (IOBC) (HASSAN, 1985). Apés a
pulverizagdo, as cartelas foram levadas para camara de fluxo laminar para

secagem e, somente em seguida, oferecidas aos parasitoides.

Figura 2: Esquema de multiplicacéo e preparo da suspensao esporo/cristal de
Bacillus thuringiensis.
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2.4 Bioensaios

O experimento foi realizado em sala climatizada a 25°C+1, UR 70%z10 e
fotofase de 14 horas e constou de quatro tratamentos para cada espécie do
parasitoide, sendo: ovos da populacdo suscetivel (Ps) a Bt (testemunha),
populacéo criada em laboratério por mais de 100 geracdes (1002-105%); ovos da
populacao submetida a presséao de selecao ao isolado HD-1 (Res) por mais de 40
geracgoes (402-45%); ovos da Ps pulverizados com HD-1; ovos da Ps pulverizados
com o isolado T08.024.

Em todos os tratamentos foram oferecidos aos parasitoides diferentes
densidades de ovos de P. xylostella (Oh-24h de idade): 2, 4, 8, 16, 32 e 64
(densidades escolhidas em progressdo geométrica para facilitar o encontro dos
pontos na curva a ser realizada). Foram individualizadas em tubos Duran (3,5 x
0,5cm) 10 fémeas de Trichogramma pretiosum e 10 de Trichogramma exiguum
(Oh-24h de idade e alimentadas com mel) por tratamento para cada densidade
(cada fémea corresponde a uma repeticdo). As fémeas foram individualizadas de
acordo com caracteristicas morfolégicas da antena descritas por PINTO (1997),
sendo elas de antena clavada e o macho de antena plumosa Os ovos foram
colados com goma arébica (30%) em cartelas de cartolina de cor azul celeste (3,5
x 0,4 cm) e acondicionadas em tubos de Duran (3,5 x 0,5cm). Para os ovos a
serem tratados com os isolados HD-1 e T08.024, foram preparadas as
suspensdes de esporo/cristal dos respectivos isolados em concentragdes de
3x10%esporos/ml. Permitiu-se o parasitismo por 24 horas, sendo as cartelas
mantidas nas mesmas condic¢des climaticas até sua avaliacao.

A metodologia utilizada para obtencdo da populacdo submetida a presséo
de selecéo (Res) esta descrita em VIANA (2011).

Os parametros avaliados foram: parasitismo, viabilidade, razdo sexual,
sendo os dados submetidos a analise de variancia, e as médias dos tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey (5%), e o parasitismo utilizado para analises de

resposta funcional.
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Para determinar o tipo da resposta funcional realizou-se a anélise logistica
de regressao, usando o modelo de regressdo nao linear para ajustar os dados
para o0 modelo de resposta funcional selecionado (JULIANO, 2001), sendo os
dados de cada densidade de ovos e de cada tratamento submetidos a analise de
regressao logistica por maxima probabilidade (PROC CATMOD; SAS Institute,
2002), segundo a equacéao:

Na=  exp (Pot+PiNg+PoN%+PsN))
Wo 1+ exp (P0+P1N0+P2N20+P3N30)

Onde o No é o numero de ovos oferecidos, Na é o numero de ovos
parasitados e Po, Pi, P2, e P3; sdo as constantes, linear, quadratica e cubica,
respectivamente, relacionadas com a inclinacdo da curva. A hipotese nula é que
0s parametros lineares ndo sao significativamente diferentes de zero. A resposta
funcional do tipo | € indicada por termos lineares néo significativamente diferentes
de zero, ou seja, inclinacdo zero; o tipo Il por um valor negativo significativo de Pg
e tipo Il pelos parametros Py positivo e P; negativo (CHONG & OETTING, 2007).

Apo6s determinar o tipo adequado de resposta funcional, foram estimados
0s parametros de a’ (taxa de ataque que é a quantidade de area explorada para
encontrar o hospedeiro por unidade de tempo) e Ty, (tempo de manipulacdo que é
tempo gasto entre o encontro do ovo e 0 parasitismo) dessas equagoes,
independente se a equacgéo de resposta funcional assume modelo linear (tipo I)
ou ndo linear (tipo 1l ou IIl), que foram calculados pelo ajuste do nimero de ovos
parasitados pela densidade variavel do hospedeiro para a resposta funcional
adequada, determinada pela regressao logistica usando o procedimento de

regressao nao-linear por minimos quadrados (PROC NLIN; SAS Institute, 2002).



32

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trichogramma pretiosum apresentou diferentes comportamentos de
resposta funcional nos tratamentos, sendo para a maioria deles do tipo lll,
indicando que o parasitoide é beneficiado pelo aumento da densidade do
hospedeiro, necessitando de densidades adequadas (32) para seu melhor
desempenho, mas, densidades elevadas (64) nao favorecem o comportamento do
inseto, fazendo com que o parasitismo diminua, a partir de certa densidade de
ovos. Com o isolado T08.024 apresentou resposta funcional do tipo I,
diferenciando dos demais. Este tipo de resposta descreve a situagdo na qual o
parasitismo aumenta proporcionalmente com o aumento da densidade de ovos
(do hospedeiro), tendendo na sequéncia a estabilizacdo, sendo considerado por
HOLLING (1961), o tipo mais comum de resposta para parasitoides e predadores
(Tabela 1). BERNARDES (2009), ao avaliar a interacdo de T. pretiosum com ovos
de Anticarsia gemmatalis Huebner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) imersos em
suspensfes de Bt (estirpes selvagens), observou maior taxa de parasitismo nas
primeiras 24 horas com alguns dos isolados (997 e 633), ndo havendo diferenca
com 1054, demonstrando que diferentes isolados podem gerar respostas
distintas. Com T. exiguum a resposta funcional para todos os tratamentos foi a do
tipo Il (Tabela 2). Ha diferenca no tipo de resposta funcional das espécies, pois,
enquanto em T. pretiosum o tipo predominante foi Ill, em T. exiguum foi do tipo Il.
Estes resultados indicam que ha diferenca no comportamento entre as espécies,
assim, como acao dos isolados de Bt nos parasitoides, visto que em T. exiguum
os isolados utilizados ndo afetaram o tipo de resposta. Tal situacdo pode ser
devido a composicdo genética de cada espécie, que apesar de obterem os
mesmos estimulos podem desencadear comportamentos diferentes (VINSON,

1997).
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Tabela 1. Estimativas pela regressédo logistica da proporcédo de ovos de Plutella
xylostella parasitados por Trichogramma pretiosum sob acdo de Bacillus
thuringiensis em fungéo das densidades de 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ovos.

Tratamentos Parametros Estimativas (+ EP) GL ¥° P
Intercepto -1,963+0,2707 1 52,64 <0,0001
Linear 0,092+0,0168 1 30,15 <0,0001
Testemunha
Quadratico -0,001+0,0002 1 52,36 <0,0001
Cubico - - - -
‘Intercepto -1,030£0,234 | 1 19,27 <0,0001
Linear 0,042+0,015 1 7,57 0,0059
HD-1
Quadratico -0,001+0,0002 1 27,71 <0,0001
Cubico - - - -
‘Intercepto -0,725+0,416 | 1 3,03 00816
Linear -0,085+0,063 1 182 0,1776
T08.024
Quadratico 0,005+0,002 1 4,38 0,0365
Cubico 0,00006 + 0,00002 1 7,37 0,0066
‘Intercepto -0,797+0,393 | 1 410 00429
Linear 0,339+0,064 1 28,28 <0,0001
Resistente
Quadratico -0,014+0,002 1 36,07 <0,0001

Cubico 0,0001+0,00002 1 3554 <0,0001
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Tabela 2. Estimativas pela regressédo logistica da proporcédo de ovos de Plutella
xylostella parasitados por Trichogramma exiguum sob acao de Bacillus
thuringiensis em fungéo das densidades de 2, 4, 8, 16, 32 e 64 ovos.

Tratamentos Parametros Estimativas (+ EP) GL X P
Intercepto 0,2460 + 0,2 1 1,51 0,2186
Linear -0,1092 + 0,0111 1 96,21 <0,0001
Testemunha
Quadrético - - - -
Cubico - - - -
Intercepto ~ -0,46+0,2803 1 2,69 0,1008
Linear -0,1217 + 0,240 1 25,64 <0,0001
HD-1
Quadratico 0,00123+£0,000331 1 13,68 0,0002
Cubico - - - -
Intercepto ~ -2,6245+1,0530 1 6,21 0,0127
Linear -0,2555 + 0,1752 1 2,13 0,1448
T08.024
Quadratico 0,0130 £ 0,00670 1 3,75 0,0529
Cubico -0,00014 + 0,000066 1 4,76 0,0291
Intercepto ~ -1,2851+0,2059 1 38,96 <0,0001
Linear -0,0490 + 0,00695 1 49,76 <0,0001
Resistente
Quadratico - - - -
Cubico - - - -

O comportamento de parasitismo de T. pretiosum foi influenciado

positivamente pelo aumento na densidade de ovos, até a densidade de 32

ovos/fémea do parasitoide, quando ocorreu o maior parasitismo, seguindo a partir
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dai em uma curva decrescente em todos os tratamentos (Figura 3). O mesmo

comportamento foi observado por PEREIRA et al. (2004), que avaliaram a

influéncia da densidade de ovos de P. xylostella no parasitismo de T. pretiosum,

encontrando maior parasitismo nas densidades de 15 e 30 ovos, e a partir dai

seguido de um decréscimo. O maior grau de parasitismo verificado nessas

densidades pode ser devido a uma maior concentracdo de quimicos volateis que

estimulam a atividade do parasitoide, pois a presenca deles representa um dos

fatores que pode afetar o parasitismo, de acordo com PRATISSOLI et al. (2010).
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Figura 3: Numero de ovos parasitados (média £ EP) por Trichogramma pretiosum
em diferentes densidades do hospedeiro Plutella xylostella sob acdo de
diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.
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O decréscimo na taxa de parasitismo caracteriza a estabilizacdo da
resposta mesmo com aumento da disponibilidade de ovos. Este decréscimo
evidencia a influéncia negativa do excesso de ovos do hospedeiro na oviposi¢ao
do parasitoide (FARIA et al., 2000), fato esse ja observado por PARON et al.
(1998) com T. atopovirilia Oatman & Platner, 1983 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) em ovos de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
Noctuidae). Tal comportamento pode ter ocorrido pelo tempo de 24 horas néo ter
sido suficiente para que ocorresse maior parasitismo, devido a caracteristica do
parasitoide em realizar forrageamento para escolher os ovos com melhores
caracteristicas para oviposi¢ao, utilizando assim a maior parte do seu tempo na
procura pelos melhores ovos devido a grande disponibilidade, mostrando que 24
horas n&o seriam suficientes para um maior parasitismo. Ou devido a
caracteristicas proprias da espécie/linhagem, como a intensidade do ataque, 0s
estimulos aos quais responde e o comportamento da espécie, 0s quais sao pre-
determinados geneticamente.

De modo geral, T. exiguum nao teve o parasitismo influenciado pelo
aumento da densidade de ovos (Figura 4), ndo sendo observado parasitismo na
densidade de ovos de 64 para testemunha e 2, 4 e 16 para T08.024, mesmo
assim, nao foi observada diferenca, pois 0 numero de ovos parasitados manteve-
se em valores baixos (inferiores a 5, mesmo nas maiores densidades),
demonstrando que ovos de P. xylostella ndo sdo muito atrativos para esta
espécie. Este comportamento demonstra a ndo influencia da densidade no
parasitismo, também foi observado por PARON et al. (1998), que estudaram a
influéncia da densidade de ovos de H. zea no parasitismo de T. atopovirilia, ndo
encontrando diferenca de parasitismo nas densidades estudadas.

Ao analisar os dados de taxas de parasitismo sem discriminar as
densidades de ovos disponiveis e observando apenas a influéncia de Bt (Tabela
3), € possivel verificar que para a espécie T. pretiosum, a populacdo submetida a
pressédo de selecdo (Res) apresentou porcentagem de parasitismo superior aos

demais, o que pode ser atribuido a um provavel aumento de atratividade dos ovos



ao parasitoide devido as consecutivas pulverizacdes de Bt na populacéo,
podendo ter influenciado a produgéo/concentracéo desses volateis; ou ter gerado
ovos com melhor qualidade nutricional, 0 mesmo nao ocorreu com T. exiguum, o
gue pode ser devido ao parasitoide, em condi¢des naturais (testemunha),
apresentar baixo parasitismo, e mesmo com a influencia das pulverizacGes
consecutivas ndo foi suficiente para aumentar o parasitismo, evidenciando

novamente a diferenca de performance entre as espécies.
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Figura 2: Numero de ovos parasitados (média £ EP) por Trichogramma exiguum
em diferentes densidades do hospedeiro Plutella xylostella sob acdo de
Bacillus thuringiensis

Diferencas entre espécies em condi¢cdes naturais de parasitismo podem

ocorrer, como relatado por TABONE et al. (2010), que estudaram varias espécies
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e linhagens de Trichogramma parasitando ovos de P. xylostella e observaram que
tiveram comportamentos diferentes.

Os isolados que foram pulverizados sobre os ovos nao afetaram o
parasitismo de ambas as espécies. HWANG et al. (2010) estudaram combinacoes
de T. ostriniae Pang & Chen, 1917 com Bt para controle de P. xylostella, e
também constataram que n&o houve diferenca de parasitismo nos casos

estudados.

Tabela 3: Efeito de isolados de Bacillus thuringiensis nos parametros biologicos
de Trichogramma pretiosum e T. exiguum de acordo com o tratamento.

T. pretiosum T exiguum

Tratamento Parasitismo Viabilidade Razao sexual Parasitismo Viabilidade

% % % %
Testemunha 12,50 B 60,22 A 0,76 A 5,10 A 62, 26 AB
HD-1 12,39 B 36,96 B 0,53B 2,94 A 51,74 B
T08.024 13,17 B 39,91 B 0, 68 AB 2,96 A 34,67 B
Resistente 24,42 A 69,55 A 0,74 A 3,48 A 77,44 A

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste
de Tukey.

Nas mesmas condicOes, T. pretiosum teve a viabilidade comprometida nos
tratamentos com HD-1 e T08.024 (Tabela 3). PRATISSOLI et al. (2006) avaliaram
o efeito de diferentes isolados de Bt em T. pratissoli Querino & Zucchi, 2003 em
seu hospedeiro alternativo A. kuehniella e também observaram que alguns
isolados tiveram efeito negativo na viabilidade. Nas diferentes densidades de
ovos, a viabilidade teve diferentes variacdes, ndo seguindo um padréo (Tabela 4).
MOURAO et al. (2009) encontraram influencia da densidade de ovos na
viabilidade de Telenomus remus Nixon, 1937 (Hymenoptera: Scelionidade) em
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), encontrando
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gue a densidade de 60 ovos propiciou maior viabilidade de ovos, corroborando
para os dados encontrados. Para T. exiguum n&o houve diferenca na viabilidade
entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 3) e nem em relacdo as densidades

como um todo (Tabela 4).

Tabela 4: Efeito da densidade nos parametros biolégicos de Trichogramma
pretiosum e T. exiguum de acordo com a densidade.

T. pretiosum T exiguum
Densidade de Parasitismo Viabilidade Razao Parasitismo Viabilidade
0oVv0S
sexual
2 1,56 C 65,38 ABC 0,95 A 1,01563 A 50,00 A
4 3,35 C 40,35 C 0,64 A 2,57813 A 48,33 A
8 11,48 BC 59,26 BC 0,63 A 5,30000 A 56,95 A
16 20,00 B 66,66 AB 0,74 A 476563 A 79,80 A
32 37,57 A 80,33 A 0,70 A 5,30313 A 61,53 A
64 19,76 B 14,57 D 0,58 A 2,79350 A 57,15 A

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste
de Tukey

A razao sexual de T. pretiosum foi afetada pelo tratamento HD-1 (Tabela
3), porém, apesar da diferenca, pode-se dizer que todos os tratamentos obtiveram
resultado satisfatorio, pois a razdo sexual acima de 0,5 é considerado um valor
ideal (VAN LENTEREN, 1994) devido a geracdo igual ou maior de fémeas em
relacdo aos machos. Para T. exiguum nao foi avaliada a razdo sexual por se tratar
de uma populacdo telitoca, produzindo dessa maneira apenas fémeas. A
densidade de ovos nao influenciou a raz&o sexual (Tabela 4).

Analisando-se os parametros taxa de ataque e tempo de manipulacao,

observou-se que o maior desempenho para T. pretiosum na populacdo sob
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presséo de selecdo (Res) foi devido ao menor tempo de manipulagéo gasto pelo
parasitoide, ou seja, os parasitoides em contato com 0s ovos dessa populagéo
demoraram menos para reconhecer o ovo e parasita-lo, possibilitando maior
guantidade de ovos parasitados em um mesmo espaco de tempo do que nos
outros tratamentos, dessa maneira colaborando com a hip6tese de que houve
influéncia na atratividade ou qualidade dos ovos, ou ainda o parasitoide pode ter
aumentado o ritmo de parasitismo devido a percepcao de que existe algo
diferente naqueles ovos e que precisa aumentar a prole para garantir a
sobrevivéncia da espécie. BEZZERRIDES et al. (2004) observaram que um
alcaléide, obtido quando as lagartas de Utetheisia ornatrix (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Arctiidae) se alimentaram de plantas, esta presente no inseto adulto
e também nos ovos em que a fémea oviposita. Este alcaloide serve de protecéo
contra o parasitismo de T. ostriniae. Porém, a fémea do parasitoide ao perceber a
presenca do alcaldide aumenta a taxa de parasitismo para garantir a
sobrevivéncia da prole, vencendo o mecanismo de defesa do inseto. A taxa de
ataque nao sofreu alteracdo, conforme o tratamento, confirmando que a
capacidade de reconhecer 0 hospedeiro da espécie ndo foi afetada (Tabela 5).

T. exiguum néo apresentou diferenga entre os tratamentos para o tempo de
manipulacdo, mas estes foram elevados, variando entre 8,71 a 16,63 horas,
enquanto T. pretiosum n&o ultrapassou o tempo de 3,40 h.

Quanto a taxa de ataque, observou-se diferenca para T08.024 que
apresentou a menor taxa, propiciando menor tempo para o parasitoide encontrar
0S ovos, provavel aumento de atratividade, apesar disso, ndo refletiu em um
maior parasitismo, demonstrando que mesmo o0 parasitoide encontrando com
mais facilidade os ovos, a ndo preferéncia ao hospedeiro pelo T. exiguum néo

permitiu um aumento de parasitismo (Tabela 5).

Tabela 5. Médias estimadas para a taxa de ataque (a'tIC), tempo de manipulacdo
de presas (ThzIC) e parasitismo (Par.) para Trichogramma pretiosum
parasitando ovos de Plutella xylostella sob acdo de Bacillus thuringiensis.
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T. pretiosum T. exiguum

Tratamentos a Th a' Th

Testemunha 0,003+0,0022a 2,857+0,5077a 0,004+0,0029a 12,358+5,5216a
HD-1 0,004+0,0036a 3,409+0,6018a 0,003+0,0028ab 12,436+3,2788a
T08.024 0,003+£0,0026a 2,782+0,5707a 0,0003+0,0003b 8,719+3,3598a

Resistente 0,008+0,0038a 1,701+0,1679b 0,004+0,0028a 16,638%5,5611a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem mediante o IC a 95% de
probabilidade. IC=Intervalo de confianca.

O controle eficaz usando um agente microbiano e um inimigo natural pode
reduzir o uso de produtos quimicos, inibem o desenvolvimento de resisténcia a
pragas e é mais favoravel em termos de seguro e estabilidade da producédo de
produtos agricolas (HWANG et al., 2010).

Os resultados obtidos s&do importantes para o manejo da praga P.
xylostella, pois demonstram que os isolados da bactéria podem ser utilizados em
conjunto com os parasitoides, assim como em casos de populacdes resistentes a

bactéria.

4 CONCLUSOES

As espécies de parasitoides estudadas apresentaram comportamento
distinto em relacdo aos isolados de Bt utilizados.

A pulverizagdo consecutiva da suspensdo esporo/cristal do isolado HD-1
na populacédo de P. xylostella influenciou o parasitismo de T. pretiosum, gerando

aumento do parasitismo.
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Diferentes combinacfes de isolados de Bt e espécies de Trichogramma
geram interacdes diferentes com o inseto-alvo.

Ovos tratados com o isolado T08.024 influenciou ambas espécies de
parasitoides e juntamente com o isolado HD-1 propiciou menor viabilidade de T.
pretiosum, e menor de T. exiguum em relagéo a populacdo submetida a pressao
de selecéo.

Os diferentes isolados de Bt também afetaram a razdo sexual de T.
pretiosum, mas ndo a ponto de prejudica-la.

Para T. pretiosum a densidade de ovos mais adequada foi de 32, sendo
gue T. exiguum nao sofreu influéncia da densidade, mas sendo indicada a de 8,
pois mesmo nas maiores densidades o parasitismo nao alcangou o numero de

oito ovos parasitados.
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CAPITULO 3 - CAPACIDADE DE PARASITISMO E AUMENTO
POPULACIONAL DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 E Trichogramma
exiguum PINTO & PLATNER, 1978 EM OVOS DE Plutella xylostella
(LINNAEUS, 1758) SOB AGCAO DE Bacillus thuringiensis BERLINER, 1915
(BACILLALES: BACILLACEAE)

RESUMO

O objetivo foi avaliar a capacidade de parasitismo e o0 aumento
populacional de Trichogramma pretiosum e T. exiguum parasitando ovos de
Plutella xylostella sob acédo de Bacillus thuringiensis (Bt). O experimento constou
de quatro tratamentos para cada espécie do parasitoide, sendo: ovos da
populacao suscetivel (Ps) a Bt (testemunha), populacao criada em laboratério por
mais de 100 geracbes (1032-1082); ovos da populacdo submetida a pressao de
selecdo ao isolado HD-1 (Res) por mais de 40 geragdes (442 e 47%); ovos da Ps
pulverizados com HD-1; ovos da Ps pulverizados com o isolado T08.024. Para
cada fémea individualizada (15/Trat.) e alimentada (mel) foram oferecidos 32 ovos
de P. xylostella para T. pretiosum, e 8 para T. exiguum. As cartelas foram
trocadas diariamente até a morte das fémeas, e as parasitadas foram
acondicionadas em tubos de fundo chato até emergéncia dos adultos para
avaliacdo. O alimento foi reposto sempre que necessario. Os parametros
avaliados foram: numero de ovos parasitados, viabilidade, razdo sexual,
longevidade das fémeas, parasitismo diario, parasitismo acumulado e calculados
a Taxa liquida de reproducgéo (Ro); Tempo médio de geracao (T); Taxa intrinseca
de crescimento populacional (ry); Razéo finita de crescimento (A) e o Tempo

necessario para a populacao duplicar em nimero (TD). Os resultados mostraram
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gue os tratamentos com B. thuringiensis influenciaram o comportamento de T.
pretiosum, aumentando o parasitismo e melhorando as caracteristicas de
desenvolvimento. T. exiguum ndo apresenta boas caracteristicas de parasitismo

em P. xylostella mesmo quando em contato com Bt.

Palavras-chave: Brassicas, controle biologico, parasitoide de ovos

1 INTRODUGAO

Plutella xylostella (L.,1758) (Lepidoptera: Plutellidae), conhecida como
traca-das-cruciferas, € um microlepidoptero frequentemente encontrado em
cultivo de brassicas. E considerada uma praga cosmopolita, ocorrendo nas mais
diversas regides do globo (TALEKAR & SHELTON, 1993; CASTELO BRANCO et
al., 2001; DIAS et al., 2004; IMENES et al., 2002), independente das condi¢cbes
climaticas. Os danos por ela causados acarretam a depreciacdo do produto, o
atraso no crescimento da planta e até mesmo a inviabilizacdo da producéo
(CASTELO BRANCO & GATEHOUSE, 2001; MONNERAT et al., 2004). O
controle quimico tem sido muito utilizado, no entanto, aplicacdes de ate trés vezes
semanais néo tem reduzido os danos da praga (CASTELO BRANCO et al., 2001).

Uma alternativa ao controle quimico é o controle biolégico com parasitoides
de ovos (PRATISSOLI et al., 2004; BIANCHI et al., 2008). Os Trichogramatideos
sdo parasitoides de ovos que constituem importante grupo de inimigos naturais
com potencial para o controle biologico, pois eliminam a praga antes que qualquer
dano seja causado a cultura (BLEICHER & PARRA, 1989).
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Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae) podem se
desenvolver em ovos de diversos insetos-praga (ZUCCHI & MONTEIRO, 1997;
PHILIP & ORR, 2008). Destacam-se por parasitarem ovos de pragas agricolas
(PRATISSOLI et al., 2004) e florestais (OLIVEIRA et al., 2000; 2003; SOARES et
al., 2007), principalmente da ordem Lepidoptera, tem ampla distribuicdo
geogréfica, sdo altamente especializados, além de sua comprovada eficiéncia no
controle de pragas (ZUCCHI & MONTEIRO, 1997), sendo promissores no
controle de P. xylostella.

Esses parasitoides apresentam potencial de integracdo com outros
métodos de controle (OATMAN et al., 1983; CAMPBELL et al., 1991; MERTZ et
al., 1995, SOARES et al., 2007), assim como outros agentes em programas de
MIP, como Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Bacillales: Bacillaceae).

A interacdo desses dois agentes de controle € comum em programas de
Manejo Integrado de Pragas, como, por exemplo, na cultura do tomate no México,
Colémbia e Brasil (TRUMBLE & ALVARADORODRIGUEZ, 1993; HAJI, 2002).
Embora os efeitos prejudiciais dos bioinseticidas a base de B. thuringiensis (Bt)
sobre 0s inimigos naturais sejam minimos e/ou significativamente menores que 0s
dos agrotoxicos (GLARE & O'CALLAGHAM, 2000), esses ndo podem ser
desprezados e estudos sdo necessarios em regides onde essas taticas sao
empregadas em conjunto ou que tenha potencial de uso (PRATISSOLI et al.,
2006).

O emprego de Trichogramma como agente de controle biolégico deve ser
pautado em estudos que demonstrem o comportamento desses parasitoides de
ovos, quando submetidos a influéncia de fatores bibticos e abidticos, tais como a
praga alvo, diferentes condi¢cdes climaticas (VINSON, 1997; PRATISSOLI &
PARRA, 2000) e atuagdo conjunta com outro inimigo natural. Estudos de
laboratério devem ser implementados para que seja passivel compreender a
dindmica populacional das espécies e/ou linhagem de Trichogramma, visando a
assegurar sua eficiéncia ao nivel de campo (MONJE et al., 1999; HEGAZI et al.,
2000).
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Dentre esses estudos, a capacidade de parasitismo pode fornecer
importantes subsidios sobre parametros comportamentais envolvidos no processo
de parasitismo e considerados relevantes para que o potencial desse agente de
controle biologico seja efetivamente alcancado em programas de manejo
integrado de P. xylostella (PRATISSOLI et al., 2004). Assim como as tabelas de
vida que disponibilizam dados essenciais de uma populacdo com relacdo a taxa
de mortalidade, a sobrevivéncia e a esperanca de vida da espécie, que séo
informacdes de grande valia para a compreensdo da dinadmica populacional de
uma espécie (SILVEIRA NETO et al., 1976).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de parasitismo e o
aumento populacional de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 e T. exiguum Pinto

& Platner, 1978 parasitando ovos de P. xylostella sob acéo de Bt.

2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Universidade Estadual
Paulista (FCAV/Unesp), campus de Jaboticabal, no ano de 2011, em
delineamento experimental inteiramente casualizado. As matrizes dos
parasitoides utilizados: T. pretiosum e T. exiguum foram provenientes da criagao
do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico de Manejo Fitossanitario
de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES); os isolados de Bt utilizados:
HD-1 (presenca dos genes: crylAa, crylAb e crylAc) e T08.024 (presenca do
gene crylAc) (VIANA, 2007) foram obtidos no Banco de Germoplasma de Bacillus
entomopatogénicos pertencentes a colecdo do Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada(LGBBA) da FCAV/Unesp.
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O experimento foi realizado em sala climatizada a 25°C+1, UR 70%z10 e
fotofase de 14 horas e constou de quatro tratamentos para cada espécie do
parasitoide (T. pretiosum e T. exiguum), sendo: ovos da populacdo suscetivel (Ps)
a Bt (testemunha), populagédo criada em laboratério por mais de 100 geracdes
(1032 — 108%); ovos da populacao submetida a presséo de selecdo ao isolado HD-
1 (Res) por mais de 40 geracdes (442 e 472); ovos da Ps pulverizados com HD-1;
ovos da Ps pulverizados com o isolado T08.024.

As suspensdes a serem utilizadas dos isolados foram preparadas a partir
da bactéria cultivada em meio de cultura “Nutriente Agar” incubado a 30°C por 5
dias para completa esporulacdo e liberacdo dos cristais. Apds este periodo, 0
conteudo bacteriano foi retirado da placa com auxilio de uma al¢ca de platina e
colocado em tubo Falcon contendo 10 mL de &gua deionizada autoclavada e
0,05% de espalhante adesivo (Tween® 80) e centrifugada por trés vezes por 20
minutos cada, a 5000 RPM, para eliminacdo das exotoxinas (POLANCZYK &
ALVES, 2005) constituindo assim a suspensao “mae”; com esta suspensao foram
realizadas outras duas suspensdes seriadas, a 10™ e a 10%, com a finalidade de
utilizar a ultima para quantificacdo de esporos por ml de suspenséo, por meio de
leitura em camara de Neubauer.

Ap6s preparo das suspensdes na concentracdo de 3x10° esporos/ml, os
ovos (ja fixados em cartelas) foram pulverizados com uma pistola para pintura,
tipo aerdgrafo, acoplada a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com
pressdo operacional de 25Ibf/pol?, em capela de exaustdo. Foram aplicados 66 pl
de suspensdo por cartela, garantindo a deposicdo média de 1,75mg.cm? de
esporo/cristal, de acordo com a recomendacéo da International Organization of
Biological Control of Noxious Animals and Plants (IOBC) (HASSAN, 1985). Apés a
pulverizacdo, as cartelas foram levadas para camara de fluxo laminar para
secagem e, somente em seguida, oferecidas aos parasitoides.

Foram oferecidos 32 ovos de P. xylostella de seus respectivos tratamentos
para cada fémea de T. pretiosum e 8 para T. exiguum, numeros obtidos de

acordo com os testes de resposta funcional realizados (capitulo 2). Foram
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individualizadas em tubos Duran (3,5 x 0,5cm) 15 fémeas (0h-24h de idade e
alimentadas com mel) por tratamento (cada fémea corresponde a uma repeticao).
Os ovos foram colados com goma arabica (30%) em cartelas de cartolina de cor
azul celeste (3,5 x 0,4 cm) e acondicionadas em tubos de Duran (3,5 x 0,5cm). As
cartelas foram trocadas todos os dias no mesmo horério até a morte das fémeas,
e as ja parasitadas acondicionadas em tubos de fundo chato até emergéncia dos
adultos para avaliacdo. O alimento (mel) era reposto sempre que necessario,
através de observacdo visual, sendo reposto quando observada auséncia ou
ressecamento do mesmo.

Os parametros avaliados foram: nimero de ovos parasitados, viabilidade,
razao sexual, longevidade das fémeas, parasitismo diério, parasitismo acumulado.

Por meio dos dados biologicos foram estimados os parametros de tabela
de vida de fertilidade, de acordo com a metodologia de SILVEIRA NETO et al.
(1976), sendo: a Taxa liquida de reproducdo (Ro) que € a estimativa do niumero
meédio de fémeas gerado por fémea ao longo do periodo de oviposicdo e que
chegardo na geracdo seguinte; Tempo médio de geracdo (T) que representa o
tempo médio entre a postura de ovos de uma geragcdo e a postura da geracéo
seguinte; Taxa intrinseca de crescimento populacional (r,) que é a capacidade da
populacdo em aumentar em nimero; Razao finita de crescimento (A) que é o fator
de multiplicacdo de crescimento diario da populagéo e o Tempo necessario para a
populacdo duplicar em numero (TD), obtendo desta maneira a capacidade de

parasitismo e a tabela de vida de cada um dos tratamentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O parasitismo diario para T. pretiosum em todos os tratamentos decresceu

de acordo com o passar dos dias (Figura 1); os picos de parasitismo encontram-
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se no primeiro dia para todos os tratamentos, porém nao houve grande variacao
de parasitismo entre os dias, levando a um decréscimo do parasitismo de maneira
gradativa, sendo observada a diferenca de parasitismo didrio nos extremos
(primeiro e ultimo dias de parasitismo). PRATISSOLI et al. (2004) analisando a
capacidade de parasitismo de T. pretiosum em ovos de P. xylostella também
observaram que ha maior concentracdo de parasitismo nos primeiros dias
seguindo de decréscimo, observam também que na temperatura de 25°C o pico
de parasitismo da-se indiscutivelmente no primeiro dia, o qual apresenta grande
diferenca dos demais, comportamento observado no presente trabalho, porém
sem um pico tao elevado, sendo que essa diferenca entre os trabalhos pode ser
devido a diferencas ja relatadas por NOLDUS (1989), como procedéncia da
linhagem do parasitoide, hospedeiro natural, geracdo de laboratorio e técnica de
criacdo utilizada.

De maneira geral os parasitoides mantiveram o parasitismo até sua morte,
fato também observado por TIRONI (1992) e PRATISSOLI et al. (2006), porém na
testemunha nos dias 6, 10 e 12 nao ocorreu parasitismo, sendo que nas duas
primeiras auséncias de ovos parasitados, o parasitoide retomou o parasitismo no
dia seguinte, e o ultimo dia coincidiu com a morte do parasitoide (Figura 1),
situacdo parecida com o observado por PRATISSOLLI et al. (2004) em que o
parasitoide ndo manteve o parasitismo até a morte. Os resultados demonstram
gue os isolados tanto pulverizados como a populagéo “resistente” influenciou o
comportamento do parasitoide de maneira com que 0 mesmo consegui-se manter

0 parasitismo durante toda a sua vida.
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Figura 1. Parasitismo diario e acumulado de Trichogramma pretiosum em ovos de
Plutella xylostella sob acéo de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

As setas indicam 80% de parasitismo.

A influéncia dos isolados HD-1 e T08.024 pode ser mais uma vez

comprovada ao se observar o que aconteceu com T. exiguum, onde os insetos da

testemunha morreram logo apés as primeiras 24 horas sem realizar postura, nos

demais tratamentos foram observados parasitismo apenas a partir do segundo dia

(Figura 2), discordando com PEREIRA et al. (2007) que observaram maior

parasitismo de Trichogramma exiguum em Plutella xylostella nas primeiras 24

horas. Esta diferenca de comportamento pode ser atribuida a linhagem do

parasitoide e do hospedeiro utilizada, também pode ser devido ao parasitoide

utilizado no presente trabalho estar por muitas geracdes em laboratério e por
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apresentar apenas fémeas, tendo menor agressividade levando mais tempo para

iniciar o parasitismo.
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Figura 2. Parasitismo diario e acumulado de Trichogramma exiguum em ovos de
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Plutella xylostella sob acéo de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

O parasitismo acumulado atingiu 80% em diferentes dias de acordo com o

tratamento. Para T. pretiosum no 5° dia para a testesmunha, 8° para HD-1, 10°

para T08.024 e 11° para a Resistente (Figura 1), e para T. exiguum no 2°, 6° e 7°

dias para HD-1, T08.024 e resistente respectivamente (Figura 2). De acordo com
PRATISSOLI & PARRA (2001), a variacdo no parasitismo, deve-se ao uso de

diferentes espécies e/ou linhagens de Trichogramma, assim como o hospedeiro

utilizado e condic¢des climaticas. Como o hospedeiro utilizado em todos os casos

foi o mesmo (P. xylostella), pode-se inferir que os tratamentos tornaram 0s ovos
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oferecidos diferentes nutricionalmente e/ou atrativamente, como se 0sS
parasitoides estivessem em hospedeiros diferenciados. PRATISSOLI et al. (2006)
ao avaliar a capacidade de parasitismo de Trichogramma pratissolii Querino &
Zucchi, 2003 em ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae) com parasitoides alimentados com Bt Kurstaki e isolados selvagens (E-
3, E-10, E-15, E-16, E-19, E-20), observaram que T. pratissolii atingiu 80% de
parasitismo mais rapidamente, porém ndo houve diferenca de parasitismo,
discordando com os dados encontrados, pois, no presente estudo os insetos da
testemunha de T. pretiosum atingiram mais rapidamente a taxa de 80% de
parasitismo do que os tratamentos com HD-1 e T08.024, enquanto para T.
exiguum (sem parasitismo na testemunha, e parasitismo iniciado no segundo dia)
a populacgéo resistente atingiu a taxa de 80% antes de HD-1 e T08.024, porém
nenhum dos parametros avaliados foi afetado pelos tratamentos, a ndo ser a
testemunha onde ndo ocorreu parasitismo (Tabela 1). Essa diferenca encontrada
nos trabalhos em relacédo e dentro deste pode ser justificada por varios fatores,
como as espécies de parasitoide e hospedeiro utilizados, e isolados de Bt

utilizados e forma de contato com os isolados (ingeridos ou pulverizados).

Tabela 1. Caracteristicas biolégicas de Trichogramma exiguum parasitando ovos
de Plutella xylostella sob a influéncia de diferentes isolados de Bacillus
thuringiensis.

OoP LONG (dias) VIAB
/fémea (%)
Testemunha i 16+013a i
HD-1 3,1+193a 2,5+0,69 a 71,9+4,08 a
T08.024 3, 71,77 a 27+0.79 a 66,6 £ 10,76 a
Resistente 3,7x145a 3,1+0,16 a 38,3+9,97 a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si. OP= ovos parasitados;
LONG= longevidade das fémeas; RS= razdo sexual; VIAB= Viabilidade.
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Analisando o numero de ovos parasitados por T. pretiosum observa-se
menor parasitismo e menor longevidade na testemunha (Tabela 2), por isso,

atingindo mais rapido os 80% de parasitismo.

Tabela 2. Caracteristicas bioldgicas de Trichogramma pretiosum parasitando ovos
de Plutella xylostella sob a influéncia de diferentes isolados de Bacillus
thuringiensis.

oP LONG RS VIAB

[fémea (dias) (%)
Testemunha o0 596 b 444098 b 051L+009a 89.0+3.14a
HD-1 503+635a 103+108a 049+005a 623+410b
T08.024 520 +8.85a 061+004a 601+351b

99+153a
Resistente 46,9 +10,67ab 8,1+152ab 0,62+0,04a 93,9+0,86a

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si. OP= ovos parasitados;
LONG= longevidade das fémeas; RS= razao sexual; VIAB= Viabilidade.

A maioria dos parametros obtiveram melhores resultados nos tratamentos
gue foram tratados com os isolados HD-1 (pulverizado e populagéo “resistente”) e
T08.024 de Bt, tendo maior niumero de ovos parasitados e longevidade das
fémeas, porém HD-1 e TO08.024 propiciaram menor viabilidade dos ovos.
Concordando novamente com PRATISSOLI et al. (2006), que também
observaram diminuicdo da viabilidade dos ovos tratados com diferentes isolados
de Bt, além de estarem abaixo do considerado ideal por NAVARRO (1998) que é
de 85%. A razédo sexual néo foi influenciada pelos tratamentos, e em todos se
encontram dentro do adequado, que é de 0,5 (VAN LENTEREN, 1994).

Nas tabelas de vida de T. pretiosum observa-se que, a taxa liquida de
reproducéo (Ro) apresentou variagcado de acordo com o tratamento; as populacoes
gue tiveram contato com os isolados HD-1 e T08.024 de Bt apresentaram maiores
Ro, gerando mais descendentes em uma geracdo do que a testemunha, 0s

maiores valores foram para resistente e T08.024, significando que essas
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populacdes propiciaram a maior multiplicagdo em uma geracdo de T. pretiosum
(Tabela 3). Ja para o tempo médio de geracdo (T), a Taxa intrinseca de
crescimento populacional (rm) e a Razao finita de crescimento (A) ndo foram
observadas diferencas entre as populagdes, ou seja, os isolados HD-1 e T08.024
de Bt nédo influenciaram na capacidade das fémeas dos parasitoides gerarem

novas fémeas.

Tabela 3. Parametros das tabelas de vida de fertilidade de Trichogramma
pretiosum e Trichogramma exiguum em ovos de Plutella xylostella sob
influéncia de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis.

T. pretiosum

Tratamento Ro T Mm A TD

Testemunha  8,9+5,85c 10 4x0,72¢ 0.875%0,3529a  2,368+0,84a  0,70,33b
HD-1 15,3+4,15b 171 9+0.46b 0,689£0,0711a 1,992+0,14a  1,0+0,10ab
T08.024  19,3+6,95ab 13 1+057a 0,64640,0725a 1,907+0,14a  1,1+0,12a

Resistente  28,0£13,91a 12141 25ap 0,752%0,1549a 2,115%0,34a  0,9+0,18ab

T. exiguum
Tratamento Ro T Mm A TD
Testemunha - - - - -
HD-1 11,545,28a 10,5+0,60a 0,689+0,0626a 1,992+0,1285a 1,0+0,08a

T08.024 7,3+6,41a 10,5+0,80a 0,644+0,2104a 1,900+0,4012a 1,0+0,35a

Resistente 2,0+1,12b 10,5+0,40a 0,436+0,3605a 1,528+0,5410a 1,3+0,60a

Letras diferentes na coluna indicam significAncia pelo teste de Tukey (P<0,05). Taxa
liquida de reproducao (Ro); Tempo médio de geracao (T); Taxa intrinseca de crescimento
populacional (ry); Razao finita de crescimento (A); Tempo necessario para a populacao
duplicar em nimero (TD).
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Para o tempo necesséario para a populacdo duplicar em numero (TD)
observa-se diferenca apenas entre T08.024 e a testemunha, sendo que T08.024
levou mais tempo para duplicagdo em nuamero.

Para T. exiguum ndo foram coletados dados para testemunha, pois nao
ocorreu parasitismo e consequentemente descendentes para estimar 0s
parametros, mas os tratamentos envolvendo Bt (pulverizados e populagcéo
resistente) possibilitaram analises dos parametros. Para Ry a populacao resistente
apresentou menores valores, ou seja, produzindo menos descendentes por
geracdo. Os outros parametros ndo foram afetados pelos tratamentos (Tabela 3).

Para ambas as espécies de parasitoides os valores de R, foram superiores
a 1 e os de ry, positivos, demonstrando que ha aumento populacional, permitindo
a todos os tratamentos que tiveram contato com Bt a continuidade da espécie do
parasitoide. O tempo médio de geracdao (T) para T. pretiosum apresentou
diferenca entre os tratamentos, a testemunha apresentou o menor ciclo de vida,
enguanto os maiores ciclos foram para Resistente e T08.024, ocorrendo influéncia
de Bt no ciclo de vida do parasitoide. Para T. exiguum n&o houve diferenca,
apresentando ciclo de vida em torno de 10 dias, o qual € o ciclo natural do
parasitoide, ndo havendo influéncia de Bt sobre esse aspecto (Tabela 3).

PRATISSOLI et al. (2007), ao estudarem a tabela de vida de cinco
linhagens de T. pretiosum no hospedeiro Tuta absoluta (Merick, 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae) encontraram valores de R, variando de 10,2 a 23,7 a
25°C, sendo estes valores proximos dos encontrados no presente trabalho,
demonstrando que diferentes fatores podem afetar este pardmetro. Os mesmos
autores demonstraram que a temperatura e a linhagem do parasitoide geram
diferentes taxa liquida de reproducdo. O presente trabalho revela outro fator que
gera influencia em parametros da tabela de vida, o qual é a interacdo com outros
métodos de controle, como o Bt, que pode também alterar a taxa liquida de
reproducdo e o tempo meédio de geracdo, influenciando no desempenho do

parasitoide.
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O sucesso das liberagcbes de Trichogramma spp., é baseado no
conhecimento das caracteristicas bioecoldgicas do parasitoide e da sua interacdo
com o hospedeiro alvo (SIQUEIRA et al., 2012), assim como a interacdo com
outros organismos de controle, como Bt por exemplo.

Diante destas constatagBes torna-se imprescindivel analise criteriosa da
espécie/linhagem, em conjunto com os fatores ambientais da regido para decidir

os melhores métodos de controle que podem ser utilizados em conjunto.

4 CONCLUSOES

Os tratamentos com pulverizagdo de B. thuringiensis e populagao
“resistente” influenciaram o comportamento de T. pretiosum, mantendo e
aumentando o parasitismo durante toda a sua vida, e melhorando as
caracteristicas de desenvolvimento.

Trichogramma pretiosum apresentou maior parasitismo nos primeiros dias,
porém o ritmo encontra-se bem distribuido durante toda a vida.

Trichogramma exiguum apresentou baixo parasitismo para P. xylostella,

mesmo quando em contato com Bt que estimulou o parasitismo.
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CAPITULO 4 — PREFERENCIA DE Trichogramma pretiosum RILEY, 1879 E
Trichogramma exiguum PINTO & PLATNER, 1978 A OVOS DE Plutella
xylostella (LINNAEUS, 1758) SOB AGAO DE Bacillus thuringiensis
BERLINER, 1915 (BACILLALES: BACILLACEAE)

RESUMO

O objetivo foi analisar a preferéncia de Trichogramma pretiosum e
Trichogramma exiguum a ovos de Plutella xylostella que tiveram contato com
Bacillus thuringiensis (Bt). Os experimentos constaram de duas etapas: teste de
confinamento e de multipla chance de escolha. Foram realizados quatro
tratamentos para cada espécie do parasitoide: ovos da populagcdo suscetivel (Ps)
a B. thuringiensis (testemunha), populacéo criada em laboratério por mais de 100
geracbes (1102-114%); ovos da populacdo submetida a pressédo de selecdo ao
isolado HD-1 (Res) por mais de 40 geracdes (462-482); ovos da Ps pulverizados
com HD-1; ovos da Ps pulverizados com o isolado T08.024. Foram
individualizadas em tubos Duran (3,5 x 0,5cm) 15 fémeas por tratamento (0Oh-24h
de idade e alimentadas com mel). Para T. pretiosum foram utilizados 32
ovos/cartela e para T. exiguum 8 ovos/cartela. As arenas foram montadas com
garrafas transparentes (pré-forma) de polietiieno (PET) de 4 cm de altura,
contendo na tampa quatro tubos de Duran dispostos equidistantemente e um tubo
superior para liberacdo do parasitoide. Permitiu-se o parasitismo por 24 horas. O
parametro avaliado foi o nimero de ovos parasitados. Os resultados sugerem que
T. pretiosum quando em condicdo de escolha prefere ovos que nao tiveram
contato com Bt, porém, quando em contato com apenas ovos tratados realiza o
parasitismo eficazmente. T. exiguum nao apresentou preferéncia pelos ovos, nao
ocorrendo parasitismo no teste de confinamento, parasitando apenas os ovos dos

tratamentos HD-1 e resistente no teste de multipla chance.
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Palavras-chave: Teste de preferéncia, parasitoide de ovos, traga-das-cruciferas.

1 INTRODUGAO

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), € considerada a praga mais importante das plantas da familia
Brassicaceae, no Brasil e no mundo (DIAS et al., 2004). No Brasil, sua ocorréncia
tem sido observada durante todo o ano (MELO et al., 1994; LOGES, 1996).

A praga esta diretamente relacionada a reducédo de producédo de brassicas
nos plantios comerciais em todas as regides de cultivo do mundo (DICKSON et
al., 1990), sendo que os danos por ela causados acarretam a depreciagdo do
produto, o atraso no crescimento da planta e até mesmo a morte (CASTELO
BRANCO & GATEHOUSE, 2001; MONNERAT et al., 2004). Para contornar os
danos causados pela traca, o método de controle mais utilizado ainda é o
guimico, por ser considerado rapido e eficiente na reducdo populacional dessa
praga (DIAS et al.,, 2004). No entanto, tal pratica ndo tem apresentado bons
resultados ao longo dos anos, uma vez que, em alguns casos, aplicacdes de
inseticidas, em até trés vezes semanais, ndo reduziram os danos da traca
(CASTELO BRANCO et al., 2001).

A atuacdo conjunta de inimigos naturais é considerada excelente
alternativa no manejo de insetos-praga em diversos agroecossistemas, sendo que
este tipo de interacdo pode ocorrer naturalmente ou por meio da manipulacéo
pelo homem, de forma inoculativa ou inundativa, mediante a liberacdo de
parasitoides e predadores ou da aplicagdo de entomopatégenos. Em diversos
agroecossistemas sdo comuns o0s relatos referentes a interacdo de inimigos

naturais, sendo considerada uma das principais formas de incrementar o controle



71

biologico de insetos-praga. Porém, como qualquer tipo de interacdo, os efeitos
podem ser favoraveis ou ndo (ALVES, 1998).

Os conhecimentos das interacdes envolvidas entre parasitoides do género
Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae), da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner, 1915 (Bacillales: Bacillaceae) e insetos-alvo ainda sao
incipientes no Brasil. Trabalhos precursores nesta linha ratificam a importancia da
associacdo destes agentes em programas de manejo integrado de pragas
(MARQUES & ALVES, 1995; MORANDI FILHO et al., 2006; POLANCZYK et al.,
2006).

Trichogramma spp. destacam-se como agentes biolégicos promissores no
controle de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) pelo fato
de terem ampla distribuicdo geografica, serem altamente especializados, além da
comprovada eficiéncia no controle de pragas, sobretudo aquelas pertencentes a
ordem Lepidoptera (ZUCCHI & MONTEIRO, 1997). Assim, como o0 uso de B.
thuringiensis (Bt) para o controle de P. xylostella ja foi relatado por diversos
trabalhos (CASTELO BRANCO & AMARAL, 2002; MONNERAT et al., 2004; DIAS
et al., 2004; SAYYED et al., 2004; KHAN et al., 2005).

HASSAN (1997) relata que antes da liberacdo de Trichogramma sp. deve-
se realizar experimentos para escolha da melhor espécie, e entre estes o teste de
preferéncia e adequacdo hospedeira, visto que a diversidade na preferéncia
hospedeira é um fator importante no controle biolégico.

O objetivo do presente trabalho foi analisar a preferéncia de Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 e Trichogramma exiguum Pinto & Platner, 1978 a ovos de
P. xylostella que tiveram contato (pulverizacdo e populagcédo resistente) com Bt
visando observar o comportamento dos parasitoides quando na situacdo de

interacdo de ambos os métodos de controle.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Biologia e Criagdo de
Insetos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias/Universidade Estadual
Paulista (FCAV/Unesp), campus de Jaboticabal, no ano de 2011, em
delineamento experimental inteiramente casualizado. As matrizes dos
parasitoides utilizados: T. pretiosum e T. exiguum foram provenientes da criacao
do Nucleo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico de Manejo Fitossanitario
de Pragas e Doencas (NUDEMAFI) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES); os isolados de Bt utilizados:
HD-1 (presenca dos genes: crylAa, crylAb e crylAc) e T08.024 (presenca do
gene crylAc) (VIANA, 2007) foram obtidos no Banco de Germoplasma de Bacillus
entomopatogénicos pertencentes a colecdo do Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada(LGBBA) da FCAV/Unesp.

Os experimentos constaram de duas etapas: teste de confinamento sem
chance de escolha e de multipla chance de escolha. Ambos foram realizados em
sala climatizada a 25°C+1, UR 70%z+10 e fotofase de 14 horas e constou de
guatro tratamentos para cada espécie do parasitoide (T. pretiosum e T. exiguum),
sendo: ovos da populacéo suscetivel (Ps) a Bt (testemunha), populacdo criada em
laboratério por mais de 100 geragfes (1102-114%); ovos da populacdo submetida a
pressao de selecdo ao isolado HD-1 (Res) por mais de 40 geracOes (463-48%);
ovos da Ps pulverizados com HD-1; ovos da Ps pulverizados com o isolado
T08.024.

As suspensdes a serem utilizadas dos isolados foram preparadas a partir
da bactéria cultivada em meio de cultura “Nutriente Agar” incubado a 30°C por 5
dias para completa esporulacdo e liberacdo dos cristais. Apds este periodo, 0
conteudo bacteriano foi retirado da placa com auxilio de uma alca de platina e
colocado em tubo Falcon contendo 10 mL de &gua deionizada autoclavada e

0,05% de espalhante adesivo (Tween® 80) e centrifugada por trés vezes por 20
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minutos cada, a 5000 RPM, para eliminacdo das exotoxinas (POLANCZYK &
ALVES, 2005) constituindo assim a suspenséo “mae”; com esta suspensao foram
realizadas outras duas suspensdes seriadas, a 10™ e a 10, com a finalidade de
utilizar a ultima para quantificacdo de esporos por ml de suspenséo, por meio de
leitura em camara de Neubauer.

Ap6s preparo das suspensdes na concentracdo de 3x10° esporos/ml, os
ovos (ja fixados em cartelas) foram pulverizados com uma pistola para pintura,
tipo aerdgrafo, acoplada a um compressor da marca Schulz Modelo MS 2.3 com
pressdo operacional de 25Ibf/pol?, em capela de exaustdo. Foram aplicados 66 pl
de suspensdo por cartela, garantindo a deposicdo média de 1,75mg.cm?2 de
esporo/cristal, de acordo com a recomendacéo da International Organization of
Biological Control of Noxious Animals and Plants (IOBC) (HASSAN, 1985). Apés a
pulverizagdo, as cartelas foram levadas para camara de fluxo laminar para
secagem e, somente em seguida, oferecidas aos parasitoides.

Foram individualizadas em tubos Duran (3,5 x 0,5 cm) 15 fémeas (cada
fémea corresponde a uma repeticdo) por tratamento (Oh-24h de idade e
alimentadas com mel) e delineamento experimental inteiramente casualizado.
Para T. pretiosum foram oferecidos 32 ovos/cartela e para T. exiguum 8
ovos/cartela. Os ovos foram colados com goma arabica (30%) em cartelas de
cartolina de cor azul celeste (3,5 x 0,4 cm) e acondicionadas em tubos de Duran
(3,5x0,5cm).

A metodologia utilizada para os testes de preferéncia hospedeira foi
baseada na desenvolvida por THULER et al. (2007).

As arenas foram montadas com garrafas transparentes (pré-forma) de
polietileno (PET) de 4 cm de altura, contendo na tampa quatro tubos de Duran
dispostos equidistantemente e um tubo superior para liberagcdo do parasitoide
(Figura 1).

Para os testes de confinamento em dois tubos foram acrescentados uma

cartela em cada do mesmo tratamento e 0s outros dois permaneceram vazios, no
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tubo superior foi acrescentado uma goticula de mel para alimentacdo do

parasitoide, de onde o mesmo era liberado.

Figura 1: Esquema de arena para teste de preferéncia. Fonte: THULER et al.
(2007).

Para os testes de mdltipla escolha as cartelas de todos os tratamentos
foram distribuidas nos quatro tubos de Duran, ficando desta maneira cada tubo
com uma cartela, sendo cada cartela correspondente a um tratamento.

Apos liberacdo do parasitoide foi permitido o parasitismo por 24 horas,
apos as cartelas eram retiradas e mantidas nas mesmas condi¢cdes de umidade,
temperatura e fotoperiodo até escurecimento dos ovos para avaliagdo do numero
de ovos parasitados.

Os testes de confinamento com Trichogramma exiguum foram realizados
duas vezes (equivalendo a um total de 30 repeticbes por tratamento),
apresentando os mesmos resultados, porém para analise estatistica foram
utilizados apenas os resultados do ultimo teste (referente a 15 repeticdes por

tratamento).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de confinamento demonstraram que 0S 0vOS
pulverizados com o isolado HD-1 foram menos preferidos por T. pretiosum e 0s
tratamentos pulverizados com T08.024 e resistente ndo diferiram da testemunha.
A nao preferéncia por ovos com HD-1 é comprovada pelo teste de mudltipla
chance em que o mesmo nédo foi parasitado juntamente com o tratamento
resistente onde também n&o ocorreu parasitismo, sendo apenas testemunha e

T08.024 parasitados, com preferéncia para a testemunha. (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de ovos de Plutella xylostella submetidos a pulverizacado
de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis e parasitados por espécies
de Trichogramma pretiosum em teste de preferéncia, em confinamento e
multipla chance de escolha.

Confinamento
Porcentagem média de ovos parasitados + EP

Testemunha 26,0+ 1,06 a
HD-1 8,3+0,53b
T08.024 240+153 a
Resistente 41,7+1,41 a

Multipla chance

Testemunha 69,7 +1,57 a
HD-1 -
T08.024 30,3+£0,99b
Resistente -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%
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Para T. exiguum ndo foi observado parasitismo nos testes de
confinamento, e no de mdltipla escolha apenas HD-1 e resistente apresentaram
parasitismo, mas nao houve diferenca (Tabela 2), ocorrendo o inverso do

observado para T. pretiosum.

Tabela 2. Porcentagem de ovos de Plutella xylostella submetidos a pulverizacédo
de diferentes isolados de Bacillus thuringiensis e parasitados por espécies
de Trichogramma exiguum em teste de preferéncia, em confinamento e
multipla chance de escolha.

Confinamento

Porcentagem média de ovos parasitados + EP

Testemunha -

HD-1 -

T08.024 -

Resistente -

Multipla chance

Testemunha -
HD-1 50+0,21 a
T08.024 -

Resistente 50 £ 0,27 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Trichogramma pretiosum preferiu os ovos que néo tiveram contato com 0s
isolados HD-1 e T08.024 de Bt, demonstrando que quando o parasitoide encontra
os dois tipos de ovos, consegue diferencia-los e optando por aquele que nao teve
contato com Bt. Essa constatacdo € de grande valia, pois demonstra que T.
pretiosum, se liberado em campo, provavelmente ira realizar controle dos ovos

gue ndo foram pulverizados com os referentes isolados de Bt. Mas que quando
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encontrar apenas ovos tratados (com T08.024 e ovos oriundos de populagdes
“resistentes”) o parasitismo se dard na mesma intensidade do que para
populacdes suscetiveis (para ambas as espécies estudadas), tendendo a maior
parasitismo nas populacdes “resistentes” (T. pretiosum), porém ovos pulverizados
com HD-1 tendem a um menor parasitismo nas mesmas condi¢des citadas. 1sso
pode nao estar relacionado, de acordo com VIANNA (2009) e PATANKAR et al.
(2001) a compostos volateis que promovam atracao ou repeléncia do inseto e sim
a alguns compostos que atuam no mecanismo de defesa dos ovos, pois a maioria
dos compostos sdo obtidos por meio de mecanismo de armazenamento dos
herbivoros durante sua alimentacao.

A preferéncia das fémeas de Trichogramma spp. tem relacdo complexa
com a qualidade nutricional de cada hospedeiro que estad sendo escolhido para o
parasitismo (VINSON, 1997; THULER et al., 2007). Entre as diferencas que
podem ser destacadas nos hospedeiros, incluem-se diferencas nas superficies,
tamanho, estruturas do cérion de cada ovo e também as mudancas na cor
durante o desenvolvimento embrionério, tamanho e volume do ovo (VINSON,
1997; SIQUEIRA et al., 2012). Normalmente essas caracteristicas diferenciadas
sdo encontradas entre as espécies hospedeiras, mas Bt pode ter afetado alguma
delas, influenciando desta maneira na preferéncia pelos ovos.

Porém, os dados de confinamento de ambas as espécies discordam de
todos os outros encontrados na presente dissertagdo, onde nos capitulos 2 e 3 foi
relatado que para T. pretiosum 0s ovos preferidos (em confinamento) foram do
tratamento Resistente, diferenciando-se da testemunha no parasitismo em todos
os testes. E em T. exiguum, apesar de néo ter sido encontrada diferenca entre os
tratamentos, observou-se parasitismo.

Essas diferencas observadas podem ser atribuidas a metodologia utilizada,
pois, nos outros testes os parasitoides eram mantidos em um unico tubo de Duran
onde era permitindo o maximo parasitismo. Na metodologia utilizada para o teste
de preferéncia o parasitoide era liberado em um tubo de Duran e tinha que voar a

procura dos outros quatro tubos de Duran com ovos, fazendo desta maneira que
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mais uma variavel entrasse nas analises, a capacidade de vdo; por muitas vezes
durante o experimento observou-se que apds as 24 horas de liberacdo dos
parasitoides, eles ainda se encontravam no tubo de liberac&o, gerando a duvida
se ele ja tinha parasitado e voltado ao ponto inicial ou se néo tinha nem saido, por
nao conseguir voar. Tendo em vista de que os parasitoides utilizados no estudo ja
estavam sendo criados em laboratério por muitas gera¢des, podem ter diminuido
a capacidade de vobo, influenciando diretamente nos resultados, pois desta
maneira o parasitoide ndo conseguia alcancgar os hospedeiros.

Diante das possiveis falhas encontradas na metodologia utilizada sugere-
se realizacao de testes de preferéncia com outra metodologia para melhor andlise

dos dados.

4 CONCLUSOES

Os isolados HD-1 e T08.024 de Bacillus thuringiensis afeta os ovos de P.
xylostella influenciando o parasitismo de Trichogramma sp., de maneira positiva
ou negativa dependendo do isolado utilizado e da situacdo em que encontra-se 0
parasitoide.

Trichogramma pretiosum, quando em condi¢do de escolha, prefere ovos
gue nao receberam tratamento com os isolados HD-1 e T08.024, porém, quando
em contato com apenas ovos tratados realiza o parasitismo eficientemente.

Trichogramma exiguum ndo apresentou preferéncia pelos ovos. Porém, é
necessario testes de escolha com outra metodologia para confirmacéo, devido a
este teste ter apresentado resultados discrepantes aos demais testes contidos

nessa dissertacao.
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGOES FINAIS

A atuacdo conjunta de inimigos naturais é considerada excelente alternativa
no manejo de insetos-praga em diversos agroecossistemas, sendo que este tipo
de interacado pode ocorrer naturalmente ou por meio da manipulacdo do homem,
de forma inoculativa ou inundativa, mediante a liberagdo de parasitoides e
predadores ou da aplicacdo de entomopatdgenos. Em diversos agroecossistemas
sdo comuns os relatos referentes a interacdo de inimigos naturais, sendo
considerada uma das principais formas de incrementar o controle biologico. Porém,
como qualquer tipo de interacéo, os efeitos podem ser favoraveis ou ndo, podendo
ser considerado de acéo sinérgica, aditiva ou antagbnica (ALVES, 1998).

Os conhecimentos das interacdes envolvidas entre parasitoides do género
Trichogramma, da bactéria Bacillus thuringiensis e insetos-alvo ainda sao
incipientes no Brasil. Trabalhos precursores nesta linha ratificam a importancia da
associacdo destes agentes em programas de manejo integrado de pragas
(MARQUES & ALVES, 1995; MORANDI FILHO et al., 2006; POLANCZYK et al.,
2006).

Um dos fatores que pode ser responsavel pelo sucesso ou fracasso da
utilizacdo de parasitoides do género Trichogramma no controle de lepidopteros-
praga € o conhecimento de seus parametros biolégicos quando associados a
determinado hospedeiro-alvo, tais como: capacidade e viabilidade do parasitismo,
duracdo do ciclo de desenvolvimento, razdo sexual e longevidade (FUENTES,
1994).

O objetivo do trabalho foi estudar a performance de Trichogramma
exiguum e Trichogramma pretiosum, em ovos de populacdes de P. xylostella sob
acao dos isolados HD-1 e T08.024 de Bacillus thuringiensis, observando-se
também a diferenca entre as espécies de parasitoide. Para isto foram avaliados: a
resposta funcional, capacidade de parasitismo, tabela de vida e teste de

preferéncia.
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Trichogramma pretiosum foi favorecido pelo uso de Bt; a populagdo com
pressdo de selecdo gerou aumento de parasitismo, sem alterar as demais
caracteristicas do parasitoide, como viabilidade e razdo sexual. Todos os
tratamentos com a bactéria possibilitaram aumento de parasitismo acumulado
durante a vida da fémea do parasitoide, propiciando até mesmo prolongamento
da vida dessas fémeas. Os isolados pulverizados HD-1 e T08.024 afetaram
negativamente a viabilidade, e a razdo sexual apesar de afetada manteve-se
entre os valores considerados ideais. Outro fato que favorece o uso deste
parasitoide € que em condicbes que o inseto pode escolher os ovos que ira
parasitar, a preferéncia foi por aqueles sem contato com Bt, mas quando néo teve
escolha o parasitismo foi eficiente sendo maior do que em ovos sem tratamento.

A interacdo Trichogramma-Bacillus thuringiensis pode sofrer alteragbes de
acordo com a espécie do parasitoide utilizada e isolado da bactéria, sendo
necessario estudo das interacdes especificas antes de seu uso em conjunto. Mas,
como demonstrado no presente estudo, o uso de espécies adequadas gera
aumento de parasitismo em populacdes de pragas que estdo sendo submetidas a
pulverizacbes constantes com Bt, sendo desta maneira mais uma tatica para
evitar a evolucao da resisténcia.

A utilizacdo de ambos os métodos de controle em conjunto € de grande
valia, possibilitando um controle mais eficiente da praga, sem prejuizo para
nenhum dos agentes de controle, nem para 0 meio ambiente, visto que séo
métodos de controle biologico, além se servirem como tatica para burlar a
resisténcia de insetos a Bt.

Porém antes da utilizacdo em conjunto dos métodos utilizando outras
espécies de parasitoides e isolados diferentes do presente estudo € necessario a
realizacdo de novos testes, pois este trabalho serve como base, porém diferentes
espécies e isolados podem apresentar interacdes diferentes.

Sao necessarias analises moleculares na populacdo submetida a pressao
de selecdo, nos ovos, adultos e lagartas, a fim de detectar a modificagdo que

ocorreu devido a sucessivas pulverizacbes do isolado HD-1 que estimularam o
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parasitoide. Assim como nos descendentes do parasitoide que se desenvolveram
nesses ovos, a fim de observar se os ovos possibilitaram a geracdo de

parasitoides mais bem nutridos.
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