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Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE): TATICAS
PARA O MANEJO INTEGRADO

RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi estudar algumas estratégias para o
manejo de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lep.: Noctuidae), como o0 uso de
inseticidas quimicos (clorantraniliprole, clorfenapir e zeta-cipermetrina) e bioldgicos
(Bacillus thuringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis aizawai e VPN-HzSNPV), o uso
do parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), além da compatibilidade entre estas ferramentas, em
condi¢Bes de laboratério. Para os testes de toxicidade foi avaliada a mortalidade das
lagartas de segundo instar via ingestdo e contato, e estimada a CLso, via ingestao,
dos inseticidas. Por ingestdo, todos os produtos testados, exceto VPN-HzSNPV,
provocaram 100% de mortalidade. Por contato, os produtos clorfenapir e
clorantraniliprole mataram 100% dos insetos. Clorfenapir matou as lagartas em
menos tempo. Dentre os produtos quimicos, zeta-cipermetrina foi o que demorou
mais tempo para matar os insetos. Clorantraniliprole (0,00031 g i.a./L) e VPN-
HzSNPV (0,001293 g i.a./L) apresentam os menores valores de CLso. Nos testes
com T. pretiosum, comparados com Corcyra cephalonica (Staiton) (Lep.: Pyralidae),
foi estudado o parasitismo, a emergéncia e o periodo de ovo a adulto, com 24 e 48 h
de exposicdo do parasitoide aos ovos de H. armigera; a longevidade dos
descendentes com 24 h de exposi¢do; 0 parasitismo e a emergéncia em ovos de
diferentes idades e diferentes dias de oviposicdo dos lepidopteros; e a preferéncia
hospedeira. O parasitismo foi maior em C. cephalonica apds 24 e 48 h de exposi¢cao
(57,4% e 84,6%, respectivamente). Nos diferentes dias de oviposicdo, em ovos de
C. cephalonica o parasitismo foi maior no segundo dia (76,2%), e em H. armigera,
no terceiro (71,1%). Em relacdo as idades dos ovos, o parasitismo foi menor em C.
cephalonica com dois dias (63,3%) e H. armigera com trés (41,3%). No teste com
chance de escolha, T. pretiosum preferiu H. armigera. No teste sem chance de
escolha ndo houve diferenca na preferéncia. Para os experimentos de seletividade,
ovos hospedeiros foram mergulhados nos inseticidas antes e depois do parasitismo.
Os adultos foram expostos ao residuo seco dos inseticidas em tubos de vidro e
utilizando a metodologia da Organizacao Internacional de Controle Biolégico (IOBC).
Quando os ovos foram tratados antes do parasitismo, zeta-cipermetrina e clorfenapir
foram moderadamente nocivos aos adultos em relacdo ao parasitismo e nocivos em
relacdo a emergéncia. Com relacdo a fase imatura de T. pretiosum, quando 0s ovos
foram tratados com dois dias apd6s o parasitismo, zeta-cipermetrina foi
moderadamente nocivo para a emergéncia. Apés quatro dias do parasitismo, para a
emergéncia, zeta-cipermetrina e clorfenapir foram moderadamente nocivos.
Clorfenapir impediu a emergéncia dos adultos quando os hospedeiros foram
tratados apds seis dias do parasitismo, sendo considerado nocivo, enquanto zeta-
cipermetrina foi moderadamente nocivo. Apés 24, 48 e 72 horas de exposi¢cado dos
adultos aos inseticidas de acordo com a metodologia da IOBC, zeta-cipermetrina e
clorfenapir ndo permitiram o parasitismo, sendo classificados como nocivos. Nos
testes de compatibilidade, os inseticidas sintéticos foram adicionados ao meio de
cultura agar nutriente, e sobre o meio foram inoculados 5,0 yL de cada suspensao
de B. thuringiensis. As areas das colonias foram medidas e contabilizado o ndmero
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de esporos, e depois as suspensdes foram utilizadas no teste de patogenicidade.
Zeta-cipermetrina foi muito téxico aos dois bioinseticidas. Clorfenapir foi
moderadamente toxico para Bt aizawai e compativel para Bt kurstaki.
Clorantraniliprole foi compativel aos dois biolégicos. Bt kurstaki e Bt aizawali,
crescidos em meio contendo os inseticidas clorantraniliprone e clorfenapir, causaram
100% de mortalidade nas lagartas.

Palavras-chave: Controle biologico, controle quimico, compatibilidade, seletividade,
toxicidade
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Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE): TACTICS FOR
INTEGRATED MANAGEMENT

ABSTRACT - The aim of this research was to study some strategies for Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lep.: Noctuidae) management, such as: chemicals
(chlorantraniliprole, chlorfenapyr and zeta-cypermethrin) and biological insecticides
use (Bacillus thuringiensis kurstaki, Bacillus thuringiensis azawai and VPN-HzSNPV),
egg parasitoid Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), in
addition to the compatibility among these tools, under laboratory conditions. In the
toxicity tests, the second instar larvae mortality was evaluated through insecticides
ingestion and contact; the LCso was estimated through ingestion. All products tested
by ingestion caused 100% mortality, except VPN-HzSNPV. Chlorfenapyr and
chlorantraniliprole killed 100% of the insects in the contact tests, and chlorfenapyr
killed the larvae in less time. Among the chemicals, zeta-cypermethrin took longer to
kill the insects. Chlorantraniliprole (0.00031 g a.i./L) and VPN-HzSNPV (0.001293 ¢
a.i./L) had the lowest LCso value. In the T. pretiosum tests, parasitism, emergence
and egg-to-adult period with 24 and 48 h of parasitoid exposure to H. armigera eggs,
offspring longevity with 24 h of exposure, parasitism and emergence in different egg
ages and in eggs from different days of lepidopteran oviposition, and the host
preference were studied and compared to Corcyra cephalonica (Staiton) (Lep.:
Pyralidae). The parasitism was higher in C. cephalonica than H. armigera after 24
and 48 h of exposure (57.4% e 84.6%, respectively). When eggs laid in different days
were used in C. cephalonica, the highest parasitism was on the second day (76.2%),
and in H. armigera on the third one (71.1%). When different egg ages were used, the
lowest parasitism was in C. cephalonica, with two-day-old eggs (63.3%) and H.
armigera with three-day-old eggs (41.3%). In the test with chance of choice, T.
pretiosum preferred H. armigera. In the no chance of choice test there was no
difference in preference. For the selectivity bioassays, the host eggs were dipped into
insecticides before and after the parasitism. The adults were exposed to the dry
insecticides residues in glass tubes following the International Organization for
Biological Control (IOBC) methodology. When the eggs were treated before the
parasitism, zeta-cypermethrin and chlorfenapyr were moderately harmful to adults in
relation to parasitism and harmful for emergence. Concerning to the immature stage
of T. pretiosum, when eggs were treated two days after the parasitism, zeta-
cypermethrin was moderately harmful for emergence. After four days of parasitism,
zeta-cypermethrin and chorphenapyr were moderately harmful for emergence.
Chlorfenapyr prevented adult emergence when the hosts were treated after six days
of parasitism, being considered harmful, while zeta-cypermethrin was moderately
harmful. After 24, 48 and 72 hours of exposing the adults to the insecticides,
according to the IOBC methodology, zeta-cypermethrin and chlorfenapyr did not
allow parasitism and they were classified as harmful. In the compatibility tests, the
synthetic insecticides were added to the nutrient agar culture medium, and 5.0 pL of
each B. thuringiensis suspension was placed on the medium. The colony areas were
measured and the number of spores was counted.Then, the suspensions were used
in the pathogenicity test. Zeta-cypermethrin was very toxic to both bio-insecticides.
Chlorfenapyr was moderately toxic to Bt aizawai and compatible with Bt kurstaki.
Chlorantraniliprole was compatible with both biological products. Bt kurstaki and Bt
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aizawai that were grown in medium containing the chlorantraniliprone and
chlorfenapyr insecticides caused 100% mortality of the caterpillars.

Keywords: Biological control, chemical control, compatibility, selectivity, toxicity



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma importante
praga de plantas cultivadas que ocorre em varias partes do mundo, destacando-se
por apresentar caracteristicas como polifagia, diapausa facultativa, grande
capacidade de dispersdo e adaptacdo em diversos ambientes, além de alto
potencial reprodutivo (FITT, 1989; CABI, 2014). Dentre os principais hospedeiros
desta praga estdo tomate, algodao, feijdo, grdo de bico, soja, amendoim, sorgo,
fumo e milho, além de plantas ornamentais e hortalicas (EPPO, 2007; CABI, 2014).

No Brasil, desde 1999, H. armigera era considerada praga quarentenaria Al,
sendo, em 2013, relatada a ocorréncia em altas infestagdes no pais, em diferentes
estados e atacando varias culturas (OLIVEIRA et al., 2003; CZEPAK et al., 2013a;
SPECHT et al., 2013; TAY et al., 2013). Na safra 2012/2013 foi estimado que 46%
do valor total gasto para o controle de pragas em lavouras de algodao foi devido as
acOes de controle visando H. armigera. O numero de pulverizacdes na cultura
aumentou cerca de 10 a 15%, e isto esté ligado diretamente aos ataques da lagarta
e a dificuldade de seu controle (MIRANDA, 2013).

O controle quimico € o mais utilizado para H. armigera na maioria dos paises
onde ela ocorre (FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). Por se tratar de uma praga
quarentenaria, ndo havia produtos registrados para o seu controle no Brasil quando
foi relatada a sua ocorréncia, entdo, alguns produtos foram liberados em carater
emergencial até marco de 2016 (BRASIL, 2013; BRASIL, 2015). Atualmente, de
acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil, sdo 34
formulacdes, dentre produtos quimicos e biologicos, registradas para o controle da
praga no pais (AGROFIT/MAPA, 2016).

O controle biolégico também é uma ferramenta importante para o controle de
H. armigera (FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). Inimigos naturais, como
parasitoides e predadores, e entomopatdégenos sdo componentes importantes em
programas de manejo integrado de pragas (MIP) (EMBRAPA, 2013; WANG et al.,

2013). Dentre os parasitoides de ovos utilizados em varios paises para o controle de



lepidopteros, incluindo H. armigera, os mais comercializados sdo espécies do
género Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (SMITH, 1996;
van LENTEREN, 2003; MILLS, 2010). Bioinseticidas a base da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner e de virus também s&o utilizados na
agricultura para o controle de lepidopteros (ROH et al., 2007; BRAVO et al., 2011;
FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013), sendo esses bioinseticidas registrados para o
controle de H. armigera, ndo apenas no Brasil, mas em varios paises (AHMED et al.,
2012; ARRIZUBIETA et al., 2016).

Neste contexto, para 0 sucesso do manejo integrado de H. armigera no Brasil
s8o necessérios estudos sobre a eficacia das diferentes ferramentas de controle
disponiveis, além da possivel interacdo entre elas. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi estudar algumas estratégias, como inseticidas quimicos e bioldgicos,
utilizando produtos liberados em carater emergencial, e o parasitoide de ovos
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), além da

compatibilidade entre estas taticas, em condi¢cdes de laboratorio.

2. Revisao de literatura

2.1. Helicoverpa armigera

2.1.1. Classificacdo taxonémica

Helicoverpa armigera pertence a classe Insecta; ordem Lepidoptera; familia
Noctuidae; subfamilia Heliothinae; género Helicoverpa Hardwicke; e espécie H.
armigera (Hiibner) (SULLIVAN; MOLET, 2007; FAUNA EUROPAEA, 2013).

2.1.2. Ocorréncia e distribuicdo geografica
Helicoverpa armigera tem ampla distribuicdo geografica, podendo se
estabelecer em regides de clima tropical ou temperado (EPPO, 2007; LAMMERS,;
MACLEOD, 2007), estando presente em paises da Africa, Asia, Europa e Oceania
(PEARSON, 1958; FITT, 1989; EPPO, 2007).



Recentemente foi relatada a ocorréncia desta praga em paises da América do
Sul, sendo em 2013 no Brasil (CZEPAK et al., 2013a; SPECHT et al., 2013; TAY et
al., 2013) e no Paraguai (SENAVE, 2013); em 2014 na Argentina (MURUA et al.,
2014); e em 2016 no Uruguai (CASTIGLIONI et al., 2016). Porém, dada a extensao
da area infestada e a alta abundancia, é provavel que tenha estado presente na
América do Sul durante algum tempo antes da deteccdo de sua ocorréncia
(KRITICOS et al., 2015). Ha indicios da presenca desta praga em territorio brasileiro,
em baixo nivel populacional, desde 2008 (SOSA-GOMEZ et al., 2016).

Em 2015, o servico de Inspecdo Sanitaria do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos informou a primeira ocorréncia de H. armigera no pais, em
cultivo de tomate, na Florida, onde foram coletados trés machos (APHIS, 2015).
Desde que foi encontrado um macho, em uma plantacao de feijao, em Porto Rico,
em setembro de 2014, especialistas tém alertado os principais centros produtores
nos EUA, pedindo atencdo e monitoramento da praga (APHIS, 2014).

A disseminacdo de H. armigera esta relacionada a sua alta capacidade de
dispersdo, pois 0s adultos sdo migrantes naturais e podem percorrer longas
distancias, chegando a 1.000 Km (PEDGLEY, 1985). A migracdo € realizada no
periodo noturno, por varias horas, a favor do vento e por centenas de quildbmetros
em apenas uma noite (FITT, 1989; FITT; DILLON; HAMILTON, 1995). Além disso, 0
comércio internacional de plantas também contribui para o transporte de H. armigera
para diferentes regides (LAMMERS; MACLEOD, 2007).

2.1.3. Aspectos morfoldgicos e bioldgicos

Helicoverpa armigera € um inseto holometabolo, ou seja, de metamorfose
completa, com o seu desenvolvimento biolégico passando pelas fases de ovo,
lagarta, pupa e adulto (ALI; CHOUDHURY, 2009; AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI,
2013). O ciclo de H. armigera se da em cerca de 30 dias, de ovo até a emergéncia
do adulto, variando com a alimentacdo e com as condi¢fes climéaticas (GUEDES et
al., 2013).

Os ovos sao branco-amarelados, com aspecto brilhante, tornando-se marrom-

escuro préximo ao momento de eclosdo. Tém forma oval, mais aguda na porcao



apical e achatada na base, com o tamanho variando de 0,42 mm a 0,60 mm de
comprimento e de 0,40 mm a 0,55 mm de largura. O periodo embrionério é, em
média, de 3,3 dias (ALI; CHOUDHURY, 2009).

O estagio larval apresenta de 5 a 6 instares, podendo durar de 2 a 3
semanas, variando com as condi¢cdes climaticas (EPPO, 1981). Nos primeiros
instares larvais, a coloracdo do corpo varia de branco-amarelada a marrom-
avermelhada e da capsula cefalica de marrom-escuro a preto. Neste periodo as
lagartas s&o pouco moveis e medem de 1,4 mm a 4,0 mm. A medida que as lagartas
crescem, a coloracdo pode variar do amarelo-palha ao verde, apresentando listras
de coloragdo marrom lateralmente no torax, abdébmen e na cabeca (AL,
CHOUDHURY, 2009). No quarto instar, as lagartas apresentam tubérculos escuros
e bem visiveis na regido dorsal do primeiro segmento abdominal e o tegumento
apresenta aspecto levemente coriaceo (CZEPAK et al., 2013b). No ultimo instar elas
podem medir até 34 mm, e a cor varia com a alimentagdo (GUEDES et al., 2013).
Quando perturbadas, as lagartas encurvam a capsula cefélica até o primeiro par de
falsas pernas (CZEPAK et al., 2013a).

A pré-pupa compreende o periodo entre 0 momento em que a lagarta cessa a
sua alimentacédo, até a fase de pupa. A pupa de H. armigera € do tipo obtecta e
ocorre no solo, podendo entrar em diapausa, de acordo com as condi¢ces climaticas
(KARIM, 2000; ALI; CHOUDHURY, 2009). No inicio do periodo, apresentam
coloracédo verde-claro, porém com a evolucdo do processo de esclerotizacdo, ao fim
de 24 horas, passam a marrom-mogno (ALI; CHOUDHURY, 2009). Tem formato
fusiforme, com comprimento variando entre 12 mm a 20 mm (DIAS, 2005). O
periodo pupal varia de 10 a 14 dias (ALI; CHOUDHURY, 2009).

O adulto apresenta, sobre as margens das asas anteriores, uma linha em
posicdo superior com sete a oito manchas, aléem de uma faixa marrom ampla,
irregular e transversal; na parte central, ocorre uma marca em forma de virgula. As
asas posteriores sao mais claras e na extremidade apical apresentam uma borda
marrom escura, com uma mancha clara no centro (EPPO, 1981). A longevidade
meédia é de 11,7 dias para fémeas e de 9,2 dias para machos (ALI; CHOUDHURY,
2009). Helicoverpa armigera apresenta alto potencial reprodutivo, sendo que uma

fémea pode colocar até 3.000 ovos e, dependendo das condigbes climaticas, podem



ocorrer 2 a 11 geragdes por ano (SHANOWER; ROMEIS, 1999; EPPO, 2007). Seus
ovos sdo colocados de forma isolada e preferencialmente a noite, sobre caules,
folhas, frutos e flores (EPPO, 1981).

2.1.4. Plantas hospedeiras e danos causados

Por ser altamente polifaga, H. armigera se destaca entre as pragas agricolas,
sendo considerada como um sério problema em qualquer parte do mundo onde
ocorre. As lagartas causam perdas significativas por atacarem as plantas, tanto na
fase vegetativa quanto na reprodutiva, consumindo folhas, caules, brotos,
inflorescéncias, frutos e vagens (WANG,; LI, 1984; FITT, 1989).

A ocorréncia desta espécie foi relatada em plantas de cerca de 180 espécies
de até 45 familias, causando perdas expressivas na producdo de alimentos, graos,
fibras e plantas ornamentais, em diferentes regides do mundo (FITT, 1989; SINGH,;
BALLAL; POORANI, 2002; SRIVASTAVA; NITIN; TRIVEDI, 2010; CUNNINGHAM;
ZALUCKI, 2014). Dentre as plantas cultivadas, alguns dos hospedeiros da praga
sdo: algodéo, grao-de-bico, tomate, sorgo, quiabo, ervilhas, feijao, soja, milho,
tabaco, batata, couve-flor e repolho (CHANDRA; RAI, 1974; MULTANI; SOHI, 2002;
KAKIMOTO; FUJISAKI; MIYATAKE, 2003; EPPO, 2007; CABI, 2014). Entre as
frutiferas destacam-se os citros, mangueira, nectarina e péssego (CABI, 2014)

No Brasil, os primeiros relatos da praga foram em cultivos de soja, milho e
algoddo (CZEPAK et al., 2013a; GABRIEL, 2013), sendo posteriormente encontrada
em tomate, citros, trigo, canola, girassol, feijao, milheto, sorgo, pastagens, guandu,
crotalaria e nabo forrageiro, além de diferentes espécies de plantas invasoras
(GUEDES et al.,, 2013; BUENO et al., 2014; SALVADORI; SUZANA 2014;
PRATISSOLI et al., 2015).

2.2. Manejo integrado de Helicoverpa armigera
O manejo integrado de pragas (MIP) consiste na associacdo, de forma

harmoénica, de diferentes técnicas de controle, compativeis entre si, com o objetivo

de manter as populacbes das pragas em densidades abaixo dos niveis de dano



econdmico, levando-se em consideracao aspectos sociais, ambientais e econdmicos
(KOGAN, 1998; CORSO et al., 1999).

Para o sucesso do manejo de H. armigera é fundamental a correta
identificacdo da espécie. Além disso, € importante que se conheca a dinamica
populacional, o seu comportamento e os fatores ambientais ou biolégicos que
podem interferir no seu desenvolvimento (AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

O monitoramento da praga € o ponto inicial, a base para a tomada de decisao
apropriada, tanto na determinacdo do nivel populacional quanto na escolha do
método de controle adequado e da frequéncia da sua implementacdo (PEDIGO;
HUTCHINS; HIGLEY, 1996; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). Para o
monitoramento dos adultos podem ser utilizadas as armadilhas luminosas ou as de
feromonio sexual (HARTSTACK et al., 1973; KLUN et al., 1979; AVILA; VIVAN;
TOMQUELSKI, 2013). No entanto, as armadilhas de feroménio sdo mais eficientes
por serem especificas a cada espécie, praticas para manusear e de contagem
rapida e facil (FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013). A inspecdo no campo para
verificar a presenca de lagartas e ovos também deve ser feita periodicamente (van
HAMBURG, 1981; ROGERS; BRIER, 2010; AVILA; VIVAN; TOMQUELSKI, 2013).

2.2.1. Controle quimico

Dentre as ferramentas do MIP, o controle quimico é a mais utilizada para H.
armigera em varias regibes do mundo (RASHID et al., 2003; BOUKHRIS-
BOUHACHEM et al., 2007; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013; VOJOUDI et al.,
2016).

Alguns dos inseticidas sintéticos frequentemente utilizados para o controle de
H. armigera sdo indoxacarbe, metoxifenozida, benzoato de emamectina, novaluron,
clorfenapir, imidacloprid, endosulfan, espinosade, abamectina, deltametrina,
cipermetrina, lambda-cialotrina, carbaril, metomil, profenofés, tiodicarbe e clorpirifés
(RAFIEE-DASTJERDI et al, 2008; AVILLA; GONZALEZ-ZAMORA, 2010;
BABARIYA et al., 2010; MAHDAVI et al., 2011).

Porém, com a presséao de selecédo devido ao uso indiscriminado e de maneira

desordenada, principalmente dos organofosforados, carbamatos, ciclodienos e



piretroides, varios casos de resisténcia a inseticidas foram relatados em muitos
paises, ndo se conseguindo, assim, se controlar de maneira eficiente as populagées
da praga (GUNNING; MOORES; DEVONSHIRE, 1998; McCAFFERY, 1998;
MARTIN et al., 2000; AHMAD; ARIF; ZAHOOR, 2001; KRANTHI et al., 2002; QAIM;
PRAY; ZILBERMAN, 2008; BASKAR; IGNACIMUTHUA, 2012).

Para evitar, ou retardar, a selecdo de populagbes resistentes, algumas
estratégias para 0 manejo da resisténcia aos inseticidas devem ser adotadas como:
controlar a praga apenas quando, na amostragem, a infestacao atingir o nivel de
controle (ROGERS; BRIER, 2010); rotacionar inseticidas de grupos quimicos e
modos de acdo diferentes (RAFIEE-DASTJERDI et al., 2008; FATHIPOUR,;
SEDARATIAN, 2013); efetuar a tomada de decisdo no momento adequado, quando
a praga estiver no estagio de desenvolvimento que seja suscetivel ao controle
(MABETT; DAREEPAT; NACHAPONG, 1980); utilizar inseticidas seletivos que
permitam a manutengcdo dos inimigos naturais na area (HAMEDI et al., 2009;
GENTZ; MURDOCH; KING, 2010); além da associacdo do controle quimico com o
biologico (ISSA; ELBANHAWY; RASMY, 1974; DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007; HAMEDI; FATHIPOUR; SABER, 2010; HAMEDI; FATHIPOUR,;
SABER, 2011).

2.2.2. Controle biolégico

O controle biolégico é um dos componentes do MIP, sendo baseado na
utilizacdo de predadores, parasitoides e entomopatdégenos para o controle de
pragas; é uma estratégia importante para 0 manejo de H. armigera, principalmente
porque pode ser associado a outros tipos de controle (FATHIPOUR; SEDARATIAN,
2013; CABI, 2014).

2.2.2.1. Parasitoides
Os parasitoides que estéo relacionados ao controle bioldégico de H. armigera

pertencem, principalmente, as familias Braconidae (LI et al., 2006; THANAVENDAN;
JEYARANI, 2010), Ichneumonidae (GUPTA; RAI; DEVIL, 2004; ZHANG et al., 2006;



MIRONIDIS; SAVOPOULOU-SOULTANI, 2009), Platygastridae (DUARTE et al.,
2006), Tachinidae (OBOPILE; MOSINKIE, 2007; WALKER, 2011; JADHAV; ARMES,
2013; GUERRA et al., 2014), Eulophidae (OLIVEIRA et al., 2016) e
Trichogrammatidae (HUANG; GORDH, 1998; JARJEES; MERRITT, 2004; DAVIES
et al., 2011; KRISHNAMOORTHY, 2012).

Trichogrammatidae é representada por 89 géneros e mais de 800 espécies
distribuidas pelo mundo (QUERINO; ZUCCHI; PINTO, 2010). O género
Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae) € composto por cerca
de 210 espécies conhecidas, sendo 26 delas reportadas no Brasil (PINTO, 2006;
ZUCCHI; QUERINO; MONTEIRO, 2010).

Os insetos pertencentes a esse género sao microhimendpteros, de tamanho
diminuto, variando de 0,2 a 1,5 mm de comprimento, sendo exclusivamente
parasitoides de ovos. Sdo holometabdlicos, passando, no seu processo de
desenvolvimento, pelos estagios de ovo, larva, pupa e adulto (PARRA; ZUCCHI,
1997).

As fémeas de Trichogramma spp. ovipositam no interior de ovos de outros
insetos, podendo o ovo desse parasitoide, que possui em média 0,1 mm de
comprimento, aumentar de 5 a 6 vezes o seu tamanho, proximo a eclosdo das
larvas, que se alimentam da massa vitelina ou do embrido do hospedeiro (PARRA;
ZUCCHI, 1986). O ovo do hospedeiro torna-se escuro quando a larva atinge o
terceiro instar, devido a deposicdo de granulos pretos na parte interna do corio, 0s
sais de urato (CONSOLI et al., 1999).

Representantes da familia Trichogrammatidae, principalmente espécies do
género Trichogramma, constituem-se em um dos grupos de inimigos naturais mais
estudados e utilizados no mundo (PARRA; ZUCCHI, 2004). Esses insetos séo de
grande importancia no controle biolégico, pois como parasitoides de ovos,
principalmente de insetos da ordem Lepidoptera, impedem que a praga atinja a fase
de lagarta, estagio em que causa danos as culturas (BOTELHO, 1997).

Na China, algumas empresas de controle biolégico chegaram a atingir
producdo anual de cerca de 20 bilhdes de Trichogramma, liberados em mais de 4
milhdes de hectares em culturas como péssego, maca, milho e algodao (LUO;
NARANJO; WU, 2014; WANG et al., 2013; ZHOU et al., 2014; LI et al., 2016; LIU et



al., 2016). Para o controle de grandes infestacdes de H. armigera em algodéo, por
exemplo, 180 a 210 mil vespas devem ser liberadas por hectare, em intervalos de
liberacdo de 50 a 60 dias, o que possibilita parasitismo de 37 a 40% e reducdo na
populacdo da lagarta em até 60% (LUO; NARANJO; WU, 2014). Em pomares de
maca as liberacbes de Trichogramma sdo de 1,8 milhdes de parasitoides por
hectare (ZHOU et al., 2014).

Varias espécies de Trichogramma foram mencionadas como eficientes em
relacdo ao seu potencial uso no controle de H. armigera em diversos paises. No
Paquistéo e na india, Trichogramma chilonis (Ishii) é utilizado no manejo de vérios
lepidopteros-praga, incluindo H. armigera em algodao (RASOOL et al., 2002).

Na Turquia, apoOs liberacdes inundativas de Trichogramma evanescens
Westwood em algodé&o, para o controle de H. armigera, foi observado parasitismo de
52,5%, quando foram liberados 120 mil parasitoides por hectare (OZTEMIZ, 2008),
evidenciando o potencial de Trichogramma no controle biolégico de H. armigera.

No oeste da Australia, Trichogramma tem sido eficaz na supresséo de pragas
importantes e € considerado crucial para o manejo de populacdes resistentes a
inseticidas e ao algodao transgénico na regido (DAVIES; LANGE; O’NEILL, 2006;
DAVIES; PUFKE; ZALUCKI, 2009; DAVIES; PUFKE; ZALUCKI, 2011). A espécie T.
pretiosum foi introduzida e faz parte do plano de manejo de H. armigera em algodao,
na Australia (DAVIES; ZALUCKI, 2008; DAVIES; PUFKE; ZALUCKI, 2009).

Trichogramma pretiosum, no Brasil, em 2014 foi utilizado em aproximadamente
250 mil hectares em lavouras de soja, algodao, milho e feijao para o controle de
ovos de noctuideos, como H. armigera, Chrysodeixis includens (Walker) (Lep.:
Noctuidae), Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lep.: Noctuidae) (PARRA, 2014).
Sendo assim, T. pretiosum pode ser uma ferramenta no controle de H. armigera em
cultivos brasileiros (EMBRAPA, 2013).

2.2.2.2. Entomopatégenos
O controle microbiano de insetos € baseado na utilizagcdo de fungos, virus,

bactérias e nematoides entomopatogénicos, sendo uma estratégia importante em
programas de MIP (ALVES, 1998).
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A utilizacdo de entomopatdégenos € vantajosa por evitar desequilibrio
ecolégico no agroecossistema, pois muitos sdo especificos aos insetos-alvo e
seletivos aos inimigos naturais. Além de causar mortalidade direta, os patégenos
podem afetar as caracteristicas biologicas e reprodutivas dos insetos-pragas, bem
como ser associados a outros métodos de controle compativeis; ndo poluem o
ambiente e ndo sdo toxicos aos homens e animais, desde que selecionados e
manuseados corretamente (ALVES, 1998).

Dentre esses microrganismos, os baculovirus e a bactéria B. thuringiensis se
destacam no controle de lepidopteros-praga, incluindo H. armigera. Devido aos
problemas com populacdes resistentes aos inseticidas sintéticos, a implementacéo
do manejo com bioinseticidas se torna fundamental no manejo desta praga
(FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013).

A bactéria B. thuringiensis se destaca entre os entomopatégenos por ser a
mais estudada e utilizada no manejo integrado de pragas (BRAVO et al., 2011).
Durante a esporulacéo e/ou fase estacionaria, esse microrganismo produz inclusdes
proteicas cristalinas (cristais proteicos) chamadas &-endotoxinas ou proteinas Cry
com atividade entomopatogénica para varias espécies de insetos, principalmente os
das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (VALADARES-INGLIS; SOUZA,
SHILER, 1998; VIDYARTHI et al, 2002; BRAVO; GILL; SOBERON, 2007;
VALICENTE et al., 2010). Os cristais proteicos atuam na fase larval dos lepidopteros
e, ao serem ingeridos, sdo solubilizados no intestino médio devido a acdo do pH
alcalino e de proteases, ativando as protoxinas (proteinas Cry). As toxinas se ligam
a receptores especificos localizados no epitélio intestinal, formando poros que
propiciam o0 extravasamento do conteudo intestinal para a hemocele. Como
consequéncia, a lagarta para de se alimentar, torna-se imével e morre por inani¢cao
ou septicemia (KNOWLES, 1994; COPPING; MENN, 2000; PRACA et al., 2004;
BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

Os baculovirus pertencem a familia Baculoviridae e sao divididos em dois
grupos devido as diferencas na conformacédo morfolégica existentes entre 0s corpos
de ocluséo, sdo eles os Nucleopoliedrovirus (NPV) e os Granulovirus (GV). Apés a
ingestdo dos corpos de oclusdo pelos insetos, a matriz proteica existente nestes

corpos é dissolvida no intestino médio devido ao pH ser fortemente alcalino, sendo
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liberados os “virions”. Essas particulas infectivas penetram nas células epiteliais do
intestino médio e sdo transportadas ao nucleo, liberando o seu DNA e iniciando o
processo de replicacdo viral. A replicacdo do virus produz a forma nédo oclusa,
infectando todos os tecidos do inseto. Porém, a forma oclusa somente é produzida
nos estégios finais da infecc¢ao viral, quando ocorre a producéo dos poliedros. Nesta
ocasido ocorre a ruptura das células e a liberagido dos poliedros no ambiente. E
guando ocorre a morte do inseto seguida da liguefacdo dos tecidos (BUENO et al.,
2012; HAASE; SCIOCCO-CAP; ROMANOWSKI, 2015).

O potencial desses patdgenos em H. armigera foi avaliado por varios
pesquisadores. Kuss et al. (2016) testaram a eficiéncia de controle de alguns
inseticidas, sendo que os bioinseticidas a base de baculovirus e B. thuringiensis,
causaram cerca de 90% de mortalidade ao final da fase de pupa dos insetos. Em
outro estudo, Perini et al. (2016) concluiram que os melhores resultados de controle
com os produtos bioldgicos foram em lagartas menores, principalmente primeiro e
segundo instares. Moore et al. (2004) constataram o eficiente controle de H.
armigera por baculovirus em citros, enquanto Jeyarani et al. (2010) citam o mesmo
em algoddo e grao-de-bico. Outros estudos comprovaram a eficiéncia de B.
thuringiensis no controle de H. armigera, além de prejudicar o desenvolvimento do
inseto, causando também efeitos subletais (LIAO; HECKEL; AKHURSTA, 2002;
AVILLA et al., 2005; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013).

Em muitos casos, a utilizacdo exclusiva de entomopatégenos pode néao
permitir o controle necessario da praga. No entanto, quando empregados
associados com outras ferramentas em programas de MIP, podem atingir resultados
satisfatorios (LACEY et al., 2001).

2.2.3. Interacao entre controle quimico e bioldgico

A combinacédo do controle quimico e do biolégico no MIP tem o objetivo de
maximizar a eficacia no controle de pragas, de forma segura (GENTZ; MURDOCH,;
KING, 2010). Inseticidas e agentes de controle biolégico estdo sendo cada vez mais
usados em conjunto para controlar pragas, incluindo espécies invasoras (DENT,
2000; Ol et al., 2008; GENTZ; MURDOCH,; KING, 2010).
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Inseticidas sdo considerados adequados para o MIP se eles combinarem o
eficiente controle da praga com a minima influéncia sobre a atividade de espécies
benéficas (GUEDES; LIMA; ZANUNCIO, 1992; SUINAGA et al., 1996). Tais produtos
sdo chamados de seletivos (DEGRANDE; GOMEZ, 1990; FOERSTER, 2002).

Entretanto, quantificar o impacto de inseticidas aos inimigos naturais pode ser
dificil (STARK; BANKS; ACHEAMPONG, 2004; STARK; VARGAS; BANKS, 2007).
Existem alguns métodos que séo utilizados para avaliar a seletividade de inseticidas
aos inimigos naturais, como aplicacdo tOpica, exposicdo a superficie tratada,
pulverizacdo direta, imersdo na solucdo do inseticida, exposicdo a vapores e testes
de alimentacdo (GRAHAM-BRYCE, 1987).

A Organizacdo Internacional de Controle Biologico (IOBC) desenvolveu um
protocolo e padronizou os testes de seletividade (HASSAN et al., 1994). As
pesquisas devem incluir testes de laboratério, semi-campo e campo, sendo 0s
produtos classificados em funcao do seu efeito (HASSAN, 1997). O grande intuito da
IOBC é coordenar as atividades internacionais em relacdo aos métodos
padronizados de seletividade, gerando o intercambio de informacdes e repetitividade
dos dados, apontando os agrotdéxicos que possam ser adequados em futuros
programas de manejo integrado (HASSAN et al., 1994).

Varias pesquisas tém sido realizadas para avaliar a seletividade de inseticidas
a inimigos naturais, como por exemplo, aos parasitoides de ovos Trichogramma spp.
(BASTOS; ALMEIDA; SUINAGA, 2006; CARVALHO et al., 2010; GOULART et al.,
2012; LIU; ZHANG, 2012; SOUZA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; AMARO et al.,
2015).

Com relacdo aos estudos de compatibilidade de produtos quimicos com
microrganismos, além de testes em campo, devem ser avaliados “in vitro”, pois
expOe 0s agentes de controle a todos os possiveis efeitos negativos ou positivos que
possam sofrer quando aplicados em associagcao, especialmente em casos em que
sao realizadas misturas (ROSSI-ZALAF et al. 2008).

Ensaios realizados “in vitro” expfem ao maximo 0s microrganismos a acao
dos produtos fitossanitarios, podendo diferir das condicdes de campo, onde outros
fatores interferem, diminuindo a intensidade das reagdes (KNAAC et al., 2009).

Alves, Moino Junior e Almeida (1998) salientaram que a seletividade ou o sinergismo
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de um produto testado em laboratério pode ser confirmado em campo, mas o
antagonismo apresentado em laboratério nem sempre pode ser verificado no campo.

Existem vérias pesquisas relacionadas a testes de compatibilidade entre B.
thuringiensis e inseticidas quimicos sintéticos (MORRIS, 1977; BATISTA FILHO;
ALMEIDA; LAMAS, 2001; KNAAC et al., 2009; AGOSTINI et al.,, 2014; VEIGA,
2014). Alguns inseticidas quimicos sintéticos podem, inclusive, favorecer a eficiéncia
de controle, quando utilizado em conjunto com um biologico (VEIGA, 2014),
otimizando o controle da praga e diminuindo problemas relacionados a evolucéo de
populacdes resistentes. Tais pesquisas geraram informacgdes de compatibilidade de
biolégicos com quimicos sintéticos, permitindo a mistura de produtos para aplicacéo

no campo, quando sdo compativeis.
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CAPITULO 2 - Toxicidade de inseticidas quimicos e biolégicos & Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo

Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga polifaga,
relatada pela primeira vez causando prejuizo em cultivos brasileiros em 2013. Inseticidas
sintéticos sdo 0s mais utilizados no controle desta praga em todo o mundo, porém, com a
pressdo de selecdo devido ao uso indiscriminado e de maneira desordenada, varios casos de
resisténcia foram constatados. O manejo da resisténcia de insetos a inseticidas engloba
diferentes técnicas e estratégias, como a rotacdo do mecanismo de acdo dos inseticidas. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de inseticidas quimicos e bioldgicos,
de diferentes mecanismos de acdo, em lagartas de H. armigera, em condi¢6es de laboratorio.
Foi avaliada a mortalidade das lagartas de segundo instar via ingestdo e contato, e estimada a
CLso via ingestdo. Por ingestdo, todos os produtos testados, exceto VPN-HzSNPV,
provocaram 100% de mortalidade. Por contato, os produtos clorfenapir e clorantraniliprole
mataram 100% dos insetos. Clorfenapir matou as lagartas em menos tempo. Dentre 0s
produtos quimicos, zeta-cipermetrina foi 0 que demorou mais tempo para matar os insetos. Bt
kurstaki, no terceiro dia, matou cerca de 60% das lagartas, com 100% de mortalidade até o
sétimo. Bt aizawai proporcionou maior mortalidade no quarto dia apds a ingestdo, atingindo
100% no sexto dia. VPN-HzSNPV demorou quatro dias para comecar a matar as lagartas,
sendo que a maior mortalidade ocorreu no sexto e sétimo dia. Comparando os valores de CLso
dos diferentes produtos, zeta-cipermetrina (0,0242 g i.a./L) e Bt aizawai (0,0300 g i.a./L)
foram os menos téxicos. Clorantraniliprole (0,00031 g i.a./L) e VPN-HzSNPV (0,001293 g
i.a./L) apresentam 0s menores valores de CLso. Bt aizawai, Bt kurstaki, VPN-HzSNPV, zeta-
cipermetrina, clorfenapir e clorantraniliprole sdo toxicos para lagartas de H. armigera, em

condigdes de laboratdrio.

Palavras-chave: controle quimico, controle biolégico, MIP.
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1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga polifaga, que
pode se alimentar de cerca de 180 especies de plantas de até 45 familias, causando perdas
expressivas na producdo de alimentos, gréos, fibras e plantas ornamentais, em diferentes
regides do mundo (Fitt, 1989; Singh et al., 2002; Srivastava et al., 2010; Cunningham &
Zalucki, 2014). As lagartas causam danos significativos por atacarem as plantas tanto na fase
vegetativa quanto na reprodutiva, consumindo folhas, caules, brotos, inflorescéncias, frutos e
vagens (Reed, 1965; Wang & Li, 1984; Fitt, 1989).

Esta espécie é amplamente distribuida na Oceania, Asia, Europa e na Africa (Pearson,
1958; Fitt, 1989; EPPO, 2007). No Brasil, foi relatada a primeira vez em 2013, causando
prejuizos em cultivos de soja, milho e algodao (Czepak et al., 2013; Specht et al., 2013; Tay
et al., 2013). Porém, ha indicios da presenca desta praga em territorio brasileiro, em baixo
nivel populacional, desde 2008 (Sosa-Gémez et al., 2016).

Nesse contexto, o programa de manejo integrado de pragas (MIP) para o controle de
H. armigera no Brasil conta com algumas taticas, como a utilizacéo de inseticidas quimicos e
bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis Berliner e virus, no qual alguns deles foram
liberados em carater emergencial de 2013 a marco de 2016 e atualmente j& sdo registrados
para essa espécie (Brasil, 2013; Brasil, 2015; AGROFIT/MAPA, 2016).

Inseticidas sintéticos sdo os mais utilizados no controle de H. armigera devido a sua
ampla disponibilidade no mercado, praticidade de utilizacdo e rapida acdo sobre as lagartas
(Rashid et al., 2003; Boukhris-Bouhachem et al., 2007; Vojoudi et al., 2016). Porém, com a
pressdo de selecdo devido ao uso indiscriminado e de maneira desordenada desses inseticidas,
varios casos de resisténcia foram relatados em todo o mundo, registrando-se a dificuldade de
controle de populacdes do inseto (Gunning et al., 1998; Martin et al., 2000; Ahmad et al.,
2001; Kranthi et al.,, 2002; Qaim et al., 2008). Além dos inseticidas quimicos, 0 uso
inadequado dos bioinseticidas, como os a base de B. thuringiensis, também podem levar a
selecdo de individuos de H. armigera resistentes, e em um curto periodo de tempo (Oppert et
al., 1997). Existem relatos de 763 casos de populacOes resistentes, em 323 localidades, a 49
ingredientes ativos, incluindo B. thuringiensis (IRAC, 2016a).

Devido a este problema, muitos pesquisadores em parceria com 0 governo e
produtores em VAarios paises, propuseram estratégias para compor o programa de manejo de

resisténcia a inseticidas (MRI). Todas as técnicas MRI visam maximizar a eficacia dos
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inseticidas, minimizar a intensidade da pressédo de selecdo e mitigar o efeito adverso nos
ecossistemas e no meio ambiente. Algumas das estratégias propostas sdo: uso de produtos
sinérgicos em misturas; uso de inseticidas que ndo possuem relatos de resisténcia ou entdo
novas moléculas, visando sempre atingir o estagio mais vulneravel da praga; rotacdo de
grupos quimicos e modo de acdo dos produtos; uso de bioinseticidas e 0 emprego do controle
biologico. O MRI combina as ferramentas do MIP, na busca de um método sustentavel para o
controle de pragas (Aggarwal et al., 2006; Nimbalkar et al., 2009; IRAC, 2016b)

Sendo assim, se torna necessario 0 estudo da suscetibilidade de H. armigera aos
inseticidas utilizados para o seu controle, acrescentando informacgdes para 0 manejo integrado
desta praga que possam ser utilizadas pelos agricultores, com o intuito de manter populacfes
abaixo do nivel de dano econdmico. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade de inseticidas quimicos e biologicos, com diferentes mecanismos de acdo, em

lagartas de segundo instar de H. armigera, em condicGes de laboratério.

2. Material e métodos
A criacdo de H. armigera e os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Biologia e Criacdo de Insetos (LBCI) do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil; mantidos em sala climatizada (temperatura de 25 *+ 2°C; umidade relativa de 70 +

10%; e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro).

2.1. Insetos

Para os experimentos, foram utilizadas lagartas de H. armigera de segundo instar,
obtidas da criacdo mantida no LBCI, de acordo com metodologia descrita por De Bortoli et al.
(2014).

Os ovos depositados no papel toalha que revestiu a gaiola dos adultos de H. armigera
foram mantidos em recipientes plasticos (25 cm x 15 cm x 12 cm) até a eclosdo das lagartas.
As lagartas, coletadas com o auxilio de um pincel, foram transferidas para placas de Petri (6
cm de didametro x 2 cm altura) contendo dieta artificial (Tabela 1), sendo inserida uma lagarta
por placa.

Apos a formacdo das pupas, os individuos foram separados por sexo e transferidos

para gaiolas de PVC (20 cm de didmetro x 20 cm de altura), onde ocorreu a copula e
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oviposigdo. Foram acondicionados 20 casais por gaiola. Os adultos receberam como alimento
solucdo de mel a 10%, através de uma tampa plastica de 1 cm de didmetro, contendo algodao
embebido na solucdo. A gaiola de PVC foi revestida com papel toalha onde as fémeas
realizaram as posturas. O papel foi trocado diariamente para coleta dos ovos durante todo o
periodo de oviposicdo. A gaiola de PVC foi colocada sobre um prato plastico (23,5 cm de
didmetro x 3 ¢cm de altura) contendo papel toalha em sua superficie. A parte superior da
gaiola foi fechada com tecido de malha fina (tipo voile), preso com elastico. Os papéis

contendo os ovos foram colocados em recipientes plasticos até a eclosdo das lagartas.

2.2. Inseticidas

Os inseticidas quimicos e bioldgicos utilizados nos experimentos foram: clorfenapir
(Pirate®), zeta-cipermetrina (Mustang 350 EC®), clorantraniliprole (Prémio®), Bacillus
thuringiensis aizawai GC-91 (Agree®), Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel WP®) e VPN-
HzSNPV (Gemstar®); e seus respectivos grupos quimicos, mecanismos de agio e doses

utilizadas estéo apresentados na Tabela 2.

2.3. Bioensaios

2.3.1. Toxicidade de inseticidas via ingestdo e contato

Para o teste via ingestdo (toxicidade oral), pedacos de dieta artificial (Tabela 1) com
area padronizada (4 cm?) foram cortados e mergulhados individualmente em cada um dos seis
inseticidas, nas concentragcdes recomendadas para utilizacdo no campo (Tabela 2), preparadas
com &gua deionizada. Cada pedaco de dieta artificial foi mergulhado por 10 segundos e
posteriormente seco em temperatura ambiente durante 30 minutos. Os pedacos de dieta foram
entdo colocados individualmente em placas de Petri (6,0 cm de diametro x 2,0 cm de altura).
Em cada placa foi colocada uma lagarta de segundo instar de H. armigera. Quando houve
necessidade foi feita a reposi¢édo da dieta nas placas. Em cada tratamento foram observadas 5
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 10 placas, totalizando 50 lagartas por
tratamento. O tratamento controle consistiu de dieta tratada apenas com agua deionizada. A
avaliacdo da mortalidade foi realizada a cada 24 horas até a morte de todos os insetos. As
lagartas foram registradas como mortas quando ndo se moviam ao serem tocadas com um

pincel de cerdas macias.
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Para avaliar a acdo dos inseticidas por contato em H. armigera, foram aplicados 2uL
da concentracdo recomendada dos trés produtos que agem por contato (Tabela 2), aplicados
dorsalmente na regido do protorédcica das lagartas de segundo instar, com o auxilio uma
pipeta. No tratamento controle, as lagartas foram tratadas apenas com agua deionizada. Apos
a aplicacdo, cada lagarta foi transferida para uma placa de Petri (6,0 cm de didmetro x 2,0 cm
de altura) e mantidas sem alimentacdo por 24 horas (Estrela et al., 2003). Apos este periodo
foi avaliada a mortalidade. As lagartas que sobreviveram foram entdo mantidas
individualizadas nas placas, com pedagos de dieta artificial (Tabela 1) com éarea padronizada
(4 cm?). A mortalidade foi registrada diariamente, quando os insetos ndo se moviam ao serem

tocados com um pincel de cerdas macias, até a mortalidade total dos insetos.

2.3.2. Estimativa da CLso

Pedacos de 4 cm? de dieta artificial (Tabela 1) foram mergulhados em diferentes
concentracdes dos inseticidas quimicos e biolégicos preparadas com agua deionizada, por 10
segundos e posteriormente secos em temperatura ambiente por 30 minutos. Os pedagos foram
colocados individualmente em placas de Petri (6,0 cm de didmetro x 2,0 cm de altura). A
amplitude das concentracGes testadas foi pré-estabelecida em ensaio preliminar, sendo
selecionadas no minimo seis concentragcfes que provocaram mortalidade variando de cerca de
10 a 90%. Na conducdo do bioensaio, todas as concentracfes foram testadas ao mesmo tempo
para cada inseticida. Uma lagarta de segundo instar de H. armigera foi colocada em cada
placa contendo um pedaco da dieta tratada. Para cada concentracdo foram observadas 5
repeticdes contendo 10 insetos cada uma (1 inseto por placa), totalizando 50 insetos por
concentragdo. A mortalidade foi avaliada a cada 24 horas, caracterizada pela total imobilidade
dos insetos.

2.3.3. Analise dos dados
Os dados de mortalidade foram submetidos aos testes de Bartlett e Kolmogorov para
constatacdo de normalidade e homogeneidade da variancia, para verificar se atendiam aos
requisitos da andlise de variancia (ANOVA). Em seguida, a ANOVA foi utilizada para
verificar o efeito dos produtos na mortalidade de lagartas. Como os dados ndo atenderam
aos requisitos exigidos pela ANOVA, foram conduzidas analises ndo paramétricas
utilizando os testes de Kruskal-Wallis para mais de dois tratamentos e de Wilcoxon para
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dois tratamentos. Para a conduc¢do de todas as anélises foi utilizado o software SAS Institute
(2002).

Os dados de resposta da concentracdo-mortalidade dos testes de toxicidade foram
submetidos a analise de regressdo de Probit (Finney, 1971) e obtidos os valores de
concentracdo letal média (CLso), utilizando o software SAS (SAS Institute, 2002). Os valores
de CLso dos tratamentos foram considerados significativos quando ndo ocorreu sobreposicao

do limite de confianca a 95%.

3. Resultados

3.1. Toxicidade de inseticidas via ingestdo e contato

Por ingestdo, todos os inseticidas testados, exceto VPN-HzSNPV, provocaram
mortalidade total das lagartas de H. armigera. Por contato, os produtos clorfenapir e
clorantraniliprole mataram 100% dos insetos (Tabela 3).

Clorfenapir matou as lagartas de H. armigera em menos tempo, tanto por ingestao
guanto por contato. ApOs apenas um dia provocou 100% de mortalidade por contato e
aproximadamente 95% por ingestdo. Dentre os inseticidas, zeta-cipermetrina foi o que
demorou mais tempo para matar os insetos. Nos dois primeiros dias, clorantraniliprole e zeta-
cipermetrina provocaram maior mortalidade por contato (Figura A).

Bt kurstaki, no terceiro dia, apresentou taxa de mortalidade de cerca de 60%, matando
todas as lagartas até o sétimo dia. Bt aizawai teve maior mortalidade no quarto dia ap6s a
ingestdo, sendo que todas as lagartas morreram até o sexto. VPN-HzSNPV demorou quatro
dias para comecar a matar as lagartas, sendo que a maior mortalidade ocorreu no sexto e

sétimo dias (Figura A).

3.2. Estimativa da Concentracéo Letal 50 (CLso)

Comparando os valores de CLso entre os inseticidas, zeta-cipermetrina (0,0242 g
i.a./L) e Bt aizawai (0,0300 g i.a./L) foram os menos téxicos as lagartas de H. armigera, por
apresentarem os maiores valores de CLso (Tabela 4).

Bt kurstaki (0,0100 g i.a./L) e clorfenapir (0,0063 g i.a./L) apresentaram valor
intermediario de CLso, sendo clorfenapir mais toxico as lagartas de H. armigera do que Bt
kurstaki (Tabela 4).
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Clorantraniliprole (0,00031 g i.a./L) e VPN-HzSNPV (0,001293 g i.a./L) apresentaram
0s menores valores de CLso, sendo as lagartas mais suscetiveis a estes inseticidas (Tabela 4).

4. Discussao

Os inseticidas estudados podem ser empregados em programas do manejo integrado de
H. armigera, uma vez que os valores de mortalidade, por ingestéo e contato na concentragéo
recomendada, foram superiores a 80%, sendo considerados toxicos para a praga (MAPA,
2015). Devido ao relato de resisténcia da praga a 49 ingredientes ativos em varios paises
(IRAC, 2016a), produtores brasileiros devem aplicar de maneira adequada estes produtos para
evitar problemas relacionados a selecdo de populagdes resistentes da praga, procurando alterar
0 modo de acdo do produto aplicado, bem como associando diferentes estratégias de controle,
como a liberacdo de inimigos naturais.

Dentre os inseticidas quimicos sintéticos que possuem acdo por contato, zeta-
cipermetrina foi o Gnico que ndo causou 100% de mortalidade de lagartas. Konus & Karaagag
(2014), estudando a suscetibilidade de uma populacdo de H. armigera na Turquia, também
por aplicacdo tdpica, observaram razdo de resisténcia de 21 vezes para zeta-cipermetrina.
Zeta-cipermetrina pertence ao grupo quimico dos piretroides, muito utilizado para o controle
de varias pragas, em diferentes culturas (Feo et al., 2010; Wu et al., 2010). Por serem
aplicados frequentemente, em pulverizagfes sequenciais, existem relatos de populacdes de
varias espeécies, entre elas H. armigera, resistentes a piretroides, no mundo todo (Ahmad &
McCaffery, 1988; Ahmad et al., 1995; Vassal et al., 1997; McCaffery, 1998; Martin et al.,
2002; Srinivas et al., 2004; Chaturvedi, 2007; Achaleke et al., 2009; Chaturvedi, 2013).

O aumento da atividade de enzimas de desintoxicacdo em populacdes de pragas €
considerado um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de resisténcia a
inseticidas, como da oxidase e da esterase, associadas a resisténcia dos piretroides em
populacdes australianas de H. armigera (Denholm & Roland, 1992; Li et al., 2007; Jouf3en et
al., 2012; Teese et al., 2013).

A alta mortalidade das lagartas de H. armigera causada pelos inseticidas quimicos nos
dois primeiros dias, esta relacionada ao efeito de choque dos produtos, devido aos seus
mecanismos de acdo. Zeta-cipermetrina € um modulador dos canais de Na*, que age no
sistema nervoso dos insetos, impedindo a transmissdo dos impulsos nervosos (Soderlund et

al., 2002). Clorfenapir pertence ao grupo quimico dos analogos de pirazol, atuando no
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processo metabolico, impedindo a producdo de ATP na mitocondria (Raghavendra et al.,
2011). Clorantraniliprole ¢ uma diamida antranilica, sendo moduladores dos receptores de
rianodina antranilica, que regulam as liberacbes de Ca*, causando efeito de contracdo
muscular (Gentz et al., 2010).

Os bioinseticidas foram eficientes causando alta mortalidade de lagartas de H.
armigera, porém, levaram maior tempo para provocar mortalidade total dos insetos. Bt
aizawai e Bt kurstaki sdo compostos por esporos e toxinas de B. thuringiensis (Bravo et al.,
2011). A acdo das toxinas pode levar até cinco dias para matar os insetos e envolve diversas
etapas, como: ingestdo do complexo esporo-cristal pela lagarta, solubilizagdo e processamento
da toxina no intestino, ligacdo ao receptor, inser¢cdo na membrana, formacgdo do poro e
citolise. As proteinas Cry apresentam-se na forma de pro—-toxinas e precisam ser ativadas por
proteases para liberarem fragmentos toxicos (Schnepf et al. 1998; Monnerat & Bravo, 2000;
Praca et al., 2007; Bravo et al., 2011). Os bioinseticidas a base de virus sdo compostos pelos
corpos de oclusdo, que se dissolvem no intestino do inseto, liberam os "virions" que sdo
transportados para o nucleo, iniciando a replicacdo viral e infectando todos os tecidos do
inseto e entdo evolui para a morte das lagartas, em torno de sete dias ap0s a ingestdo do
produto (Bueno et al., 2012; Haase et al., 2015).

Quando as lagartas de segundo instar se alimentaram do VPN-HzSNPV, a mortalidade
foi de 88%, valor superior ao encontrado por Kuss et al. (2016), de 75% com 8 dias,
utilizando folhas de soja tratadas. Os mesmos autores também testaram a suscetibilidade das
lagartas a clorfenapir, observando mortalidade de 40% no terceiro dia de avaliacdo, chegando
a 60% no final da fase larval. Nesta pesquisa, clorfenapir no primeiro dia de avaliagdo
apresentou 95% de mortalidade por ingestdo, atingindo 100% no terceiro. A diferenga na
suscetibilidade de H. armigera a estes inseticidas pode ser devido a utilizacdo de diferentes
populagdes do inseto nos bioensaios (Ahmad et al., 2003; Building & Arhabhata, 2007,
Hussain et al., 2015).

Quanto a CLso, 0s menores valores obtidos foram para VPN-HzSNPV (0,001293 g
i.a./L) e para clorantraniliprole (0,00031 g i.a./L), indicando ser necessaria menor quantidade
do ingrediente ativo para matar 50% da populacdo da praga. Estes dois produtos foram
altamente toxicos para lagartas de H. armigera, além de serem seletivos a inimigos naturais e

polinizadores (Lahm et al., 2007; Corréa-Ferreira et al., 2010; Gentz et al., 2010; Hannig et
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al., 2009; Sial & Brunner, 2010). Estas caracteristicas fazem de VPN-HzSNPV e
clorantraniliprole componentes promissores do MIP de H. armigera.

A aplicacdo combinada de inseticidas biologicos e quimicos sintéticos nas culturas
pode ser estratégia eficiente na reducéo do nivel populacional da praga (Sharma et al., 2007).
Existem pesquisas que comprovaram que a eficacia do clorantraniliprole foi maior quando
ocorreu a aplicacdo combinada com entomopatdgenos, como os fungos Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae e a bactéria B. thuringiensis kurstaki (Wakil et al., 2013; Younas et
al., 2016). Além disso, outros estudos também mostraram que VPN-HzSNPV e
clorantraniliprole possuem efeito sinérgico no controle de H. armigera, causando mortalidade
cerca de 40% maior quando aplicados em combinagdo, em comparacao as aplicacGes isoladas,
em diferentes populagdes (Wakil et al., 2012).

Clorantraniliprole pode ser também uma alternativa para 0 manejo da resisténcia em
populacbes resistentes as toxinas de B. thuringiensis. Cao et al. (2010) confirmaram a
suscetibilidade a este quimico, tanto de populages suscetiveis quanto resistentes de H.
armigera a proteina CrylAc, presente em bioinseticidas e plantas plantas transgénicas.

Bt aizawai, Bt kurtaki, VPN-HzSNPV, zeta-cipermetrina, clorfenapir e
clorantraniliprole apresentaram alta toxicidade a lagartas de H. armigera, em condigdes de
laboratério. Porém, sdo necessarios trabalhos em campo para testar a eficiéncia de controle e
também para monitorar a resisténcia de H. armigera aos inseticidas utilizados com mais
frequéncia pelos agricultores. Devem ser feitos, também, testes de seletividade dos produtos
utilizados neste trabalho para os diferentes inimigos naturais, buscando-se alternativas para

combinagdo no manejo integrado de H. armigera.
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Figura A. Porcentagem de mortalidade diaria de lagartas de Helicoverpa armigera ao longo

do tempo, ap6s contato ou ingestdo de inseticidas nas concentracGes recomendadas pelos

fabricantes.



Tabelas

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial utilizada para criacdo de
Helicoverpa armigera (Greene et al., 1976, modificada).

Ingredientes Quantidade
Feijdo branco 75¢
Germe de trigo 60 g
Farelo de soja 30¢
Leite em po 3049
Levedura de cerveja 3759
Acido ascorbico 360
Acido sorbico 189
Metil para-hidroxibenzoato de sodio 30
Soluc¢do vitaminica 9mL
Tetraciclina 0,12 g
Formaldeido 40% 3,6 mL
Agar 239
Agua 1.400 mL

Tabela 2. Inseticidas quimicos e biologicos utilizados para os testes de toxicidade a

Helicoverpa armigera.

Produto comercial Ingrediente ativo Grupo quimico MA? DC?
Pirate® Clorfenapir Analogo de Pirazol I/C 500
Mustang 350 EC® Zeta-cipermetrina Piretroide I/C 200
Prémio® Clorantraniliprole Diamida Antranilica  I/C 125
Agree® Bt! aizawai GC-91 Inseticida biologico I 750
Dipel WP® Bt! kurstaki, linhagem HD-1 Inseticida bioldgico I 600
H. zea single capsid
Gemstar® nucleopolyhedrovirus (VPN-  Inseticida biolégico I 375

HzSNPV) (Baculovirus)

1Bt = Bacillus thuringiensis.
2MA = Mecanismo de agdo dos produtos; | = ingestdo; C = contato.
3DC = Dosagem da formulag&o comercial utilizada (g ou mL.100 L™2).

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade de lagartas de Helicoverpa
armigera ap0s acdo por ingestdo e contato de inseticidas nas
concentragdes recomendadas pelos fabricantes.

- Acéo

Inseticidas Ingestédo Contato

Bt aizawai GC-91 100,0 + 0,00 a! -

Bt kurtaki 100,0 £ 0,00 a -
VPN-HzSNPV 88,0+5,83b -
Zeta-cipermetrina 100,0 £ 0,00 a 96,0+ 2,45a
Clorfenapir 100,0 £ 0,00 a 100,0 £ 0,00 a
Clorantraniliprole 100,0 £ 0,00 a 100,0+ 0,00 a
Controle 16,0+4,00c 140+245D

!Médias + erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de
Kruskal-Wallis (P > 0,05); ndo ocorreu diferenca significativa para a comparacao
entre ingestdo e contato para cada inseticida pelo teste de Wilcoxon (P > 0,05).
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Tabela 4. Analise de Probit da resposta de concentragdo-mortalidade da toxicidade oral
de inseticidas as lagartas de segundo instar de Helicoverpa armigera.

51

- CLso (95% I.C)) Coeficiente
1 2
l.a. ngular

Inseticidas N (gi.a/l)? Angul epr X GL P
Btaizawai GC-OL 50 o 02%3?(?8389) 1314011 1006 6 0,215
Bt kurstaki 0 g 00%2_15’8117) 225024 872 6 0,1898
VPN-HZSNPV 50 o 008’1%%1_3950278) 086+021 269 5 07476
Zeta-cipermetrina 50 © 037%23 %315) 1,27 £0,14 5,08 6 05342
Clorfenapir 0 00%32?8067) 486+050 679 5 02363

0,00031

Clorantraniliprole 50 0,76 + 0,15 6,89 4 0,1421

(0,0002-0,0005)

IN=nGmero de lagartas observadas por concentragao.

2Concentracdo letal que matou 50% da populagdo (intervalo de confianca a 95%) (gramas de ingrediente ativo por
litro).

3Coeficiente angular + erro padréo.



52

CAPITULO 3 — Desempenho de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) em ovos de Helicoverpa armigera (Hubner)

(Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga polifaga, com
ampla distribuicdo geografica. A primeira ocorréncia no Brasil foi em 2013, sendo
necessarios estudos sobre os metodos de controle disponiveis visando o seu manejo. Uma
possivel ferramenta para o controle de H. armigera € o parasitoide de ovos Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Sendo assim, o objetivo foi estudar o
comportamento de T. pretiosum em ovos de H. armigera. Foi estudado o parasitismo,
emergéncia e periodo de ovo a adulto, com 24 e 48 h de exposicao do parasitoide aos ovos de
H. armigera e Corcyra cephalonica (Stainton) (Lepidoptera: Pyralidae); a longevidade dos
descendentes com 24 h de exposic¢do; o parasitismo e a emergéncia em ovos de diferentes
idades e diferentes dias de oviposicdo dos lepiddpteros; e a preferéncia hospedeira. O
parasitismo foi maior em C. cephalonica ap6s 24 e 48 h de exposicdo (57,4% e 84,6%,
respectivamente). Nos diferentes dias de oviposi¢cdo, em ovos de C. cephalonica o parasitismo
foi maior no segundo dia (76,2%), e em H. armigera, foi maior no terceiro (71,1%). Em
relacdo as idades dos ovos, o parasitismo foi menor em ovos de C. cephalonica com dois dias
(63,3%) e de H. armigera com trés (41,3%). No teste com chance de escolha, T. pretiosum
preferiu H. armigera. No teste sem chance de escolha ndo houve diferenca na preferéncia.

Assim, T. pretiosum pode ser uma possivel ferramenta no MIP de H. armigera.

Palavras-chave: controle bioldgico, parasitoide, MIP, parasitismo.
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1. Introducéo

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga importante
para a agricultura mundial por ser altamente polifaga e causar danos em diferentes culturas de
importancia econdmica como tomate, algodéo, soja, milho e girassol (Fitt, 1989; Singh et al.,
2002; Srivastava et al., 2010; Cunningham & Zalucki, 2014). No Brasil, esta espécie foi
relatada pela primeira vez em altos niveis populacionais em 2013, em cultivos de soja, milho
e algoddo (Czepak et al., 2013; Gabriel, 2013; Specht et al., 2013; Tay et al., 2013). Os
prejuizos causados aos produtores rurais no periodo da ocorréncia foram estimados em R$ 10
bilhdes (Gottems, 2013).

Considerando que a praga foi detectada ha apenas trés anos no Brasil, sdo necessarios
estudos sobre os diferentes métodos de controle disponiveis, visando estabelecer um
programa de manejo integrado de pragas (MIP) adequado para H. armigera. Algumas
alternativas para 0 manejo desta praga foram propostas, em carater emergencial, pelo governo
brasileiro e pela Embrapa, como o controle quimico e o biolégico (Brasil, 2013; Embrapa,
2013; Brasil, 2015; Agrofit/Mapa, 2016).

O controle bioldgico € uma ferramenta importante para o controle de H. armigera
(Embrapa, 2013). Inimigos naturais, como parasitoides e predadores, s&o componentes
importantes do MIP e o seu uso representa uma estratégia fundamental nesses programas
(Wang et al., 2013).

Dentre os parasitoides de ovos utilizados no controle bioldgico estdo algumas espécies
do género Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae), que tem cerca de
210 espécies conhecidas em todo o mundo, sendo 26 delas reportadas no Brasil (Pinto, 2006;
Zucchi et al., 2010). Esses insetos sdo utilizados em varios paises, principalmente para o
controle de lepidopteros-praga (Smith, 1996; van Lenteren, 2003; Mills, 2010), por meio de
liberacbes inundativas em milhGes de hectares de muitas culturas agricolas de interesse
econdmico (Smith, 1996; van Lenteren, 2003; Parra & Zucchi, 2004; Pizzol et al., 2012). A
acao desses insetos parasitando ovos impede que haja a eclosdo de lagartas, prevenindo
qualquer dano, ja que este é o0 estagio que provoca prejuizos as culturas (Botelho, 1997).

Para atender a demanda do controle bioldgico em culturas como milho, soja algodao,
tomate e cana-de-agucar, esses parasitoides sdo criados massalmente por algumas empresas,
existindo no Brasil quatro biofabricas que produzem Trichogramma spp., registrados no

Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (Agrofit) (Agrofit/Mapa, 2016). Dentre as espécies do


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-204X2016000500537#B25
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género, T. pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae), € uma das espécies
comercializadas para o controle de ovos de lepidopteros (Pinto, 1997; Parra, 2010;
Agrofit/Mapa, 2016), sendo relatada em aproximadamente 18 diferentes hospedeiros e em 13
culturas (Zucchi & Monteiro, 1997).

Para viabilizar a produgdo desses insetos sdo utilizados ovos de hospedeiros
alternativos, como os de Corcyra cephalonica (Stainton) (Lepidoptera: Pyralidae), conhecida
como a traca-do-arroz, importante praga de grdos armazenados (Upadhyay & Ahmad, 2011;
van Lenteren, 2012).

A utilizacdo de hospedeiros alternativos torna a criagdo pratica e com o custo de
producdo bem menor em relacdo a uma criagédo realizada no hospedeiro natural (Parra, 1997;
van Lenteren, 2012; Singhamuni et al., 2015; Rajasekhar et al., 2016). Corcyra cephalonica é
um hospedeiro adequado para producdo em laboratorio de T. pretiosum, pois permite bom
desempenho reprodutivo quando comparado a outros, por geragdes consecutivas, garantindo
descendentes com qualidade para a manutencéo da criagdo (Figueroa, 2015).

Neste contexto, T. pretiosum pode entdo ser considerado uma das ferramentas
disponiveis para compor o programa de MIP de H. armigera. Porém, para obter bons
resultados no campo sdo necessarios estudos basicos para entender o desenvolvimento e o
comportamento do parasitoide nos ovos desta praga. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho
foi estudar o parasitismo e o comportamento de T. pretiosum em ovos de H. armigera,
comparando-se com ovos de C. cephalonica, que é um hospedeiro adequado para o

desenvolvimento desta espécie de parasitoide em laboratorio.

2. Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Cria¢do de Insetos
(LBCI) do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil; mantidos em sala climatizada,
com condicOes controladas de temperatura (25 = 2°C), umidade relativa (70 = 10%) e

fotoperiodo (12 horas de luz/12 horas de escuro).

2.1. Insetos

2.1.1. Corcyra cephalonica
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Os ovos de C. cephalonica utilizados para a manutencdo da criacdo de T. pretiosum e
para os experimentos foram obtidos da criagdo do LBCI (De Bortoli et al., 2012). A dieta
utilizada para alimentacdo das lagartas era composta por germe de trigo (94%), esterilizado a
150°C por 2 horas, misturado homogeneamente a levedura de cerveja (6%) (Bernardi et al.,
2000). Sobre a superficie da dieta foram distribuidas 0,15 gramas de ovos, em um recipiente
plastico (47 cm x 29,5 cm x 10,5 cm) fechado com tampa plastica com orificio telado com
tecido tipo voile (6 cm x 8 cm). Insetos recém-emergidos foram coletados diariamente
utilizando-se um aspirador de p6 adaptado com uma camara de captura, sendo transferidos
para recipientes de vidro cilindrico (11 cm de didmetro x 17 cm de altura) contendo como
substrato para oviposicéo tela tipo sombrite. O recipiente foi tampado com o mesmo tipo de
tela. A coleta de ovos foi feita diariamente. Os ovos foram peneirados para retirada de
impurezas. A sala de criacdo foi mantida a temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 25%

e fotofase de 12 horas.

2.1.2. Trichogramma pretiosum

Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes da criacdo mantida no LBCI,
composta somente por fémeas, que se reproduzem por partenogénese telitoca (Pinto &
Stouthamer, 1994).

Os ovos do hospedeiro alternativo C. cephalonica foram oferecidos em cartelas de
cartolina azul celeste (3,5 cm x 1,5 cm), fixados na cartela com fita adesiva dupla face (2,5
cm x 1,2 cm), identificadas pela data da oferta dos ovos. Os ovos nas cartelas foram
inviabilizados em lampada germicida por 45 minutos, com o objetivo de evitar a eclosdo das
lagartas. As cartelas foram posteriormente colocadas em tubos de vidro de fundo chato (8,0
cm de altura x 2,0 cm de diametro), contendo adultos de T. pretiosum recém-emergidos. Na
superficie da lateral interna do tubo foi adicionada uma goticula de mel, para alimentacédo dos
insetos. A substituicdo da cartela ocorreu a cada 24 horas, por até cinco dias, e aquelas com
ovos parasitados foram transferidas para outro tubo semelhante, vedado com plastico filme
PVC, onde ocorria a emergéncia dos adultos. A emergéncia dos primeiros parasitoides
ocorreu ap6s o décimo dia do parasitismo. Os insetos foram mantidos a temperatura de 25 *

2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro.

2.1.3. Helicoverpa armigera
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Para os experimentos com T. pretiosum, os ovos de H. armigera foram obtidos da
criacdo mantida no LBCI, de acordo com o método descrito por De Bortoli et al. (2014).

Os ovos depositados no papel toalha que revestia a gaiola dos adultos de H. armigera
foram mantidos em recipientes plasticos (25 cm x 15 cm x 12 cm) até a eclosdo das lagartas.
As lagartas, coletadas com o auxilio de um pincel, foram transferidas para placas de Petri (6
cm de didmetro x 2 cm altura) contendo dieta artificial (Tabela 1), sendo inserida uma lagarta
por placa.

Apos a formacdo das pupas, os individuos foram separados por sexo e transferidos
para gaiolas de PVC (20 cm de didmetro x 20 cm de altura), onde ocorreu a copula e
oviposicdo. Foram acondicionados 20 casais por gaiola. Os adultos receberam como alimento
solucdo de mel a 10%, atraves de uma tampa plastica de 1 cm de didmetro, contendo algodao
embebido na solucdo. A gaiola de PVC foi revestida com papel toalha onde as fémeas
realizaram as posturas. O papel foi trocado diariamente para coleta dos ovos durante todo o
periodo de oviposicdo. A gaiola de PVC foi colocada sobre um prato plastico (23,5 cm de
diametro x 3 cm de altura) contendo papel toalha em sua superficie. A parte superior da
gaiola foi fechada com tecido de malha fina (tipo voile), preso com elastico. Os papeis
contendo os ovos foram colocados em recipientes plasticos até a eclosdo das lagartas. Os
insetos foram mantidos em sala climatizada (temperatura: 25 + 2°C, umidade relativa: 70 +
10% e fotofase: 12 horas).

2.2. Parasitismo por Trichogramma pretiosum em ovos de Helicoverpa armigera

Foram utilizados ovos de até 24 horas e do primeiro dia de oviposicéo dos hospedeiros
C. cephalonica (hospedeiro alternativo) e H. armigera (hospedeiro natural). Os ovos foram
colados em cartelas de cartolina azul celeste (3,5 cm x 1,5 cm) com goma arabica (50%),
diluida em &gua deionizada. Os ovos de C. cephalonica foram manuseados com pincel de
cerdas finas e macias, ja os de H. armigera foram recortados um a um do papel utilizado
como substrato de oviposicdo e colados na cartela. Ambos foram expostos a luz germicida,
por 45 minutos, para inviabilizagdo dos ovos. Cada repeticdo correspondia a um tudo de vidro
de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de didmetro), contendo uma cartela com 0s ovos e
uma fémea do parasitoide, sendo o tubo vedado com pléstico filme PVC. Foi colocada uma
goticula de mel na superficie interna dos tubos para alimentacdo das fémeas. Foram realizadas

20 repeticBes com 30 ovos por hospedeiro. Cada fémea ficou em contato com 0s ovos por
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dois periodos diferentes, 24 e 48 horas de exposicdo, para permitir o parasitismo, sendo, apos
esses periodos, retiradas e descartadas. O parasitismo foi avaliado pela contagem do numero
de ovos escuros e a emergéncia pelo nimero de ovos escuros com orificio. Foi também
contabilizado o periodo de ovo até adulto do parasitoide, medido desde o dia do parasitismo

até o dia da emergéncia dos descendentes.

2.3. Longevidade de Trichogramma pretiosum

Os descendentes de T. pretiosum obtidos dos individuos que foram submetidos ao
tratamento de 24 horas descrito no item 2.2, foram utilizados para avaliacdo da longevidade.
Quarenta fémeas oriundas dos dois hospedeiros foram separadas aleatoriamente para se
determinar a longevidade dos adultos, que foram mantidos em tubos de vidro de fundo chato
(8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro) contendo uma goticula de mel na superficie interna

desses tubos para alimentacdo, com vedacao por pléstico filme PVC.

2.4. Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos obtidos em diferentes dias
de oviposicdo de Helicoverpa armigera

Para este teste foram utilizados ovos do primeiro, segundo, terceiro, quarto, quinto e
sexto dia de oviposi¢do de C. cephalonica e H. armigera. Trinta ovos de cada hospedeiro
foram expostos a uma fémea de T. pretiosum por 24 horas, dos diferentes dias de oviposicéo,
em tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de didmetro), contendo uma
goticula de mel na superficie lateral interna e vedado com pléastico filme PVC. Os ovos foram
fixados em cartelas de cartolina azul celeste, e inviabilizados por 45 minutos em luz
germicida, como descrito no item 2.2. Foram observadas 15 repeti¢cbes, com 30 ovos para

cada hospedeiro, sendo avaliado o parasitismo e a emergéncia dos parasitoides.

2.5. Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos de diferentes idades de
Helicoverpa armigera

Cada fémea do parasitoide foi acondicionada em tubos de vidro (8,0 de altura x 2,0 cm
de didmetro), fechados com filme pléstico do tipo PVC, que também continham na parede
interna uma goticula de mel para alimentacéo. Trinta ovos de C. cephalonica, com um, dois,
trés e quatro dias de idade, obtidos da criagdo em laboratorio, foram colados em cartelas de

cartolina azul celeste (3,5 cm x 1,5 cm) e posteriormente colocadas nos tubos de vidro. O
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mesmo foi feito com ovos de H. armigera. Os ovos foram inviabilizados por 45 minutos em
luz germicida no dia da montagem do experimento. Ao final de 24 horas de parasitismo, as
fémeas de T. pretiosum foram retiradas e descartadas. Foram observadas 15 repeti¢cdes, com
30 ovos para cada hospedeiro. Os tubos com as cartelas foram mantidos em sala climatizada,
nas condigBes j& descritas, até a emergéncia dos descendentes. Foram também avaliadas a
porcentagem de parasitismo e de emergéncia dos parasitoides.

2.6. Preferéncia hospedeira de Trichogramma pretiosum

Foram montadas arenas em garrafas transparentes (pré-forma) de polietileno de 4 cm
de altura, contendo na tampa orificios onde foram acoplados quatro tubos de Duran dispostos
equidistantes (Volpe & Goulart, 2009). No teste com dupla chance de escolha, em dois tubos
opostos foram colocadas cartelas de cartolina azul celeste (0,4 cm x 2,0 cm) contendo 15 ovos
de C. cephalonica e, nos outros 2, 15 ovos de H. armigera. No teste sem chance foram
colocados somente 2 tubos com 15 ovos de C. cephalonica ou H. armigera. Os ovos
utilizados foram inviabilizados em luz germicida por 45 minutos. Em cada arena foi liberada
uma fémea, por meio de um orificio localizado na parte superior da tampa. Apos 24 horas, 0s
tubos de Duran com os ovos foram retirados da arena, vedados com plastico PVC e mantidos
em sala climatizada até a emergéncia dos adultos. Foram observadas 15 repeticdes para cada

tratamento, e avaliado o parasitismo e a emergéncia dos descendentes.

2.7. Analise dos dados

Os dados de parasitismo, emergéncia e periodo de ovo a adulto de T. pretisoum foram
submetidos aos testes de Kolmogorov e Bartlett para verificar a normalidade e
homogeneidade da variancia. Quando os dados apresentaram estes pressupostos foram entdo
submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando havia dois tratamentos foi utilizado o
test t de Student e quando havia mais de dois tratamentos foi utilizado o teste de Student
Newman Keulls (P < 0,05). Quando os dados ndo atenderam aos requisitos da ANOVA foi
utilizada a transformagédo mais adequada, e se mesmo assim, ndo apresentavam normalidade e
homocedasticidade, os dados entdo foram submetidos a testes ndo paramétricos. Para o0s testes
ndo paramétricos foi utilizado o teste de Wilcoxon para dois tratamentos e o de Kruskal-
Wallis para trés ou mais tratamentos (P < 0,05). Todas as analises foram conduzidas
utilizando o software SAS (SAS Institute, 2002).
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Também foram elaboradas curvas utilizando-se os dados de sobrevivéncia na idade
especifica, comparadas de acordo com Kaplan & Meyer (1958), que foram analisados
utilizando-se o software SAS (SAS Institute, 2002).

As frequéncias dos dados de escolha foram analisadas usando o Proc FREQ (SAS
Institute, 2002) e interpretadas pelo teste 2, em que a razdo 1:1 foi assumida se o parasitoide

néo apresentasse preferéncia.

3. Resultados

3.1. Parasitismo por Trichogramma pretiosum em ovos de Helicoverpa armigera

Comparando-se 0 parasitismo para um mesmo hospedeiro ao longo do tempo,
observou-se que foi maior quando a fémea ficou em contato por 48 horas com os ovos de C.
cephalonica (84,6%) (t = -4,90; GL = 43; P < 0,0001). Ja para H. armigera, 24 e 48 horas de
exposicdo apresentaram parasitismo similar (t =-0,92; GL = 43; P = 0,3603). Entre os
hospedeiros no mesmo periodo, houve um aumento no parasitismo em ovos do hospedeiro
alternativo C. cephalonica, em relacdo a H. armigera, para 24 (t = 2,69; GL = 38; P = 0,0106)
e 48 horas de exposic¢do dos ovos (t =5; GL = 48; P <0,0001) (Tabela 2).

A duracdo do periodo de ovo a adulto de T. pretiosum foi de 10 dias para ambos 0s
hospedeiros apds 24 horas de exposi¢do aos ovos. Com 48 horas, a duracdo do periodo de
desenvolvimento foi maior em ovos de C. cephalonica (11,3 dias) do que H. armigera (10,9
dias) (z =2,36; GL = 1; P =0,0182) (Tabela 3).

A emergéncia nao foi afetada pelos diferentes hospedeiros com 24 horas de exposi¢ao
(t=0,82; GL = 37; P = 0,4165). No entanto, com 48 horas (t = 5,62; GL = 48; P < 0,0001)
observou-se que a emergéncia foi maior em ovos de C. cephalonica (80,1%) em relacédo a H.
armigera (50,9%). Nos dois hospedeiros houve diferenca na porcentagem de emergéncia
entre os tempos de exposicdo. Em ovos de C. cephalonica (t = 4,28; GL = 43; P = 0,0001) e
H. armigera (t = 9,08; GL = 43; P < 0,0001) as taxas de emergéncia foram, respectivamente,

1,2 e 1,86 vezes maiores com 24 horas (Tabela 4).

3.2. Longevidade de Trichogramma pretiosum
ApOls a emergéncia nos ovos hospedeiros parasitados por 24 horas, as fémeas de T.

preciosum provenientes de C. cephalonica tiveram longevidade por até 12 dias diferindo em



60

relagdo a H. armigera que obtiveram longevidade maior, de até 13 dias. Porém, com trés dias
ap0s emergéncia, a porcentagem de sobrevivéncia dos adultos emergidos de ovos de H.
armigera foi reduzida para 50%. A mesma reducéo foi observada apenas no oitavo dia para
insetos emergidos de ovos de C. cephalonica. A sobrevivéncia dos insetos provenientes dos
ovos de C. cephalonica foi menor, em relagdo aos de H. armigera, somente a partir do 11° dia
(Figura A).

3.3. Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos obtidos em diferentes dias
de oviposigdo de Helicoverpa armigera

O parasitismo de T. pretiosum para C. cephalonica (y*> = 11,89; GL = 5; P = 0,0362),
foi semelhante em ovos obtidos em diferentes dias de oviposi¢cdo, com exce¢do do primeiro
dia, que foi menor (56,0%). Ja em ovos de H. armigera (x> = 34,03; GL = 5; P < 0,0001), 0
terceiro dia de oviposicéo apresentou a maior porcentagem de parasitismo (71,1%) em relagéo
aos demais (Tabela 5).

No primeiro (t = 2,18; GL = 28; P = 0,0375), segundo (t = 3,40; GL = 28; P = 0,0021),
quarto (t = 2,32; GL= 28: P = 0,0281) e sexto (t = 4,50; GL = 23; P = 0,0002) dia de
oviposicdo, o parasitismo em ovos de C. cephalonica foi maior quando comparado aos ovos
de H. armigera (Tabela 5).

A porcentagem de emergéncia foi similar entre os periodos de oviposicdo para C.
cephalonica (x* = 8,71; GL = 5; P = 0,1211) e para H. armigera (x> = 8,28; GL = 5; P =
0,1414) e entre os hospedeiros (Tabela 6).

3.4. Parasitismo de Trichogramma pretiosum em ovos de diferentes idades de
Helicoverpa armigera

A porcentagem de parasitismo de T. pretiosum foi menor em ovos de C. cephalonica
(x* = 16,30; GL = 3; P = 0,0010) com dois dias (63,3%) e em ovos de H. armigera (* =
19,99; GL = 3; P =0,0002), no terceiro dia (41,3%) (Tabela 7).

Os ovos com um e trés dias (t = 3,78; GL = 28; P = 0,0008), respectivamente,
apresentaram parasitismo maior em C. cephalonica em relacdo & H. armigera (Tabela 7).

A porcentagem de emergéncia ndo foi influenciada pela idade dos ovos, em C.
cephalonica (y* = 0,07; GL = 3; P = 0,9949) e H. armigera (y* = 3,25; GL = 3; P = 0,3545)
(Tabela 8).
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3.5. Preferéncia hospedeira de Trichogramma pretiosum

Com relagdo ao parasitismo, no teste com chance de escolha (XZ =20,12; GL=1;P<
0,0001), T. pretiosum preferiu os ovos de H. armigera (80%) em relacdo a C. cephalonica
(20%). No teste sem chance de escolha (x*> = 1,1843; GL = 1; P = 0,2765), ndo houve
diferenca na preferéncia do parasitoide com relagdo aos hospedeiros (Figura B).

Em relacdo a emergéncia dos adultos, ndo houve diferenca entre os hospedeiros, uma
vez que nos testes com (x* = 0,0179; GL = 1; P = 0,8937) e sem chance (¥>= 1,2678; GL = 1;
P = 0,2602) de escolha T. pretiosum se desenvolveu tanto em ovos de C. cephalonica quanto
de H. armigera (Figura C).

4. Discussao

Este trabalho faz parte dos estudos basicos visando adequar o manejo da praga
introduzida no Brasil, H. armigera, utilizando o parasitoide de ovos T. pretiosum, que €
eficiente no controle de alguns lepidopteros-praga em varias culturas de importancia
econémica (Zucchi & Monteiro, 1997; Bueno et al., 2010).

O parasitismo de T. pretiosum com 24 e 48 horas de exposi¢cdo aos ovos de C.
cephalonica e H. armigera foi maior no hospedeiro alternativo C. cephalonica, que é o
mesmo utilizado para manter a criacdo em laboratério. Em ovos de H. armigera, o
parasitismo com 24 e 48 horas foi, respectivamente, de 43% e 49,7%, valores inferiores ao
encontrado por Ballal & Singh (2003), que foi 76,7%, em condicdes de laboratdrio, utilizando
uma populagio da mesma praga originaria da India. Porém, antes dos testes, os autores
criaram o parasitoide por duas geracdes em ovos de H. armigera. Pode-se sugerir entdo que o
melhor desempenho do parasitoide em C. cephalonica pode estar relacionado a adaptacdo do
comportamento, ou seja, ao condicionamento do inseto, ja que foi mantido por sucessivas
geracOes em laboratdrio nos ovos deste hospedeiro (Kaiser et al., 1989; Hommay et al., 2002;
Kolliker-Ott et al., 2003). Quando em laboratorio, 0s insetos podem adaptar o0 seu
comportamento de acordo com as condi¢fes em que eles tém experimentado, tanto na fase
adulta como na jovem (Kaiser, 1989).

Porém, o parasitismo em ovos de H. armigera foi cerca de 50%, o que possibilita a
associacdo da liberacdo de T. pretiosum em campo com outras ferramentas para o controle da

praga, buscando aumentar os niveis de controle. As liberacfes de T. pretiosum podem ser
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feitas em conjunto com a aplicacdo de produtos quimicos e bioldgicos, que, principalmente
neste caso, devem ser eficientes para o controle da praga e seletivos ao parasitoide (Guedes et
al., 1992; Foerster, 2002). No leste da Australia, em cultivos de milho doce, a associacdo de
Trichogramma com produtos biologicos a base de bactéria e virus, foi realizada no MIP para
o controle de H. armigera (Scholz et al., 1998). Na China, espécies de Trichogramma
também sdo utilizadas no manejo de pragas em milho, incluindo ovos de H. armigera (Wang
etal., 2013).

Além disso, se utilizado em areas de variedades transgénicas, o controle bioldgico
pode incrementar o controle da praga, atingindo individuos resistentes as tecnologias
expressas pelas plantas (Davies et al. 2006; Davies et al. 2009; Downes et al., 2016). Ainda,
pode ajudar no manejo de resisténcia as toxinas expressas pela planta, ja que impede que as
lagartas eclodam e ingiram o tecido transgénico, evitando futuros surtos da praga e garantindo
0 sucesso da tecnologia na agricultura (Davies et al., 2011). No oeste da Australia,
Trichogramma tem sido eficaz na supressdo de pragas importantes e é considerado crucial
para a continuidade da producdo sustentavel de algoddo-Bt na regido (Davies et al., 2006;
Davies et al., 2009; Davies et al., 2011b). Na Turquia ap6s libera¢bes inundativas de
Trichogramma em algoddo para o controle de H. armigera foi observado parasitismo de
52,5%, quando foram liberados 120 mil parasitoides por hectare (Oztemiz, 2008),
evidenciando o potencial de Trichogramma no controle biolégico de H. armigera.

Com 48 horas de exposi¢do, 0 parasitismo em ovos de C. cephalonica foi maior do
gue com 24 horas. Mas 0 aumento do parasitismo ndo foi proporcional ao aumento do tempo
de exposicao, que dobrou. J& com os ovos de H. armigera, o aumento de exposi¢cdo ndo
aumentou o parasitismo.

A emergéncia foi semelhante entre os hospedeiros, com 24 horas de exposi¢ao, 0 que
permite concluir que os ovos das duas espécies permitem o desenvolvimento completo do
parasitoide (Schmidt & Smith, 1985). Porém, com 48 horas a emergéncia reduziu, nas duas
especies, ficando abaixo do valor ideal de 85% (Navarro, 1998). Possivelmente, por ficar mais
tempo em contato com o0s ovos, algumas fémeas podem depositar seus ovos em um
hospedeiro ja parasitado, por ela mesma ou por outra, 0 que caracteriza 0 superparasitismo.
Este comportamento pode prejudicar o desenvolvimento do parasitoide no interior do ovo, ou
até mesmo matar tanto o parasitoide em desenvolvimento quanto o hospedeiro. Quando um

hospedeiro é superparasitado, alguns ou todos o0s imaturos do parasitoide sédo
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insuficientemente nutridos, ndo conseguindo completar o desenvolvimento e morrendo. Em
alguns casos, 0s insetos nascem, porém, com tamanho diminuto ou com deformacGes (Salt,
1936; van Alphen & Visser, 1990; Dorn & Beckage, 2007).

Na prética, o resultado do tempo de exposicao implica, possivelmente, na necessidade
de liberagdes periddicas, de acordo com a amostragem, j& que com a reducéo da emergéncia o
parasitoide ndo manterd sua populagdo em nivel necessario no campo para o controle da
praga.

A Embrapa recomenda que, durante a amostragem com armadilhas adesivas de
feromonio, ao serem coletados os primeiros adultos de H. armigera, as liberagbes do
parasitoide devem ser feitas (EMBRAPA, 2013). Mas deve-se levar em consideracéo,
também, que neste trabalho foi observado que o maior parasitismo ocorreu em ovos do
terceiro dia de oviposicdo da praga. Tais resultados sdo de suma importancia e auxiliardo nas
liberagGes de T. pretiosum no momento mais adequado, contribuindo para o eficiente controle
de H. armigera no campo.

Com relacdo a idade do ovo, houve reducdo em ovos de dois dias para C. cephalonica
e em ovos de trés dias para H. armigera. A idade dos ovos hospedeiros pode influenciar no
desempenho de parasitoides de ovos utilizados no controle bioldgico (Pak et al., 1986), pois
os ovos podem sofrer mudancas morfoldgicas e fisioldgicas, o que pode interferir na aceitacao
pela fémea (Vinson, 1997; Godin & Boivin, 2000; Faria et al., 2000). Como o ovo do
hospedeiro estd em fase transitéria de desenvolvimento, o parasitoide deve entdo matar o
embrido e impedir o0 seu desenvolvimento para entdo ovipositar seus ovos (Jarjees & Merritt,
2004).

Nos ovos de H. armigera com trés dias, possivelmente, o embrido ja estd com certo
desenvolvimento, ocupando o volume quase total do ovo, além de estar com elevado nivel de
esclerotizacdo, 0 que aumenta a protecdo do hospedeiro e diminui a quantidade de alimento
necessario para o desenvolvimento da larva de Trichogramma dentro do ovo (Jarjees &
Merritt, 2004).

De maneira geral, pode-se assumir que houve parasitismo em todas as idades dos ovos
de H. armigera, e com isso € possivel observar a aceitacdo dos ovos pelo parasitoide, mesmo
os mais velhos. Se as condi¢bes do ambiente forem favoraveis a permanéncia do inseto por
mais tempo no campo, talvez ele continue parasitando os ovos da praga presentes na cultura,

de todas as idades, impedindo a ecloséo das lagartas.
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A idade do ovo, depois que foi parasitado, ndo interferiu na emergéncia dos
descendentes do parasitoide, o que também foi observado com T. pretiosum em ovos de
Mocis latipes (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae) (Stinguel et al., 2013), T. galloi Zucchi
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) (Oliveira et al., 2014), T. cacoeciae Marchal (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
em Lobesia botrana (Denis & Schiffermdiler) (Lepidoptera: Tortricidae) (Pizzol et al., 2012) e
T. exiguum Pinto & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (Polanczyk et al., 2007), possibilitando a permanéncia
dos descendentes nas areas em que foram liberados os parasitoides.

No teste de preferéncia com chance de escolha, o parasitoide preferiu os ovos do
hospedeiro natural, H. armigera. Existem varios fatores que influenciam na preferéncia
hospedeira, como o tamanho do ovo, que é um fator critico no processo de selecdo
hospedeira. No geral, a maioria das espécies de Trichogramma tende a preferir ovos de
tamanho médio a grande para ovipositar (Schmidt, 1994). Neste caso, 0s ovos de H. armigera
e C. cephalonica possuem volume aproximado de, respectivamente, 0,08 mm? (Anantanawat
et al., 2016) e 0,036 mm? (Cénsoli et al., 1999), o que pode ser um dos fatores que explica
esta preferéncia. Estudos sobre os mecanismos associados a sele¢do hospedeira devem ser
feitos com T. pretiosum e H. armigera para garantir o sucesso no controle biol6gico aplicado.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a possibilidade da utilizacdo de T.
pretiosum no controle de H. armigera. Testes em semicampo e campo devem ser realizados,
buscando adequar a metodologia de liberacdo, além de estudos de associacdo com outras

técnicas de controle da praga.
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Figuras
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Figura A. Longevidade de Trichogramma pretiosum apds emergéncia em ovos de
Helicoverpa armigera e Corcyra cephalonica. Os tratamentos apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Wilcoxon (y* = 7,52; GL = 1; P = 0,0061).
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Figura B. Parasitismo (%) de Trichogramma pretiosum em ovos de Helicoverpa armigera ou

Corcyra cephalonica com e sem chance de escolha. * Indica diferenca significativa.
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Figura C. Emergéncia (%) de Trichogramma pretiosum em ovos de Helicoverpa armigera

ou Corcyra cephalonica, com e sem chance de escolha.



Tabelas

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial utilizada para criacdo de

Helicoverpa armigera (Greene et al., 1976, modificada).

INGREDIENTE QUANTIDADE
Feijdo branco 75¢
Germe de trigo 60 g
Farelo de soja 30¢
Leite em po 3049
Levedura de cerveja 3759
Acido ascorbico 360
Acido sorbico 189
Metil para-hidroxibenzoato de sodio 30
Soluc¢do vitaminica 9mL
Tetraciclina 0,12 g
Formaldeido 40% 3,6 mL
Agar 239
Agua 1.400 mL

Tabela 2. Porcentagem de parasitismo de Trichogramma
pretiosum em ovos de Corcyra cephalonica e Helicoverpa
armigera apds 24h ou 48 h de exposigao.

C. cephalonica H. armigera
24 h 57,4 + 4,65 Ab? 43,0 + 2,65 Ba
48 h 84,6 + 3,30 Aa 49,7 + 6,14 Ba

!Médias + erro padrdo seguidas de mesma letra, maiGscula linha e minuscula
na coluna, ndo diferem pelo teste t de Student (P < 0,05).

Tabela 3. Duragdo do periodo de ovo a adulto de Trichogramma
pretiosum em ovos de Corcyra cephalonica e Helicoverpa
armigera ap6s 24h ou 48 h de exposicéo.

C. cephalonica H. armigera
24 h 10,0 + 0,00 Aa* 10,0 £ 0,00 Aa
48 h 11,3+ 0,09 Aa 10,9+ 0,12 Ba

!Médias + erro padrdo seguidas de mesma letra, maiGscula linha e minUscula na
coluna, ndo diferem pelo teste t de Student (P < 0,05).

Tabela 4. Porcentagem de emergéncia de Trichogramma
pretiosum em ovos de Corcyra cephalonica e Helicoverpa
armigera ap6s 24h ou 48 h de exposic¢éo.

C. cephalonica H. armigera
24 h 96,2 + 1,37 Aal 94,5+ 1,65 Aa
48 h 80,1+ 3,21 Ab 50,9+5,39Bb

!Médias * erro padréo seguidas de mesma letra, maitscula linha e minudscula na
coluna, ndo diferem pelo teste t de Student (P < 0,05).
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Tabela 5. Parasitismo (%) de Trichogramma pretiosum em ovos
hospedeiros de diferentes dias de oviposigéo.

Periodo de oviposic&o Hospedeiros

C. cephalonica H. armigera

Primeiro dia 56,0 + 3,64 b*! 41,1+5,78¢
Segundo dia 76,2 + 3,09 a* 61,5+3,04D
Terceiro dia 65,6 + 5,05 ab 71,1+2,02a
Quarto dia 64,1 £5,09ab* 49,8+3,48¢c
Quinto dia 63,3+6,10ab 51,6 +5,30 bc
Sexto dia 68,5 + 5,85 ab* 389+371c

!Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo
teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05); *indica diferenca na linha pelo teste t de
Student (P < 0,05).

Tabela 6. Emergéncia (%) de Trichogramma pretiosum em ovos
de espécies hospedeiras em diferentes dias de oviposicao.

Hospedeiros

Periodo de oviposigdo C. cephalonica  H. armigera

Primeiro dia 89,0 + 3,34 a* 88,7+3,80a
Segundo dia 95,1+1,34a 96,3+1,06a
Terceiro dia 90,8 +6,53 a 97,6 +0,75a
Quiarto dia 96,5+1,16 a 943+210a
Quinto dia 97,6 +£0,84 a 97,4+1,04a
Sexto dia 956 +1,46 a 940+1,57a

!Médias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo
teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05); *indica diferenca na linha pelo teste de
Wilcoxon (P < 0,05).

Tabela 7. Parasitismo (%) de Trichogramma pretiosum em ovos
de espécies hospedeiras de diferentes idades.

Hospedeiros

Idade do ovo : e

C. cephalonica H. armigera
Um dia 76,7+253a*  61,7+3,04a
Dois dias 63,3+2,62b 65,3+2,58 a
Trés dias 78,9 + 1,68 a* 41,3+3,09b
Quiatro dias 68,4 + 4,73 ab 55,9+491a

IMédias + erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo
teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05); *indica diferenca na linha pelo teste t de
Student (P < 0,05).
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Tabela 8. Emergéncia (%) de Trichogramma pretiosum em ovos
de espécies hospedeiras de diferentes idades.

Hospedeiros

Idade do ovo - -

C. cephalonica  H. armigera
Um dia 95,1+1,16a! 96,4+1,06a
Dois dias 949+168a 947+1,49a
Trés dias 943+147a 91,1+255a
Quiatro dias 94,4+1,94 a 91,1+3,32a

!Médias + erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo

teste de Kruskal-Wallis (P > 0,05); *indica diferenca na linha pelo teste de
Wilcoxon (P < 0,05).
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CAPITULO 4 — Seletividade de inseticidas utilizados no controle de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) a Trichogramma

pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

Resumo

O controle quimico é o método mais utilizado para o controle de pragas, porém, seu
uso intensivo pode selecionar populages resistentes, além de causar danos a saude humana e
ao meio ambiente. Uma alternativa ao uso exclusivo de quimicos € a associacdo com
bioinseticidas e inimigos naturais. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
seletividade de inseticidas quimicos (zeta-cipermetrina, clorfenapir e clorantraniliprole) e
bioldgicos (Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV) utilizados no controle de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) a Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). Ovos hospedeiros parasitados foram mergulhados nos
inseticidas antes e depois do parasitismo. Os adultos foram expostos aos residuos secos dos
inseticidas em tubos de vidro e utilizando a metodologia da Organizagdo Internacional de
Controle Bioldgico (I0BC). Zeta-cipermetrina e clorfenapir causaram 100% de mortalidade
para adultos de T. pretiosum em até 1 hora, nos tubos de vidro. Quando os ovos foram
tratados antes do parasitismo, zeta-cipermetrina e clorfenapir foram moderadamente nocivos
aos adultos em relacdo ao parasitismo e nocivos em relacdo a emergéncia. Com relagdo a fase
imatura de T. pretiosum, quando os ovos foram tratados com dois dias ap6s o parasitismo,
zeta-cipermetrina foi moderadamente nocivo para a emergéncia. Apds quatro dias do
parasitismo, para a emergéncia, zeta-cipermetrina e clorfenapir foram moderadamente
nocivos. Clorfenapir impediu a emergéncia dos adultos quando os hospedeiros foram tratados
apos seis dias do parasitismo, sendo considerado nocivo, enquanto zeta-cipermetrina foi
moderadamente nocivo. Apos 24, 48 e 72 horas de exposicdo dos adultos aos inseticidas de
acordo com a metodologia da I0OBC, zeta-cipermetrina e clorfenapir ndo permitiram o
parasitismo, classificados como nocivos. Bt aizawai, Bt kurstaki, VPN-HzSNPV e
clorantraniliprole ndo foram classificados como nocivos ao parasitoide em nenhum dos testes.
Portanto, conclui-se que os Bt aizawai, Bt kurstaki, VPN-HzSNPV e clorantraniliprole podem

ser utilizados simultaneamente com T. pretiosum em programas de MIP.

Palavras-chave: Parasitoide de ovos, controle bioldgico, manejo integrado de pragas.
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1. Introducéo

O controle quimico é o método mais utilizado para o controle de pragas na maioria das
culturas de importancia econdmica no mundo, incluindo soja, algodao e milho (Panizzi, 2013;
Silvie et al., 2013; Olmstead & Shelton, 2016). A pressao de selecdo devido ao uso intensivo
de inseticidas como organofosforados, carbamatos, piretroides e ciclodienos para o controle
de pragas, como Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), tem selecionado
populacdes de insetos resistentes a esses compostos (Gunning et al, 1998; McCaffery, 1998;
Martin et al., 2000; Ahmad et al., 2001; Kranthi et al., 2002; Qaim et al., 2008).

Além disso, o uso generalizado e indiscriminado destas substancias gera preocupacoes
sobre seguranca humana e ambiental, por expor organismos ndo alvos aos inseticidas e seus
residuos, como, por exemplo, insetos predadores e parasitoides (Casida & Durkin, 2013;
Collotta et al., 2013). Estes problemas indicam o controle biolégico como alternativa ao
quimico (Wang et al., 2013), utilizando bioinseticidas e parasitoides, por exemplo, devido as
suas especificidades, ndo causando impactos ecoldgicos e a satde humana (Roh et al., 2007,
Bravo et al., 2011; Rold&o et al., 2011; Virto et al., 2013; Wang et al., 2013).

Estudos mostram que bioinseticidas a base da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis (Bt) Berliner e de baculovirus podem ser tdo eficazes quanto alguns dos
principais quimicos utilizados no controle de lepidopteros, sendo entdo ferramentas
importantes a serem implementadas no manejo integrado de pragas (MIP) (Roh et al., 2007;
Roldéo et al., 2011).

Além dos inseticidas bioldgicos, a utilizacdo de parasitoides e predadores é também
uma alternativa para o controle de pragas e 0 seu uso representa estratégia fundamental nestes
programas (Wang et al., 2013). Espécies parasitoides de ovos, como Trichogramma
Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidae), sdo utilizadas em mais de 30 paises,
incluindo o Brasil, para 0 combate de cerca de 20 espécies-praga (Parra, 2010; Luo et al.,
2014). Dentre as espécies comercializadas, Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) tem sido incorporada em programas de MIP para controle de ovos de
lepidopteros-praga em algodao, milho e soja (Goulart et al., 2011; Luo et al., 2014; Wang et
al., 2013; Parra et al., 2015).

No entanto, o controle de pragas utilizando somente 0 método bioldgico, em muitos
casos, nao € plenamente satisfatorio (Batista, 1990), principalmente em culturas onde

habitualmente existem populaces de pragas de espécies diferentes ocorrendo



79

simultaneamente (Burkness et al., 2009; Panizzi, 2013; Khan & Damalas, 2015). Sendo ideal,
de acordo com o conceito do MIP, a combinacdo de técnicas multiplas, de forma harmdnica,
para a manutencdo das pragas abaixo do nivel de dano econémico, levando-se em
consideracdo aspectos econdmicos, ecologicos e ambientais (Corso et al., 1999).

Assim, se faz necessario a utilizacdo de inseticidas quimicos, que podem ser
adequados ao MIP se combinarem a eficiéncia no controle da praga com a minima influéncia
sobre espécies benéficas, sendo assim, seletivos (Degrande & Gomez, 1990; Guedes et al.,
1992; Foerster, 2002). A utilizacdo de inseticidas ndo seletivos reduz o potencial benéfico dos
parasitoides liberados, que sdo, muitas vezes, mais suscetiveis aos produtos do que as proprias
pragas (Desneux et al., 2007).

Embora estudos anteriores tenham identificado a seletividade de alguns grupos
quimicos a Trichogramma (Bastos et al., 2006; Goulart et al., 2012; Souza et al., 2013; Souza
et al., 2014), os efeitos de muitos inseticidas, quimicos e bioldgicos, nos estagios adulto e
imaturos de T. pretiosum séo ainda desconhecidos.

Neste sentido, foram avaliados os efeitos toxicos de trés inseticidas quimicos e trés
bioldgicos, comumente utilizados nas culturas de algodao, soja e milho, em adultos e imaturos
de T. pretiosum, com o0 objetivo de fornecer informacgdes importantes para 0 uso dessas
ferramentas no controle de H. armigera em programas de MIP.

2. Material e métodos
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biologia e Criacdo de Insetos
(LBCI), Departamento de Fitossanidade, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil, sendo mantidos em condigdes
controladas (temperatura de 25 + 2°C; umidade relativa de 70 + 10%; e fotoperiodo de 12

horas de luz/12 horas de escuro).

2.1. Insetos
As fémeas de T. pretiosum e os ovos do hospedeiro alternativo Corcyra cephalonica
(Stainton) (Lepidoptera: Pyralidae) utilizados nos experimentos foram obtidos das criacOes

mantidas no LBCI.

2.1.1. Corcyra cephalonica
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Os ovos de C. cephalonica utilizados para a manutencdo da criacdo de T. pretiosum e
para os experimentos foram obtidos da criagdo do LBCI, mantida de acordo com De Bortoli et
al. (2012). A dieta utilizada para alimentacéo das lagartas foi composta por germe de trigo
(94%), esterilizado a 150°C por 2 horas, misturado homogeneamente a levedura de cerveja
(6%) (Bernardi et al., 2000). Sobre a superficie da dieta disposta em um recipiente plastico
(47 cm x 29,5 cm x 10,5 cm) foi distribuida 0,15 gramas de ovos, fechado com tampa pléstica
com orificio telado com tecido tipo voile (6 cm x 8 cm). Insetos recém-emergidos foram
coletados diariamente utilizando-se um aspirador de p6 adaptado com uma camara de captura,
sendo transferidos para recipientes de vidro cilindrico (11 cm de didmetro x 17 cm de altura)
contendo como substrato para oviposicao tela tipo sombrite. O recipiente foi tampado com o
mesmo tipo de tela. A coleta de ovos foi feita diariamente. Os ovos foram peneirados para
retirada de impurezas. A sala de criacdo foi mantida a temperatura de 25 + 2°C, umidade

relativa de 25% e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro.

2.1.2. Trichogramma pretiosum

Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes da criagdo mantida no LBCI,
composta somente por fémeas, que se reproduzem por partenogénese telitoca (Pinto &
Stouthamer, 1994). Os ovos do hospedeiro alternativo C. cephalonica foram oferecidos em
cartelas de cartolina azul celeste (3,5 cm x 1,5 cm), fixados na cartela com fita adesiva dupla
face (2,5 cm x 1,2 cm), identificadas pela data da oferta dos ovos. Os ovos nas cartelas foram
inviabilizados em ldampada germicida por 45 minutos a distancia de 15 cm, com o objetivo de
evitar o desenvolvimento embrionario. As cartelas foram posteriormente colocadas em tubos
de vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de didmetro), contendo adultos recém-
emergidos de T. pretiosum e fechadas com plastico filme PVC. Na superficie da lateral
interna do tubo foi adicionada uma goticula de mel, para alimentacdo dos insetos. A
substituicdo da cartela ocorreu a cada 24 horas, por até cinco dias, e aquelas com ovos
parasitados foram transferidas para outro tubo, também vedados com filme plastico PVC,
onde ocorreu a emergéncia dos adultos. A emergéncia dos primeiros parasitoides ocorreu apos
o0 décimo dia de parasitismo. Os insetos foram mantidos a temperatura de 25 + 2°C, umidade

relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro.

2.2. Inseticidas e bioinseticidas
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Os inseticidas quimicos e biolégicos utilizados foram: clorfenapir (Pirate®), zeta-
cipermetrina (Mustang 350 EC®), clorantraniliprole (Prémio®), Bacillus thuringiensis aizawai
GC-91 (Agree®), Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel WP®) e VPN-HzSNPV (Gemstar®)

(Tabela 1). No tratamento controle foi utilizado somente 4gua deionizada.

2.3. Toxicidade aguda por contato a adultos de Trichogramma pretiosum

2.3.1 Sobrevivéncia dos adultos apds a exposi¢do aos produtos

Para avaliar a toxicidade aguda por contato dos produtos aos adultos de T. pretiosum
foi utilizada uma metodologia de residuo seco, adaptada de Desneux et al. (2006) e Ko et al.
(2015).

Uma aliquota de 5 mL de solucdo de cada inseticida foi transferida para um tubo de
vidro (8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro). Para obter uma deposi¢cdo homogénea, os tubos
foram entdo rotacionados manualmente até que a superficie interna fosse completamente
coberta pela solucdo, sem gotas remanescentes nas paredes do tubo. Agua deionizada foi
usada no tratamento controle. Em seguida, os tubos foram mantidos com a superficie aberta
para baixo, a temperatura ambiente, até a secagem. Posteriormente, fémeas de T. pretiosum
com até 24 horas de idade foram colocadas nos tubos, sendo 5 tubos para cada produto e 20
fémeas por tubo. Foi colocada uma goticula de mel na superficie interna de cada tubo, que foi
vedado com plastico filme PVC. As aberturas dos tubos vedadas com o plastico foram
mantidas para baixo, sobre uma superficie de cor preta, para que os insetos fossem atraidos
pela luz e ficassem em contato com a superficie do tubo tratada com os produtos.

Apbs 1 e 24 horas de exposicdo aos produtos, a mortalidade foi avaliada. Apos 24
horas de avaliagdo, os insetos que sobreviveram foram separados em dois lotes, sendo um
para estudar o efeito da exposi¢do no parasitismo e na emergéncia, € outro para acompanhar a
sobrevivéncia.

Para a analise da sobrevivéncia, quarenta fémeas sobreviventes de cada tratamento
foram separadas em quatro tubos de vidro (8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro), por
tratamento, contendo uma goticula de mel e vedados com plastico filme PVC. A cada 24
horas foi avaliada a mortalidade dos insetos. Os insetos foram considerados mortos quando

ndo apresentavam nenhum movimento, mesmo que tocados com um pincel de cerdas finas.
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2.3.2 Parasitismo e emergéncia dos individuos sobreviventes

Vinte fémeas que foram expostas a cada produto e sobreviveram foram
individualizadas em tubos de vidro (8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro), contendo uma
goticula de mel e vedados com plastico filme PVC. Em cada tubo foi colocada uma cartela de
cartolina azul celeste (3,5 cm x 1,5 cm) contendo 40 ovos de C. cephalonica, colados com
goma arabica (50%), diluida em agua deionizada, e inviabilizados por 45 minutos em luz
ultravioleta. Cada fémea ficou 24 horas em contato com 0s ovos, sendo removida do tubo
apos este periodo. Foi avaliado o parasitismo dos ovos, atraves da contagem dos ovos escuros,

e a emergéncia dos descendentes, pela contagem dos ovos com orificio.

2.4. Tratamento de ovos hospedeiros com inseticidas quimicos e biologicos antes
do parasitismo por Trichogramma pretiosum

Vinte cartelas azuis (3,5 cm x 1,5 cm) contendo 40 ovos de C. cephalonica,
inviabilizados em luz ultravioleta (45 minutos a 15 cm de distancia) e colados com goma
arabica 50%, foram mergulhadas por trés segundos na solucao de cada inseticida (produto +
agua deionizada) (Tabela 1) e mantidas por cerca de 1 hora em sala com temperatura
ambiente para secagem. Cada cartela tratada foi transferida para um tubo de vidro (8,0 cm de
altura x 2,0 cm de diametro), contendo uma goticula de mel e uma fémea de T. pretiosum de
até 24 horas de idade. Os tubos foram vedados com pléastico filme PVC. Apds 24 horas as
fémeas foram retiradas dos tubos e posteriormente avaliado o nimero de ovos parasitados e

ovos com orificio, obtendo-se os dados de parasitismo e emergéncia.

2.5. Efeito dos inseticidas nos estagios imaturos de Trichogramma pretiosum

Cartelas azuis (3,5 cm x 1,5 cm) com 40 ovos de C. cephalonica, inviabilizados em
luz ultravioleta (45 minutos a 15 cm de distancia), foram expostas a 20 fémeas de T.
pretiosum individualizadas, de até 24 horas de idade, em tubos de vidro (8,0 cm de altura x
2,0 cm de diametro). Apds 24 horas, os parasitoides foram removidos.

Foram preparadas as soluc¢des dos inseticidas com agua deionizada (Tabela 1), sendo
que as cartelas com os ovos foram expostas as fémeas de T. pretiosum ap0s serem
mergulhadas por 3 segundos nas solucGes (Sterk et al., 1999). Além disso, foram mergulhadas

cartelas contendo ovos com 2, 4 e 6 dias apds o parasitismo, 0 que corresponde aos estagios
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de ovo, larva e pré-pupa de Trichogramma spp. (Saber et al., 2004). Na sequéncia foram
mantidos nas mesmas condic¢des de desenvolvimento. O nimero de ovos escuros e 0 himero
de ovos com orificio foram contados para cada tratamento, obtendo-se os dados de
parasitismo e emergéncia.

A reducdo da emergéncia em cada tratamento foi calculada como RE (%) = (1 —
Et/Ec) x 100, onde Et é a emergéncia dos adultos no tratamento com inseticida e Ec € a
emergéncia dos adultos no controle. A reducdo do parasitismo em cada tratamento foi
calculada como RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100, onde Pt € o parasitismo observado no tratamento
com inseticida e Pc é o parasitismo no controle. A toxicidade dos produtos testados foi
classificada em quarto classes de acordo com a IOBC (“International Organization for
Biological Control”): Classe 1, indcuo (RE ou RP<30%); Classe 2, levemente nocivo (30<RE
ou RP<79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80<RE ou RP<99%); Classe 4, nocivo (RE
ou RP>99%) (Sterk et al., 1999).

2.6. Seletividade de inseticidas a adultos de Trichogramma pretiosum de acordo
com a metodologia da IOBC/WPRS

Foram utilizados como tratamentos, os inseticidas quimicos e bioldgicos nas doses de
acordo com a Tabela 1, e como controle somente agua deionizada. A metodologia de
avaliacdo seguiu aquela preconizada pela IOBC/WPRS para testes de seletividade com
parasitoides do género Trichogramma (Hassan et al., 2000). Adultos de T. pretiosum foram
expostos a residuos secos dos inseticidas pulverizados sobre placas de vidro (13 cm x 13 cm)
de 2 mm de espessura. As pulverizagBes foram realizadas com torre de Potter, regulada a
pressdo de 15 Ibf/pol? ~ 1 bar ~ 100 KPa. Duas placas de vidro, com as duas superficies com
o filme seco do inseticida, formaram o fundo e a cobertura interiores da gaiola (Figura Al).
Cada gaiola foi confeccionada em armacdo de aluminio de 13 cm de largura por 13 cm de
comprimento e 1,5 cm de altura por 1,5 de espessura. Fitas de espuma de 1,5 cm de largura,
autoadesivas em uma das faces, foram fixadas na armacdo de aluminio para acomodar as
placas de vidro. Em trés lados da armacgéo de aluminio existiam seis orificios para ventilagdo
(didmetro aproximado de 1 cm), vedado com um tecido fino preto do tipo “mucelini” (Figura
A2). No quarto lado da armacéo havia dois orificios: o maior (3,5 cm de largura x 1 cm de
altura) utilizado para introducdo dos ovos do hospedeiro a serem parasitados e alimento dos

insetos em teste; o menor (didmetro de 1 cm) utilizado para liberagdo dos parasitoides nas



84

gaiolas (Figura A3). Essas duas aberturas foram externamente fechadas com papel cartéo
preto, sendo abertas somente no momento da introducdo das cartelas e dos parasitoides. Para
evitar a fuga dos parasitoides para areas marginais das placas de vidro, as superficies
exteriores (ndo tratadas) foram cobertas com papel cartdo preto, que possuia um quadrado
central (7 cm x 7 c¢cm) vazado. Assim, os parasitoides eram atraidos pela luminosidade e
ficavam ativos na superficie do vidro exposta a luz, proporcionando maior exposi¢do aos
inseticidas. Posteriormente os vidros foram fixados por 4 gomas elésticas a armacdo de
aluminio.

Aproximadamente 150 ovos de C. cephalonica em cartelas de cartolina azul (3,5 cm x
0,37 cm) com os parasitoides em fase de pupa, foram distribuidos individualmente em tubos
de vidro (8,0 cm x 0,8 cm). Na parede interna do tubo foi adicionada uma goticula de mel
como fonte de alimento apds a emergéncia dos insetos. Cada tubo foi revestido com papel
aluminio a fim de forcar a saida dos parasitoides quando os tubos foram conectados as gaiolas
de contato. Para promover a aeracdo no ambiente interno das gaiolas foram utilizados mini
compressores de ar (compressor de aquario), conectados por mangueiras as gaiolas,
permitindo o fluxo continuo de ar durante o experimento (Figura A4).

Tubos de vidro contendo os parasitoides com aproximadamente 24 horas de idade
foram conectados as gaiolas de contato, permitindo a liberacdo dos insetos para o interior da
gaiola. A desconexdo dos tubos ocorreu apds 16 horas e posteriormente estes foram mantidos
na sala climatizada por mais 3 dias para que ocorresse total emergéncia dos parasitoides
remanescentes, para facilitar o calculo do nimero de individuos que entraram em cada gaiola.
Seis horas ap6s a desconexdo, cartelas de cartolina azul (3,5 cm x 1,5 c¢cm) contendo
aproximadamente 650 ovos do hospedeiro (C. cephalonica), aderidos com fita dupla face,
foram oferecidas aos respectivos tratamentos. Os ovos foram oferecidos 24, 48 e 72 horas
apos a pulverizagdo dos inseticidas, juntamente com um filete de mel na cartela. As cartelas
com 0s ovos parasitados foram retiradas e acondicionados em tubos de fundo chato (8,0 cm
de altura x 2,0 cm de didmetro), vedados com plastico filme PVC, para aguardar o
escurecimento dos ovos parasitados e a emergéncia dos adultos. Para cada inseticida foram
realizadas quatro repetigdes.

A reducdo da emergéncia e do parasistismo em cada tratamento foi calculada,
respectivamente, como RE (%) e RP (%), como descrito no item 2.4. (Sterk et al., 1999).
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2.7. Andlise dos dados

Os dados de parasitismo e de emergéncia foram submetidos aos testes de Shapiro-
Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) e Barttlet (Snedecor & Cochron, 1989), quanto a normalidade e
homogeneidade da varidncia, respectivamente, e, quando necessario, foram realizadas as
transformacbes para atender aos requisitos da andlise de variancia (ANOVA). Quando
ocorreu diferenca significativa, o teste de Tukey foi utilizado para comparagdes entre 0s
inseticidas. Para todos os testes utilizou-se o software SAS (SAS Institute, 2002).

Além disso, foram elaboradas curvas utilizando-se os dados de sobrevivéncia na idade
especifica que foram comparadas de acordo com Kaplan & Meyer (1958) que foram
analisados utilizando-se o software SAS (SAS Institute, 2002).

3. Resultados

3.1. Toxicidade aguda por contato a adultos de Trichogramma pretiosum

3.1.1 Sobrevivéncia dos adultos apds a exposi¢do aos produtos

Os inseticidas zeta-cipermetrina e clorfenapir causaram 100% de mortalidade dos
adultos de T. pretiosum, com menos de uma hora de exposi¢do, em tubos de vidro. Os insetos
do tratamento controle foram o0s que sobreviveram por mais tempo (15 dias).
Clorantraniliprole, dentre os quimicos, foi o que menos interferiu na longevidade dos
parasitoides, que sobreviveram por até 11 dias. J& entre os bioldgicos, os insetos dos
tratamentos Bt kurstaki e VPN-HzSNPV permaneceram vivos por até 13 dias (x2 = 41,25; GL
= 6; P <0,0001) (Figura B).

3.1.2 Parasitismo e emergéncia dos individuos sobreviventes
Os adultos que ficaram expostos nos tubos de vidro aos inseticidas clorantraniliprole,
Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV por 24 horas tiveram o parasitismo reduzido (Fs, 95 =
9,90; P < 0,0001) quando comparados ao controle, sendo Bt kurstaki e VPN-HzSNPV,
classificados como levemente nocivos. A emergéncia dos descendentes ndo foi afetada pelo
contato com os produtos (F4, o5 = 2,20; P = 0,0752) (Tabela 2).
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3.2. Efeito do tratamento de ovos hospedeiros com inseticidas quimicos e
bioldgicos antes do parasitismo de Trichogramma pretiosum

O parasitismo em ovos hospedeiros pré-tratados com os inseticidas quimicos zeta-
cipermetrina (7,0%) e clorfenapir (6,4%) foi inferior ao controle (57,4%) (Fs, 79 = 10,93; P <
0,0001). No entanto, o parasitismo em ovos hospedeiros pré-tratados com clorantraniliprole,
Bt aizawali, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV néo foi influenciado pelos tratamentos (Tabela 3).

A emergéncia dos adultos ndo foi alterada pelo pré-tratamento com os inseticidas
biologicos, ao contrario do efeito dos quimicos (Fs, 49 = 6,26; P = 0,0004). Clorantraniliprole
(50,7%) reduziu a emergéncia em relacdo ao controle (91,2%). Zeta-cipermetrina e
clorfenapir impediram a emergéncia dos adultos (Tabela 3).

De acordo com a classificacdo da I0BC, clorantraniliprole, Bt aizawai e VPN-
HzSNPV foram classificados como inocuos, sendo, portanto, mais seletivos em relacdo ao
parasitismo de T. pretiosum. Clorantraniliprole, Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV
foram classificados como levemente nocivos em relacdo ao efeito na emergéncia dos
parasitoides. Zeta-cipermetrina e clorfenapir foram classificados como moderadamente
nocivos para T. pretiosum em relacdo ao parasitismo e nocivos em relacdo a emergéncia
(Tabela 3).

3.3. Efeito dos produtos nos estagios imaturos do parasitoide

Quando o parasitoide estava na fase de ovo (dois dias apds o parasitismo), o Unico
produto que diminuiu o parasitismo foi Bt kurstaki (38%) (Fs, 115 = 2,53; P = 0,0247), em
relacdo ao controle (61,2%), e foi classificado como levemente nocivo. Nesta fase do
parasitoide, zeta-cipermetrina (5,35%) reduziu a emergéncia quando comparado ao controle
(91,8%) (Fs, 104 = 17,27; P < 0,0001), sendo classificado como moderadamente nocivo (Tabela
4).

O tratamento dos ovos quando T. pretiosum estava na fase de larva (quatro dias ap6s o
parasitismo) ndo interferiu no parasitismo (Fs, 133 = 1,96; P = 0,0761). A emergéncia dos
adultos de T. pretiosum foi afetada negativamente por todos os produtos testados (Fs, 132 =
24,10; P < 0,0001), sendo zeta-cipermetrina e clorfenapir classificados como moderadamente
nocivos enquanto clorantraniliprole, Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV como levemente
nocivos (Tabela 5).
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Nenhum dos produtos utilizados no tratamento dos ovos interferiu no parasitismo
quando T. pretiosum estava na fase de pupa (Fs, 133 = 0,1; P = 0,9965) (seis dias apds o
parasitismo). Clorfenapir impediu a emergéncia dos adultos (Fs, 132 = 164,35; P < 0,0001) e
foi classificado como nocivo ao parasitoide. Zeta-cipermetrina foi moderadamente nocivo, e

reduziu em 44 pontos percentuais a emergéncia (Tabela 6).

3.4. Seletividade de inseticidas a Trichogramma pretiosum de acordo com a
metodologia da IOBC/WPRS

Apos 24 (F4,15 = 0,45; P = 0,7726), 48 (F4,15 = 2,32; P = 0,1040) e 72 (F4,15 = 1,75; P
= 0,1924) horas de exposicdo dos adultos aos inseticidas, de acordo com a metodologia da
IOBC/WPRS, os produtos zeta-cipermetrina e clorfenapir ndo permitiram o parasitismo dos
ovos pelos parasitoides, sendo classificados como nocivos (Tabelas 7, 8 e 9). Por ndo haver
parasitismo ndo foi possivel calcular a porcentagem de emergéncia para estes produtos, em
todos os periodos de exposicdo. Para Bt aizawai, Bt kurstaki, VPN-HzSNPV e
clorantraniliprole, com relacdo a emergéncia, ndo houve diferenca significativa, para 24 (Fa, 15
=0,23; P =0,9184), 48 (F4,15 = 0,73; P = 0,5880) e 72 (Fs, 15 = 0,49; P = 0,7403) horas.

4. Discussao

Os testes de seletividade mostraram que os inseticidas quimicos zeta-cipermetrina e
clorfenapir foram nocivos aos adultos de T. pretiosum e moderadamente ou nocivos para o
parasitismo e emergéncia nos estagios imaturos, respectivamente. Outros trabalhos também
relataram a toxicidade destes inseticidas e mostraram que ndo foram seletivos ao parasitoide
T. pretiosum (Moura et al., 2004; Bastos et al., 2006).

Zeta-cipermetrina pertence ao grupo quimico dos piretroides que sdo moduladores dos
canais de sédio, agindo no sistema nervoso (Soderlund et al., 2002). Clorfenapir pertence ao
grupo quimico dos analogos de pirazol e € um inseticida/acaricida que € ativado por oxidases
de funcdo mista, na mitocondria, impedindo a producdo de ATP (Black et al., 1994).
Certamente, tais mecanismos de acdo estdo relacionados aos efeitos observados tanto nos
adultos quanto nos imaturos do parasitoide, sendo considerados toxicos a T. pretiosum.

Além de ndo serem seletivos a T. pretiosum, estes dois inseticidas apresentaram
registros, em varias culturas, de populacdes de lepidopteros resistentes a essas moléculas,

devido ao uso indiscriminado (Ahmad & Arif, 2009), como, por exemplo, H. armigera,
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Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) e Spodoptera litura (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Ahmad et al., 2002; Gunning et al., 2007; Tong et al., 2013; Costa
etal., 2014; Jiang et al., 2015; Zhang et al., 2016).

Em cultivos de soja, milho e algoddo, para os quais os produtos em questdo sdo
utilizados visando o controle de H. armigera, a liberagdo de Trichogramma deve ser
considerada apenas quando o parasitoide ndo tiver contato direto com os inseticidas,
considerando-se, assim, a seletividade ecoldgica (Adan et al., 2011). A seletividade ecoldgica
existe em funcgéo das diferencas de comportamento e outros fatores ecoldgicos entre a praga e
os insetos benéficos (Ripper et al., 1951; Soares et al., 2008). Um inseticida pode ter
seletividade ecoldgica, mesmo ndo sendo fisiologicamente seletivo, se for aplicado com uma
metodologia planejada para torna-lo seletivo, ou seja, em funcdo da "estratégia de aplicacédo"
a ser adotada no controle da praga (Soares et al., 2008). Neste contexto, o ideal seria escolher
um produto com curto periodo residual, ou entdo com uma formulagdo que evite o contato
com o parasitoide (Soares et al., 2008).

As diferencas observadas na toxicidade entre os estdgios adulto e imaturo de T.
pretiosum podem ser explicadas pelo contato entre o parasitoide e 0s inseticidas. Estes
produtos tém acgdo nos insetos por contato e ingestdo (Agrofit/Mapa, 2016), assim, enquanto
os adultos tinham contato direto com essas substancias quimicas, os estagios imaturos
estavam protegidos pela barreira fisica oferecida pela estrutura do cério do ovo hospedeiro,
como sugerido por Cénsoli et al. (1999).

Os inseticidas bioldgicos (Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-HzSNPV) e o0 quimico
clorantraniliprole foram classificados como indcuos ou levemente nocivos, dependendo do
estagio de desenvolvimento de T. pretiosum.

Clorantraniliprole ¢ um inseticida que pertence ao grupo quimico das diamidas
antranilicas, sendo moduladores dos receptores de rianodina antranilica, que sdo considerados
seletivos para os inimigos naturais (Gentz et al., 2010). Seus efeitos inofensivos sobre T.
pretiosum, aqui estudados, confirmam essa informacao.

Os produtos a base de B. thuringiensis, Bt aizawai e Bt kurstaki, sdo compostos por
esporos e cristais que possuem atividade especifica para espécies de lepiddpteros (van
Frankenhuyzen, 2009; Bravo et al., 2011). A acdo inseticida do baculovirus VPN-HzSNPV é
altamente especifica a Helicoverpa spp. (Moscardi & Souza, 2002). Como esperado, devido a

essa especificidade, o contato de T. pretiosum com estes bioinseticidas ndo produziu efeito
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nocivo, mostrando que as formulagdes comerciais dos bioinseticidas podem ser utilizadas em
conjunto com a liberacdo de T. pretiosum (Medeiros et al., 2006; Polanczyk et al., 2006;
Magalhaes et al., 2015) em programas de MIP.

Os resultados sugerem que o contato de T. pretiosum com zeta-cipermetrina e
clorfernapir deve ser evitado. No entanto, os resultados com clorantraniliprole comprovaram
que é possivel o uso combinado do método quimico com o bioldgico, e que esta associacao
pode proporcionar controle mais eficiente da praga, do que quando utilizados separadamente
(Pazini et al., 2016).

Informacdes sobre seletividade sdo fundamentais visando a utilizacdo de combinac6es
de diferentes estratégias de controle no manejo integrado de pragas, que devem ser
compativeis. Os resultados deste trabalho adicionam informacgdes sobre inseticidas que
apresentam seletividade a T. pretiosum para uso em programas de MIP, combinando taticas
quimicas e bioldgicas. Estes dois métodos estdo sendo cada vez mais utilizados em conjunto
no controle de pragas agricolas (Dent, 2000).

Assim, conclui-se que os inseticidas biologicos (Bt aizawai, Bt kurstaki e VPN-
HzSNPV) e o quimico clorantraniliprole podem ser utilizados concomitantemente com T.
pretiosum em programas de MIP no controle de H. armigera, em cultivos de soja, milho e
algodéo, para os quais estes produtos sao registrados (Agrofit/Mapa, 2016).

Porém, os hospedeiros alternativos de Trichogramma, que sdo utilizados para manter
as criacdes em laboratorio e para os testes de seletividade, como C. cephalonica, que foi
utilizada neste estudo, sdo pragas de produtos armazenados. Estes insetos se adaptaram para
viver em ambiente seco e possuem ovos com diferengas morfoldgicas quando comparados aos
hospedeiros naturais, como por exemplo, menor nimero de aerdpilas, que sdo responsaveis
pelas trocas gasosas e pelo controle da perda de agua, evitando a desidratacdo (Cénsoli et al.,
1999). Assim, apesar do I0BC preconizar o uso de hospedeiros alternativos para testes de
seletividade com Trichogramma, estudos futuros, principalmente com os inseticidas que
foram seletivos neste trabalho, devem ser realizados em ovos de H. armigera, com o objetivo

de validar esses resultados com a praga alvo.
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Figuras

Figura A. 1) Gaiola de contato utilizada no experimento; 2) Visdo lateral dos orificios para
ventilacdo; 3) Visdo lateral dos orificios para introducdo dos ovos e para liberacdo dos
parasitoides na gaiola; 4) Compressores de ar, conectados por mangueiras as gaiolas.

100 ——@—— Controle

o Bt aizawai GC-91
90 Bl . - ——-w-——  Btkurstaki
o 1l “0 v ¥ — =& — - VPN-HzSNPV
| A AN \ — —® —  Clorantraniliprole
7041 o . O\ ) ¢ \ — —O— —  Zeta-Cipermetrina
\ \ Clorfenapir
60 A\
50 8

40 A \

Sobrevivéncia (%)

30 A

20

10 4

Dias

Figura B. Sobrevivéncia de Trichogramma pretiosum quando adultos foram expostos aos
residuos secos dos inseticidas em tubos de vidro.



Tabelas

Tabela 1. Inseticidas quimicos e bioldgicos utilizados para os testes de seletividade a

Trichogramma pretiosum.

Inseticida Ingrediente ativo Grupo quimico DCW
Pirate® Clorfenapir Analogo de pirazol 500

Mustang . . . .

350 EC® Zeta-cipermetrina Piretroide 200

Prémio® Clorantraniliprole Diamida antranilica 125

Agree® Bacillus thuringiensis aizawai GC-91 Inseticida biologico 750

Dipel WP® Bacillus thurlnglelzﬂs_furstakl, linhagem Inseticida biologico 600

Helicoverpa zea single capsid
Gemstar® nucleopolyhedrovirus (VPN-HzSNPV) Inseticida biolégico 375

(Baculovirus)

®DC = Dosagem da formulagéo comercial utilizada (g ou mL.100 L).
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Tabela 2. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum apos 24 horas de exposicao

do adulto ao residuo seco de inseticidas em tubos de vidro.

Parasitismo®  RPP

Emergéncia® RE®

- p d
Inseticida %) %) Classe (%) (%) Classe

Zeta-cipermetrina - - - - - -

Clorfenapir - - - - - -

Clorantraniliprole  49,9+267b 26,6 1 934+12la 3,1 1

Bt aizawai GC-91 49,1+296b 27,8 1 936+1,22a 2,9 1

Bt kurstaki 457+204b 32,8 2 91,6 +153a 5,0 1

VPN-HzSNPV 476+299b 30,0 2 95,3+0,97 a 1,1 1

Controle 68,0 + 3,52 a - - 96,4+ 1,24 a - -

aMédias = erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).
PRP ¢ o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o

parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle.

°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a

emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.

dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, inécuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE <
79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk et al.,

1999).
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Tabela 3. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum quando 0S 0vO0S
hospedeiros foram tratados com inseticidas antes do parasitismo.

- Parasitismo®  RP® d Emergéncia® RE® d

Inseticida (%) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 7,0£1,29bc 87,8 3 0,0 100,0 4
Clorfenapir 6,4+093c 889 3 0,0 100,0 4
Clorantraniliprole  46,2+450a 195 1 50,7+6,04b 444 2
Bt aizawai GC-91 448+359a 22,0 1 60,1 +514ab 34,1 2
Bt kurstaki 32,2+6,05ab 43,9 2 61,3+7,09ab 32,8 2
VPN-HzSNPV 406+73la 29,3 1 62,6 +140ab 31,4 2
Controle 57,4+499 a - - 91,2+525a - -

aMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP ¢ o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle.
°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.
dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, inécuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE <
79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk et al.,

1999).

Tabela 4. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum quando 0S 0vO0S
hospedeiros parasitados foram tratados com inseticidas ap6s dois dias do parasitismo.

- Parasitismo®  RP® d Emergéncia® RE® d
Inseticida %) %) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina  47,3+2,21ab 22,7 1 535+0,49c 9472 3
Clorfenapir 50,4 +3,10ab 17,6 1 38,7+436b 57,8 2
Clorantraniliprole 49,1 +357ab 19,7 1 695+4,16a 24,3 1
Bt aizawai GC-91 51,6+285ab 15,6 1 735+243a 199 1
Bt kurstaki 380+£486b 37,9 2 67,7+561la 263 1
VPN-HzSNPV 495+23%9ab 19,1 1 742+431a 192 1
Controle 61,2+483a - - 91,8 +2,07 a - -

2Médias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP ¢ o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle.
°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.
dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE
< 79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk

etal., 1999).
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Tabela 5. Parasitismo e a emergéncia de Trichogramma pretiosum quando 0S 0OVOS
hospedeiros parasitados foram tratados com os inseticidas apos quatro dias do parasitismo.

Parasitismo?

RPP

Emergéncia®

RE®

- p d
Inseticida (%) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 399+359a 31,2 2 10,1 £3,05¢c 89,3 3
Clorfenapir 49,1+357a 153 1 176+425¢c 814 3
Clorantraniliprole 53,2+4,03a 8,3 1 55,2+6,40b 415 2
Bt aizawai GC-91  49,0+4,12a 155 1 56,7 +5,46b 399 2
Bt kurstaki 50,6 £4,72a 12,8 1 41,4+6,40b 56,1 2
VPN-HzSNPV 53,1+3/45a 8,4 1 548+655b 419 2
Controle 58,0+ 424 a - - 94,4+139a - -

aMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP € o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc € o parasitismo no controle.
°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.
dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE
< 79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk

etal., 1999).

Tabela 6. Parasitismo e a emergéncia de Trichogramma pretiosum quando 0S 0vVO0S
hospedeiros parasitados foram tratados com inseticidas apés seis dias do parasitismo.

Parasitismo?

RPP

Emergéncia®

RE®

- d g
Inseticida %) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 57,3+353a 8,6 1 486+£3,49b 475 2
Clorfenapir 57,2+461a 8,8 1 0,0 100,0 4
Clorantraniliprole 56,0+395a 10,7 1 90,7+221a 2,1 1

Bt aizawai GC-91 57,3+4,29a 8,6 1 89,2+253a 37 1

Bt kurstaki 57,2+255a 8,8 1 90,9+1,63a 1,8 1
VPN-HzSNPV 57,1+434a 8,9 1 91,1+1,25a 1,6 1
Controle 62,7 +4,46 a - - 926+152a - -

2Médias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP ¢ o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle.

°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.

dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE
< 79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk
etal., 1999).
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Tabela 7. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum apds 24 horas de
exposicao dos adultos ao residuo seco dos inseticidas utilizando metodologia da IOBC.

- Parasitismo?® RPP d Emergéncia® RE® d
Inseticida (%) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 0,0 100 4 - - -
Clorfenapir 0,0 100 4 - - -
Clorantraniliprole 55,0+4,61a 10,0 1 988+0,20a 0,3 1
Bt aizawai GC-91 50,8+6,38a 16,9 1 99,0+0,24a 0,1 1
Bt kurstaki 55,1+7.22a 9,8 1 989+052a 0,2 1
VPN-HzSNPV 505+742a 17,3 1 985+058a 0,6 1
Controle 61,1+599 a - - 99,1+0,58 a - -

aMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP ¢ o efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc € o parasitismo no controle.

°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.

dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE
< 79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk
etal., 1999).

Tabela 8. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum apds 48 horas de
exposicao dos adultos ao residuo seco dos inseticidas utilizando metodologia da IOBC.

Parasitismo? RPP Emergéncia® RE®

- p d
Inseticida %) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 0,0 100 4 - - -
Clorfenapir 0,0 100 4 - - -
Clorantraniliprole 150+199a 10,7 1 97,2+095a 138 1
Bt aizawai GC-91  10,0+1,70a 405 2 86,8+ 12,83a 12,3 1
Bt kurstaki 16,0+ 154 a 4,8 1 98,7+058a 0,3 1
VPN-HzSNPV 104+332a 38,1 2 989+9,31a 0,1 1
Controle 16,8+ 1,29a - - 99,0+ 0,44 a - -

2Médias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

PRP ¢ 0 efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc € o parasitismo no controle.

°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.

dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE <
79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk et
al., 1999).
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Tabela 9. Parasitismo e emergéncia de Trichogramma pretiosum apds 72 horas de
exposicao dos adultos ao residuo seco dos inseticidas utilizando metodologia da IOBC.

- Parasitismo?® RPP d Emergéncia® RE® d
Inseticida (%) (%) Classe (%) (%) Classe
Zeta-cipermetrina 0,0 100 4 - - -
Clorfenapir 0,0 100 4 - - -
Clorantraniliprole 6,6+1,73a 37,7 2 959+138a 23 1
Bt aizawai GC-91 6,8+£2,00a 35,8 2 9,1+2,05a 21 1
Bt kurstaki 9,7£1,03a 8,5 1 975+085a 0,7 1
VPN-HzSNPV 56+2,00a 47,2 2 97,7+169a 05 1
Controle 106 +1,26 a - - 98,2+0,97 a - -

aMédias * erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

bRP é o0 efeito do insecticida sobre o parasitismo, comparado ao controle. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o
parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle.
°RE é o efeito do insecticida sobre a emergéncia, comparado ao controle. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a
emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle.
dClassificacdo dos inseticidas: Classe 1, indcuo (RP/RE < 30%); Classe 2, levemente nocivo (30% < RP/RE <
79%); Classe 3, moderadamente nocivo (80% < RP/RE < 99%); Classe 4, nocivo (RP/RE > 99%) (Sterk et

al., 1999).
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CAPITULO 5 — Compatibilidade entre inseticidas quimicos e bioldgicos & base de
Bacillus thuringiensis Berliner no controle de Helicoverpa armigera

(HUbner) (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo — O uso intensivo de inseticidas quimicos para o controle de Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil pode selecionar populagdes resistentes, como em
outros paises. A associacdo de diferentes ferramentas de controle é uma estratégia do manejo
de pragas que permite 0 manejo da resisténcia. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar, em laboratdrio, a compatibilidade entre inseticidas quimicos e bioldgicos, disponiveis
para o controle de H. armigera, em laboratério, visando a possibilidade de integracdo no
manejo da praga. Os produtos quimicos utilizados foram clorantraniliprole, clorfenapir e zeta-
cipermetrina; com os bioinseticidas Bacillus thuringiensis aizawai e Bacillus thuringiensis
kurstaki. Os inseticidas foram adicionados ao meio de cultura &gar nutriente, e sobre o meio
foram inoculados 5,0 uL de cada suspensdo bioinseticida. A area das colonias foi medida e
contabilizado o numero de esporos, depois as suspensdes foram utilizadas no teste de
patogenicidade, em lagartas de H. armigera de segundo instar. Zeta-cipermetrina foi muito
toxico aos dois bioinseticidas. Clorfenapir foi moderadamente toxico para Bt aizawai e
compativel para Bt kurstaki. Clorantraniliprole foi compativel aos dois biolégicos. Bt kurstaki
e Bt aizawai, crescidos em meio contendo os inseticidas clorantraniliprone e clorfenapir,

causaram 100% de mortalidade nas lagartas.

Palavras-chave: Controle microbiano, controle quimico, entomopatdgenos
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1. Introducéo

Devido ao uso intensivo de inseticidas quimicos para o controle de Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil, durante pelo menos trés anos
consecutivos, desde 2013, quando a praga foi identificada pela primeira vez no pais (Czepak
et al., 2013; Carneiro et al., 2014; Kuss et al., 2016), populacbes resistentes podem estar
sendo selecionadas no campo. Em outros paises, casos de populagdes resistentes foram
registrados para varios inseticidas, como por exemplo, fipronil, clorfenapir, spinosad,
indoxacarb, lambda-cialotrina, clorpirifos, bifentrin, deltametrina e tiodicarb (Ahmad et al.,
2003; Hussain et al., 2014; Muhammad et al., 2015).

O manejo integrado de pragas (MIP) tem o objetivo de maximizar a eficicia no
controle de pragas, visando manter populacdes de H. armigera abaixo do nivel de controle
(Gentz et al., 2010; Embrapa, 2013). A integracdo de diversas taticas de controle, dentro de
um programa de MIP, pode ser a alternativa efetiva na reducéo da infestacdo de H. armigera e
no manejo da resisténcia da praga (Fathipour & Sedaratian, 2013). Assim, a utilizagdo de
bioinseticidas associados a inseticidas quimicos seletivos, representa uma alternativa
importante para 0 manejo integrado de H. armigera em culturas como soja, algoddo e milho
(Cao et al., 2010; Wakil et al., 2012; Wakil et al., 2013; Younas et al., 2016).

Dentre os bioinseticidas registrados para H. armigera nessas culturas, destacam-se
alguns a base de Bacillus thuringiensis Berliner (Agrofit/Mapa, 2016). Existem diferentes
produtos formulados e que sdo comercializadas no Brasil, principalmente das linhagens B.
thuringiensis var. kurstaki e var. aizawai (Agrofit/Mapa, 2016). Estes produtos apresentam
controle eficiente da praga (Kuss et al., 2016; Perini et al., 2016). Sendo assim, agricultores
devem planejar o manejo da praga, preservando a eficiéncia dos inseticidas quimicos e
bioldgicos. Estas duas ferramentas de controle podem se completar, e quando compativeis,
podem ser associadas.

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a compatibilidade entre
inseticidas quimicos e biologicos, disponiveis para o controle de H. armigera, em laboratorio,

visando a possibilidade de integracdo no manejo da praga.

2. Material e Métodos
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O experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia e Criacdo de Insetos (LBCI)
do Departamento de Fitossanidade, localizado na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal — SP.

2.1. Insetos

As lagartas de segundo instar H. armigera utilizadas para os testes foram obtidas da
criagdo mantida no LBCI, em sala com condicGes controladas (temperatura de 25 + 2°C;
umidade relativa de 70 £ 10%; e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de escuro), de
acordo com metodologia descrita por De Bortoli et al. (2014).

Os ovos depositados no papel toalha que revestiu a gaiola dos adultos de H. armigera
foram mantidos em recipientes plasticos (25 cm x 15 cm x 12 cm) até a eclosdo das lagartas.
As lagartas, coletadas com o auxilio de um pincel, foram transferidas para placas de Petri (6
cm de didmetro x 2 cm altura) contendo dieta artificial (Tabela 1), sendo inserida uma lagarta
por placa.

Apébs a formacdo das pupas, os individuos foram separados por sexo e transferidos
para gaiolas de PVC (20 cm de didmetro x 20 cm de altura), onde ocorreu a copula e
oviposicdo. Foram acondicionados 20 casais por gaiola. Os adultos receberam como alimento
solucdo de mel a 10%, através de uma tampa plastica de 1 cm de didmetro, contendo algodao
embebido na solugdo. A gaiola de PVC foi revestida com papel toalha onde as fémeas
realizaram as posturas. O papel foi trocado diariamente para coleta dos ovos durante todo o
periodo de oviposicdo. A gaiola de PVC foi colocada sobre um prato plastico (23,5 cm de
didmetro x 3 c¢cm de altura) contendo papel toalha em sua superficie. A parte superior da
gaiola foi fechada com tecido de malha fina (tipo voile), preso com elastico. Os papéis

contendo os ovos foram colocados em recipientes plasticos até a eclosdo das lagartas.

2.2. Inseticidas quimicos e bioldgicos

Para a preparacdo das caldas dos inseticidas clorfenapir (Pirate®), zeta-cipermetrina
(Mustang 350 EC®), clorantraniliprole (Prémio®), Bacillus thuringiensis aizawai GC-91
(Agree®) e Bacillus thuringiensis kurstaki (Dipel WP®) foram utilizadas as doses

recomendadas pelos fabricantes para o controle de H. armigera (Tabela 2).
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2.3. Compatibilidade entre inseticidas sintéticos e biol6gicos

O meio de cultura &gar nutriente (NA) foi preparado pela dissolucdo de 28,0 gramas
do produto formulado Kasvi® em 1 litro de agua deionizada, sendo posteriormente
autoclavado a 1 atm. por 40 minutos. Apds o meio pronto, esfriado até atingir temperatura de
45°C, ponto em que ainda ndo se encontra solidificado, cada inseticida quimico na dosagem
comercial (Tabela 2) foi homogeneizado ao meio de cultura com o auxilio de um agitador
magnético. O pH do meio de cultura foi medido (sem inseticida = 6,7; clorantraniliprole =
6,9; clorfenapir = 6,9; zeta-cipermetrina = 7,0), e entdo foi vertido em placas de Petri (9,0 cm
de didmetro), totalizando 10 repeti¢cBes para cada analise de compatibilidade. Cada inseticida
quimico foi considerado um tratamento. Para a testemunha foi utilizado somente &agar
nutriente e agua, sem a adicao de inseticidas.

Apbs solidificacdo do meio, foram inoculadas suspensfes dos inseticidas bioldgicos
(Bt aizawai e Bt kurstaki) na concentragdo recomendada (Tabela 2). Foram inoculados 5,0 uLL
de B. thuringiensis na regido central da placa de Petri. Foram empregadas 10 repeti¢cOes, para
cada produto biol6gico em cada inseticida quimico.

As placas inoculadas foram acondicionadas em camaras de germinacao (B.O.D.) por
um periodo de sete dias, mantidas a temperatura de 30 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de escuro.

A cada 24 horas, a area da coldnia foi projetada sobre uma folha de papel sulfite
branca e tracada, para cada tratamento. O sulfite foi recortado do tamanho da coldnia,
ilustrando uma figura, que foi mensurada com auxilio de um aparelho medidor de area foliar
(CID Bio-Science, Camas, Washington, United State of America, modelo C1-202).

No sétimo dia, foi realizada a contagem de esporos para cada tratamento, com auxilio
de uma camara de Neubauer em microscopio 6ptico, raspando a col6nia do meio de cultura
com o auxilio da al¢a de platina e acondicionando o contetdo em tubos Falcon com 10 mL de
agua estéril com espalhante adesivo (Triton 0,01%). As suspensdes foram homogeneizadas
com auxilio de um agitador (Phoenix® Modelo AP56) por um periodo de 1 minuto.

2.4. Suscetibilidade de lagartas de Helicoverpa armigera

2.4.1. Preparacao das suspensdes dos produtos biologicos
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As suspensdes dos produtos bioldgicos foram obtidas por meio de raspagens das
coldnias de Bt aizawai e Bt kurstaki que multiplicadas em nutriente &gar + inseticidas
quimicos (item 2.3). Cada inseticida quimico acrescentado no meio de cultura foi considerado
um tratamento. A suspensdo (item 2.3) foi homogeneizada e a mistura com esporos, cristais e
células vegetativas foi submetida a trés centrifugacdes consecutivas (3.600 rpm por 20
minutos), sendo que o sobrenadante foi descartado visando eliminar os restos de células. Apds
a Ultima centrifugacdo foi obtida uma nova suspensdo e, a partir dela, foram feitas duas
diluicdes seriadas para a contagem de esporos em camara de NeuBauer (Alves & Moraes,

1998) e padronizagdo da suspensdo utilizada na concentragéo de 3 x 108 esporos/mL.

2.4.2. Bioensaios de patogenicidade

Pedacos de dieta artificial (Tabela 1) com érea padronizada (4 cm?) foram cortados e
mergulhados individualmente em cada uma das suspensoes, preparadas com agua deionizada,
na concentragdo de 3 x 108 esporos/mL. Cada pedago de dieta artificial foi mergulhado por 10
segundos e posteriormente seco em temperatura ambiente durante 30 minutos. Os pedacos de
dieta foram entdo colocados individualmente em placas de Petri (6,0 cm de didmetro x 2,0 cm
de altura). Em cada placa foi colocada uma lagarta de segundo instar de H. armigera. De cada
tratamento foram observadas 5 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 10 placas,
totalizando 50 lagartas por tratamento. O tratamento controle consistiu de dieta tratada apenas
com &gua deionizada. A avaliacdo da mortalidade foi realizada a cada 24 horas, por 10 dias.
As lagartas foram registradas como mortas quando ndo se moviam ao serem tocadas com um

pincel de cerdas macias.

2.5. Analise dos dados

A influéncia dos inseticidas quimicos e do controle sobre o tamanho da coldnia de B.
thuringiensis (variavel tamanho da colonia) sobre as avaliagdes de cada col6nia (repeticdes)
foram analisados utilizando o procedimento de medidas repetidas para a analise de variancia
(PROC MIXED). Esta analise foi realizada considerando as avaliagdes ao longo do tempo
como o fator bloco, desde que as avaliagOes foram realizadas na mesma unidade amostral
(colbnia), enquanto os inseticidas a base de B. thuringiensis e o controle foram considerados
como tratamentos. Os resultados de cada bioinseticida foram analisados separadamente

(variaveis fixas independentes: tratamentos e tempo; variavel aleatoria: repeticdes dentro de
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tratamentos). Como houve interagdo significativa entre os principais efeitos, tratamentos e
tempo de avaliacdo (dias), uma andlise de variancia adicional foi realizada para cada
tratamento. Os dados foram transformados usando raiz quadrada (x + 0,5) para atender as
suposicdes de normalidade e homogeneidade da variancia. Quando foram detectadas
diferengas significativas entre os tratamentos, as medias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o Software SAS 9.1 (SAS
Institute, 2002).

Além disso, os dados foram padronizados pela classificacdo de compatibilidade
desenvolvida por Alves et al. (1998) (Tabela 3), que se baseia nos valores médios da
porcentagem de esporulacéo e crescimento das colnias de B. thuringiensis, com auxilio da
sequinte formula: T= (20 * [CV] + 80 * [ESP]) / 100, em que T = valor corrigido do
crescimento vegetativo e esporulacdo para classificacdo do produto; CV = porcentagem de
crescimento vegetativo com relacdo a testemunha; ESP = porcentagem de esporulacdo com
relacdo a testemunha.

Os dados de patogenicidade dos inseticidas biolégicos na mortalidade de lagartas de
H. armigera no décimo dia de avaliagdo foram submetidos aos testes de normalidade (teste de
Kolmogorov) e de homogeneidade da variancia (teste de Bartlett) e, sempre que necessario,
transformados, para atender os requisitos da analise de variancia (ANOVA). Quando ocorreu
diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

3. Resultados

3.1. Compatibilidade entre inseticidas quimicos e biologicos

O crescimento de Bt aizawai foi prejudicado quando exposto ao meio de cultura
contendo zeta-cipermetrina, sendo esse inseticida classificado como muito toxico. Clorfenapir
foi classificado como moderadamente toxico e clorantraniliprole como compativel (Tabela 4).

Clorantraniliprole e clorfenapir, quando adicionados ao meio de cultura, foram
compativeis com Bt kurstaki, ao contrario de zeta-cipermetrina, que foi muito toxico,
prejudicando o crescimento bacteriano (Tabela 5).

Em todos os dias, Bt aizawai teve o menor crescimento quando submetido ao meio

com zeta-cipermetrina, se estabilizando no quinto dia, porém apresentando menor
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crescimento bacteriano entre 0s quimicos avaliados. Quando exposto ao inseticida
clorantraniliprole, o comportamento de crescimento foi semelhante ao de Bt aizawai no meio
de cultura sem inseticida (Figura A).

No meio com zeta-cipermetrina, o tamanho da col6nia de Bt kurstaki no sétimo dia foi
semelhante ao dos outros tratamentos com apenas um dia. O crescimento de Bt kurstaki no
meio com clorantraniliprole foi semelhante ao da testemunha (Figura B).

3.2. Suscetibilidade de lagartas de Helicoverpa armigera

Neste bioensaio, quando Bt kurstaki e Bt aizawai cresceram em meio de cultura
contendo zeta-cipermetrina, ndo produziram a quantidade de esporos suficiente para obtengéo
da concentracio padréo utilizada (3 x 108 esporos/mL).

Bt kurstaki e Bt aizawai, mesmo quando cresceram em meio contendo os inseticidas
clorantraniliprone e clorfenapir, foram patogénicos a H. armigera, causando 100% de
mortalidade nas lagartas de segundo instar ap6s 10 dias (Figura C).

4. Discussao

Estudar a compatibilidade entre inseticidas sintéticos e biolégicos é importante para se
entender e testar a possivel interacdo entre eles, com o objetivo de associar essas ferramentas
de controle no MIP.

Os inseticidas quimicos clorfenapir e clorantraniliprole sdo compativeis nos testes com
Bt kurstaki, e clorantraniliprole é compativel com Bt azawai. Estes inseticidas ndo interferem
no crescimento da colénia de B. thuringiensis, o que da indicios da possivel interacdo positiva
com 0s entomopat6genos.

A utilizacdo conjunta de inseticidas quimicos com biolégicos pode auxiliar na reducao
da pressdo de selecdo, devido os diferentes modos de agédo, ndo favorecendo a evolucdo da
resisténcia de populacdes de insetos pragas (Alves et al., 1998). Alem disso, a combinacéo
destas duas ferramentas pode ser mais eficiente no controle da praga do que quando utilizadas
separadas (Hardman & Gaul, 1990). Esta afirmacéo baseia-se no principio de que o inseticida
pode agir como um agente estressor para o inseto, e, por sua vez, torna-lo vulneravel e mais
suscetivel a infecgdes, tais como a provocada por B. thuringiensis (Polanczyk & Alves, 2005).

O crescimento de Bt kurstaki com clorantraniliprole foi semelhante a testemunha. 1sso

sugere que os componentes utilizados na formulagdo dos inseticidas quimicos, como por
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exemplo, os adjuvantes, ndo foram tdxicos para a bactéria (Das et al., 1995; Das et al., 2003;
Mandal et al., 2013).

Amizadeh et al. (2015), estudando a compatibilidade de inseticidas para Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), também comprovou a compatibilidade entre
clorantraniliprole e B. thuringiensis.

Zeta-cipermetrina foi classificado como muito toxico para os dois bioinseticidas,
inibindo a esporulagéo e o crescimento de B. thuringiensis. O efeito prejudicial do inseticida
pode estar relacionado com a molécula quimica do ingrediente ativo, ou também pela
presenca dos inertes na formulacdo (Dougherty et al., 1970; Morris & Armstrong, 1975;
Morris, 1977). Além disso, a dose utilizada dos inseticidas pode influenciar na
compatibilidade com outros inseticidas quimicos e bioldgicos. Esta variavel pode ser utilizada
para promover a compatibilidade (Ramaraje et al., 1967; Batista Filho et al., 2001; Manachini,
2002; Pinto et al., 2012). Doses menores de zeta-cipermetrina devem ser testadas, para, talvez,
poder associar este inseticida com bioldgicos.

Os inseticidas bioldgicos Bt kurstaki e Bt azawai que cresceram em meio de cultura
contendo clorantraniliprole e clorfenapir causaram 100% de mortalidade nas lagartas de
segundo instar de H. armigera. A interacdo entre estes inseticidas ndo afetou a patogenicidade
da bactéria, comprovando alta mortalidade em lagartas de H. armigera. A realizacdo de testes
para comprovar a atividade tdxica dos microrganismos que cresceram em meio de cultura
contendo inseticidas quimicos é de suma importancia, pois alteracdes fisioldgicas podem
causar perdas de patogenicidade e viruléncia do patdgeno (Alves et al., 1998).

Os resultados de compatibilidade in vitro obtidos neste trabalho indicaram que 0s
inseticidas clorantraniliprole e clorfenapir, utilizados para o controle de H. armigera, séo
compativeis com os inseticidas bioldgicos a base de B. thuringiensis, em laboratério. Ao
contrario de zeta-cipermetrina, classificado como muito toxico para o entomopatdgeno.
Porém, testes de misturas, de semi-campo e campo S380 necessarios, pois existem muitos
fatores bidticos e abiodticos que podem influenciar na compatibilidade entre inseticidas

quimicos e bioldgicos.
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Tabelas

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial utilizada para criacdo de

Helicoverpa armigera (Greene et al., 1976, modificada).

Ingredientes Quantidade
Feijdo branco 75¢
Germe de trigo 60 g
Farelo de soja 30¢
Leite em po 3049
Levedura de cerveja 3759
Acido ascorbico 360
Acido sorbico 189
Metil para-hidroxibenzoato de sodio 30
Soluc¢do vitaminica 9mL
Tetraciclina 0,12 g
Formaldeido 40% 3,6 mL
Agar 239
Agua 1.400 mL

Tabela 2. Inseticidas quimicos e bioldgicos utilizados para os testes de compatibilidade.

Inseticida Ingrediente ativo Grupo quimico DC!
Pirate® Clorfenapir Analogo de pirazol 500
Mustang 350 EC® Zeta-cipermetrina Piretréide 200
Prémio® Clorantraniliprole Diamida antranilica 125
Agree® Bacillus thuringiensis aizawai GC-91 Inseticida biol6gico 750
Dipel WP® Bac"'”ﬁf:#;g;%fﬂ%ﬁf“r“ak" Inseticida biolégico 600

!DC = Dosagem da formulagdo comercial utilizada (g ou mL.100 L™?).

Tabela 3. Valores de T para a classificacdo do efeito de produtos quimicos sobre

fungos (Alves et al., 1998).

Valor de T? Classificacdo do produto
0a30 Muito toxico
3la4b Téxico
46 a 60 Moderadamente tdxico
> 60 Compativel

T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacdo para classificacdo do produto.
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Tabela 4. Valores de T para a classificacdo quanto a toxicidade dos inseticidas

sintéticos a Bacillus thuringiensis aizawai.

Tratamento ESP! (esporos)  CV?2(cm?) v dagoTrSS Categoria
Controle 1,05x10° 18,81 - R
Clorantraniliprole 1,015%10° 17,94 96,41 Compativel
Clorfenapir 6,2x108 11,67 59,65 Moderadamente toxico
6,0x107 1,83 6,52 Muito toxico

Zeta-cipermetrina

! Produgdo média de esporos/col6nia
2 Crescimento vegetativo (area da col6nia média no 7° dia)

3 Correlagdo dos parametros (ESP e CV) segundo modelo proposto por Alves et al. (1998)

Tabela 5. Valores de T para a classificacdo quanto a toxicidade dos inseticidas

sintéticos a Bacillus thuringiensis kurtaki.

Tratamento ESP! (esporos) CV2 (cm?) Vdae'oTrES Categoria
Controle 9,9x108 29,14 - -
Clorantraniliprole 8,85x108 28,33 90,96 Compativel
Clorfenapir 9,25%x10°8 11,27 82,49 Compativel
Zeta-cipermetrina 4,0x107 1,19 4,05 Muito toxico

! Produgdo média de esporos/col6nia
2 Crescimento vegetativo (area da col6nia média no 7° dia)

3 Correlagéo dos pardmetros (ESP e CV) segundo modelo proposto por Alves et al. (1998)
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Figuras
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Figura A. Efeito de inseticidas quimicos no crescimento da col6nia de Bacillus thuringiensis
aizawai.
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Figura B. Efeito de inseticidas quimicos no crescimento da col6nia de Bacillus thuringiensis
kurtaki.
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Figura C. Porcentagem de mortalidade de lagartas de Helicoverpa armigera ap0s a ingestao
de suspensdo de Bacillus thuringiensis em teste de compatibilidade com inseticidas quimicos
sintéticos. Btk = Bacillus thuringiensis kurtaki; Bta = Bacillus thuringiensis aizawai GC-91.
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CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil, a ocorréncia de espécies exadticas aumentou significativamente na
Gltima década, sendo registradas pragas introduzidas em frutiferas, plantas
ornamentais, hortalicas, plantas forrageiras e grandes culturas (VILELA; ZUCCHI,
2015). A possibilidade de uma praga ser introduzida € um risco constante, no qual
muitas vezes 0 pais ndo esta preparado e, nesses casos, a praga pode afetar todo o
processo fitossanitario, como foi o caso de Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil.

ApGs o seu primeiro registro de ocorréncia em 2013 (CZEPAK et al., 2013),
varios inseticidas quimicos sintéticos foram liberados em carater emergencial para
serem utilizados no controle de H. armigera. Posteriormente varios bioinseticidas
também foram liberados para o controle dessa praga, alguns a base de baculovirus
e a maioria de Bacillus thuringiensis Berliner. Hoje, no mercado brasileiro, mais de
20 Bt-bioinseticidas estdo disponiveis, principalmente das variedades kurstaki e
aizawai (ABCBIO, 2016). Além disso, a area tratada com Trichogramma Westwood
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) cresceu consideravelmente apos a introducéo
desta praga, sendo que, atualmente, em pouco mais de 250.000 hectares sao
liberados este parasitoide visando o controle de lepidépteros, principalmente em
soja, algodao e milho (PARRA, 2014).

O manejo integrado de pragas (MIP) é um conceito que surgiu apos
problemas advindos do uso indiscriminado de inseticidas, fato que levou a selecao
de populacdes resistentes, ressurgéncia de pragas, surtos de pragas secundarias e
ao aumento de residuos no ambiente (QAIM et al., 2008).

Esta tese apresenta resultados que poderdao auxiliar o MIP em culturas de
grande importancia econémica, como algodao, soja e milho, onde H. armigera é
atualmente um problema sério. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
em testes de laboratorio, Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) pode ser uma ferramenta utilizada no MIP de H. armigera,
associado aos bioinseticidas Bt kurstaki, Bt azawai e VPN-HzSNPV, bem como a
clorantraniliprole, que séo seletivos ao parasitoide de ovos. Além disso, o inseticida

clorantraniliprole também é compativel com esses Bt-bioinseticidas, podendo ser
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empregados em conjunto. Zeta-cipermetrina ndo foi seletivo ao parasitoide e foi
toxico aos Bt-bioinseticidas nas metodologias testadas, ndo sendo recomendada a
utilizacao simultanea destas ferramentas.

Apesar dos agricultores terem dificuldade em utilizar o MIP, os problemas
econdbmicos causados por H. armigera obrigaram os profissionais a empregarem
diferentes taticas de controle, aumentando a utilizagdo do controle biol6gico no
Brasil, por exemplo.

Entdo, perspectivas futuras da aplicacdo de diferentes taticas para mediar a
protecdo de culturas, devem incluir o uso de inseticidas seletivos aos inimigos
naturais, como os bioinseticidas a base de B. thuringiensis e baculovirus, além de
moléculas mais modernas como clorantraniliprole. Assim, espera-se que as taticas
recomendadas nesta tese para o controle de H. armigera ganhem espago em
programas de MIP, em especial para culturas de grande importancia econémica no
Brasil.
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