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1. RESUMO

A espécie Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto polifago,
com ampla distribuicdo geogréafica e considerada uma importante praga nas regides do
mundo em que ocorre. Na safra 2013/2014, a presenca desse lepiddptero foi registrada pela
primeira vez no Brasil, acarretando em perdas de produtividade. Essa espéecie possui
diversas caracteristicas que a tornam de indiscutivel importancia, como o fato de dispersar-
se a longas distancias, alimentar-se na fase jovem de estruturas reprodutivas das plantas,
alta fertilidade e diapausa facultativa das pupas. Além disso, é uma espécie que apresenta
resisténcia a um grande numero de inseticidas. Diante desse cendrio, outras taticas de
controle, que englobem técnicas inter e multidisciplinares, devem ser adotadas, de acordo
com a proposta do Manejo Integrado de Pragas. Uma delas, o controle bioldgico, apresenta
grande potencial, pois ndo causa desequilibrio ambiental e pode manter a populacdo de
pragas abaixo do nivel de dano econdmico. Nesse sentido, o parasitoide de pupas
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) apresenta
potencial de utilizacdo no controle dessa praga. T. diatraeae é uma espécie amplamente
distribuida no territério brasileiro e foi registrado em diversas familias de Lepidoptera, o
que o caracteriza como altamente polifago. Para tanto, é necessario conhecer previamente
as interagcdes entre parasitoide e hospedeiro alvo, tornando importante estudar essas
caracteristicas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas

biolégicas do parasitoide em diferentes hospedeiros, a influéncia do sexo e idade da pupa,



idade e densidade de parasitoides e tempo de parasitismo, além do estudo do
desenvolvimento em diferentes temperaturas de T. diatraeae em pupas de H. armigera.
Concluiu-se que T. diatraeae desenvolveu-se melhor a 25°C, em pupas fémeas de 96 horas,
com parasitoides criados em pupas de H. armigera e parasitoides de 48 horas de idade, ndo
havendo influéncia da densidade de parasitoides e tempo de parasitismo. Dessa forma, T.
diatraeae apresenta potencial para utilizacdo em programas de controle biolégico, podendo

auxiliar no controle de H. armigera.

Palavras-chave: Pupa; Controle Bioldgico; Manejo Integrado de Pragas; Heliothinae.
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2. SUMMARY

Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) is a polyphagous insect, with wild
geographic distribution and considered the most important pest in the regions where it
occurs. Recently, in the 2013/2014 growing season, its presence was first registered in
Brazil, bringing yield loss and therefore economic damages. This species has several
characteristics that make it of considerable interest, such as the fact of its capacity in
disperse over long distances, caterpillars that feeds of reproductive structures, high fertility
and optional diapause pupae. Furthermore, it is a species that is resistant to a large number
of insecticides. In this scenario, other control tactics, covering inter and multidisciplinary
techniques should be adopted in accordance with the proposal of Integrated Pest
Management (IPM). One of them, biological control, has great potential because it does not
cause environmental imbalance and can keep the pest population below economic injury
level. In this sense, the pupae parasitoid Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu
(Hymenoptera: Eulophidae) presents potential to be utilizated in biological control. T.
diatraeae is a widely distributed species in Brazil, and have already been recorded in
several Lepidopteran families, which characterizes this insect as highly polyphagous.
Therefore, it is necessary to know the interactions between parasitoid and host, making it

important to study these characteristics. Thus, the objective of this work was to study the



biological characteristics of the parasitoid on different hosts, the influence of gender and
age of the pupa, parasitism time, age and parasitoid density, besides the study of the
development of T. diatraeae on H. armigera pupae in different temperatures. It was
concluded that T. diatraeae better developed at 25°C, in 96 hours-old female pupae, with
parasitoids reared in H. armigera pupae, and parasitoids at 48 hours age, with no influence
of parasitoid density and parasitism time. Thus, T. diatraeae has potential for use in

biological control programs and can assist in the control of H. armigera.

Key words: Eulophidae; biological control; pupae parasitoids; Integrated Pest

Management; Heliothinae.



3. INTRODUCAO GERAL

Helicoverpa armigera Huibner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma
praga recentemente identificada no Brasil. A presenca dessa praga foi oficialmente
constatada na safra 2012/2013 e, até entdo, era considerada uma praga quarentenaria.
Durante os meses de janeiro e fevereiro de 2013 foram coletados espécimes desse inseto
atacando soja em Goias, algoddao em Mato Grosso, em tiguera de soja na Bahia (CZEPAK
et al., 2013) e em citros no estado de Sao Paulo (BUENO et al., 2014).

H. armigera apresenta ampla distribuicdo geografica, com registros
na Europa, Asia, Africa e Oceania, sendo a mais importante e impactante praga nas regioes
onde ocorre (ZALUCKI et al., 1986; GUO, 1997), causando danos estimados em mais de
US$5 bilhdes de dolares anuais as plantas hospedeiras ao redor do mundo (LAMMERS &
MACLEOQOD, 2007). Essa espécie possui alta capacidade de dispersdo em condicdes de
campo e na fase adulta pode migrar a uma distancia de até 2000 km (TAY et al., 2013). As
pupas apresentam diapausa facultativa, uma importante estratégia que algumas espécies de
insetos apresentam para evitar condigdes ambientais desfavoraveis (LIU et al., 2010). As

lagartas apresentam resisténcia a diversos inseticidas, principalmente por apresentar



tegumento de aspecto levemente coridceo, que impede a passagem de moléculas pelos
tecidos (HEMATI et al., 2012; CZEPAK et al., 2013; TAY et al., 2013).

No Brasil, ocorre a espéecie Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae) (SA & PARRA, 1994), Heliothinae assim como H. armigera e conhecida
popularmente como a largarta-da-espiga-do-milho ou a broca-grande-do-tomateiro. A H. zea
é tdo polifaga quanto a H. armigera e sdo muito proximas morfologicamente e
molecularmente (TAY, 2013). Téo proximas que Hardwick (1965) relata a possibilidade de
formacao de hibridos férteis entre as duas espécies. No entanto, apds analises morfoldgicas e
moleculares foi comprovado que o0s insetos que estavam causando grandes prejuizos as
culturas pertenciam a espécie H. armigera (CZEPAK et al., 2013)

Estima-se que quase 30% de todo inseticida usado no mundo
direciona-se para o controle dessa praga (JOUBEN et al.,, 2012). Entretanto, 0o uso
sistematico de defensivos fitossanitarios para controle desde noctuideo tem resultado em
ressurgimento e surtos da praga, selecéo de resisténcia a inseticidas, eliminacao de inimigos
naturais, além de possivel contaminacdo do solo, alimentos, 4gua e ar (BASKAR &
IGNACIMUTHUA, 2012).

Diante desse cenario, prezando pela sustentabilidade do
agroecossistema e controle efetivo da praga, encaixa-se o0 Manejo Integrado de Pragas
(MIP), um conjunto de taticas inter e multidisciplinares. Entre elas o controle bioldgico,
cuja estratégia de controle estd em consonancia com as necessidades da agricultura atual,
podendo ser exercido por micro e macro organismos, como por exemplo, insetos
parasitoides.

Acredita-se que a introducdo do parasitoide de pupas Trichospilus
diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) no Brasil tenha sido
acidental, com primeiro registro de ocorréncia em pupas de Arctiidae (Lepidoptera)
encontrada em Piracicaba/SP (PARON & BERTI FILHO, 2000). Embora de origem
asiatica, atualmente ja se encontra presente em estados das regides sudeste, centro-oeste e
nordeste do Brasil e registrado em pupas de Lepidoptera das familias: Oecophoridae
(OLIVEIRA, et al.,, 2001), Crambidae (CHERIAN & MARGABANDHU, 1942),
Noctuidae (ZACHE et al., 2012b), Pyralidae (BOUCEK, 1976), Nymphalidae (BOUCEK,
1976), Geometridae (ZACHE et al., 2010a), Pieridae (TORRES-BAUZA, 1994),
Riodinidae (ZACHE et al., 2011a) e Erebidae (=Lymantriidae) (ZACHE et al., 2011b). Por



ser altamente polifago, esse parasitoide pode se tornar uma opg¢do viavel em programas de
controle bioldgico.

Conhecendo a dificuldade de controle apresentada pela espécie H.
armigera, a utilizacdo de T. diatraeae pode ser uma alternativa viavel. Entretanto, a
interacdo parasitoide-hospedeiro ainda ndo é conhecida, apresentando necessidade de
compreender as caracteristicas biologicas entre as duas espécies. Dessa forma, o
conhecimento dessas informacOes basicas se torna fundamental para o desenvolvimento de

estratégias de controle.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1  Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)

H. armigera € um inseto que se alimenta de folhas e caules, com
preferéncia alimentar por brotos, inflorescéncias, frutos e vagens, causando danos tanto na
fase vegetativa quanto reprodutiva das plantas (REED, 1965; WANG & LI, 1984). E uma
praga extremamente polifaga, encontrada em uma enorme quantidade de plantas
hospedeiras, abrangendo cerca de 67 familias, entre elas culturas de relevante importancia
econdmica, como soja, algodédo, tomate, feijao, sorgo, trigo e milho (CZEPAK et al., 2013;
FITT, 1989).

O periodo de ovo a adulto de H. armigera se completa de quatro a
cinco semanas (FITT, 1989). Os ovos sdo de coloracdo branco-amarelada, escurecendo
quando préximo a eclosdo, com periodo de incubacdo em média de 3,3 dias e seis instares
larvais subsequentes. Nos instares iniciais podem apresentar coloracdo branco-amarelada a
marrom-avermelhada e a capsula cefalica de marrom a preto. Conforme a lagarta cresce, a
cor pode variar de amarelo-palha ao verde, sendo que a alimentacdo pode influenciar na
coloracio (ALI & CHOUDHURY, 2009; AVILA et al., 2013).

A partir do quarto instar as lagartas passam a apresentar tubérculos
abdominais escuros e visiveis, em formato de “sela”, situados no primeiro segmento
abdominal (MATTEWS, 1999), caracteristica determinante na identificacdo de H.

armigera. Além disso, ao contrario das demais espécies de Heliothinae que ocorrem no



Brasil, essa lagarta apresenta tegumento levemente coriaceo, que pode ser 0 motivo da
tolerancia a alguns inseticidas sintéticos, especialmente os de acdo de contato. Quando
tocada, as lagartas de H. armigera apresentam comportamento de defesa, encurvando a
capsula cefalica em direcdo ao primeiro par de falsas pernas (CZEPAK et al., 2013,
AVILA etal., 2013).

O desenvolvimento pupal ocorre no solo, por um periodo de 10 a 14
dias, podendo entrar em diapausa facultativa dependendo das condicGes climaticas (ALl &
CHOUDHURY, 2009). A longevidade das mariposas de H. armigera é em média de 11,7
dias para as fémeas e 9,2 dias para os machos. A capacidade de oviposicdo de cada fémea
pode variar entre 2200 a 3000 ovos, em um periodo médio de 5,3 dias (NASERI et al.,
2011; REED, 1965).

4.2 Parasitoides associados a H. armigera

Na Austrélia, 45 espécies de himenopteros e dipteros foram relatadas
parasitanto ovos, lagartas e pupas de Helicoverpa spp. (JOHNS & WHITEHOUSE, 2004).
No Iran, 36 parasitoides, 23 predadores e 9 patdégenos foram relatados em associacdo as
formas imaturas de H. armigera, com nivel de controle biolodgico natural variando de 5 a
76%, dependendo da cultura e do estagio de desenvolvimento em que a praga se encontra
(FATHIPOUR & SEDARATIAN, 2013). No Brasil, foi registrada a ocorréncia natural do
parasitoide Archytas marmoratus Townsend (Diptera: Tachinidae) em lagartas de H.
armigera (GUERRA et al., 2014).

Vaérios tipos de parasitoides foram encontrados em diferentes
cultivos em Botswana, como o0s de ovos Trichogramma spp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e Telenomus spp. (Hymenoptera: Scelionidae); os parasitoides de
lagartas Chelonus versalis Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae), Apanteles spp.
(Hymenoptera: Braconidae), Pristomerus spp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Charops
spp. (Hymenoptera: Ichneumonidae); e também os parasitoides de pupa Nemorea capensis
R. D. (Diptera: Tachinidae), Palexorista laxa Curran (Diptera: Tachinidae),
Goniophthalmus halli Mesnill (Diptera: Tachinidae) e Paradrino halli Curran (Diptera:
Tachinidae) (OBOPILE & MOSINKIE, 2007).
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Na India, diversos parasitoides foram registrados em associagio com
H. armigera, com destaque para Trichogramma spp. Em relacdo a parasitoides de pupa,
foram registradas espécies nativas ocorrendo naturalmente: o chalcidoide Brachymeria
albicrus Klug (Hymenoptera: Chalcididae) e o eulofideo Tetrastichus howardi Olliff
(Hymenoptera: Eulophidae). Entretanto, os niveis de parasitismo encontrados ndo puderam
ser considerados, uma vez que, devido ao habito de H. armigera pupar no solo, raramente
sdo realizadas amostragem de parasitismo natural neste estdgio de desenvolvimento
(ROMEIS & SHANOWER, 1996). Porém, o efeito deste tipo de parasitoide ndo deve ser
ignorado e nem subestimado. Em cultivos de grdo de bico na Australia, pupas de H.
armigera foram coletadas, e destas, 8,2% estavam parasitadas naturalmente por Ichneumon

promissorius Erichson (Hymenoptera: Ichneumonidae) (MURRAY, 1991).

4.3  Trichospilus diatraeae

O parasitoide de pupas Trichospilus diatracae Cherian &
Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) pertence a familia Eulophidae, a maior de
Chalcidoidea. Por ser um grupo grande, com mais de quatro mil espécies descritas em 297
géneros, em Eulophidae podem ocorrer diversos habitos de vida. Parasitam ovos, larvas,
pupas ou adultos. Podem ser ectoparasitoides ou endoparasitoides, solitarios ou gregarios,
idiobiontes ou cenobiontes, especialistas ou generalistas. (NOYES, 2003).

O pequeno género Trichopilus Ferriéri, possui apenas 9 espécies.
Destas, trés (Trichospilus ferrierei Boucek; Trichospilus vorax Boucek; Trichospilus boops
Boucek) foram encontradas somente na Africa (BOUCEK, 1976). Trichospilus pupivora
Ferrieri e T. diatraeae ocorrem amplamente em regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo, tendo origem provavel da Asia tropical e disseminagdo mundial através de
introducdes com o intuito de servirem como agentes de controle bioldgico (BOUCEK,
1976, UBAIDILLAH, 2006). Duas espécies foram descritas para Java, Indonésia e
Sulawesi:  Trichospilus striatus Ubaidillah e Trichospilus politus Ubaidillah
(UBAIDILLAH, 2006). Na China, ocorrem as espécies Trichospilus lutelineatus Zhejiang
e Trichospilus albiflagellatus Yang & Wang, sendo esta Gltima recém-descoberta no pais,
parasitando naturalmente pupas de Hyphantria cunea Drury (Lepidoptera: Arctiidae) e

relatada pelo autor como sendo muito proxima de T. diatraeae (YANG et al., 2015).



11

A espécie T. diatraeae foi descrita por Cherian & Margabandhu,
1942, a partir de exemplares emergidos de pupas de Diatraea venosata Walker
(Lepidoptera: Crambidae) provenientes do sul da india. E um endoparasitoide polifago,
gregario e principalmente primario, raramente secundario (BOUCEK, 1976; BOUNIER,
1975).

A caracterizagdo dos imaturos de T. diatraeae foi estudada por meio
da dissecacdo de pupas parasitadas de Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera:
Crambidae). Os ovos desse parasitoide sdo hialinos, com média de 0,2 mm de
comprimento, sem esculturacfes e alongados nas extremidades. O periodo aproximado de
incubacdo é de 24 horas. O estagio larval nesse hospedeiro dura de 7 a 8 dias. Nos
primeiros dois dias, o tamanho médio das larvas é 0,35 mm de comprimento, apresentando
cuticula transparente. No estadio seguinte, torna-se esbranquicada, com segmentacdo do
corpo bem definida. O periodo de pré-pupa dura 9 dias, com comprimento de 2,3 mm em
média, de cuticula branca, cabeca, térax e abdémen bem definidos. A pupa recém-formada
apresenta apéndices alares e olhos, que inicialmente sdo de coloracéo rosacea e tornam-se
vermelhos posteriormente, tendo esta fase 10 dias. Os adultos de T. diatraeae sdo de
coloracdo castanho amarelado, apresentando dimorfismo sexual acentuado. As fémeas
possuem o soquete antenal na parte central da cabeca, enquanto em machos na parte lateral.
Também séo diferentes quanto ao abdémen, que tem formato mais arredondado nas fémeas
e mais estreito nos machos (PARON, 1999).

O aparelho bucal desses parasitoides é mais desenvolvido nas
fémeas. As mandibulas possuem denticulos mandibulares maiores e masculos
mandibulares mais fortes nas fémeas, uma vez que séo elas que fazem o orificio pelo qual
0s parasitoides emergem do hospedeiro. Sendo assim, se ndo houver fémeas dentro do
hospedeiro, os machos ndo emergem e morrem (BOUNIER, 1975).

Existem registros de parasistismo em diversas espécies de
Lepidoptera. Na India, foram encontrados parasitando Hypsipyla robusta Moore
(Lepidoptera: Pyralidae), Sesamia inferens Walker (Lepidoptera: Noctuidae), Sylepta
derogata Fabricius (Lepidoptera: Pyralidae), Pyrausta machaeralis Walker (Lepidoptera:
Crambidae), Scirpophaga incertulas Walker (Lepidoptera: Pyralidae) e Chilo
sacchariphagus indicus Kapur (Lepidoptera: Crambidae). Em Burma, no Oriente médio, T.
diatraeae foi coletado em pupas de P. machaeralis. Entre os anos de 1963 e 1965, nas Ilhas

Mauricio e Reunifo, no Oceano Indico, exemplares de T. diatracae foram coletados
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parasitando pupas de Chilo sacchariphagus sacchariphagus Bojer (Lepidoptera:
Crambidae) e Sesamia calamistes Hampson (Lepidoptera: Noctuidae) (BOUCEK, 1976).
Também foi encontrado em pupas de Dismorphia spio Godart (Lepidoptera: Pieridae), em
Porto Rico (TORRES-BAUZA, 1994).

O primeiro registro de T. diatraeae no Brasil foi em pupas
parasitadas de Arctiidae encontradas em Piracicaba/SP no ano de 2006. Nesse mesmo
trabalho, verificaram o parasitismo em pupas de Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), D.
saccharalis e Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) (PARON & BERTI-
FILHO, 2000). Posteriormente, outros registros de ocorréncia de parasitismo foram
reportados. Em 2008, T. diatraeae foi coletado em pupas de Thyrinteina arnobia Stoll
(Lepidoptera: Geometridae), em plantios de eucalipto no estado de Minas Gerais
(PEREIRA et al., 2008).

Em 2010, na lagarta desfolhadora do eucalipto Melanolophia
cosmilaria Walker (Lepidoptera: Geometridae) e em Hypsipyla grandella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) (ZACHE et al., 2010a; ZACHE et al., 2010b). Em 2011, T.
diatraeae foi encontrado parasitando naturalmente a broca-das-cucurbitaceas, Diaphania
hyalinata Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae) (MELO et al., 2011). No ano seguinte,
registrou-se a ocorréncia desse parasitoide em Eupseudosoma eucerus Hewitson
(Lepidoptera: Riodinidae) e Spodoptera cosmioides Walker (Lepidoptera: Noctuidae)
(ZACHE et al., 2012a; ZACHE et al., 2012b). O parasitismo de T. diatraeae foi verificado
também em pupas de lepiddpteros-praga de dendezeiro, Brassolis sophorae Linnaeus
(Lepidoptera: Nymphalidae) e Opsiphanes invirae Hiibner (Lepidoptera: Nymphalidae)
(RIBEIRO et al., 2013). Em 2014, Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae) e D.
saccharalis foram testados como possiveis hospedeiros alternativos para T. diatraeae
(CALADO et al., 2014).
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CAPITULO 1 - Caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulopidae) em pupas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)

(Baseado nas normas da revista Biological Control)
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Caracteristicas bioldgicas de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulopidae) em

pupas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo

Helicoverpa armigera é considerada praga chave nas culturas e regiGes onde ocorre. A
presenca desse lepidoptero no Brasil foi constatada pela primeira vez na safra 2012/2013,
trazendo perda de produtividade e prejuizos econdémicos. O principal método de controle
empregado para 0 manejo dessa praga é o quimico. Entretanto, sabe-se que H. armigera
possui elevada capacidade de dispersdo e adaptacdo, e que 0 uso sucessivo de inseticidas
podem selecionar individuos resistentes. Sendo assim, outros métodos de controle devem
ser adotados, utilizando diferentes medidas, como sugere o Manejo Integrado de Pragas,
entre elas o controle biol6gico. Dessa forma objetivou-se determinar caracteristicas
bioldgicas do parasitoide de pupas Trichospilus diatraeae em Helicoverpa armigera.
Determinou-se que a maior progénie é obtida a partir de pupas fémea de 96 horas, com
parasitoides criados em H. armigera. O desempenho do parasitoide é melhor com
individuos com idade de 48 horas, sem diferenca estatistica nos tempos de parasitismo e
densidades de parasitoides testadas. Conclui-se que T. diatraeae apresenta potencial para
utilizacdo em programas de controle bioldgico, podendo auxiliar no controle desta praga

agricola.

Palavras-chave: Parasitoide; Controle Bioldgico; Heliothinae; Manejo Integrado de Pragas.
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Biological characteristics of Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) on
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) pupae.

Abstract
Helicoverpa armigera is considered a major agricultural pest within the locations where its

occurrence is confirmed. The incidence of this lepidopteran in Brazil was first noted in the
last few growing seasons, causing both yield and economic losses. The main management
practice adopted to control this pest has been the use of chemicals. However, it is known
that H. armigera has great dispersion and adaptation capacity, and that the intensive use of
insecticides leads to selection of resistant populations. Therefore, other methods of control
combining different practices should be adopted, as suggested by the Integrated Pest
Management, including biological control. The objective of this study was to determine the
biological characteristics of the pupae parasitoid Trichospilus diatraeae in H. armigera. It
was determined that the greatest offspring was obtained from female pupae of 96 h, when
parasitoids are reared in H. armigera. The greatest performance of the parasitoid was with
individuals with 48h of age, without statistical difference when comparing timing of
parasitism and parasitoid density. In conclusion, T. diatraeae has the potential to be
incorporated in biological control programs and can potentially assist in agricultural pest

control.

Key words: Pupae parasitoid; biological control; Eulophidae; Heliothinae.
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1. INTRODUCAO

Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga
de ampla distribuicdo geografica e era, até entdo, quarentendria nas Américas, com
registros de ocorréncia na Europa, Asia, Africa e Oceania, sendo considerada a mais
importante e impactante praga nos locais onde ocorre (Guo, 1997; Zalucki, 1986).
Recentemente foi identificada no Brasil, na safra de 2012/2013, causando extensos
prejuizos as lavouras, alimentando-se de diversas culturas, como soja, algoddo e citros
(Bueno et al., 2014; Czepak et al., 2013).

Grande parte do impacto trazido por esse inseto deve-se as suas
caracteristicas de adaptabilidade, como a capacidade de dispersar em até 2000 km de
distancia (Widmer e Schofield, 1983), as pupas apresentam diapausa facultativa em
condicdes desfavoraveis ao desenvolvimento e as lagartas possuem tegumento levemente
coriaceo, além de apresentar resisténcia a moléculas inseticidas como piretrides e
endosulfan (Czepak et al., 2013; Forrester et al., 1993; Tay et al., 2013).

Estima-se que quase 30% de todo o inseticida utilizado no mundo
direciona-se para o controle de H. armigera (Joupen et al., 2012). Todavia, 0 uso continuo
de produtos fitossanitarios sem rotacionamento e sinergia dentro de um Manejo Integrado
de Pragas (MIP) pode resultar em ressurgimento da praga, selecdo de individuos
resistentes, eliminacdo de inimigos naturais, além de contaminacdo do solo, alimentos, e
agua (Baskar e Ignacimutha, 2012). Dessa forma, outras taticas de controle devem ser
utilizadas para buscar eficacia na reducdo do nimero de individuos e sustentabilidade do
agroecossistema, como é a proposta do MIP e dentre as diferentes praticas, o controle

bioldgico apresenta-se como uma opc¢éo viavel.
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Nesse sentido o parasitoide de pupas Trichospilus diatraeae Cherian
& Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) pode ter potencial de utilizacdo no controle de
H. armigera. T. diatraeae tem provavel origem asiatica (Ubaidillah et al., 2006) e foi
registrado em diversas regides do Brasil, parasitando diferentes familias de Lepidoptera,
como Arctiidae (Paron e Berti-Filho, 2000), Geometridae (Zaché et al., 2010), Erebidae
(Zaché et al., 2011), Nymphalidae (Ribeiro et al., 2013) e Noctuidae (Zaché et al., 2012).

Assim, devido a alta polifagia, esse parasitoide apresenta potencial
para utilizacdo em programas de controle biologico. No entanto, é fundamental conhecer
previamente as interagdes entre parasitoide e hospedeiro-alvo. Visando conhecer essas
caracteristicas biologicas, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da idade e sexo
das pupas comparando a viabilidade em pupas de H. armigera em relacdo ao hospedeiro
Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae), tempo de exposicdo do

hospedeiro, densidade e idade do parasitoide no parasitismo,

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Criacao do hospedeiro

Para realizacdo dos bioensaios, foi necessario manter a criacdo das
duas espécies em laboratorio. A criacdo de H. armigera iniciou-se a partir de coletas de
lagartas em pomares comerciais em Botucatu, SP, e mantida em condigdes de laboratdrio, a
temperatura de 25°C, umidade relativa (UR) a 70% e fotofase 14 horas, alimentando as
lagartas com dieta artificial desenvolvida por Greene; Leppla; Dickerson, 1976 e
metodologia de Parra (2001), até empuparem, momento em que sdo transferidas para
gaiolas confeccionadas em tubo de PVC até a emergéncia, sendo os adultos alimentados

com mel a 30%.

2.2 Criacao do parasitoide
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A criagéo de T. diatraeae foi mantida em temperatura de 25°C, UR
de 70% e fotofase 12 horas. Os parasitoides adultos sdo mantidos em tubos de fundo chato
(2,5 cm de diametro e 8,5 cm de comprimento), vedados com tecido tipo “voil” através do

ofereceu-se goticulas de mel puro para alimentacao.

2.3 Efeito da idade e do sexo das pupas

A fim de determinar a melhor idade de pupa para parasitismo em H.
armigera por T. diatraeae, além do desenvolvimento do parasitoide em pupas fémea e
macho, individualizou-se pupas de 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas acondicionadas em
tubos de fundo chato, vedado com tecido tipo “voile”, com uma fémea de 48 horas do
parasitoide para cada pupa e 20 repeticbes para cada tratamento, sendo um com
parasitoides criados em pupas de H. armigera e o outro com parasitoides criados em pupas
de D. saccharalis, ambos criados por pelo menos trés geracdes respectivamente nas
espécies citadas. Durante 48 horas permitiu-se a exposi¢do das pupas ao parasitoide, tendo
estas sido removidas apOs esse periodo. Realizou-se o experimento em condicGes
controladas, de 25°C, 70% de UR e fotofase 12 horas, assim como a testemunha, composta

por pupas nao parasitadas.

2.4 Avaliacdo da idade do parasitoide

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior, pupas
fémeas de H. armigera de 96 horas foram individualizadas em tubos de fundo chato,
juntamente com uma fémea de 24, 48 ou 72 horas, por um periodo de 48 horas, apos o qual
0s parasitoides sdo removidos. Experimento realizado nas mesmas condicGes laboratoriais
do experimento anterior, porém com 15 repeti¢cdes para cada tratamento. Na testemunha
pupas ndo foram oferecidas ao parasitoide, e mantidas nas mesmas condi¢des de

temperatura, umidade e fotoperiodo.
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2.5 Influéncia da densidade dos parasitoides por pupa

Com base nos resultados obtidos nos ensaios anteriores (item 2.3),
individualizou-se pupas fémeas de H. armigera de 96 horas em tubos de fundo chato,
juntamente com 0, 1, 2 ou 3 parasitoides de 48 horas (Item 2.4), por um periodo de 48
horas, ap0s o qual os parasitoides sdo removidos. Manteve-se 0 experimento nas mesmas
condicdes laboratoriais dos experimentos anteriores, porém com 15 repeti¢cfes para cada
tratamento. Também nas mesmas condi¢fes laboratoriais, a testemunha compés-se de

pupas ndo parasitadas.

2.6 Interferéncia do tempo de parasitismo

Com base nos resultados obtidos anteriormente, pupas fémeas de H.
armigera de 96 horas, acondicionadas individualmente, juntamente com 1 parasitoide de 48
horas de idade, permitiu-se o parasitismo por 24, 48 ou 72 horas, apds o qual 0s
parasitoides foram descartados. O experimento e a testemunha, composta por pupas nao
parasitadas, mantiveram-se nas mesmas condicdes laboratoriais que os demais, com 15

repeticOes para cada tratamento.

2.7 Delineamento experimental e analise dos dados

Os parametros avaliados, em todos os experimentos, foram o peso
das pupas, que ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos e manteve
amplitude entre 0,37 a 0,31 g, o tempo de desenvolvimento dos parasitoides, 0 nimero de
parasitoides emergidos e a mortalidade das pupas. O primeiro ensaio citado teve
delineamento estatistico inteiramente casualisado, com esquema fatorial 7x2 (seis idades de
pupa e testemunha x sexo da pupa). Os demais tiveram delineamento inteiramente
casualisado.

Os dados foram submetidos as analises exploratérias para avaliar as
pressuposicdes de normalidade dos residuos, a homogeneidade de variancia dos
tratamentos e a aditividade do modelo para permitir a aplicagdo da ANOVA.
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Posteriormente, comparou-se as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05) utilizando o

programa Sisvar.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A idade e o sexo das pupas influenciaram no tempo de
desenvolvimento e no numero de parasitoides emergidos nas duas espécies avaliadas com
melhor producdo de progénie em pupas fémeas de 96 horas. Entretanto, 0 nimero de
parasitoides emergidos foi maior quando mantido em pupas de H. armigera (Tabela 1 e 2).
Em machos, o melhor desenvolvimento ocorre em pupas de 120 e 144 horas, com
parasitoides criados em H. armigera e D. saccharalis, respectivamente. N&o houve
diferenca no peso da pupa em nenhuma das avaliacfes (Tabela 1 e 2).

O resultado difere daqueles encontrados no também eulofideo
Palmistichus elaeises Delvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupas de
diferentes idades de Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae), em que houve
maior emergéncia de progénie em pupas de 72 horas e menores em pupas de 24 e 96 horas
(Pereira et al., 2009). A explicacdo para a diferenca entre os resultados dos trabalhos em
relacdo a pupas de 96 horas se deve ao fato do hospedeiro estar em estagio avangado de
desenvolvimento, mudando drasticamente os tecidos, afetando a qualidade nutricional e por
consequéncia, reduzindo a taxa de desenvolvimento do parasitoide, como relatado para
Pediobius furvus Gahan (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupas de Chilo partellus
Swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae) (Mohyuddin, 1968). A causa do resultado encontrado ter
sido contraria a esses dados da literatura é o tempo de desenvolvimento das pupas de H.
armigera, que levam em media 13,2 dias para pupas fémea e 15,4 para pupas macho
(Nasreen e Mustafa, 2000), enquanto o desenvolvimento de B. mori tem duracdo média de
7,89 dias (Shukla et al., 2014) e C. partellus de 10 dias (Mohyuddin, 1968).

Verificou-se que independente do hospedeiro a quantidade de
parasitoides emergidos das pupas fémeas foi superior aos machos (Tabela 1 e 2). A causa
dessa diferenca pode estar relacionada ao maior contetdo proteico das pupas fémeas em
relacdo ao género oposto, fornecendo maior qualidade de alimento para as larvas do
parasitoide. Em B. mori, pupas fémea apresentam no total de gordura corporal, 60% de

proteinas estocadas, enquanto em machos este valor corresponde a 20%. Esse valor € maior
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por as fémeas possuirem uma proteina exclusiva ao género (SP-1), o que ndo ocorre em
machos, e outra que ocorrem em ambos (SP-2). Em fémeas, essas proteinas correspondem
a 23 mg/inseto e 3 mg/inseto em machos, totalizando 23 e 4% do total de proteinas
respectivamente (Ogawa e Tojo, 1981).

Pupas parasitadas por parasitoides criados em H. armigera (Tabela
1) proporcionaram maior nimero de descendentes em relacdo aqueles criados em D.
saccharalis (Tabela 2). A hipdtese mais provavel para explicar esses numeros esta
relacionada ao tamanho do parasitoide. Os parasitoides emergidos de pupas de D.
saccharalis eram menores do que os emergidos de H. armigera, uma vez que as pupas de
D. saccharalis sdo menores e, logo, oferecem menos alimento para as larvas de T.
diatraeae. Esse fato fica evidenciado quando se compara 0 peso de pupas da broca-da-
cana-de-acucar, com média de peso de 0,167 g (Glaeser et al., 2014), com pupas de H.
armigera, que neste trabalho apresentaram amplitude variando de 0,360 a 0,420 g (Tabela
1).

A mortalidade de pupas chegou préoxima a 100% em todos o0s
tratamentos, sem apresentar diferenca estatistica, exceto em pupas macho de 24 horas com
parasitoides oriundos de H. armigera, totalizando 83% de mortalidade. Todas as pupas da
testemunha emergiram, demonstrando que a mortalidade registrada nos tratamentos foi
ocasionada pelo parasitoide (Tabela 1 e 2). A inviabilizacdo das pupas provavelmente
ocorreu em virtude da capacidade de alguns parasitoides injetarem toxinas durante a
oviposicdo, com o objetivo de superar a resposta imune por encapsulacdo do hospedeiro
(Schmid-Hempel, 2005). A capacidade de T. diatraeae suplantar a defesa do hospedeiro
também foi evidenciada em pupas de Diaphania hyalinata Linnaeus (Lepidoptera:
Crambidae), apresentando mortalidade de 100% das pupas (Silva et al., 2014).

A idade de T. diatraeae interferiu no numero de parasitoides
emergidos, com maior média em parasitoides de 48 horas (Tabela 3), divergente do
encontrado para T. diatraeae parasitando pupas de Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae), em que parasitoides de 0-24 horas apresentaram maior progénie,
embora o resultado fosse satisfatorio em parasitoides de até 96 horas (Pastori et al., 2012),
sendo que a reducdo na emergéncia dos parasitoides foi atribuida a diminuicdo da
capacidade de parasitisismo e do nimero de ovos em fun¢do do envelhecimento (Jacas et

al., 2005; Ucan e Giillel, 2002). Os parametros peso de pupa, tempo de desenvolvimento do
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parasitoide e mortalidade de pupas ndo apresentaram diferenca estatistica. Todas as pupas
da testemunha tiveram emergéncia de mariposa.

Avaliando a densidade de parasitoides por pupa e tempo de
parasitismo, ndo houve diferenca estatistica, evidenciando que 1 parasitoide por pupa
(Tabela 4) e 24 horas de parasitismo (Tabela 5) séo suficientes para promover resultados
satisfatorios. Menores densidades de T. diatraeae parasitando pupas de D. hyalinata
apresentaram maior nimero de parasitoides emergidos que altas densidades (Pastori et al.,
2012). Isso ocorre pela disponibilidade de recursos alimentares disponibilizados pelo
hospedeiro ao parasitoide, indicando que fatores como a competi¢do por espago afeta a
oviposicdo do parasitoide, que pode distinguir o tamanho do hospedeiro por palpacéo da
superficie da mesma, com a ponta das antenas antes de realizar a postura (Ghimire e
Phillips, 2010; Goubault et al., 2004; Karamaouna e Copland, 2009; Soares et al., 2009;;
Van Alphen e Visser, 1990). A evidéncia de que apenas um individuo tenha capacidade de
parasitar satisfatoriamente uma pupa tem relevante importancia para programas de controle
bioldgico.

Em relacdo ao tempo de exposicdo das pupas ao parasitoide, ndo
houve diferenca entre os tratamentos, divergente dos encontrados em T. diatraeae
parasitando pupas de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), em que, a
partir de 48 a 72 horas de exposi¢do o tempo de parasitismo passou a decrescer em relagao
aos tratamentos de 12 e 24 horas (Zaché, 2012). A diferenca ocorreu devido a densidade de
parasitoides utilizados, pois ao contrario do trabalho citado que utilizou 28 parasitoides
para uma pupa, neste estudo foi utilizada a densidade 1:1. Todas as pupas da testemunha
tiveram emergéncia de mariposa, demonstrando que a mortalidade das pupas foi

ocasionada pela acdo do parasitoide.

4. CONCLUSOES

T. diatraeae parasita pupas de H. armigera. Apresentam melhores
resultados em pupas fémeas de 96 horas, parasitoides de 48 horas de idade que tiveram H.
armigera como hospedeira, 24 horas de parasitismo e densidade de 1 parasitoide por pupa.
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae criados em Helicoverpa armigera no parasitismo de Helicoverpa armigera (Temperatura de 25°C,

27

'gi‘;zgf}s Peso Pupa (mg) Desenvolvimento do parasitoide (dias) Numero de parasitoide/pupa Mortalidade de pupas

Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
144 horas 0,39 + 0,01 0,38 + 0,01 25,75 + 0,50 cA 2545 + 0,37 eA 147,33 + 19,17 bA 93,36 =+ 4,02 bcB 1,00 + 0,00 bA 1,00 £ 0,00 cA
120 horas 0,40 + 0,03 0,36 + 0,02 24,85 + 0,59 cA 24,25 + 0,33 deA 19154 + 1513 bcA 134,08 + 17,21 cB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 £ 0,00 cA
96 horas 0,39 + 0,01 0,39 + 0,01 23,36 + 0,23 bA 23,62 + 0,38 cdA 198,93 + 22,76 cA 120,08 + 18,34 bcB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 £ 0,00 cA
72 horas 0,39 + 0,02 0,39 + 0,01 23,00 + 0,50 bA 22,87 + 0,46 bcA 180,93 + 17,25 bcA 98,67 + 20,33 bcB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 £ 0,00 cA
48 horas 0,38 + 0,02 0,39 + 0,02 21,50 + 0,30 aA 22,29 + 0,54 bB 153,00 + 350 bA 8494 + 12,74 bB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 £ 0,00 cA
24 horas 0,38 + 0,02 0,38 + 0,01 20,79 + 0,48 aA 20550 + 0,42 aA 147,86 + 24,15 bA 7933 + 350 bB 1,00 £ 0,00 bA 0,83 + 0,14 bB
Testemunha 0,38 + 0,01 0,38 + 0,02 - - - - - - - - 0,00 + 0,00 aA 0,00 £ 0,00 aA
CV (%) 2,61 5,62 19,20 8,74

70% de umidade relativa e fotofase 12 horas) Botucatu, 2015.

WMédias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.



Tabela 2. Caracteristicas biologicas de Trichospilus diatraeae criados em pupas de Diatraea saccharalis no parasitismo de pupas de Helicoverpa

armigera (Temperatura de 25°C, 70% de umidade relativa e fotofase 12 horas) Botucatu, 2015.
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Idade das

pupas(l) Peso (mg) Desenvolvimento do parasitoide (dias) Numero de parasitoide/pupa Mortalidade de pupas
Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea Macho
144 horas 0,39 + 0,01 0,38 + 0,01 26,68 + 0,25 bA 26,80 + 0,25 dA 11532 * 16,50 aA 99,60 + 16,50 bB 1,00 + 0,00 bA 0,93 + 0,00 bB
120 horas 0,40 * 0,02 0,37 + 0,02 26,91 + 0,67 bA 26,29 + 0,67 cdA 12509 * 24,60 abA 57,00 + 24,60 aB 1,00 + 0,00 bA 1,00 + 0,00 bA
96 horas 0,38 + 0,02 0,42 + 0,02 26,88 + 0,80 bA 26,10 + 0,80 cdA 16150 + 7,31 cA 57,40 + 7,31 aB 1,00 + 0,00 bA 1,00 £ 0,00 bA
72 horas 0,37 + 0,02 0,39 + 0,02 24,67 + 0,50 aA 2457 + 0,50 bcA 14550 + 558 bcA 56,29 + 558 aB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 + 0,00 bA
48 horas 0,37 + 0,04 041 = 0,04 2311 + 0,30 aA 22,90 + 0,30 abA 138,67 + 6,59 abcA 56,10 + 6,59 aB 1,00 + 0,00 bA 1,00 + 0,00 bA
24 horas 0,38 + 0,01 0,38 = 0,01 2357 + 0,76 aA 22,17 +* 0,76 aB 121,00 + 3,14 abA 5350 + 3,14 aB 1,00 £ 0,00 bA 1,00 + 0,00 bA
Testemunha 0,38 + 0,01 0,39 + 0,01 --- 0,00 + 0,00 aA 0,00 + 0,00 aA
CV (%) 11,76 7,08 13,17 3,77

Wédias sequidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Pardmetros biolégicos de Trichospilus diatraeae de diferentes idades em pupas de
Helicoverpa armigera (Temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 12 horas)
Botucatu, 2015.

1 Tempo. de Numero de Mortalidade de
Tratamento Peso desenvolvimento .
o . parasitoides pupas
do parasitoide
24 horas 0,35 + 0,00 23,09 = 0,47 116,27 + 0,97 B 1,00 + 0,00 A
48 horas 0,34 + 0,01 23,17 = 0,74 133,38 + 1,88 A 0,87 + 0,09 A
72 horas 0,35 + 0,01 23,60 = 0,65 79,40 + 1,19 C 1,00 £+ 0,00 A
Testemunha 0,34 + 0,01 -- + - - + - 0,00 + 0,00 B
CV (%) 6,33 8,86 4,81 24,55

DMédias seguidas pela mesma nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 4. Parametros bioldgicos de Trichospilus diatraeae em diferentes densidades parasitando
pupas de Helicoverpa armigera (Temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 12
horas) Botucatu, 2015.

Tempo de

1 . Numero de Mortalidade de
Tratamento Peso desenvolvimento o .
o . parasitoides pupas
do parasitoide

1 parasitoide 0,36 + 0,01 22,50 + 0,61 122,90 + 4,32 0,93 + 0,07 A
2 parasitoide 0,36 + 0,01 21,46 * 0,36 124,38 + 3,15 1,00 + 0,00 A
3 parasitoide 0,35 + 0,01 21,33 + 0,54 122,63 + 2,90 0,80 £+ 0,11 A
Testemunha 0,34 + 0,01 - - - + - 0,00 + 0,00 B

CV (%) 9,99 8,86 11,68 18,4

DMédias seguidas pela mesma ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Tabela 5. Parametros bioldgicos de Trichospilus diatraeae em diferentes tempos de parasitismos em
pupas de Helicoverpa armigera (Temperatura de 25°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 12
horas) Botucatu, 2015.

Tempo de

1 . Numero de Mortalidade de
Tratamento Peso desenvolvimento o .
o, parasitoides pupas
do parasitoide
24 horas 0,34 + 0,01 21,90 + 0,55 101,00 + 3,76 0,93 + 0,07 A
48 horas 0,36 = 0,01 22,88 + 0,67 100,00 + 1,58 0,87 + 0,09 A
72 horas 0,36 + 0,01 22,25 + 0,53 101,75 + 2,82 0,87 + 0,09 A
Testemunha 0,34 + 0,01 - + - - + - 0,00 + 0,00 B
CV (%) 11,17 17,59 11,32 13,79

DMédias seguidas pela mesma nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.



CAPITULO 2 - Desenvolvimento de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em pupas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em
diferentes temperaturas

(Baseado nas normas da revista Journal of Applied Entomology)
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Desenvolvimento de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em diferentes temperaturas

Resumo
Durante a safra 2013/2014, espécimes do género Helicoverpa spp. foram encontrados

alimentando-se de diversas culturas de importancia econdémica no Brasil, posteriormente,
identificados como H. armigera, causando grandes perdas de produtividade. Diante da
elevada capacidade de dispersdo e apresentar caracteristicas de alta adaptabilidade
(capacidade de entrar em diapausa e ser resistente a varios inseticidas) de acordo com o
Manejo Integrado de Pragas, devem ser adotados. Entre eles, o controle biol6gico por meio
de parasitoides se mostra uma tatica promissora, pois 0S inimigos naturais conseguem
manter as populacdes das pragas abaixo do nivel de dano econdmico sem trazer
desequilibrio ambiental. Dessa forma, espécies que apresentam polifagia, como por
exemplo, Trichospilus diatraecae, um endoparasitoide pupal, podem ser agentes
promissores em programas de controle bioldgico. Sendo assim o objetivo deste trabalho foi
avaliar o desenvolvimento T. diatraeae em pupas fémea e macho de H. armigera em
diferentes temperaturas, bem como a longevidade das fémeas que realizaram o parasitismo.
Concluiu-se que o melhor desempenho de T. diatraeae ocorreu em pupas fémeas a 25°C. A
longevidade do parasitoide apresentou relacdo inversa ao aumento da temperatura, com
maior duragdo a 15°C e menor a 35°C. Nao houve emergéncia de progénie nas temperaturas
15, 30 e 35°C.

Palavras-chave: Parasitoide de pupas; controle bioldgico; Eulophidae; Heliothinae.
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Development of Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) in Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuide) pupae in different temperatures

Abstract

During the 2013/2014 growing season, specimens of Helicoverpa genus were found
feeding on several economically important crops in Brazil. Subsequently, the insects were
identified as a new species in the country, H. armigera, which caused major yield and
economic losses. Faced with the ability of this pest to disperse over long distances and
highly adaptable characteristics, such as the ability to enter diapause and be resistant to
many insecticides, other methods of control, according to the Integrated Pest Management,
should be adopted. =~ Among them, biological control using parasitoids has shown a
promising tactic because natural enemies can keep pest populations below the economic
injury level without resultin in environmental imbalance. Thus, polyphagous species, for
example, Trichospilus diatraeae, a pupae endoparasitoid, may be promising agents for
biological control programs. Thus, the aim of this study was to evaluate T. diatraeae
development in female and male H. armigera pupae at different temperatures, as well as
the longevity of females that have oviposited. It was concluded that the best performance of
T. diatraeae occurred in female pupae at 25°C. The parasitoids longevity showed an inverse
relation to the increasing temperature with longer duration at 15°C and shorter at 35°C.

There was no offspring emergency at 15°C, 30°C and 35°C.

Key words: Eulophidae; Biological Control; Integrated Pest Management; Heliothinae.
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1. INTRODUCAO

Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga
polifaga, encontrada em diversas plantas hospedeiras de importancia econdémica, tais como
soja, algoddo, trigo, milho, citros e sorgo (Fitt, 1989; Czepak et al., 2013; Bueno et al.,
2014), com alta capacidade de dispersdo em campo (Pedgley, 1985), apresentando ampla
distribuicio geografica, com registros na Europa, Asia, Africa e Oceania (Zalucki et al.,
1986; Guo, 1997).

Recentemente, na safra 2012/2013, a ocorréncia dessa praga foi
registrada pela primeira vez no Brasil, em Goias, Mato Grosso, Sdo Paulo e nos estados
cuja regido é conhecida como MATOPIBA (Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia), elevando
0s gastos com produtos fitossanitarios em mais de 15%, com queda de 35% da
produtividade. Os custos na producdo do algoddo dobraram, passando de US$ 400/ha para
US$ 800/ha e nas lavouras de soja o prejuizo estimado foi R$ 140/ha (Czepak et al., 2013;
Bueno et al., 2014; Mastrangelo et al., 2014).

E considerada a mais importante e impactante praga nas regides em
que ocorre, fator atribuido pelas caracteristicas inerentes a essa espécie, como a capacidade
de dispersar em até 2000 km de distancia, as pupas apresentarem diapausa facultativa em
condicOes desfavoraveis e a resisténcia a diversos inseticidas (Czepak et al., 2013; Widmer
e Schofield, 1983). Outra evidéncia é a elevada quantidade de inseticida utilizado para
controle de H. armigera, quase 30% de todo inseticida utilizado a nivel mundial (Joupen et
al., 2012).

O uso continuo e incorreto de produtos fitossanitarios resulta em
ressurgimento da praga, eliminagdo de inimigos naturais e sele¢do de individuos resistentes
(Baskar e Ignacimutha, 2012), causando desequilibrio nos agroecossistemas. Visando
restabelecer o equilibrio natural, o ideal é optar por um conjunto inter e multidisciplinar de
taticas de controle, como é a proposta do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Diante da
dificuldade apresentada de controlar H. armigera com produtos fitossanitarios, outos meios
de controle devem ser priorizados, como por exemplo, o controle biologico. Dentre o0s
inimigos naturais, Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu (Hymenoptera:
Eulophidae) apresenta potencial de utilizagdo no controle de lepiddpteros, por ser altamente
polifago.
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Trichospilus diatraeae é um endoparasitoide pupal, gregario e
primario. Tem provavel origem asiatica e foi registrado no Brasil parasitando pupas de
diferentes espécies da ordem Lepidoptera, como Arctiidae (Paron e Berti-Filho, 2000),
Geometridae (Zaché et al., 2010), Erebidae (Zaché et al., 2011), Nymphalidae (Ribeiro et
al., 2013) e Noctuidae (Zaché et al., 2012). Todavia, ¢ de fundamental importancia
conhecer as caracteristicas bioldgicas nos hospedeiros-alvo de controle. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi determinar a biologia de T. diatraeae em pupas de H. armigera
em diferentes temperaturas e a longevidade das fémeas apds o parasitismo nas mesmas

temperaturas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1  Criagéo do hospedeiro

A criagdo de H. armigera iniciou-se a partir de coletas de lagartas
em pomares comerciais em Botucatu, SP, e mantida em condi¢bes de laboratorio, a
temperatura de 25°C, umidade relativa a 70% e fotofase 14 horas. As lagartas foram
mantidas em dieta artificial desenvolvida por Greene; Leppla; Dickerson, 1976 e
metodologia de Parra (2001), até empuparem, momento em que foram transferidas para
gaiolas confeccionadas em tubo de PVC até a emergéncia, e os adultos foram alimentados

com mel a 30%.

2.2  Criagéo do parasitoide

A criagdo foi mantida em temperatura de 25°C, UR 70% e fotofase
12 horas. Os parasitoides foram mantidos em tubos de fundo chato (2,5 cm de didmetro e
8,5 cm de comprimento), vedados com tecido tipo “voil” através do qual foram oferecidas

goticulas de mel puro para alimentacéo.

2.3  Efeito da temperatura no desenvolvimento de T. diatraeae em pupas de
H. armigera e longevidade das fémeas do parasitoide
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Para a execucdo do ensaio, com base em experimentos preliminares,
20 pupas fémeas e machos de 96 horas de H. armigera foram individualizadas e
acondicionadas em tubos de fundo chato, juntamente com uma fémea de T. diatraeae de 48
horas de idade, alimentadas com mel puro. O parasitismo ocorreu por 24 horas, em
temperatura de 25°C, UR 70% e fotofase 12 horas. Ap0s esse periodo, pupa e parasitoide
foram separados e mantidos em tubos individuais e posteriormente foram transferidos para
camaras climatizadas nas temperaturas 15, 20, 25, 30 e 35°C, UR 70% e fotofase 14 horas.
Analisou-se a longevidade das fémeas diariamente, momento no qual era oferecido
alimento (mel puro), além disso, foram observadas as pupas, visando verificar a
emergéncia de mariposa ou parasitoides. O delineamento estatistico foi inteiramente
casualisado, com esquema fatorial 5x2 (cinco temperaturas X sexo da pupa). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%.

3. RESULTADOS

3.1  Tempo de desenvolvimento

O parasitoide desenvolveu-se apenas nas temperaturas 20 e 25°C,
levando em média 30 e 21 dias respectivamente, ndo apresentando diferenca entre 0s sexos

da pupa (Tabela 1).

3.2  Emergéncia de progénie

A maior média de parasitoides por pupa foi encontrada em pupas
fémeas a 25°C, com média de 145 individuos, enquanto em pupas machos nessa
temperatura a média foi de 95 parasitoides. A 20°C, esse nUmero ndo apresentou diferenca
estatistica entre pupas machos e fémeas, com média de 86 e 98 parasitoides

respectivamente (Tabela 2).
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3.3 Mortalidade de pupas de H. armigera

A mortalidade das pupas variou de 75 a 100%, entretanto sem

diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 3).

3.4  Longevidade das fémeas de T. diatraeae

A longevidade dos parasitoides apresentou relacdo inversa a elevacédo

da temperatura, sendo maior a 15°C e menor a 35°C (Tabela 4).

4. DISCUSSAO

4.1  Tempo de desenvolvimento

Os resultados apresentados para desenvolvimento de T. diatraeae em
pupas de H. armigera sdo semelhantes aos encontrados no estudo utilizando pupas de
Diatraea saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae). Assim como no hospedeiro
utilizado no presente trabalho, em D. saccharalis o parasitoide ndo se desenvolveu em
temperaturas acima de 28°C, embora tenha ocorrido desenvolvimento a 16°C (Rodrigues et
al., 2013). A populacdo de T. diatraeae utilizada neste experimento é proveniente de
Botucatu-SP, cidade que apresenta média anual de temperatura de 20,6°C. Dessa forma, a
populacdo do parasitoide pode ndo ser adaptada a extremos de temperatura, como
demonstrado pelo ndo desenvolvimento a 15, 30 e 35°C. Da mesma forma que 0s
resultados avaliados para o hospedeiro D. saccharalis a 31°C, neste trabalho também foi
observado a presenca de individuos mortos de T. diatraeae na fase de pré-pupa dentro das
pupas do hospedeiro a 15 e 30°C, indicando que estes sejam os limites térmicos para
desenvolvimento do parasitoide.

Altas temperaturas afetando negativamente o desenvolvimento de

parasitoides também foram avaliadas para Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle
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(Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupas de Thyrinteina arnobia Stoll (Lepidoptera:
Geometridae), em que o parasitoide ndo se desenvolveu completamente em temperatura
acima de 31°C, embora individuos mortos em pré-pupa tenham sido encontrados em todas
as repeticdes (Pereira et al., 2011). O mesmo limite termal de desenvolvimento a 30°C foi
avaliado para Tetrastichus howardi OIliff (Hymenoptera: Eulophidae) (Kishore et al.,
1994).

O numero de parasitoides emergidos em pupas fémea a 25°C foi
superior do que em pupas macho. A possivel causa para essa diferenca esta relacionada ao
maior conteldo proteico presente em pupas fémea, que oferece maior qualidade de
alimento para as larvas de T. diatraeae. Na espécie Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera:
Bombycidae), as pupas fémeas apresentam 60% de proteinas estocadas na gordura
corporal, valor trés vezes maior do que a encontrada em pupas macho. 1sso ocorre porque
as fémeas possuem uma proteina exclusiva ao género, a SP-1, que ndo ocorre em machos,
além da SP-2, que ocorre em ambos. Essas proteinas correspondem a 23 mg/inseto e 3 mg/
inseto em fémeas e machos, respectivamente (Ogawa e Tojo, 1981).

Entretanto, a mesma diferenca ndo foi encontrada na temperatura
20°C, que ndo apresentou diferenca estatistica entre 0 niUmero de parasitoides emergidos de
pupas fémea e macho. Da mesma forma que T. diatraeae em pupas de D. saccharalis
(Rodrigues et al., 2013) e P. elaeisis em T. arnobia (Pereira et al., 2011), a progénie em
20°C foi menor que em 25°C, demonstrando que esta temperatura € mais apropriada para o
desenvolvimento do parasitoide do que 20°C. Sendo assim, a temperatura mais baixa
influenciou ndo s6 na progénie como também no tempo de desenvolvimento do parasitoide
e ndo sendo propicia para o desenvolvimento de T. diatraeae quanto a temperatura
controle.

A alta taxa de mortalidade das pupas é explicada pela capacidade que
alguns parasitoides apresentam de injetar toxinas durante a oviposi¢do, com o objetivo de
superar a resposta imune por encapsulagéo do hospedeiro (Schmid-Hempel, 2005). Embora
nédo tenha havido emergéncia de parasitoides nos tratamento 15, 30 e 35°C, a inviabilizagao
das pupas foi préxima a 100% em todos os tratamentos, sem diferenca estatistica entre eles,
assim como os resultados obtidos a 31°C de P. elaeisis em pupas de T. arnobia (Pereira et
al., 2011), ou seja, € possivel concluir que a alta taxa de mortalidade foi obtida por uma

interacdo da acdo do parasitoide com a temperatura.
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A longevidade das fémeas do parasitoide apds o periodo de
parasitismo, mesmo demonstrando relacdo entre aumento da temperatura e diminuigdo do
periodo de vida, com médias entre 9 e 10 dias a 15°C e entre 4 e 5 dias a 35°C, ndo foram
semelhantes a longevidade apresentanda por T. diatraeae apds a emergéncia de pupas de D.
saccharalis, que apresentaram longevidade de em média 34 dias a 16°C (Rodrigues et al.,
2013). A menor longevidade de T. diatraeae avaliada a 15°C ap0s parasitar pupas de H.
armigera € explicada pela energia que insetos parasitoides gastam para realizar as posturas
(Pacheco e Correa-Ferreira, 1998), fator acentuado, ainda, pelo uso de apenas uma fémea
do parasitoide para cada pupa de H. armigera, considerada relativamente grande, com peso
médio de 0,360¢g cada (Tabela 5), quando comparada ao hospedeiro natural D. saccharalis,

que apresenta peso médio de 0,167g cada (Glaeser et al., 2014).

Dessa forma, com base nos resultados obtidos, conclui-se que T.
diatraeae parasitando pupas de H. armigera ndo se desenvolveu em extremos de

temperaturas.
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Tabela 1. Tempo de desenvolvimento de Trichospilus diatraeae (Umidade relativa de 70% e
fotofase 12 horas) Botucatu, 2015.

Temperatura (2C) Desenvolvimento do Parasitoide (dias)

Pupas Fémea Pupas Macho

15 -- --

20 30,10+0,76 bA 29,36+0,45 bA

25 21,78+0,24 aA 21,64+0,30 aA

30 -- --

35 -- --

CV (%) 8,73

Dmédias seguidas pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2. Numero de parasitoides emergidos por pupa (Umidade relativa de 70% e fotofase de 12
horas) Botucatu, 2015.

Parasitoides Emergidos

Temperatura (2C)

Pupas Fémea Pupas Macho
15 - -
20 98,6416,76 bA 86,55+2,06 aA
25 145,89+1,55 aA 95,64+5,51 aB
30 - -
35 - -
CV (%) 13,94

DMédias seguidas pela mesma letra, maidscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Mortalidade das pupas de Helicoverpa armigera (Umidade relativa de 70% e fotofase de
12 horas) Botucatu, 2015.

Mortalidade das Pupas

Temperatura (2C)

Pupas Fémea Pupas Macho
15 0,90+0,07 ns 1,00+0,00 ns
20 0,89+0,07 0,80+0,09
25 0,82+0,09 0,95+0,05
30 0,79+0,09 0,7510,10
35 0,84+0,08 0,80+0,09
CV (%) 15,86

™INZo significativo estatisticamente pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Longevidade das fémeas de Trichospilus diatraeae (Umidade relativa de 70% e fotofase

de 12 horas) Botucatu, 2015.

Tempratura (2C)

Longevidade dos Parasitoides

Pupas Fémea Pupas Macho
15 9,55+0,53 cA 10,40+0,47 cA
20 8,84+0,64 bcA 9,45+0,97 bcA
25 7,0611,19 abA 8,55+0,56 bcB
30 4,84+0,44 aA 6,30+0,42 abA
35 4,00+0,36 aA 5,40+0,55 aA
CV (%) 23,84

DMédias seguidas pela mesmaletra, maitscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 5. Peso das pupas de Helicoverpa armigera (Umidade relativa de 70% e fotofase de 12

horas) Botucatu, 2015.

Temperatura (2C)

Peso das Pupas

Pupas Fémea Pupas Macho
15 0,36+0,01 ns 0,36%0,01 ns
20 0,37+0,01 0,36+0,01
25 0,35+0,01 0,34+0,01
30 0,37+0,01 0,36+0,01
35 0,36+0,01 0,35+0,01
CV (%) 9,98

™INZo significativo estatisticamente pelo teste F em nivel de 5% de probabilidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Devido as dificuldades de controle da H. armigera aliada a e a busca
por uma agricultura sustentavel, taticas de controle devem ser empregadas em conjunto,
conforme preconiza 0 Manejo Integrado de Pragas, englobando o controle bioldgico com o
uso de parasitoides.

Os resultados indicam a capacidade que T. diatraeae tem de parasitar
pupas de H. armigera em condicGes laboratoriais. O parasitoide teve melhor desempenho
com 48 horas de idade, a 25°C, em pupas fémeas de 96 horas, criados em pupas desta
mesma espécie. As densidades e os tempos de parasitismo testados ndo demonstraram
influéncia no nimero de parasitoides emergidos e no tempo de desenvolvimento.

Dessa forma, conclui-se que o parasitoide T. diatraeae apresenta
potencial para ser utilizados como agente de controle biolégico de H. armigera, embora
estudos adicionais, especialmente em condic¢des de campo, sejam necessarios para verificar
a capacidade de busca no parasitoide nos habitats da praga.

Contudo, mesmo que ainda existam etapas a serem concluidas, 0s
resultados obtidos neste trabalho s&o inéditos para T. diatraeae parasitando pupas de H.

armigera e poderao auxiliar os programas de controle biologico em diversas culturas.
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6. CONCLUSOES

- H. armigera é hospedeira de T. diatraeae

- O melhor parasitismo de T. diatraeae ocorre com fémas de 48
horas de idade, a 25°C, em pupas fémeas de 96 horas de H. armigera e parasitoides criados
em pupas desta mesma espécie quando comparado com D. saccharalis como hospedeira;

- O periodo de 24 horas de parasitismo e a densidade de um
parasitoide por pupa sao suficientes para T. diatraeae parasitar uma pupa de H. armigera;

- A longevidade das fémeas variou conforme a temperatura, sendo

inversamente proporcional.
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