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AVALIACAO DA COMPATIBILIDADE DE Bacillus thuringiensis e Trichogramma
pretiosum NO CONTROLE BIOLOGICO DE Helicoverpa zea

RESUMO - O uso conjunto de taticas de controle é um preceito fundamental do Manejo
Integrado de Pragas. Este estudo investigou se o uso de dois agentes de controle biologico de
pragas, a vespa parasitoide Trichogramma pretiosum e o entomopatogeno Bacillus
thuringiensis, podem ser usados em conjunto, sem interferéncia negativa de um sobre o outro.
O primeiro objetivo do estudo foi avaliar se a presenca de B. thuringiensis interfere na
preferéncia de T. pretiosum. Ovos de Helicoverpa zea foram banhados com a CL 50
(estimada em teste prelimilar) de produtos comerciais Agree®, Dipel® e as cepas HD1, Bt
kurstaki e HD11, Bt aizawai. Em teste de olfatometria, os ovos da lagarta tratados foram
oferecidos aos parasitoides para a avaliacdo da escolha das vespas. Cada tratamento foi
contrastado com o controle (ovos banhados com agua). O segundo objetivo foi o de avaliar o
parasitismo, emergéncia e sobrevivéncia de T. pretiosum em ovos de H. zea tratados com as
mesmas cepas e produtos comerciais de Bt citados acima. Em teste de escolha realizado em
placa de Petri, ovos banhados com cepas e produtos comerciais foram oferecidos as fémeas de
T. pretiosum. Os resultados mostraram que o0s tratamentos de ovos de H. zea com produtos
comerciais e cepas de Bt ndo interferem na escolha do parasitoide na comparacdo com o
controle. N&o afetando também o parasitismo e emergéncia do parasitoide. A sobrevivéncia
também ndo foi alterada pelos tratamentos. Portanto, através deste estudo, foi possivel
observar que os dois agentes de controle podem ser utilizados em conjunto sem efeito
negativo de um sobre o outro.

Palavras-chave: Preferéncia de oviposicdo. Bioinseticidas. Sobrevivéncia. Lagarta da espiga.
Controle bioldgico. Olfatdmetro. Vespas parasitoides de ovos. MIP.

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini - UFSJ (Orientador); Profa. Dra. Cidalia Gabriela
Santos Marinho - UFSJ (Coorientadora).



COMPATIBILITY ASSESSMENT of Bacillus thuringiensis and Trichogramma
pretiosum IN BIOLOGICAL CONTROL of Helicoverpa zea

ABSTRACT - The simultaneous use control tactics is a fundamental precept of Integrated
Pest Management. This study investigated whether the use of two agents of biological control
of pests, the parasitoid Trichogramma pretiosum wasp and entomopathogen Bacillus
thuringiensis may be used together without a negative interference of one over another. The
first objective of the study was to evaluate whether the presence of B. thuringiensis interferes
with preference of T. pretiosum. Corn earworm eggs were bathed with the CL 50 (estimated at
prelimilar test) of Agree® commercial products, Dipel® and HD1 strains, Bt kurstaki and
HD11, Bt aizawai. In olfactometry test, the eggs were offered to the caterpillar treated
parasitoids for evaluating the choice of wasps. Each treatment was contrasted with control
(i.e. eggs bathed with water). The second objective was to evaluate parasitism, emergency and
survival parasitoids H. zea eggs treated with the same strains and Bt commercial products
listed above. In choice test on a petri dish, eggs plated with strains and commercial products
were offered to T. pretiosum females. The results showed that treatment of H. zea eggs
commercial products and Bt strains do not interfere in the choice of parasitoid in
comparisoprwith the control. There also affecting parasitism and emergence of the parasitoid.
Survival was also not affected by treatments. Therefore, by this study, it was observed that the
two control agents can be used together without a negative effect on the other.

Key-words: Oviposition preference. Insecticides. Survival. Corn earworm. Biological control.
Olfactometer. Wasp parasitoid eggs. IPM.

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini - UFSJ (Orientador); Profa. Dra. Cidalia Gabriela
Santos Marinho - UFSJ (Coorientadora).



INTRODUCAO GERAL

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) preconiza a integracdo de taticas de controle
(Kogan et al., 1997; Jin et al., 2014; Wang et al., 2014). Ou seja, as taticas utilizadas nos
programas de MIP devem ser complementares e ndo antagonicas, necessitando estudos que
avaliem e certifiquem, previamente, a complementariedade dos métodos de controle para a
implantacdo de um programa de MIP efetivo. Tal integracdo, apesar de almejada, é muitas
vezes de dificil realizacéo.

O uso de inseticidas organo-sintéticos ndo seletivos, por exemplo, pode reduzir o
ndmero de inimigos naturais em agroecossistemas, reduzindo a eficiéncia do controle
biolégico (Collier & Steenwyk, 2004; Desneux et al., 2007; Garcia et al ., 2009; Shen et al.,
2013; Singh et al., 2015). Como alternativa ao uso intensivo dos produtos sintéticos,
inseticidas microbianos se mostram eficientes no controle de pragas (Moscardi, 1983;
Valicente, 2008; Daniel & Wyss, 2010; Akmal et al., 2013; Kim et al., 2015; Zafar et al.,
2016). O Bacillus thuringiensis Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae) (Bt), por exemplo, é um
entomopatogeno utilizado com sucesso no controle de pragas agricolas (Alves, 1998;
Polanczyk et al., 2008; Carriére et al., 2015).

Essa bactéria é capaz de produzir inclusbes cristais durante a esporulacdo que sdo
responsaveis pela atividade toxica a diversas espécies de insetos (De Maagd et al., 2003; Xu
et al., 2014). Em espécies da ordem lepdoptera, ap6s a ingestdo do Bt, os cristais sdo
solubilizados em protoxinas que em seguida sofrem acdo das enzimas proteases onde sdo
convertidos em quatro ou mais polipetideos tdxicos (6 -endotoxinas). Em seguida as proteinas
se ligam aos receptores espécificos do intestino médio formando poros na membrana,
interferindo no balanco idnico e osmotico aumentando a permeabilidade da membrana. O
aumento na absorcao de agua causa lise das células do intestino médio, ocasionando em morte
do inseto (Copping & Menn, 2000; De Maagd et al., 2003; Bravo et al., 2007).

O B. thuringiensis e parasitoides de ovos do género Trichogramma, sdo exemplos de
agentes de controle bioldgico utilizados de maneira promissora. No entanto, estudos sao
necessarios para avaliar a compatibilidade de uso simultdneo desses agentes de controle
(Pratissoli et al., 2006).

Espécies do género Trichogramma sdo eficientes no controle de pragas de varias
culturas (Wajnberg & Hassan, 1994; Smith, 1996; Fatouros et al., 2007). Uma vantagem de
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uso desta vespa € a menor especificidade a ovos do hospedeiro a comparar com outros
géneros de parasitoides (Li, 1994). Ou seja, por ser um parasitoide generalista (Brotodjojo &
Walter, 2006), este controla maior nimero de espécies de insetos praga. Outra vantagem
desse parasitoide é a capacidade de controlar a praga antes mesmo da ocorréncia do dano,
além de a relativa facilidade de criacdo e manipulacéo (Parra, 2010; Costa et al., 2014).

Vespas parasitoides usam pistas fisicas e, principalmente quimicas emitidas pela
planta (Paschalidou et al., 2010), ou deixados pela mariposa ho momento da oviposicao
(Bayram et al., 2010; Cusumano et al., 2015).

Espécies de lepidopteros ao realizarem a oviposi¢do depositam sobre 0s 0vos escamas
ou substancias utilizadas para fixar os ovos ao substrato (Hilker et al., 2002; Bayram et al.,
2010). Estas substancias servem como protecdo ao ovo, ja que eles ficam expostos a
parasitoides, predadores e a condicdes climaticas adversas. (Hilker & Fatouros, 2014).

Parasitoides de ovos como o Trichogramma, utilizam desses odores deixados pelas
mariposas para a selecdo, identificacdo e aceitacdo do hospedeiro (Vinson, 1976; Nordlund,
1983; Lewis & Nordlund, 1984; Nordlund et al., 1988; Schmidt, 1994). Dentre os odores
liberados pelos insetos (semioquimicos), os chamados aleloquimicos funcionam como meio
de comunicacdo entre espécies diferentes, e podem atuar como cairdbmonios, sinomdnios ou
alomaonios.

Estas pistas sdo de extrema importancia para a localizagdo do hospedeiro, devido aos
0VOS serem muito pequenos e imoveis (Fatouros et al., 2008; Colazza et al., 2010). Além de
podem ser utilizadas como pistas de curto alcance (de Santis et al., 2008; Xu et al., 2014), por
servirem como cairomonios pelos parasitoides, (Fatouros et al., 2008; Milonas, et al., 2009)
além de auxiliar no reconhecimento do hospedeiro e aumentarem as taxas de parasitismo (Boo
and Yang, 2000).

Devido a importancia destes volateis provenientes dos ovos para os parasitoides, é
necessario investigar se h& interferéncia dos produtos utilizados na agricultura
simultaneamente & liberacdo das vespas, no comportamento de forrageamento, além de
parametros bioldgicos.

A investigacdo de possiveis efeitos destes produtos no comportamento de parasitoides
de ovos ainda € pouco explorada. Os trabalhos realizados em sua maioria, expoem vespas

adultas aos produtos testados e em seguida sdo avaliados 0s parametros como parasitismo,



longevidade, emergéncia, mortalidade, e efeitos subletais (Stark et al., 2013; Khan et al.,
2015; Potrich et al., 2015; Song et al., 2015).

Produtos comerciais & base de Bt, por exemplo, além da bactéria em sua forma ativa
sdo compostos por ingredientes inertes como adjuvantes e espalhantes. Portanto, sdo
necessarios estudos que avaliem se ovos presentes com algo em sua superficie, no caso a
bactéria, afetaria a resposta olfativa, escolha de parasitismo, além de emergéncia e
sobrevivéncia das vespas.

Este trabalho foi realizado procurando responder as seguintes questdes: Os ovos de
H.zea cobertos com solugédo de Bt interferem na resposta olfativa do Trichogramma
pretiosum? Cepas e produtos comerciais seriam atraentes ou repelentes ao parasitoide? Ou
ndo exerceria nenhuma influencia na resposta olfativa das vespas? Ao realizar sua avaliacdo, a
escolha de ovipositar 0 hospedeiro seria a mesma se 0s 0vos estiverem cobertos com o Bt?

Decidimos conduzir os trabalhos neste sentido pelo fato de espécies de parasitoides de
ovos, em especial o Trichogramma realizarem uma avaliacdo criteriosa em seu hospedeiro
antes de efetuar a oviposicao.

Esta dissertacdo foi realizada com o objetivo de, no Capitulo I, avaliar a capacidade de
forrageamento de T. pretiosum por ovos de H. zea tratados com Bt. Neste capitulo, testamos a
hipGtese nula de que a presenca de B. thuringiensis nos ovos de H. zea ndo altera na escolha
de T. pretiosum.

O Capitulo Il foi realizado com o objetivo de avaliar o parasitismo, emergéncia e
sobrevivéncia de T. pretiosum em ovos de H. zea tratados com diferentes cepas e produtos
comerciais de B. thuringiensis. Neste capitulo testamos duas hip6teses nulas. A primeira foi
que a presenca de B. thuringiensis ndo altera a preferéncia de T. pretiosum em parasitar ovos
de H. zea. A segunda hipotese foi a de que os parametros bioldgicos dos descendentes de T.
pretiosum emergidos de ovos de H. zea tratados com diferentes cepas de Bt ndo serdo

alterados.
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ARTIGO 1

PRODUTOS COMERCIAIS E CEPAS DE Bt INTERFEREM NA RESPOSTA
OLFATIVA DE Trichogramma pretiosum?

Artigo escrito conforme as normas do periodico Biological Control

RESUMO - Este estudo investigou se 0 uso de dois agentes de controle biol6gico de pragas,
a vespa parasitoide Trichogramma pretiosum e o entomopatdgeno Bacillus thuringiensis,
podem ser usados simultaneamente. Ambos tém sido usados em conjunto, no entanto, ainda
ndo foram realizados estudos que avaliem se esses agentes, quando utilizados conjuntamente,
interferem de alguma maneira um sobre o outro. O objetivo do estudo foi avaliar se a presenca
de B. thuringiensis interfere na preferéncia de T. pretiosum. Como teste preliminar, lagartas
de H.zea foram submetidas aos produtos comerciais Agree®, Dipel® e as cepas HD1 e HD11,
avaliando-se a mortalidade e, em seguida, estimadas as CL50 para os produtos comerciais e
para as cepas a base de Bt. Foi realizado teste em branco em olfatometro tipo “Y” para avaliar
se as vespas sao capazes de localizar os ovos de H. zea na auséncia da planta ou de outra fonte
de odor. Para o teste de olfatometria, os ovos foram banhados com os produtos comerciais,
com suspensdes contendo as cepas de Bt ou com agua destilada (controle) e, em seguida,
oferecidos aos parasitoides para a avaliacdo da escolha das vespas. Cada tratamento foi
contrastado com o controle. No teste em branco foi possivel observar que o Trichogramma é
capaz de localizar ovos de H. zea, a curta distancia. Os resultados também mostraram que 0s
tratamentos de ovos de H. zea com os produtos comerciais e cepas de Bt ndo interferem na
escolha do parasitoide. Portanto, verificou-se que o parasitoide realizou sua escolha tanto
pelos ovos sem a presenca de Bt, quanto pelos ovos banhados com as cepas e produtos
comerciais, indicando que ambos agentes controle biolégico podem ser utilizados em
conjunto sem efeito antagonico.

Palavras — chave: Controle bioldgico; olfatbmetro; vespas parasitoides; MIP; localizacdo do
hospedeiro.

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini - UFSJ (Orientador); Profa. Dra. Cidalia Gabriela
Santos Marinho - UFSJ (Coorientadora).



DO COMMERCIAL PRODUCTS AND Bt STRAINS INTERFERE WITH
Trichogramma pretiosum OLFACTORY RESPONSE?

ABSTRACT - This study investigated if the use of two pest biological control agents, the
parasitoid wasp Trichogramma pretiosum and entomopathogen Bacillus thuringiensis, can be
used together. Both have been used together, however, studies have not been conducted to
assess whether these tactics, when used simultaneously interfere with each other in any way.
The aim of the study was to evaluate if the presence of B. thuringiensis interferes with the
preference of T. pretiosum. As a preliminary test, Helicoverpa zea caterpillars were submitted
to the commercially formulated products Agree®, Dipel® and HD1 and HD11 strains,
evaluating mortality and then the LC50s were estimated for the commercial products and Bt
based strains. A check treatment was also conducted in a "Y" type olfactometer to determine
whether the wasps are able to locate H. zea eggs in the absence of the plant or from another
source of scent. For the olfactometry test, the eggs were bathed with the commercial
formulations or with suspensions containing the Bt strains or distilled water (control) and then
offered to the parasitoids to evaluate the choice made by the wasps. Each treatment was
contrasted with the control. In the check treatment it was possible to observed that the
Trichogramma was able to locate H. zea eggs in the absence of the plant, within a short
distance. The results also show that H. zea egg treatments with formulations and Bt strains do
not interfere in the choice made by the parasitoid. Therefore, it was found that the parasitoid
chose eggs without the presence of Bt, as well as the eggs bathed with strains and
formulations, indicating that the two control agents may be used together without a negative
effect on each another.

Key-words: Biological control; olfactometer; parasitoids wasps; IPM; host location

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini - UFSJ (Orientador); Profa. Dra. Cidalia Gabriela
Santos Marinho - UFSJ (Coorientadora).



1. Introducéo

Uma das premissas do Manejo Integrado de Pragas (MIP) é a integracdo de taticas de
controle (Norris et al., 2003; Sattar et al., 2011; Amaro et al., 2015). Dentre as taticas de
controle disponiveis, o controle bioldgico de pragas agricolas, com uso de vespas parasitoides
do género Trichogramma e de inseticidas microbianos & base de Bacillus thuringiensis s&o
alternativas ao controle quimico, apresentando eficiéncia comprovada (Joung and Cote, 2000;
Azizoglu et al., 2015).

Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é um parasitoide
generalista de ovos que mede de 0,5 a 1 mm (Li, 1994). Este microhimenoptero é eficiente e
amplamente utilizado, pelo fato de controlar a praga antes mesmo da ocorréncia do dano, além
da relativa facilidade de criacdo e manipulacéo (Parra, 2010; Costa et al., 2014).

LiberacBes em massa de espécies de Trichogramma sao realizadas com muita frequéncia
para o controle de pragas da ordem lepidoptera (Smith, 1996; Gardner et al., 2011). No
entanto, 0 uso somente desse agente de controle pode ser insuficiente para a reducdo da praga-
alvo e deve ser complementado com outro agente de controle (Khan et al., 2015).

A bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner), tornou-se um dos mais importantes
organismos de controle de pragas na agricultura (Raymond et al., 2013; Carriére et al., 2015).
Esse entomopatogeno produz um cristal protéico (6-endotoxina ou proteinas Cry) que possui
efeito inseticida em mais de 1000 espécies de insetos de varias ordens (Glare and
O’Callaghan, 2000; Valicente and Mourdo, 2008; Xu et al., 2014). Essas toxinas tém sido
utilizadas para a producdo de inseticidas biol6gicos ha mais de cinquenta anos (Sanahuja et
al., 2011; Sansinenea and Ortiz, 2014).

Em espécies da ordem lepdoptera, ap6s a ingestdo do Bt pelo inseto, os cristais sdo
solubilizados em ph alcalino, liberando as protoxinas que em presenca de enzimas digestivas,
proteases, sdo convertidas em quatro ou mais polipetideos toxicos (6 -endotoxinas). Em
seguida as proteinas se ligam aos receptores especificos do intestino médio formando poros na
membrana, interferindo no balanco i6nico e osmético aumentando a permeabilidade da
membrana. O aumento na absorcdo de &gua causa lise das células do intestino médio,
ocasionando em morte do inseto (Copping & Menn, 2000; De Maagd et al., 2001; Bravo et
al., 2007).
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Esses dois agentes de controle bioldgico (i.e. vespas parasitoides e Bt) vém sendo usados
em conjunto no controle de diversas pragas agricolas em todo mundo (Wang et al., 2012;
Sayed et al., 2015). No entanto, pouca atencéo € dada ao possivel antagonismo destes dois
agentes de controle.

Trabalhos avaliaram a acdo de produtos organosintéticos sobre inimigos naturais
(Delpuech et al.,1998; Alix et al., 2001; Vianna et al., 2009; Khan et al., 2015). Esses estudos
relatam o efeito letal e subletal desses produtos em parasitoides adultos (Stapel et al., 2000;
Saber et al., 2005; Stark et al., 2013), além de outros parametros como fecundidade (Haseeb
and Amano, 2002), razdo sexual e longevidade (Souza et al., 2014; Bari et al., 2015;
Krechemer and Foerster, 2015; Song et al., 2015). Encontram-se também estudos com uso
inseticidas bioldgicos avaliando o efeito desses produtos sobre os parametros citados acima
(Potrich et al., 2009; Ksentini et al., 2010; Potrich et al., 2015).

No entanto, é necessario investigar se ha interferéncia de produtos organosintéticos e
bioldgicos utilizados em agricultura, no comportamento de forrageamento de espécies de
Trichogramma.

Sabe-se que os estimulos utilizados pelos parasitoides para localizacdo de seu
hospedeiro séo Uteis para incrementar a eficiéncia do controle bioldgico (Vet and van Alphen,
1985; Rutledge and Wiedenmann, 1999). Entdo seré possivel que estes produtos comerciais e
cepas de Bt depositados sobre os ovos possam atuar de alguma forma na atratividade dos
parasitoides?

Parasitoides como os do género Trichogramma, utilizam os semioguimicos como
pistas quimicas para a localizacdo de seu hospedeiro. As vespas detectam pistas deixadas
sobre ou em volta dos ovos no momento da oviposi¢gdo, oriundas de escamas ou de
substancias utilizadas para fixar os ovos ao substrato (Vinson, 1998; Hilker et al., 2002;
Bayram et al., 2010), conhecidas como aleloquimicos, que sdo volateis utilizados na
comunicacdo interespecifica.

Estas substancias servem como protecdo ao ovo, ja que ele fica exposto a parasitoides,
predadores e a condicBes climaticas adversas (Blum and Hilker, 2002; Hilker and Fatouros,
2014). E podem servir como cairoménios pelos parasitoides (Noldus, 1989; Milonas et al.,
2009) sendo utilizados na atragédo a curta distancia, além de serem importantes na localizagéo,
reconhecimento do ovo e consequente aumento das taxas de parasitismo (Nordlund et al.,
1987; Lewis et al., 1982;Vet and Dicke, 1992; Boo and Yang, 2000; de Santis et al., 2008; Xu
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et al., 2014; Mutyambai et al., 2015). Embora os cairomdnios ndo sejam detectaveis a longa
distancia, sdo pistas quimicas mais confidveis e essenciais na localizagdo e identificacdo do
hospedeiro pelo parasitoide (Conti et al., 2003).

Para nossa pesquisa, selecionamos a espécie T.pretiosum e o hospedeiro Helicoverpa
zea, pela eficiéncia desta vespa em parasitar ovos de diversas espécies de lepidopteros e em
especial os da lagarta-da-espiga, praga que causa danos sérios a varias culturas (Farias et al.,
2013; Manandhar and Wright, 2015). Verificamos que ndo existem trabalhos conclusivos
considerando o sistema vespa-produto biologico-hospedeiro, levando em consideragdo nossa
abordagem para H. zea.

Nesse estudo, investigamos se ovos cobertos com produtos comerciais ou suspensoes
de Bt interferem na preferéncia do T.pretiosum. Produtos comerciais, em sua composicao,
além da bactéria possuem componentes inertes como espalhantes, adjuvantes dentre outros
adtivos. Entéo a presenca destes produtos nos ovos alteraria a preferéncia do parasitoide?

Testamos a hipdtese de que a presenca de B. thuringiensis nos ovos de H.zea nédo

altera na escolha de T. pretiosum.
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2. Material e Métodos
2.1. Criagéo do hospedeiro

Adultos do hospedeiro H. zea foram colocados em gaiolas especiais confeccionadas
com tubos de PVC (30 cm de didametro e 20 cm de altura) para a multiplicacdo. Dentro de
cada gaiola, foram inseridos guardanapos para a oviposicdo. Uma solucdo acucarada foi
fornecida para a alimentagdo dos adultos. Apds quatro dias, 0s guardanapos com 0S 0VOS
foram retirados e colocados em sacos plasticos e armazenados em sala com temperatura
controlada (25 + 2 °C). Apo6s 48 horas, as larvas eclodidas foram transferidas individualmente
para copos plésticos de 50 mL contendo dieta artificial. A lagarta se desenvolveu nos copos
até a fase adulta. Em seguida, os adultos foram transferidos para a gaiola, dando continuidade

ao ciclo de criacdo (Vilela et al., 2014).
2.2. Cultivo dos isolados bacterianos e estimativa da CL 50

Foram utilizados os isolados de Bacillus thuringiensis, (HD 1), var. kurstaki e (HD 11),
var. aizawai, pertencentes a colecdo bioldgica de Bacillus spp. da Embrapa Milho e Sorgo,
além dos produtos comerciais formulados, Agree® (25.000 pL/mg de poténcia, var. aizawai
GC 91), fabricado por CERTIS USA, LLC e DiPel® WP (25.000 IU/mg), var. kurstaki
(linhagem HD-1), fabricado por Abbott Laboratories.

A multiplicacdo dos isolados foi realizada em meio LB - Luria-Bertani (extrato de
levedura, peptona, cloreto de sodio, agar e dgua destilada) acrescidos dos sais MgSOg, FeSO,,
ZnS0O,4 e MnSO, (Valicente and Barreto, 2003), durante 72 horas a 28 °C. Apds esta etapa, as
colbnias foram removidas das placas com auxilio de espatula e transferidas para tubos
plasticos, contendo 10 mL de agua destilada estéril. Em seguida, foi feita a contagem de
esporos.

Para a contagem de esporos, dilui¢cBes seriadas foram realizadas na porporcéo de 1ml
da bactéria para 9 ml de agua destilada. Este procedimento foi realizado para os formulados

comerciais e para as cepas.
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2.3. Patogenicidade a H. zea

Como teste preliminar, foram preparadas cinco suspensées com concentracdes variadas de
cada isolado HD1 (1,42x10% 1,42x10% 1,42x107; 1,42x10% 1,42x10° esporos/ml),
HD11(1,34x10% 1,34x10% 1,34x10"; 1,34x10% 1,34x10° esporos/ml) e dos produtos
comerciais Dipel (2,64x10% 2,64x10% 2,64x10"; 2,64x10% 2,64x10° esporos/ml) e Agree
(1,18x10° 1,18x10°% 1,18x10"; 1,18x10°% 1,18x10° esporos/ml). Para a montagem dos
bioensaios foram utilizados cubos de dieta artificial a base de feijdo branco, gérmen de trigo e
farelo de soja (modificada de Greene et al., 1976) com aproximadamente 1 cm?, os quais
foram colocados individualmente em copos plasticos de 50 ml.

Em seguida, foram pipetados 165 pL (microlitros) das suspensdes de cada concentragéo
sobre os cubos de dieta, que foram deixados a temperatura ambiente até que todo o excesso de
liquido secasse. Posteriormente, lagartas de trés dias de idade foram colocadas nos copos, que
foram tampados e levados para sala mantida a (25 + 2 °C), com umidade relativa do ar a (70 =
2%) e fotofase de 14 h. Foram realizadas 24 repeticGes para cada concentragdo de cada
isolado. Para o tratamento controle, a dieta foi banhada com &gua destilada acrescida do
espalhante adesivo Tween®, usado também nos isolados e formulados.

As avaliacOes foram realizadas depois de trés dias, sendo que foram consideradas mortas
as lagartas que se tornaram imdveis, de cor preta e de aparéncia ressecada (sintoma tipico de
lagartas mortas por B. thuringiensis).

Os dados foram plotados em graficos e as curvas obtidas foram utilizadas a para estimar a
concentracdo letal de 50% dos individuos testados (CL50). O uso de modelos lineares
gereneralizados com erros do tipo binomial é justificado por permitir utilizar o teste
considerando variancia binominal n&o constante (Craley, 2013).

Apesar de os produtos comerciais apresentarem a recomendacdo do fabricante, foram

feitos os mesmos testes de mortalidade e estimativa da CL 50 que os realizados com as cepas.
2.4. Parasitoides

Os individuos de T. pretiosum foram provenientes de ovos de Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), adquiridos da empresa Koppert Biological Systems e

mantidos em condic¢des de temperatura e umidade controladas até o inicio do experimento.
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A sexagem dos parasitoides foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopio e um
pincel fino. Separando machos e fémeas pela morfologia das antenas (Voegelé et al.,1975).

2.5. Preparo das cartelas com ovos de H. zea a serem oferecidos aos parasitoides

Cartelas de 4x4 cm com 60 sessenta ovos de H. zea (< 24h de idade) foram preparadas
para os ensaios com o auxilio de microscopio estereoscopio (50x) e de um pincel fino. As
cartelas foram preparadas da seguinte forma: As mariposas realizavam a oviposigdo em
guardanapos macios, onde os mesmos foram retirados, recortados no tamanho padronizado
(4x4 cm) e contado o numero de ovos, eliminando os ovos em excesso cuidadosamente a fim
de conter um total de 60 ovos por cartela. Este procedimento foi realizado, com o objetivo de
diminuir possivel interferéncia nos ovos, como eliminacdo das escamas ou substancias
depositadas pela mariposa no momento da oviposicdo. Dessa forma os ovos foram oferecidos
ao parasitoide o mais proximo da realidade, ou seja, com o minimo de manipulacéo.

Em seguida as cartelas com os ovos foram imersas por cinco segundos na solucdo de Bt,
onde posteriormente foram deixados a ser secos ao ar até que o liquido secasse
completamente. Para o tratamento controle, as cartelas foram mergulhadas em agua destilada
seguindo a mesma metodologia dos isolados e produtos comercial. As solugdes foram
preparadas no dia da exposi¢cdo. Foram utilizadas para banhar os ovos oferecidos ao
parasitoide a CL 50 encontrada para os isolados e formulados realizados com as lagartas no
teste preliminar descrito no item 2.2.

2.6. Resposta olfativa de T. pretiosum a ovos tratados com cepas e formulados de Bt

Um teste em branco foi realizado com o objetivo de avaliar se 05 compostos responsaveis
pelo arrestamento dos parasitoides aos ovos de H. zea sdo provenientes das substancias
depositadas sobre eles pelas mariposas no momento da oviposicdo ou pelos odores dos
tratamentos submetidos a eles (cepas e formulados). Ou seja, neste teste avaliou se o T.
pretiosum localiza ovos mesmo na auséncia da planta hospedeira. Para tanto, foi utilizado um
olfatdmetro em “Y” confeccionado em vidro (bragos de 20 cm de comprimento e didmetro
interno de 3,5 cm), com fluxdmetro para ar comprimido em cada um dos bracos ajustado para
vazdo de ar de 2,5 L/min. Antes de entrar no olfatdmetro, o ar introduzido por uma bomba de

vacuo passava por um filtro de carvéo ativado e era borbulhado em &gua para umidificagdo.
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Em cada um dos bragos do olfatdmetro foi colocada uma cartela com os ovos sustentada por
uma placa de Petri esterilizada abaixo, no outro brago havia apenas ar.

Anteriormente ao teste, as fémeas foram alimentadas com uma goticula de mel durante 30
minutos. As fémeas do parasitoide foram individualmente colocadas no interior do
olfatbmetro com auxilio de um pincel fino. Cada observacéao teve duracdo de 600 segundos,
sendo avaliada a escolha do odor que a fémea optou. Foi considerada escolha, a vespa que
passou pelo limiar de um dos bragos do olfatbmetro e permaneceu no mesmo durante 20 s.
Cada vespa foi utilizada uma vez. As fémeas que ndo se movimentaram ou nao atingiram um
dos bragos em 300 segundos, foram classificadas como “sem resposta” e descartadas.

Para cada par de fonte de odor, foram testadas 20 fémeas adultas com menos de 24 horas
de vida. A cada repeticdo, a posicdo da fonte de odor foi modificada e o olfatbmetro
rotacionado aleatoriamente para eliminar efeitos da posicdo da fonte sobre a escolha da
fémea. Os testes foram realizados em mais de um dia. A cada repeti¢do, todo o sistema foi
desmontado para a lavagem cuidadosa com agua.

A atracdo de T. pretiosum aos ovos de H. zea com os diferentes tratamentos foi realizada
contrastando todos os tratamentos (cepas e produtos comerciais) com a testemunha (ovos sem
Bt, banhados com &gua destilada). O procedimento foi 0 mesmo adotado no teste em branco.

Os tratamentos foram organizados da seguinte maneira, no teste de preferéncia: T1 - ovos
vs. Ar (Teste em branco); T2 — ovos + Agree® vs. agua destilada; T3 — ovos + Dipel® vs.
Ovos + agua; T4 — ovos + Cepa HD1 vs. Ovos + agua; T5 — ovos + Cepa HD11 vs. Ovos +
agua.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 20
vespas e 3 repeticdes (vinte liberagfes foram realizadas a cada repeticdo) para cada

tratamento, totalizando 300 observagdes com resposta.
2.7. Analise dos dados

Foi realizado o teste qui-quadrado (¥2) (p <0,05) para avaliar o arrestamento das vespas
para 0 braco com ovos ou com ar. Em seguida os tratamentos (ovos + Dipel; ovos + Agree;
ovos + cepa HD1; ovos + cepa HD11) foram comparados com ovos limpos.

Usando modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo binomial foram elaborados

contrastes para avaliar os tratamentos buscando responder as perguntas: o tratamento em
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branco foi igual a cada um dos demais tratamentos? As cepas (HD1 e HD11 foram iguais aos
formulados (Agree® e Dipel®) ? A cepa HD1 foi igual a HD11? O formulado Agree® foi igual
ao Dipel®? As anélises dos dados foram realizadas utilizando o ambiente estatistico R para

analises (R Development Core Team. R: 2011).
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3. Resultados
3.1. Efeito das cepas e formulados sobre H. zea

A concentracdo requerida para ocasionar a mortalidade de 50% da populacdo de H. zea,
para os produtos comerciais Agree®, Dipel® e as cepas HD 1 e HD 11 foram, 1,18x10,
2,64x10°, 1,42x10° e 1,34x10® esporos/mL, respectivamente (Figura 1).

Proporgao de lagardas mortas
00 02 04 06 08 1.0
Proporcéo de lagardas mortas
00 02 04 06 08 1.0

I I I I I I
12 14 16 18 20 22 12 14 16 18 20 22

In (concentracéo de Agree) In (concentragéo de Dipel)

Proporcéo de lagardas mortas

00 02 04 06 08 1.0
|

Proporcéo de lagardas mortas

00 02 04 06 08 1.0

12 14 16 18 20 22 12 14 16 18 20 22

In (concentragdo da cepa hd1) In (concentragdo da cepa hd11)
Figura 1. Proporcdo de larvas mortas de Helicoverpa zea expostas a concentragdes de Bacillus

thuringiensis em forma de Agree®, Dipel®, HD1, ou HD11. A concentracéo letal foi estimada a partir
do modelo ajustado para pontos experimentais observados. Sete Lagoas, MG, Brasil (Sep/2015).
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3.2. Comportamento das vespas no olfatdometro

As fémeas de T. pretiosum localizaram ovos de H. zea usando os odores liberados pelo
mesmo (x’= 7,2; df = 1; p< 0,01; x* = 9,8; df = 1; p< 0,01 e %?=9,8; df = 1; p< 0,01).
Considerando as trés repeticfes, 16, 17 e 17 vespas, foram em direcdo ao brago do
olfatbmetro onde continham os ovos, indicando que o parasitoide consegue localizar 0s ovos
mesmo na auséncia da planta, a curtas distancias (Figura 2).

A proporgdo de T. pretiosum que preferiram ovos limpos em relagdo aos demais
tratamentos foi signifitativamente diferente (x°=0,88; df=10; p<0,001). Entretanto, 0 mesmo
ndo ocorreu na comparacdo entre os demais tratamentos. As cepas foram estatisticamente
iguais aos produtos comerciais (yx?=5,65; df=10; p=0,156), na comparacdo entre cepas
(x2=8,95; df=10; p=0,463) e produtos comerciais (3°=9,96; df=10; p=0,556).

Tratamento Ovos limpos

T pazepone L S | — ]
Air %3=5.8,df=1,p<001°* n=3 n=17 |Sem resposta=7
%3=9.8,d =1, p<0.01°* n=3_ n=17 | Semresposta=8
T s ey DI B s ] | Semresosa-s
Agree ¥*=3.2, df=1,p=0.07" [ n=6 n=14 ] Sem resposta= 8
13=1.8, df=1,p=0.18" 0 = =t ) ST
T peos oo EE— B =1 Semrewomes
Dipel 1=0.2, df=1,p=065" [ n=il n=9 ] Sem resposta= 7
%3=0.8, df=1,p=0.37" I n=12 ] Semresposta=5
T oz etrpoes — BN =TT | Semresosass
HD 1 13=0.8, dfs1,p=037" | n=8 n=12 ] Semresposta= 6
L'=0.8,df=3, peQ 37" [ n=12 | Semresposta=6
T ez, ae,peoo E—— Bt 0000 Semrewomss
HD 11 ¥#°=0.2,df=1,p=065" [ n=11 ] Semresposta=7
13=3.2, df=1,p =007 I =5 =1z | S aipostaes

r T T T d

1 05 -8 05 1

Figura 2. Resposta de fémeas de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) no olfatdbmetro em Y. Ar (controle), Agree®, Dipel®, HD 1, ou HD 11 contra
ovos limpos de Helicoverpa zea. Cada barra representa um Gnico experimento replicado envolvendo
20 libertacBGes de vespas com resposta (teste do qui-quadrado, ** p <0,01, veja o texto para mais
explicagdes). Sete Lagoas, MG, Brasil (Dec/2015).
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4. Discussao

O produto comercial Dipel® apresentou maior valor de CL50, indicando que este
formulado foi 0 menos danoso para a H. zea na fase de larva. Ja a cepa HD 1 apresentou
menor valor de CL 50 dos tratamentos testados, mostrando-se mais toxico a lagarta, dentre os
tratamentos avaliados.

Embora o Dipel® e a cepa HD1 sejam constituidos da mesma subespécie de Bt (kurstaki),
estes apresentaram toxicidade e consequente mortalidade diferentes. Acreditamos que seja
pelo fato de a cepa fornecida a lagarta nos bioensaios é a forma mais pura da bactéria,
enquanto o produto comercial é composto por adjuvantes e espalhantes, o que pode interferir,
em alguma extenséo, na toxicidade.

No entanto, na comparacao entre 0 Agree® e a cepa HD11 o mesmo nao foi observado. O
produto comercial apresentou menor valor de CL 50, mostrando-se mais toxico para a larva
de H. zea do que a cepa pura, apesar de ambos serem compostos pela mesma subespécie
(aizawai). Isso pode ter ocorrido devido ao Agree® apresentar, em sua formulacéo, coloracéo
e odor muito evidentes, duas caracteristicas notaveis durante a manipulacdo do produto,
levando-nos a acreditar que, além da toxicidade causada pela bactéria, os produtos
acrescentados na formulacdo do produto podem ter causado toxicidade nas larvas,
aumentando a mortalidade neste tratamento.

Na comparacao entre cepas, a HD1(kurstaki) se mostrou mais tdxica para as larvas da
lagarta. Isso corrobora com o fato de que var. aizawai (HD11) é mais tdxica para outras
espécies de lepidopteros.

O teste em branco no olfatdmetro sugere fortemente que as vespas fémeas de T. pretiosum
séo capazes de localizar os ovos de H. zea, mesmo na auséncia da planta hospedeira. 1sso nos
mostra que os parasitoides, além de utilizarem os compostos provenientes da planta e de
feromonio sexual, também percebem os aleloquimicos depositados nos ovos pelas mariposas
(Noldus and van Lenteren 1985, Nordlund et al. 1987, Gazit et al. 1996).

Os resultados apresentados mostram que fémeas de T. pretiosum perceberam e localizam
seu hospedeiro sem a presenca da planta, levando-nos a sugerir que este parasitoide consegue
encontrar 0s ovos a curtas distancias, detectando a localizagdo do seu hospedeiro no interior
da planta, por exemplo. Com isso, evidenciamos a importancia, para 0s parasitoides, das

substancias quimicas especificas depositadas nos ovos pela mariposa, que atuam como
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cairomoénios. Pois estas substancias permitem ao parasitoide restringir sua area de busca,
aumentando a chance de encontra-los e do sucesso reprodutivo (Morrison et al., 1980).

Hospedeiros sesseis, tais como ovos, liberam poucos compostos volateis (Vinson, 1984).
Portanto, as escamas das asas de mariposas sdo as principais fontes de compostos que
funcionam como aleloquimicos provenientes de substancias depositadas sobre ou préximo aos
ovos no momento da oviposigdo, ou utilizadas para fixa-los ao substrato. Estas substancias
podem atuar na atracao a curta distancia e/ou durante o contato (Shu and Jones 1989). Estudos
relatam que as escamas possuem compostos que atuam aumentando a intensificacdo do
comportamento de busca pelo hospedeiro e aumentando o parasitismo (Bin et al. 1993; Boo
and Yang, 2000).

Resposta positiva também foi observada por Carneiro et al. (2006), ao verificarem que o
parasitoide de ovos, Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae) foi capaz de
localizar ovos S. frugiperda, na auséncia da planta hospedeira, concluindo que este
himendptero também responde a substancias volateis presentes nos ovos da praga.

Nos bioensaios realizados com as duas cepas de Bt e com o0s produtos comerciais,
observou-se que o T.pretiosum conseguiu localizar os ovos mesmo cobertos com as solucdes
de Bt. E além de conseguirem perceber seu hospedeiro, sua preferéncia a estes ovos nédo foi
alterada na comparacdo com o controle. Portanto, nossa hipdtese de que a presenca de B.
thuringiensis em ovos de H. zea néo altera na preferéncia de T. pretiosum foi aceita.

Os compostos depositados nos ovos pelas mariposas sdo 0s principais responsaveis pela
atracdo dos parasitoides em direcdo ao seu hospedeiro (Jones et al., 1973). Nossos resultados
mostram que a presenca dos produtos comerciais e das cepas de Bt sobre os ovos nao
prejudicou a atratividade dos ovos.

Carneiro et al. (2006), entretanto, observaram auséncia de atratividade de dois parasitoides
aos ovos de S. frugiperda quando lavados com hexano (um hidrocarboneto alcano). Indicando
que os compostos depositados pela mariposa no momento da oviposic¢ao séo solubilizados por
esta substancia, dificultando a localizacdo dos mesmos pelas vespas. Assim, percebe-se que 0s
produtos testados em nosso estudo ndo desempenham mesma fung¢do que o hexano, ndo
camuflando ou solubilizando as substancias presentes na superficie dos ovos responsaveis
pela atratividade dos parasitoides.

Com este estudo, observamos que o uso de Bt pode ser combinado com o uso de T.

pretiosum para 0 manejo integrado de H. zea sem prejuizo para o parasitoide. Amaro et al.
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(2015) também encontraram resultados positivos de compatibilidade entre esses dois agentes
de controle bioldgico. O parasitismo de ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) pulverizados com dois bioinseticidas a base de Bt, Dipel e Agree, foram
semelhantes ao controle sem Bt, concluindo que a bactéria ndo afetou o desempenho dos
parasitoides.

Azizoglu et al. (2015) concluiram que a cepa de B.thuringiensis subsp. kurstaki (HD1)
misturada a mel puro e oferecidas ao parasitoide ndo reduziram a performance do parasitismo
nem a longevidade de adultos de Trichogramma evanescens.

Acreditamos que seja pelo fato de o Bt possui modo de acdo especifico, agindo
diretamente no intestino médio alcalino de insetos alvo (Tabashnik et al., 2015). Portanto, se
espera que o mesmo nao interfira no comportamento de organismos ndo alvo, como vespas
parasitoides.

Potrich et al. (2009) ao pulverizar dois fungos entomopatogénicos, Beauveria bassiana e
Metarhizium anisopliae, nos ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) observaram néo repeléncia
do T. pretiosum.

No entanto, exemplos de incompatibilidade sdo mostrados em trabalhos com produtos
organosintéticos por causarem um elevado grau de dano nos processos fisioldgicos e
comportamentais da vespa, podem afetar a longevidade, fertilidade e razdo sexual da progénie
(Wang et al., 2012; Costa et al., 2014; Wang et al., 2014; Delpuech et al., 2015; Khan et al.,
2015; Li et al., 2015). Além disso, a deteccdo dos ovos a curto alcance pode ser alterada pelos
agroguimicos, resultando no decréscimo do parasitismo. Os parasitoides, muitas vezes,
dependem de pistas quimicas ou de cores, onde se acredita que 0s produtos quimicos podem
alterar estas pistas (Vet and Dicke, 1992; Wackers and Lewis, 1999).

Assim, conclui-se que o T.pretiosum é capaz de encontrar 0s ovos de H. zea a curtas
distancias. O fato de o0s ovos estarem banhados com as cepas de Bt HD1 e HD11 ou com 0s
produtos comerciais Dipel® e Agree®™ néo altera a capacidade de a vespa os localizar.
Portanto, ambos agentes de controle bioldgico sdo compativeis e podem ser usados em
conjunto sem interferéncia negativa de um sobre o outro.

Através deste estudo, foi esclarecida a questdo acerca do uso conjunto de dois agentes de
controle biolégico no manejo de H. zea. No entanto, sdo necessarios estudos que avaliem se a
vespa apresenta 0 mesmo comportamento ao entrar em contato direto com os ovos, bem como

avaliar parametros como percentual de emergéncia e sobrevivéncia dos parasitoides
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descendentes oriundos dos ovos submetidos aos tratamentos com as cepas e produtos

comerciais propostos para estudo nesta pesquisa.
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ARTIGO 2

O PARASITISMO DE Trichogramma pretiosum E ALTERADO PELA PRESENCA
DE Bacillus thuringiensis EM OVOS DE Helicoverpa zea?

Artigo escrito conforme as normas do periodico Florida Entomologist Society.

RESUMO - O uso conjunto de téaticas de controle é um preceito fundamental do Manejo
Integrado de Pragas. O parasitoide de ovos Trichogramma pretiosum e a bactéria Bacillus
thuringiensis sdo exemplos de agentes de controle bioldgico usados, muitas vezes,
simultaneamente no campo. No entanto, sdo escassas informacGes sobre a
complementariedade ou antagonismo desses agentes de controle. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o parasitismo, emergéncia e sobrevivéncia de T. pretiosum em ovos de
Helicoverpa zea tratados com ce@gas de Bt (HD1, Bt kurstaki e HD11, Bt aizawai) e com
produtos comerciais de Bt (Agree® e Dipel®). Em teste de escolha realizado em placa de Petri,
ovos de H. zea banhados com cepas e produtos comerciais foram oferecidos as fémeas de T.
pretiosum. Os ovos foram tratados com a CL50 dos produtos comerciais e cepas estimada
para larvas de H. zea. Todos os tratamentos foram contrastados com a testemunha (ovos
banhados com &gua destilada). A presenca de Bt nos ovos ndo interferiu na escolha do T.
pretiosum, ndo afetando o parasitismo e emergéncia do parasitoide. A sobrevivéncia também
ndo foi alterada pelos tratamentos. Através deste estudo foi possivel constatar a
compatibilidade de uso conjunto do T. pretiosum e de Bt para o controle de H. zea. Este
trabalho pode ser um ponto de partida para a realizacdo de ensaios que avaliem a interferéncia
de outros produtos a base de Bt sobre parametros como razdo sexual, nimero de
individuos/ovos e parasitismo diério de Trichogramma spp.

Palavras-chave: Preferéncia de oviposicdo; parasitoides de ovos; bioinseticidas;
sobrevivéncia; compatibilidade; lagarta da espiga.
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IS Trichogramma pretiosum PARASITISM ALTERED BY THE PRESENCE OF Bacillus
thuringiensis ON Helicoverpa zea EGGS?

ABSTRACT - The joint use of control agents is a fundamental precept of Integrated Pest
Management. The egg parasitoid Trichogramma pretiosum and bacteria Bacillus thuringiensis
are examples of biological control agents often used simultaneously in the field. However,
there is little information on the complementarity or antagonism of these control tactics. This
study aimed to evaluate the parasitism, emergence and survival of T. pretiosum in eggs of
Helicoverpa zea treated with Bt strains (HD1, Bt kurstaki and HD11, Bt aizawai) and
commercial Bt formulations (Agree® and Dipel®). In the choice test conducted in a petri
dish, H. zea eggs bathed with strains and formulas were offered to T. pretiosum females. The
eggs were treated with the LC50 of formulas and strains estimated for three-day-old H. zea
larvae. All treatments were contrasted with the control (i.e. eggs bathed with deionized water).
The presence of Bt on the eggs did not influence the choice of T. pretiosum, affect parasitism
nor emergence of the parasitoid. Survival was also not affected by the treatments. These
results suggest compatibility of joint use of parasitoids and Bt to control H. zea. This work
was a starting point for conducting trials evaluating interference from other Bt based products
on parameters such as sex ratio, number of individuals/eggs and daily parasitism of
Trichogramma spp.

Key-words: Oviposition preference; egg parasitoids; biopesticides; survival; compatibility;
corn earworm.
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Introducdo

Parasitoides de ovos do género Trichogramma sdo os himenoOpteros mais estudados e
utilizados em todo 0 mundo, devido ao tempo curto de seu ciclo, facilidade de criagdo massal
e pela eficiéncia no controle de insetos praga (PARRA & ZUCHI, 2004), principalmente os
da ordem lepidoptera (Mills & Kuhlmann, 2004).

Na América do Sul sdo conhecidas cerca de 38 espécies de Trichogramma (Querino &
Zucchi, 2003). No Brasil, Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) é a espécie com maior distribuicdo geografica e € um exemplo do
sucesso no controle de Heliothis spp. e de outras espécies (Smith, 1996). Esta vespa, além de
apresentar ocorréncia natural em diversos cultivos perturbados por pragas, encontra-se
também disponivel comercialmente para aquisi¢do por produtores rurais, para a realizacéo de
liberagGes inundativas (Boo & Yang, 2000). No entanto, mesmo com toda sua eficiéncia, o
uso isolado ndo tem sido suficiente para o controle de pragas, necessitando, portanto de tatica
de controle complementar (Lundgren et al., 2002; Khan et al., 2015).

Além dos parasitoides, microrganismos também sdo importantes agentes de controle
bioldgico. O Bacillus thuringiensis (Bt), € considerado o principal entomopatégeno utilizado
no controle de pragas (Melo et al., 2014). O Bt é uma bactéria Gram-positiva naturalmente
encontrada no solo, na superficie das folhas (Valicente & Barreto, 2003; Raymond et al.,
2010), ou mesmo dentro da planta (Monnerat et al., 2009). Em condicdes de estresse, produz
inclusdes protéicas cristalinas (3-endotoxinas) conhecidas como proteinas Cry, que tém efeito
inseticida sobre insetos pragas das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Orthoptera dentre
outras (CRICKMORE, 1998; Xu et al., 2004, Pazos & Salamanca, 2007; Van
Frankenhuyzen, 2009). Atualmente, sdo mais de 700 toxinas Cry identificadas e nomeadas
com relacdo as suas sequéncias (Crickmore et al., 2016), além de disponiveis diversas
formulacBGes comerciais a base da bactéria para o uso no controle de pragas (Sanahuja et al.,
2011).

O modo de acdo do Bt em espécies da ordem lepdoptera, ocorre da seguinte maneira,
apos a ingestdo do Bt pelo inseto, os cristais sdo solubilizados em ph alcalino, liberando as
protoxinas que em presenca de enzimas digestivas, proteases, sdo convertidas em quatro ou
mais polipetideos toxicos (6 -endotoxinas). Em seguida as proteinas se ligam aos receptores

especificos do intestino médio formando poros na membrana, interferindo no balango i6nico e
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osmatico aumentando a permeabilidade da membrana. O aumento na absor¢do de 4gua causa
lise das células do intestino médio, ocasionando em morte do inseto (Copping & Menn,
2000).

Estes dois agentes de controle biologico, Trichogramma e Bt, sao utilizados
conjuntamente com frequéncia (Hwang et al., 2010; Ksentini et al., 2010; AMARO, 2015;
Sayed et al., 2015) e se mostram metodos alternativos ao uso de produtos organo-sintéticos,
além de serem usados como componentes de sistemas ambientais sustentaveis no Manejo
Integrado de Pragas (MIP). No entanto, ainda sdo necessarios estudos que consolidem a
compatibilidade desses dois agentes de controle quando usadas simultaneamente.

Trabalhos com testes de seletividade de produtos organo-sintéticos sobre parasitoides séo
muito comuns (Momanyi et al., 2012; Wang et al., 2012; Wang et al., 2014; Ko et al., 2015).
No entanto, existem poucos estudos sobre os efeitos de entomopatégenos sobre as vespas.
Além de escassos, esses trabalhos, em sua grande maioria, avaliam apenas os efeitos letais e
subletais de entomopatogenos e de extratos de plantas sobre os parasitoides (Garcia et al.,
2009; Poorjavad et al., 2014; Azizoglu et al., 2015; Singh et al., 2015; Potrich et al., 2015).

No entanto, ndo se tem avaliado 0s possiveis efeitos sobre 0 comportamento das vespas
frente a ovos banhados com Bt. Sendo assim, trabalhos como este sdo justificaveis, ja que, na
préatica, ambos agentes de controle de pragas agricolas sdo utilizados simultaneamente pelo
produtor e que o uso de inseticidas associados as liberacdes desse parasitoide pode interferir
no processo de localizacao, aceitacdo do hospedeiro e, consequentemente, em sua eficiéncia
(Pinto & Parra, 2002).

Vespas parasitoides usam pistas de curto alcance emitidas pelos proprio hospedeiro.
Estas pistas quimicas (aleloquimicos) sdo deixadas sobre ou em volta dos ovos ho momento
da oviposicao, e sdo oriundas de escamas, ou de substancias utilizadas para fixar 0s ovos ao
substrato (Bayram et al., 2010). Estas podem servir como cairoménios pelos parasitoides
(Milonas et al., 2009). Além de serem importantes na localizagdo e reconhecimento do ovo, 0
que consequentemente proporciona aumento no parasitismo (de Santis et al., 2008; Xu et al.,
2014; Mutyambai et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi o de avaliar o parasitismo, emergéncia e longevidade de T.
pretiosum em ovos de H. zea tratados com cepas e produtos comerciais de B. thuringiensis.
Testamos duas hipoteses nulas: A primeira foi que a presenca de B. thuringiensis néo altera a

preferéncia de T. pretiosum em parasitar ovos de H. zea. A segunda hipétese foi a de que os

34



pardmetros bioldgicos dos descendentes de T. pretiosum emergidos de ovos de H. zea tratados
com diferentes cepas de Bt ndo serédo alterados.
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Material e Métodos

Adultos de H. zea foram colocados em gaiolas confeccionadas com tubos de PVC (30
cm de diametro e 20 cm de altura) para a multiplicacdo. Dentro de cada gaiola foram inseridos
guardanapos (33 x 33 cm) para a oviposic¢do e dieta liquida (composta por 25 g de agucar, 1 ¢
acido ascérbico, 1 g de glicose de milho e 1 L de agua). Ap6s quatro dias, 0s guardanapos
com os ovos foram retirados, colocados em sacos plasticos e armazenados em sala com
temperatura controlada (25 £ 2 °C). Apés 48 horas, as larvas eclodidas foram transferidas
individualmente para copos plasticos de 50 mL contendo dieta artificial a base de feijdo
branco, farelo de soja, leite em pd, &gar puro, germe de trigo, levedura de cerveja, &cido
ascorbico (99%) e acido sorbico (99%) (Grenne et al., (1976) modificada). As lagartas se
desenvolveram nos copos até a fase adulta. Em seguida os adultos foram transferidos para a
gaiola onde ocorreu a continuidade do ciclo de criacdo (Vilela et al., 2014).

Foram utilizados os isolados de Bacillus thuringiensis, (HD 1), var. kurstaki e (HD-
11), var. aizawai, além dos produtos comerciais formulados, Agree® (25.000pl/mg de
poténcia, var. aizawai GC 91), fabricado por CERTIS USA, LLC e DiPel® WP (25.000
IU/mg), var. kurstaki (linhagem HD-1), fabricado por Abbott Laboratories. A estimativa da
CL 50 para as cepas e formulados foi realizada em trabalhos prévios ainda nao publicados. A
concentracéo requerida para ocasionar a mortalidade de 50% da populagéo de H. zea para os
formulados Agree®, Dipel® e as cepas HD 1 e HD 11 foram, 1,18x10’, 2,64x10°, 1,42x10° e
1,34x10°® esporos/mL, respectivamente.

Os individuos de T. pretiosum foram provenientes de ovos de Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), adquiridos da empresa Koppert Biological Systems e
mantidos em condicdes controladas até o inicio do experimento.

Cartelas de (3,0 x 0,5 cm) com 30 (trinta) ovos de H. zea (de aproximadamente 24h de
idade) foram preparadas para os ensaios com o0 auxilio um microscépio estereoscopio (50x) e
de um pincel fino. As cartelas foram preparadas da seguinte forma: As mariposas realizavam
a oviposigdo em guardanapos macios, onde os mesmos foram retirados, recortados no
tamanho padronizado (3,0 x 0,5 cm) e contados 0 nimero de ovos, eliminando 0s ovos em
excesso cuidadosamente a fim de conter um total de 30 ovos por cartela.

Em seguida as cartelas com os ovos foram imersas por 5 (cinco) segundos na solucao

de Bt, onde posteriormente foram deixados secando ao ar até que o liquido evaporasse
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completamente (adaptado de Souza et al., 2014). Para o tratamento controle, as cartelas foram
mergulhadas em agua deionizada, seguindo a mesma metodologia dos outros tratamentos. As
solugdes foram preparadas no dia da exposicdo. Foram utilizadas para banhar os ovos
oferecidos ao parasitoide a CL 50 estimada para os isolados e formulados realizados com as
lagartas no teste preliminar.

Para o teste de escolha duas cartelas com 30 ovos cada (3,0 x 0,5 cm), uma contendo
ovos banhados com agua destilada e outra com ovos banhados com o Bt, foram colocadas em
uma placa de Petri de 90 x 15 mm. Os tratamentos foram combinados para o teste da seguinte
forma: T1 — ovos + Agree® vs. controle; T2 — ovos + Dipel® vs. controle; T3 — ovos + Cepa
HD1 vs. controle; T4 — ovos + Cepa HD11 vs. controle.

Para cada fémea de T. pretiosum foram oferecidas duas cartelas com os devidos
tratamentos, espacadas a 10 mm entre si, possibilitando a livre escolha do parasitoide aos
ovos. Uma goticula de mel foi disponibilizada como alimento. Os ovos foram expostos ao
parasitismo por um periodo de 24 horas. Apos esse tempo, as duas cartelas de cada tratamento
foram retiradas e condicionadas em tubos de vidro separados e vedados com pléastico filme e
mantidas em condi¢bes controladas de 25+1 °C; 70% UR e 12h de fotofase. As fémeas
parasitoides foram em seguida descartadas.

As avalicOes foram realizadas diariamente até a morte dos individuos. Os parametros
avaliados foram o nimero de ovos parasitados (i.e. ovos escuros), o nimero de individuos que
emergiram e a longevidade dos descendentes (em dias). O nimero de ovos parasitados e de
individuos emergidos foram expressos em porcentagem. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 20 repeticdes para cada um dos quatro
tratamentos, totalizando 80 observagdes.

Nas andlises de porcentagem de parasitismo de T. pretiosum, foi utilizado o calculo
proposto por Luckmann et al. (2014), em que a porcentagem de parasitismo em cada
tratamento de Bt foi calculada pela equacdo POPtrat=(OPtrat/(OPtrat+OPtest))*100. Onde,
POPtrat = porcentagem de ovos parasitados no tratamento, OPtrat = nUmero de ovos
parasitados no tratamento e OPtest = nimero de ovos parasitados no controle. O percentual de
emergéncia foi calculado pela equacdo Pe = (Te/To) *100 , em que Pe = Percentagem de
emergéncia, Te = Total de emergidos, To = Total de ovos parasitados. Os dados de
porcentagem foram transformados usando a funcdo Arco seno x/100 na tentativa, atender a

homogeneidade das variancias, como pressuposicdes da ANOVA. Para analise de
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sobrevivéncia, utilizou-se o procedimento descrito por Crawley (2013) para a distribuicdo de
Kaplan-Meier. Todas as analises foram realizadas utilizando o ambiente estatistico R (R

Development Core Team. R: 2011), tendo 5% como nivel de significancia.
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Resultados

Os tratamentos de ovos de H. zea com os formulados Agree®, Dipel® e as cepas HD1 e

HD11 de B. thuringiensis ndo afetaram a porcentagem de parasitismo (F 7= 1,13; p= 0,34) e

emergéncia (F7100= 1,43; p=0,20) de T. pretiosum quando comparado ao controle (Fig. 1).
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Fig. 1. Porcentagem de parasitismo (A) e emergéncia (B) de Trichogramma pretiosum em ovos de
Helicoverpa zea tratados com dois formulados (Agree® e Dipel®) e duas cepas (HD1 e HD11) de

Bacillus thuringiensis. Sete Lagoas, MG.
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Fig. 2. Sobrevivéncia de Trichogramma pretiosum emergidos de ovos de Helicoverpa zea tratados
com dois formulados (Agree® e Dipel®) e duas cepas (HD1 e HD11) de Bacillus thuringiensis e
respectivos controles. Sete Lagoas, MG.

Os tratamentos de ovos de H. zea com os produtos comerciais Agree®, Dipel® e as cepas
HD1 e HD11 de B. thuringiensis ndo afetaram a sobrevivéncia de individuos de T. pretiosum

emergidos desses ovos, quando comparados ao controle (Fig. 2).
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Discussao

A presenca dos produtos comerciais Agree® e Dipel® e das cepas de Bt (HD1 e HD11)
sobre os ovos de H. zea ndo interferiu no parasitismo, emergéncia e sobrevivéncia das vespas
parasitoides. Tais resultados sugerem fortemente que os agentes de controle bioldgico, o Bt e
0 parasitoide T. pretiosum, podem ser usados em conjunto. A auséncia de diferenca entre os
tratamentos, inclusive para os produtos comerciais, demonstra que a CL50 correspondente a
H. zea nédo afeta os parametros avaliados.

Parasitoides de ovos realizam uma avaliacao criteriosa nos ovos do hospedeiro com suas
antenas. As vespas examinam 0s ovos para certificarem que sua progénie se desenvolva em
um hospedeiro capaz de proporcionar aos descendentes condigdes adequadas de
desenvolvimento (Vinson, 1997; Consumano et al., 2012). Espécies de Trichogramma usam
pistas quimicas e visuais para a localizacdo do hospedeiro (Pak et al., 1991).

Contudo, os bioinseticidas podem influenciar na escolha dos ovos, pela modificagédo na
cor, forma, textura, ou odor do hospedeiro (Magalhaes et al., 1998). Fémeas de T. pretiosum
sdo capazes de detectar substancias prejudiciais ou repelentes depositadas sobre o hospedeiro
(Vinson, 1997). Para isso, além do uso das antenas, fémeas de T. pretiosum inserem seu
ovipositor nos ovos do hospedeiro para um teste de prova da verificagdo da qualidade
nutricional e deteccdo de substancias nocivas no ovo. Quando favoraveis as condigdes do
hospedeiro, o parasitismo é realizado (Consoli & Vinson, 2009).

Observamos que, mesmo proporcionando livre escolha ao parasitoide, tanto aos ovos
limpos, quanto aos banhados pelos tratamentos com as solucbes de Bt, ndo houve
interferéncia do tratamento com Bt na escolha da vespa em parasitar, uma vez que nao houve
diferenca significativa entre a porcentagem de ovos parasitados tratados e aqueles com agua.
Isso indica que, possivelmente, as cepas e produtos comerciais ndo alteraram as pistas
quimicas usadas pelo T. pretiosum. E mesmo que tenha ocorrido alguma alteracdo nestas
pistas, o parasitoide foi capaz de localizar seu hospedeiro, realizar a avaliagdo sobre os ovos e
efetuar o parasitismo. Como ndo foi encontrado efeito negativo na porcentagem de
parasitismo, presumimos que o Bt ndo causou repeléncia ou apresentou prejuizo ao

parasitoide.
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Polanczyk et al. (2006), ao alimentarem Trichogramma pratissolii e T. pretiosum com
dieta contendo cepas de Bt, ndo observaram diferenca significativa no parasitismo diario das
vespas alimentadas apenas com mel.

Alguns trabalhos mostram que o uso do Bt ndo afeta negativamente parametros como
parasitismo, emergéncia e longevidade de outras espécies de Trichogramma (Salama & Zaki,
1985; Takada et al. 2001; Vieira et al., 2001; Zhu et al., 2009; Wang et al., 2012).

Azizoglu et al., (2015) ao alimentarem fémeas adultas de Trichogramma evanescens com
dieta contendo esporos de Bt, ndo observaram alteracdes na longevidade em comparacao ao
controle. Amaro et al., (2015), em um estudo expondo ovos do hospedeiro Anagasta
kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), a pupa e os adultos do parasitoide aos
formulados Agree® e Dipel® também ndo observaram efeitos negativos em T. pretiosum.

Potrich et al. (2015) concluiram que a emergéncia e longevidade dos adultos de T.
pretiosum ndo diferiu do controle quando os ovos foram pulverizados com os isolados de Bt.
Takada et al., (2001) também ndo observaram efeitos negativos de Bacillus thuringiensis
sobre a emergéncia de Trichogramma dendrolimi. Biondi et al. (2013) também chegaram a
essa conclusdo, ao estudar os efeitos do Bt var. Kurstaki sobre a emergéncia do parasitoide de
ovos Bracon nigricans. Os resultados desses trabalhos corroboram com 0s nossos. No
entanto, é importante resaltr que avaliamos os possiveis efeitos do Bt sobre as vespas por
meio de uma metodologia diferente das acima citadas, proporcionando ao parasitoide a livre
escolha pelos ovos tratados ou nao.

A emergéncia dos adultos de T. pretiosum ndo foi afetada pela exposi¢do dos ovos aos
tratamentos. A falta de efeito dos produtos sobre a emergéncia das vespas pode ter sido
devido o hospedeiro servir como uma protecdo a progénie e/ou pelo o Bt ndo ser nocivo aos
parasitoides. As vespas podem ingerir a bactéria pulverizada sobre o hospedeiro para a
emergéncia ao mastigar o cérion do ovo (Biondi et al., 2013). No entanto, mesmo que a vespa
tenha ingerindo a bactéria, ela ndo causou danos aos parasitoides. Acreditamos que 0s
parametros ndo foram alterados, na comparacdo com o controle, pelo fato de o Bt ser um
entomopatogeno de acdo especifica a insetos alvo (Tabashnik et al., 2015).

A longevidade também ndo foi afetada pela presenca dos esporos de Bt nos ovos, 0 que
sugere que os produtos comerciais e cepas ndo altera a qualidade nutricional, como discutido
por (Amichot et al., 2016). Segundo esse trabalho, a presenca do esporo da bactéria poderia

aumentar a sobrevivéncia das vespas. Associamos essa melhora nutricional devido ao fato de,
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ao consumir o contetdo interno e os tecidos do hospedeiro, os parasitoides adquirirem
aminoacidos, lipidios e proteinas. Alguns autores discutem que certos produtos utilizados na
agricultura podem proporcionar aumento nutricional que, por ventura, podem ocasionar
aumento na longevidade dos individuos oriundo dos ovos (Jervis et al., 1986; Amichot et al.,
2016). Contudo, os parasitoides que se desenvolvem em ovos menos nutritivos ou nos quais
os produtos utilizados interferem na disponibilidade nutricional podem emergir menos
vigorosos e com menor longevidade (Potrich, 2010). No entanto, como ja discutido, isso ndo
foi observado nesse trabalho.

Contudo, outros estudos mostram resultados contrérios ao nosso para outras espécies de
Trichogramma. Vaez et al., (2013) observaram que esporos de Bt afetaram negativamente a
eficiéncia do comportamento de busca de Trichogramma brassicae. Amichot et al., (2016)
verificaram aumento na longevidade de Trichogramma chilonis na comparagdo com o
controle. Acreditamos que, embora os trabalhos acima tenham usado o mesmo produto
formulado, Dipel®, os resultados foram opostos ao nosso devido a diferentes metodologias,
espécie do parasitoide avaliada e condi¢BGes experimentais.

Ksentini et al. (2010) analisando o efeito de Bt, deltamethrin e spinosad, em
Trichogramma cacoeciae, Trichogramma bourarachae e T. evanescens também verificaram
toxicidade de Bt sobre vérios parasitoides. Pratissoli et al., (2006), também encontraram
efeitos negativos sobre a emergéncia da progénie de T. pratissolii alimentados com isolados
de Bt.

Relatados com outros entomopatégenos, a exemplo, Beauveria bassiana e Metarhizium
anisopliae (Samuels et al., 2002, Rampelotti et al., 2007; Potrich et al., 2015). Com o0 virus
ACMNPV em testes de livre escolha (Navarro, 1998). E também com produtos naturais a base
de sementes de nim (Goncalves-Gervasio & Vendramim, 2004; Hohmann et al., 2010).
Mostram que estes agentes de controle biologico afetam negativamente espécies de
Trichogramma.

Alguns autores encontraram agéo repelente de piretroides sobre fémeas de T. pretiosum e
outros parasitoides (Jacobs et al., 1984;. Singh & Varma, 1986). Isso porque 0 uso de organo-
sintéticos pode afetar a orientacdo olfativa, resultando em uma baixa capacidade de localizar
seus hospedeiros (Desneux et al, 2004; Bayram et al., 2010; Momanyi et al., 2012; Amaro et
al., 2015).
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Acreditamos que a insercdo de mais de um agente de controle deve ser feita de forma
cuidadosa. Pesquisas ainda devem ser realizadas no sentido de responder qual 0 momento de
inserir cada organismo no campo. Sabemos que as vespas eliminam a praga interrompendo
seu desenvolvimento larval e o Bt as combate na fase inicial de larva. Entdo qual o momento
de aplicar os bioinseticidas e de liberar as vespas no campo? O fato do Bt néo ter apresentado
efeitos prejudiciais aos parasitoides deve ser considerado na elaboragdo de estratégias de MIP
envolvendo esses dois inimigos naturais. Pois produtos a base de Bt sdo empregados
atualmente contra cerca de 170 espécies de lepidopteros-praga (Glare & O’Callagham, 2000).

Resultados divergentes nos levam a pensar que novos trabalhos devem ser conduzidos
com o0 objetivo de responder a algumas perguntas: O Bt influenciard na longevidade das
vespas adultas se as mesmas forem alimentadas com o esporo diretamente ou mastigando o
corion do ovo também contendo o esporo de Bt? O percentual de parasitismo serd 0 mesmo
trabalhando com a mesma espécie de bactéria, mas com uma abordagem diferente, ou seja,
com diversas metodologias? O presente trabalho nos levou a perceber que ha divergéncias de
resultados, muitas vezes com o mesmo formulado de Bt devido as diversas maneiras de
conducéo dos trabalhos. Portanto isso abre possibilidades para novas pesquisas utilizando as
metodologias testadas nos estudos citados e para a necessidade de padronizagdo dessas
metodologias.
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CONSIDERACOES FINAIS

Ovos de Helicoverpa zea banhados com as cepas de Bt, HD1 e HD11 e os formulados
Dipel® e Agree® nio alteram a resposta olfativa de Trichogramma pretiosum. Constatamos
que o T. pretiosum localiza os ovos na auséncia da planta hospedeira, & curta distancia. Cepas
HD 1 e HD 11 e formulados Agree® e Dipel®, & base de Bt, sobre ovos de H. zea nio
interferem no parasitismo, emergéncia e sobrevivéncia de T. pretiosum.

Tais resultados sugerem fortemente que as taticas de controle bioldégico microbiano com
Bt e o parasitoide T. pretiosum sdo compativeis e podem ser usadas em conjunto sem
interferéncia negativa de uma sobre a outra. Este € o primeiro relato avaliando a resposta
olfativa, emergéncia e parasitismo de T. pretiosum a ovos de H. zea com a presenca de cepas

e formulados & base de Bt.
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