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RESUMO

ROLIM, Gabriela da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019. Efeitos
sub-letais de Bacillus thuringiensis variedade kurstaki sobre Palmistichus elaeisis e
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Orientador: José Cola Zanuncio.
Coorientadores: Genésio Tamara Ribeiro, Luis Carlos Martinez Castrillon e Rosa Angelica
Plata Rueda.

Os endoparasitoides Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) e
Tetrastichus howardi OIlliff (Hymenoptera: Eulophidae) sdo utilizados no controle de
lepidopteros desfolhadores. Inseticidas podem reduzir a manutengdo de inimigos naturais em
campo, mas produtos bioldgicos, como o Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), representam
uma alternativa ecologica para o manejo de insetos-praga e interagdes Br-inimigos naturais
devem ser estudadas. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos colaterais causados pelo
Bt na geracdo parental (F;) e prole (F,) de P. elaeisis e T. howardi parasitando Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel e resistente. A toxicidade do Bt
foi avaliada em lagartas suscetiveis de terceiro instar de S. frugiperda. Essas lagartas foram
expostas a concentragdes letais (CLsg € CLog) do Bt e parasitadas por P. elaeisis e T. howardi.
A longevidade, produgdo de imaturos, resposta comportamental e desempenho reprodutivo de
P. elaeisis e T. howardi foram mensuradas. O Bt reduziu a producdo de imaturos e exibiu
atividade repelente sobre P. elaeisis ¢ T. howardi. A sobrevivéncia desses parasitoides,
parasitando lagartas que ingeriram o Bt foi menor nas F; e F, para ambos os sexos. O
desempenho reprodutivo de P. elaesis € T. howardi foi menor tanto em pupas suscetiveis
quanto resistentes (expostas ao Bt) de S. frugiperda. O bioinseticida reduz o comportamento
de busca e parametros reprodutivos de P. elaeisis € T. howardi emergidos de pupas de S.
frugiperda suscetiveis e resistentes ao Bt sugerindo uma baixa compatibilidade entre Bt ¢ o

parasitoide.
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ABSTRACT

ROLIM, Gabriela da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Sublethal
effects of Bacillus thuringiensis var. kurstaki on Palmistichus elaeisis and Tetrastichus
howardi (Hymenoptera: Eulophidae). Adviser: José Cola Zanuncio. Co-advisers: Genésio
Tamara Ribeiro, Luis Carlos Martinez Castrillon and Rosa Angelica Plata Rueda.

The endoparasitoids, Palmistichus elaeisis Delvare and LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae)
and Tetrastichus howardi OIlliff (Hymenoptera: Eulophidae) are used to control of
lepidopteran defoliating. Insecticides may reduce the maintenance of natural enemies in the
field, but biological agents such as Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) represents an
ecological alternative for pest management, and Br-natural enemy interactions should be
studied. The objective of this work was to evaluate the sublethal effects caused by Bt on the
parental (F;) and offspring (F») of P. elaeisis and T. howardi parasitizing susceptible and
resistant Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Bt toxicity was
evaluated in the third instar larvae susceptible of S. frugiperda. These larvae were exposed to
lethal concentrations (LCsy and LCyqg) of Btf and parasitized by P. elaeisis and T. howardi.
Longevity, immature production, behavioral response, and reproductive performance of P.
elaeisis and T. howardi were measured. Bt reduced immature production and exhibited
repellent activity on P. elaeisis and T. howardi. The survival of these parasitoids, parasitizing
pupa that ingested Bt was lower in F; and F, for both sexes. The reproductive performance of
P. elaesis and T. howardi was lower in both susceptible and resistant (exposed to Bf) pupae of
S. frugiperda. Bacillus thuringiensis reduces the search behavior and reproductive parameters
of P. elaeisis and T. howardi emerged from susceptible and Br-resistant S. frugiperda pupae,

suggesting a low compatibility between Bt and these parasitoids.
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1. INTRODUCAO GERAL

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ um inseto mais importante das
Américas, e se tornou praga invasora na Africa e Asia (Montezano et al., 2018). O inseto é
polifago e cosmopolita, que se alimenta de uma ampla gama de espécies vegetais cultivadas
(Casmuz et al. 2010; Kenis et al., 2019), porém seu maior dano ¢ observado em Poaceae
(Bueno et al., 2011; Hardke et al., 2015), sendo registrada no arroz (Oryza sativa) e milho
(Zea mays) (Yang et al., 2017; Zuleta-Castro et al., 2017). No milho, as lagartas de S.
frugiperda podem ser encontradas em todo o dossel da planta, causando prejuizos desde a fase
de emergéncia das plantulas até a fase reprodutiva (Rodrigues-Del-Bosque et al., 2011). Esse
inseto ¢ exotico do hemisfério ocidental, com rapida disseminagdo devido a elevada
capacidade de dispersao dos adultos (Barros et al., 2010).

O controle de S. frugiperda ainda ¢ baseado no uso de inseticidas, onde o grau de
seletividade aos inimigos naturais, nem sempre ¢ considerado (Toscano et al., 2012),
limitando a intera¢do do controle quimico com o bioldgico (Brunner, 1994). Os principais
produtos quimicos registrados para o controle desta praga sdo os benzoilureias, espinosinas,
metilcarbamato de oxima, organofosforados e piretroides (Agrofit, 2019). Novos produtos
sdo, constantemente, desenvolvidos para o controle de insetos pragas, reduzindo os indices de
resisténcia das pragas, e os danos ao ambiente (Sparks, 2013). Substancias de origem vegetal
e agentes entomopatogénicos sdo boas alternativas, por serem seletivos, eficazes contra varias
espécies de pragas e a estratégia mais segura para o homem e organismos ndo-alvo (Rattan,
2010).

Alternativas mais ecologicas que minimizem as perdas geradas por insetos
considerados pragas sdo necessarias. O controle bioldgico aplicado, por meio do uso de
medidas dentro de um programa de manejo integrado de pragas, promove a conserva¢do do
ambiente e a multiplicacdo de inimigos naturais (Moura e Moura, 2011). Os parasitoides
(Pratissoli et al., 2005) e entomopatogenos (Nava et al., 2006).

Os bioinseticidas produzidos a partir da bactéria Bacillus thuringiensis sdo utilizados
desde a segunda metade do século XX (Rosas-Garcia, 2009; Sanahuja et al., 2011). As
propriedades do Bt a uma ampla gama de insetos ocorrem em razao das proteinas cristalinas
(Cry) produzidas durante a esporulacdo (Palma et al., 2014). As toxinas de Bt promove a
ruptura das células do epitélio do intestino médio dos insetos suscetiveis, causando um

desequilibrio no balango osmético destas células (Vachon et al., 2012).



As plantas transgénicas que expressam as proteinas Cry derivadas do Bacillus
thuringiensis (Bf) s3o uma ferramenta importante para protecdo as plantas contra imaturos da
ordem Lepidoptera, principalmente para o controle de S. frugiperda (Sanahuja et al., 2011).
Porém, a exposi¢ao continua de insetos a plantas transgénicas pode contribuir para resisténcia
da populagdo de pragas (Baranek et al., 2017). Em situagdes de populacdes resistentes de S.
frugiperda, utiliza-se culturas transgénicas que produzem duas ou mais toxinas de Bt ativas
para retardar a evolugao da resisténcia (Santos-Amaya et al., 2015).

O manejo de pragas utilizando plantas transgénicas, as vezes, nao € possivel, no caso
de florestas, ou ¢ restrita por lei (Baranek et al., 2017). Com isso, uma alternativa promissora
para o controle bioldgico aplicado ¢ a utilizagdo de parasitoides, por representarem baixos
custos, eficiéncia e menor risco para o ambiente (Barrat et al., 2010; Favero et al., 2013). Para
S. frugiperda sao relatadas 150 espécies de parasitoides, distribuidos em 13 familias (Molina-
Ochoa et al., 2003). Sendo mais comuns as espécies que parasitam ovos ou lagartas, como
Braconidae, Eulophidae, Ichneumonidae e Trichogrammatidae (Hoballah et al., 2004;
Zanuncio et al., 2008).

Interacdes entre Bacillus thuringiensis e parasitoides, ainda ¢ pouco estudado. Os
impactos sdo indiretos, sendo intermediado pelo hospedeiro, resultando em efeitos sobre os
parametros reprodutivos desses inimigos naturais, como reproducdo, tamanho da progénie e
tempo de desenvolvimento (Vojtech et al., 2005; Romeis et al., 2006). Um estudo com milho
Bt mostrou que plantas transgénicas podem ter um efeito negativo nos pardmetros da historia
de vida do parasitoide Tetrastichus howardi Olliff (Hymenoptera: Eulophidae), mediado
através das pupas do herbivoro Chilo partellus Swinhoe (Lepidoptera: Crambidae) (Prutz et
al., 2004). O uso do Bacillus thuringiensis aplicado em campo em mudas de repolho
(Brassica oleracea L. var. capitata) ndo afetou as taxas de parasitismo em Plutella xylostella,
porém houve uma reducdo da diversidade de seus parasitoides, independentemente dos
regimes de aplicacdo (Bopape et al., 2014). O presente trabalho teve como objetivo
determinar a toxicidade de Bt para larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) de terceiro
instar suscetiveis e os efeitos colaterais de Bt sobre os parasitoides de pupas Palmistichus
elaeisis (Delvare e LaSalle) e Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae)

parasitando pupas de S. frugiperda suscetiveis e resistentes a Bt.
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CAPITULO 1
*Submetido a revista: Ecotoxicology and Environmental Safety

Efeitos colaterais causados por Bacillus thuringiensis ao parasitoide Palmistichus elaeisis

(Hymenoptera: Eulophidae)

Resumo: O endoparasitoide Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle (Hymenoptera:
Eulophidae) ¢ utilizado no controle de lepidopteros desfolhadores. Inseticidas podem reduzir
a manutencdo de inimigos naturais em campo, mas produtos bioldgicos, como o Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt), representam uma alternativa ecologica para o manejo de insetos-
praga e interacdes Br-inimigos naturais devem ser estudadas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos sub-letais causados pelo Bt na geracdo parental (F,) e prole (F,) de P.
elaeisis parasitando Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel e
resistente. A toxicidade do Bt foi avaliada em lagartas suscetiveis de terceiro instar de S.
frugiperda. Essas lagartas foram expostas a concentragdes letais (CLsyp e CLoy) do Bt e
parasitadas por P. elaeisis. A longevidade, producdo de imaturos, resposta comportamental e
reproducdo desse parasitoide foram avaliadas. O Bt reduziu a produ¢do de imaturos e exibiu
atividade repelente sobre P. elaeisis. A sobrevivéncia desse parasitoide, parasitando pupas
oriundas de lagartas que ingeriram o Bt foi menor nas F; e F, para ambos os sexos. O
desempenho de P. elaesis foi menor em pupas suscetiveis ou resistentes (expostas ao Br) de S.
frugiperda. O bioinseticida reduz o comportamento de busca e pardmetros reprodutivos de P.
elaeisis emergidos de pupas de S. frugiperda suscetiveis e resistentes ao Bt reduz
compatibilidade entre o Bt e o parasitoide.

Palavras-chave: Compatibilidade com inseticidas, desempenho reprodutivo, parasitoides,

performance de parasitismo, resposta comportamental, sobrevivéncia

1. Introducao

Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregario que se desenvolve em pupas de coledpteros e lepiddpteros (Zanuncio
et al., 2008; Barbosa et al., 2016). Fémeas de P. elaeisis depositam seus ovos em pupas € suas
larvas se alimentam dos 6rgdos internos do hospedeiro (Soares et al., 2009). Esse parasitoide ¢
nativo da regido Neotropical e tem habito polifago, sendo relatado em lepidopteros de

importancia econdmica como Anticarsia gemmatalis Hiibner (Noctuidae) (Pereira et al.,
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2013), Diaphania hyalinata Linnaeus (Crambidae) (Pratissoli et al., 2007), Psorocampa
denticulata Schaus (Notodontidae) (Zanuncio et al., 2015), Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Noctuidae) (Bittencourt & Berti-Filho, 1999), e Thyrinteina arnobia (Stoll)
(Geometridae) (Barbosa et al., 2016), caracterizando-se como potencial agente de controle
bioldgico.

O uso de inimigos naturais em programas de manejo integrado de pragas (MIP)
necessita da compatibilidade com outros métodos de controle (Zanuncio et al., 2016;
Alcantara-de La Cruz et al., 2017; Martinez et al., 2018a). O controle quimico ¢ o método
mais comumente usado para controlar insetos-praga e a seletividade e impacto de inseticidas
em inimigos naturais favorece o MIP em varias culturas (Desneux et al., 2007). Entretanto,
efeitos colaterais a saude humana, organismos ndo alvos e ao meio ambiente indicam a
necessidade de se reduzir o uso de inseticidas (Desneux et al., 2007; Nicholson, 2007;
Pedlowski et al., 2012). Nos parasitoides, a exposi¢do a inseticidas pode causar efeito letal ou
fisiologico afetando o desenvolvimento, longevidade e fecundidade, além de alterar a taxa do
parasitismo (Alcantara-de La Cruz et al., 2017), por tanto, a utilizagdo dos inseticidas devem
ser compativeis com agentes de controle bioldgico (Zanuncio et al., 2016; Alcéntara-de La
Cruz et al., 2017; Martinez et al., 2018a).

Bacillus thuringiensis (Bf) ¢ uma bactéria gram-positiva, em forma de bastonete, que
durante a esporulacdo produz proteinas de inclusdo intracelular cristalina (Cry) toxica para
insetos (Bravo et al., 2011). Os cristais sdo dissolvidos e as protoxinas ativadas por proteases
formam poros na membrana do intestino médio, provocando septicemia e morte do inseto
(Oestergaard et al., 2007; Bravo et al., 2007). Variedades especificas do Bt para grupos de
insetos-alvos t€ém menores efeitos toxicos a vertebrados e impacto ambiental (Bravo et al.,
2011). Neste contexto, o corpos parasporais de Bt, var. kurstaki estdo entre os mais utilizados
no manejo de lepidopteros (Sanahuja et al., 2011). Existe variedade de estirpes e toxinas Bt
usada para a produgdo de bioinseticidas e o desenvolvimento de plantas transgénicas (Romeis
et al., 2006).

Plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas Cry revoluciona o MIP
em diferentes culturas (Sanahuja et al., 2011; Flagel et al., 2018). A exposi¢do continua de
insetos a plantas transgénicas pode favorecer surtos de pragas resistentes (Baranek et al.,
2017), mas a expressao de duas ou mais toxinas Bt ativas, pode retardar este processo (Santos-
Amaya et al., 2015). Uma alternativa promissora ¢ a utilizagcdo conjunta de parasitoides e Bt

no controle bioldgico aplicado, por ter baixos custos, eficiéncia e menor risco para o ambiente
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(Barrat et al., 2010). Embora, os impactos causados pelo B a parasitoides nos parametros
reprodutivos, tamanho da progénie e tempo de desenvolvimento (Vojtech et al., 2005; Romeis
et al., 2006) ainda sao desconhecidos.

O objetivo de este estudo foi avaliar os efeitos colaterais em P. elaeisis parasitando

pupas de S. frugiperda, suscetiveis e resistentes ao Bt e expostas a esse bioinseticida.

2. Material e Métodos
2.1 Insetos

Individuos de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), P. elaeisis, e S.
frugiperda suscetivel a Bt foram obtidos de criagdes mantidas no Laboratério de Controle
Biologico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais, Brasil).
Individuos de T. molitor foram mantidos em caixas plasticas (60 x 40 X 12 cm) com
temperatura de 25 + 1°C, 70 = 10% UR e fotoperiodo de 12:12 h [L:D]. Larvas e adultos
foram alimentados ad libitum com farelo de trigo (12% de proteina, 2% de lipidios, 75% de
carboidratos e 11% de mineral/agucar), pedacos de cana-de-actcar (Saccharum officinarum
Linnaeus) e chuchu (Sechium edule Swartz) até a pupagao.

Na criagdo massal do parasitoide, pupas de 7. molitor foram colocadas em tubos de
vidro fechados com tela “voile” contendo adultos de P. elaeisis previamente copulados por 24
h. Apds a parasitizagdo das pupas, adultos emergidos de P. elaeisis (24 h de idade) foram
alimentados com mel puro e mantidos em tubos de vidro (14 x 2,2 cm) em sala aclimatada
(25 £2°C, 70 = 10% UR e fotoperiodo de 12:12 h [L:D]).

Lagartas de S. frugiperda, suscetiveis ou resistentes, foram criadas separadamente, em
potes de polietileno (15 x 9 cm), alimentadas com dieta artificial constituida por 6,2 g de agar,
15,2 g de levedura de cerveja, 23,7 g de gérmen de trigo, 50 g de feijdo, 15,3 g de acido
ascorbico, 0,5 g de acido sorbico, 1 g de nipagim e 1,2 mL de solugdo de inibidora (41,8% de
acido propionico e 4,2% de acido fosforico), em sala a 25 = 2 °C, 75 + 5% de umidade
relativa e fotofase de 12 horas. Spodoptera frugiperda, resistente ao Bt, foi coletada em milho

(30F35H DuPont Pioneer®, Santa Cruz do Sul, Brasil) expressando proteinas CrylF.

2.2 Teste de concentracio-mortalidade

Bacillus thuringiensis (Bt), variedade kurstaki, linhagem HD-1 (Dipel®, Abbot
Laboratories Chemical e Agricultural Products Division, North Chicago, IL, USA) foi diluido
em 1L de 4gua destilada produzindo uma solugdo estoque, ajustando 100 g L' e obtendo as

concentragdes necessarias. Seis concentragdes de Bt foram preparadas e usadas para avaliar a
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toxicidade do bioinseticida e determinar os pontos toxicoldgicos relevantes, diluigdes em serie
de concentracdes (1,562, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 mg mL'l) foram usadas para determinar
relagdo concentragio-mortalidade e concentragdo letal (CL). Agua destilada foi usada como
controle. Cada solucao (2 uL) foi aplicada sob 1 g de dieta artificial. Trés replicas de trinta
lagartas de terceiro instar de S. frugiperda suscetiveis foram individualizadas por placa de
Petri (90 % 1,5 mm) e utilizadas por cada concentragdo. O numero de lagartas mortas foi

contabilizado apds exposi¢do ao Bt por 8 dias.

2.3 Teste de tempo-mortalidade

Lagartas de terceiro instar de S. frugiperda suscetiveis foram individualizadas por
placa de Petri e expostas as quatro concentragdes de Bt (CL,s, CLso, CL75 e CLog)
determinadas pelo teste de concentracdo-mortalidade, além do controle com 4gua destilada.
Os procedimentos de exposicao e condigdes foram feitos como descrito acima para o teste de
concentragdo-mortalidade. O numero de insetos que sobreviveram foi registrado a cada 12 h
por 8 dias. Quatro réplicas de 30 insetos foram usadas para cada concentragdo de inseticida

seguindo um delineamento inteiramente casualizado.

2.4 Producio de imaturos de P. elaeisis

Lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, suscetiveis ou resistentes, foram tratadas
com Bt usando a CLsy e CLyy estimada além de um controle com agua destilada. A seguir,
pupas (suscetiveis e resistentes) tratadas foram expostas ao parasitismo e imaturos (larvas e
pupas) de P. elaeisis foram obtidos. Cada tratamento teve trés repeticdes com 10 pupas de 24
h em delineamento inteiramente casualizado. As pupas parasitadas por P. elaesis foram
individualizadas em frascos de vidro (2,5 cm % 8 cm) e radiografadas usando um sistema de
radiografia de espécimes MX-20 equipado com uma camera digital de 14 bits (Faxitron X-
Ray Corp., Wheeling, IL, EUA). A localizagdao de cada parasitoide dentro da pupa de S.
frugiperda foi gravada digitalmente durante todo o desenvolvimento dos imaturos em 5, 10,
15 e 20 dias apds parasitacdo. O nimero de larvas e pupas de P. elaesisis vivas por pupa foi

registrado.

2.5 Resposta comportamental
Adultos de P. elaesis foram colocados em uma placa de Petri (90 x 15 mm) com disco
de papel de filtro (9 cm em didmetro com porosidade de 3 pum, 0,5% de teor de cinzas, e

densidade de 80 g/m?) (Nalgon Equip. Cientificos, Itupeva, SP, Brasil) fixado no fundo da
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placa de Petri com cola sintética. Bioensaios de resposta comportamental foram realizados em
arenas em que metade foi tratada com 1 mL de Bt dissolvido em agua destilada (LCsy ou
LCy); a outra metade tratada apenas com agua destilada foi utilizada como controle. Um
adulto de P. elaesis foi liberado no centro da placa de Petri (no papel filtro) e mantido por 10
min. Vinte insetos foram utilizados para cada concentracdo letal, em um delineamento
inteiramente casualizado. Cada inseto com atividade locomotora dentro da placa de Petri foi
gravado usando uma filmadora digital (XL1 3CCD NTSC, Canon, Lake Success, NY, EUA)
equipado com Lente de video 16x (ZoomXL 5.5-88 mm, Canon). O sistema de rastreamento
de video (ViewPoint LifeSciences, Montreal, Quebec, Canadd) foi usado para analisar os
videos e medir nos insetos a distdncia percorrida ¢ o tempo de parada em cada metade da
placa de Petri. Insetos que gastaram <1 s na metade tratada com inseticida da arena foram
considerados repelidos, enquanto aqueles que gastaram <50% do tempo na superficie tratada

com Bt foram considerados irritados (Fiaz et al., 2018; Plata-Rueda et al. 2019a).

2.6 Sobrevivéncia do parasitoide em F; e F,

Vinte e cinco pupas de S. frugiperda suscetiveis ou resistentes com 24 h de idade
tratadas com a CLsp e CLgg estimada do Bt foram expostas, individualmente, por 96 h ao
parasitismo por dois casais de P. elaeisis com 72 h de idade em tubo de vidro (14 x 2,2 cm)
tampado com algoddo, alimentados com mel e mantidos em ambiente com temperatura de 25
+ 2°C e fotofase de 12 h. Apds o parasitismo, as pupas foram mantidas nos tubos vidro até a
emergéncia dos parasitoides. O numero de parasitoides adultos que sobreviveram, separados

por sexo, foi contabilizado diariamente. As avaliagdes foram realizadas por duas geragoes.

2.7 Desempenho reprodutivo do parasitoide

Uma pupa de S. frugiperda suscetivel ou resistente tratada com a CLsy e CLgg
estimada do Bt foram expostas por 96 h ao parasitismo por dois casais de P. elaeisis com 72 h
de idade em tubo de vidro (14 x 2,2 cm) com uma gota de mel, tampado com algodao, em
ambiente com temperatura de 25 + 2 °C e fotofase de 14 horas. Quinze repetigdes foram
utilizadas por pupa (suscetivel ou resistente) e os tubos mantidos nessas condigdes até a
emergéncia do parasitoide ou do hospedeiro. O niimero de parasitoides emergido, tempo de
desenvolvimento (ovo-adulto) e razdo sexual (numero de fémeas/machos + fémeas) foi

determinado por duas geragdes (F; e F»).
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2.8 Analise estatistica

Os dados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a andlise probit, gerando
uma curva concentragao-mortalidade (Finney, 1964). Os dados de tempo-mortalidade foram
submetidos a analise de sobrevivéncia usando o estimador Kaplan-Meier (log-rank test)
através do software Origin Pro v. 9.1. (OriginLab Corporation, 2013). Dados dos parasitoides
que sobreviveram até o final do experimento foram tratados como censurados. A producao de
parasitoides e os dados de resposta comportamental foram analisados por anélise
unidirecional de variancia (ANOVA) e teste de diferenga honesta significativa de Tukey
(HSD) também foi utilizado para comparagao de médias no nivel de significancia de 5%.
Dados de producdo larval e resposta comportamental foram transformados para satisfazer
suposicoes de normalidade e homocedasticidade. Dados do numero de parasitoides
emergidos, tempo de desenvolvimento e razdo sexual foram comparados pelo teste t de
Student em nivel de significancia de 5%. Toxicidade, producdo de larvas, resposta
comportamental ¢ os dados de parasitoides emergidos, tempo de desenvolvimento e razao

sexual foram analisados usando o SAS para Windows v. 9.0. (SAS Institute, 2002).

3. Resultados
3.1 Concentracao e tempo-mortalidade de lagartas suscetiveis ao Bt

O modelo de concentragdo—mortalidade utilizado foi adequado (P > 0,05),
confirmando a toxicidade do Bt para S. frugiperda e permitindo as estimativas dos parametros
toxicologicos desejados para uso posterior (Tabela 1). A mortalidade no grupo controle foi
menor que 1%.

Analise de sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda suscetiveis expostas ao Bt
mostraram diferencias significativas entre as concentracdes letais (teste log-rank: y>= 20,39,
gl=4, P <0,001) (Figura 1). Ap6s 200 h de exposigdo, a sobrevivéncia foi de 100% para
lagartas ndo expostas ao Bt diminuindo para 70%, 6,25%, 0% e 0% com a CL;s, CLso, CL7s €

CLy, respectivamente.
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Tabela 1. Concentragdes letais de Bacillus thuringiensis contra lagartas suscetiveis de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) obtida a partir da andlise probit (df = 5,
slope + SE = 8,175 £+ 1,09, intercepto = 5,506).

2

Concentragao estimada Intervalo de confianca X
Concentracdo letal r
(mgL™) 95% (P value)
CLys 5,67 5,22 -5,99
CLso 6,39 6,10 — 6,68
0,87 (0,97)
CLys 7,12 6,83 —7,53
CLyo 7,84 7,45 — 8,48
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Figura 1: Sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae),
suscetiveis, at¢ 200 h apods o tratamento com diferentes concentragdes de Bacillus
thuringiensis utilizando o método Kaplan-Meier e comparado usando o teste Log-rank (X* =
45,90; P <0,001).

3.2 Producao de imaturos de Palmistichus elaeisis
Larvas de P. elaeisis em pupa suscetivel de S. frugiperda exposta ao Bt nao foram
observadas aos 5 e 20 dias ap6s o parasitismo (Figura 2; Tabela 2). O niamero de larvas de P.
elaeisis nao diferiu, em 10 dias (F,; = 3,17; P = 0,096), entre os tratamentos e o controle,
porém foi diferente na CLsy ap0s 15 dias de parasitismo (F»1; = 3,28; P < 0,009). Pupas de P.
12



elaeisis ndo foram observadas apds 5 e 10 dias do parasitismo em pupa suscetivel de S.
frugiperda. O niimero de pupas de P. elaeisis ndo diferiu entre os tratamentos e o controle,
com 15 dias (F2,1; = 1,94; P =0,221) e 20 dias (F2,;;=0,64; P = 0,676).

Larvas de P. elaeisis em pupa resistente de S. frugiperda nao foram observadas aos 5 e
20 dias apds o parasitismo (Figura 2; Tabela 2). A producdo de larvas de P. elaeisis nao
diferiu entre os tratamentos e o controle em 10 dias ap6s parasitismo (F»;; = 1,33; P = 0,365),
no entanto, a exposi¢do de pupas de S. frugiperda ao Bt (CLsy e CLgg) diferiu o nimero de
larvas 15 dias apos o parasitismo (F»; = 4,12; P < 0,005). Pupas de P. elaeisis ndo foram
observadas ap6s 5 e 10 dias do parasitismo. O nimero de pupas de P. elaeisis diferiu nos

tratamentos (CLso e CLgg) ap6s 15 dias do parasitismo (F»,;; = 6,98; P <0,017) (Tabela 2).

Tabela 2. Larvas e pupas de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) encontradas
em pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel ou resistente ao
Bacillus thuringiensis (controle, valores estimados de CLsy e CLgg) por 10, 15 e 20 dias. Os
tratamentos (média % erro padrao da média) diferem em P < 0,05 (teste de separagao média de
Tukey)

Suscetivel
Tempo
. Larva Pupa
(dias)
Controle CL50 CL90 Controle CL50 CLg()
5 —_ —_ —_ —_ — —
10 112+7.7ab 132+5.9a 115+6.6b - - -
15 79.0+4.2a 34.0£13.2b  41.5+13.8ab 34.2+3.3a 31.2+3.7a 17.542.9a
20 - - - 127+24.3a 98.2425.7a  101£11.8a
Resistente
Tempo
. Larva Pupa
(dias)
Controle CLs, CLy Controle CLs, CLy
5 — — —_ —_ —_ —_

10 119 +9.6a 149 +£26.6a 149 + 3.5a - - -
15 242+43a 12.5+0295 13.5+4.5b 108+£6.9a 115+ 4.6b 157 +£4.0b

20 - - - 121+ 6.1b 152+ 11,2ab 163 +7.9a
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Figura 2. Sequéncia temporal de imagens de raios-X mostrando o desenvolvimento de
Palmistichus elaeisis em pupas de Spodoptera frugiperda resistente ou suscetivel ao Bacillus
thuringiensis (valores estimados de controle, CLsy € CLgg). Larvas e pupas foram indicadas (L
ou P, respectivamente).

3.3 Resposta comportamental

Pistas de caminhada representativas para P. elaeisis liberados em arenas semi-tratadas
foram mostradas (Figura 3). A distancia percorrida foi maior no controle (323,9 + 46,6 cm)
que nas CLs0 (182,3 = 16,4 cm) e CLogo (142,7 £ 20,7 cm) (F2.41=2,06; P < 0,051) (Figura 4a).
O tempo de parada ndo diferiu no controle (255,4 £ 25,3 s) e em arenas semi-tratadas a CLsg

(245,6 + 24,5 s) e CLog (220,7 % 18,3 s) (F241= 0,91; P = 0,563) (Figura 4b).

Controle CLso CLoo

; AN
NI
ST NN
"‘.&i!ff.-?dﬂ"l.!’?
L7 SO A

Figura 3. Atividade locomotora de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) durante
10 minutos em arenas de papel filtro (9 cm de diametro) meio impregnadas com Bacillus
thuringiensis (metade superior de cada arena). Faixas vermelhas indicam alta velocidade de
caminhada; faixas verdes baixa velocidade (inicial).
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Figura 4. Distancia de caminhamento (a) e tempo de parada (b) (média + erro padrao da
média) de Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) submetido ao Bacillus
thuringiensis (valores estimados de controle, CLsy € CLgg) por 10 min. Tratamentos (médias +
desvio padrao) diferem em P < 0,05 (teste médio de separacdo de Tukey).

3.4 Sobrevivéncia dos adultos de Palmistichus elaeisis

A sobrevivéncia de adultos de P. elaeisis submetidos a pupas de S. frugiperda
suscetivel e resistente reduziu quando exposto ao Bt, principalmente na segunda geragao,
comparado ao controle (Figura 5). Em pupas suscetiveis, a sobrevivéncia teve uma redugdo
quando submetidas a CLsy de 12,2 dias para fémeas (teste log-rank: y°= 380,39, g.l.=4, P <
0,001) e 12,4 dias para os machos (teste log-rank: y’= 148,47, g.1.=4, P < 0,001). Em pupas
de S. frugiperda resistente expostas a CLsy a reducdo foi de 18,4 dias para fémeas (teste log-
rank: x’= 673,64, gl=4, P = 0,001) ¢ 19,2 dias para machos (teste log-rank: y*= 157,46,
gl=4,P=0,001).
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Figura 5. Sobrevivéncia de Palmistichus elaeisis em pupas de Spodoptera frugiperda
suscetivel e resistente ao Bacillus thuringiensis (valores estimados de controle, CLsy € CLgy).
a) Fémeas x pupa suscetivel. b) Machos x pupa suscetivel. ¢c) Fémeas x pupa resistente. d)
Machos x pupa resistente.

3.5 Desempenho reprodutivo de Palmistichus elaeisis

O periodo de desenvolvimento de P. elaeisis (ovo — adulto) reduziu entre a primeira e
segunda geracdo de pupas S. frugiperda suscetivel e resistente. Em pupas de suscetivel, o
desenvolvimento diferiu entre as geracdes quando submetidas a CLsy (t= 1,36; gl =5, P <
0,115). Nas pupas de S. frugiperda resistente, o desenvolvimento ovo-adulto reduziu entre as
geracdes quando expostas a CLso (t =13,0; g1 =5, P <0,0001) e CLgy (t=3,50; g1 =5, P <
0,009) (Figura 6a).

O ntmero de adultos do parasitoide, emergidos de pupas de S. frugiperda suscetivel
(t=1,04; g1=15, P=0,173) e resistente (t= 0,89; g.1 =5, P = 0,206) expostas a CLso do Bf ndo
diferiu entre as gera¢des. No entanto, quando expostos a CLgj teve uma redug¢do no numero de
adultos de parasitoides emergidos de pupas suscetiveis (t= 5,59; gl =5, P < 0,001) e
resistentes (t=2,24; g.1=135, P <0,037) na segunda geragao (Figura 6b).
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A razdo sexual de P. elaeisis em pupas de S. frugiperda suscetivel (t=7,450; g1 =5, P
<0,001) e resistente (t=4,98; g.1 =5, P <0,004) reduziu entre as geracdes quando submetidas
a CLso do Bt. Nas pupas de S. frugiperda submetidas a CLgg, ndo houve diferenca entre as
geragdes em resistente (t= 0,54; g1 =15, P = 0,612), na suscetivel diferiu entre as geragdes (t=

11,34; g1=5, P<0,0001) (Figura 6c).
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Figura 6. Desempenho reprodutivo de Palmistichus elaeisis em pupas de Spodoptera
frugiperda suscetivel e resistente ao Bacillus thuringiensis (valores estimados de controle,
CLso e CLg). a) Periodo de desenvolvimento (ovo — adulto). b) Nimero de adultos. ¢) Razao
Sexual (nimero de fémeas / total de adultos).

4. Discussao

Os efeitos do Bacillus thuringiensis no parasitoide, P. elaesis, foram demostrados a
partir de bioensaios nas condi¢des de laboratdrio. Bt foi toxico para lagartas de S. frugiperda
causando elevada mortalidade, conforme relatado para outras espécies Lepidoptera como Tuta
absoluta Meyrick (Gelechiidae) (Gonzalez-Cabrera et al., 2011), Helicoverpa armigera
Hiibner (Noctuidae) (Regode et al., 2016), Plutella xylostella Linnaeus (Plutellidae) (Stemele,
2016) e Spodoptera litura Fabricius (Noctuidae) (Vineela et al., 2017). Bt segrega uma matriz
de proteinas inseticidas, como a Cry, importante para o controle de lepidopteros (Oestergaard
et al.,, 2007; Bravo et al.,, 2011). Apos ingestdo da bactéria, os cristais da toxina sdo
solubilizados na solucao alcalina do intestino médio de lagartas e suas protoxinas ativadas por
proteases intestinais, formando poros na membrana plasmatica, lise celular e morte do inseto
(Bravo et al., 2007; Tabashnik et al., 2015). Portanto, Bt ¢ toxico a lagartas de S. frugiperda
via ingestdo em diferentes concentragdes.

Periodos prolongados de exposi¢do ao Bt foram necessarios para induzir mortalidade

em S. frugiperda. A baixa sobrevivéncia de S. frugiperda suscetivel mostra a acao lenta do
17



bioinseticida via ingestdo (Gomez et al., 2014). Uma menor probabilidade na sobrevivéncia
de S. frugiperda suscetiveil também ocorre quando a lagarta ¢ exposta a plantas transgénicas,
como algodao Bt (Armstrong et al., 2011) e milho Bt contendo a proteina Vip3Aa20 (Burtet et
al., 2017) sugerindo a alta suscetibilidade desse inseto as toxinas de Bt durante a exposi¢ao
prolongada.

O numero de larvas e pupas do parasitoide por pupa susceptivel e resistente de S.
frugiperda variou com o aumento das concentragcdes de Bt. Os resultados mostram que o
nimero larvas vivas do parasitoide declinaram em pupas de S. frugiperda suscetiveis sob
exposicdo ao Bt, 15 dias apds do parasitismo como relatado para imaturos de Trichogramma
bourarachae Pintureau e Babault (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Ksentini et al., 2010) e
Diadegma insulare Cresson (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Ebrahimi et al., 2012). Nesse
contexto, a acao inseticida do Br afeita a taxa de crescimento populacional intrinseca,
longevidade, sobrevivéncia de diferentes estagios de insetos e reprodugdo (Liu et al., 2005;
Mohan et al., 2008) podendo inviabilizar larvas e comprometer a prole de P. elaesis.

O ensaio de resposta comportamental indicou que o Bt causou mudangas nos padroes
de caminhada de P. elaeisis. Os padrdes de caminhada podem variar quando os insetos sdo
expostos a compostos toxicos, devido a prejuizos no seu sistema nervoso, causando uma
estimulacdo ou redu¢do na mobilidade (Martinez et al. 2018b; Plata-Rueda et al., 2018). A
menor distancia percorrida pelo P. elaeisis, indica uma resposta comportamental de repeléncia
devido a exposicao de Bt e pode limitar taxa de parasitismo no campo (Chichera et al., 2012;
Dias-Pini et al., 2014). A repeléncia do Bt observada em P. elaeisis ¢ semelhante ao relatado
para Coptotermes formosanus (Blattodea: Rhinotermitidae) (Wright & Cornelius, 2012). O
parasitoide evita a area tratadas com Bt, como relatado para Tranosema rostrale Brishke
(Hymenoptera: Ichneumonidae) em teste de escolha (Schoenmaker et al., 2001). Estudos
mostram que inseticidas bioldgicos e quimicos podem prejudicar os insetos durante no
reconhecimento do substrato ou alimento (Plata-Rueda et al., 2019b). No caso dos
parasitoides, isto pode influenciar na orientagdo olfatéria e na caminhada para
reconhecimento do hospedeiro (Erb et al., 2001). Os resultados indicam que o Bt causa
repelencia em P. elaeisis exibindo comportamento alterado ao contato com superficies
contaminadas com o bioinsecticida.

A redug¢do na sobrevivéncia de P. elaeisis obtidos de pupas de S. frugiperda
suscetiveis e resistentes (expostas ao Bf) ao longo das geragcdes pode ser devido a redugdo na

qualidade (Hilbeck, 2001) e a morte prematura do hospedeiro (Mohan et al., 2008). Impactos

18



do Bt em parasitoides (Chilcutt & Tabashnik, 1999) ap6s a ingestdo da toxina na dieta
artificial (Salama et al., 1996), e em plantas transgénicas (Bernal et al., 2002; Baur & Boethel,
2003) foram relatados. Efeitos negativos do Bt sobre parasitoides de insetos-praga na taxa de
sobrevivéncia (Blumberg et al., 1997), com menores taxas de emergéncia (Atwood et al.,
1997), aumento do tempo de desenvolvimento de larvas, reducdo da longevidade e
fecundidade (Baur & Boethel, 2003) pode reduzir o potencial de controle por esses agentes
biologicos em campo. Neste estudo, a sobrevivéncia de P. elaesis emergido desde pupas
tratadas com Bt foi afetada, sugerindo um baixo sinergismo entre esses agentes de controle
bioldgico.

O numero de parasitoides emergidos, tempo de desenvolvimento e razdo sexual foi
reduzido desde pupas susceptiveis ou resistentes (expostas ao Bt) de S. frugiperda. Isto se
deve a que os parasitoides completam seu desenvolvimento larval e podem emergir antes que
seu hospedeiro infetado por Bt morra se nao fosse parasitado, desde que o nivel de toxina Bt
esteja presente em um nivel que ndo cause letalidade do hospedeiro. Por outro lado, a nutri¢ao
de S. frugiperda ¢ reduzida apos exposicdo do Bt e pode ser em grande parte o resultado de
uma ma nutri¢do do hospedeiro causada pelas toxinas Bf nas membranas intestinais (Groot &
Dicke, 2003), permitindo um fraco desempenho do parasitoide. A exposi¢ao direta de adultos
parasitoides ¢ improvavel, pois o néctar ndo contém toxinas Bt (Groot & Dicke, 2003).
Também ¢ improvavel que os parasitoides de pragas Lepidoptera sejam afetados porque as
toxinas de Bt se ligam aos receptores no epitélio do intestino médio das lagartas do
hospedeiro e perdem sua toxicidade para os inimigos naturais. No entanto, os parasitoides nos
estagios imaturos podem ser influenciados indiretamente pelos efeitos letais ou subletais
sobre a saude e o desenvolvimento do hospedeiro (Bernal et al., 2002). Os efeitos causados
pelo Bt sdo indiretos, e afetam a qualidade do hospedeiro, ndo entanto, isto pode comprometer
o desempenho das geracdes de P. elaesis. A reducdo da razdo sexual de P. elaeisis em pupas
suscetiveis ou resistentes (expostas ao Bt) de S. frugiperda, pode ser devido a menor produgao
de espermatozéides ou a esterilidade masculina, j& observada apds exposicdo a outros
inseticidas, pois himendpteros tém partenogénese arrendtoca (Rabeling & Kronauer, 2013).

Em geral, Bt causa efeitos colaterais em P. elaeisis, pois reduz produ¢do de imaturos e
desempenho reprodutivo ao longo das geragdes e altera o comportamento durante a busca do
hospedeiro. Os resultados deste estudo sdo uteis para desenvolver estratégias apropriadas no
emprego seguro do bioinseticida em campo, pois a exposi¢do do hospedeiro ao Bt pode

representar riscos no estabelecimento e desempenho de P. elaeisis.
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CAPITULO 2
*Submetido a revista: Journal of Pest Science

O desenvolvimento e a sobrevivéncia do parasitoide Tetrastichus howardi
(Hymenoptera: Eulophidae) difere em pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

Noctuidae) suscetiveis ou resistentes ao Bacillus thuringiensis

Resumo: O endoparasitoide, Tetrastichus howardi OIlliff (Hymenoptera: Eulophidae) ¢
utilizado no manejo de pragas Coleoptera e Lepidoptera. Inseticidas quimicos podem ndo
serem compativeis com inimigos naturais. Bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bf) tém menor impacto nos mesmos, mas interagdes dessa bactéria com o
parasitoide 7. howardi precisam ser estudadas. O objetivo deste trabalho avaliar os efeitos
subletais de Bt nos progenitores de T. howardi, parentais e de primeira geragdo, parasitando
esse hospedeiro suscetivel ou resistentes a essa bactéria. As larvas de S. frugiperda foram
expostas a concentragdes letais (CLsy e CLgg) de Bt e parasitadas por 7. howardi. A resposta
comportamental, longevidade e a reproducdo desse parasitoide foram avaliados. Bacillus
thuringiensis repeliu e reduziu a produgdo de imaturos de 7. howardi. A sobrevivéncia dos
parasitoides parentais e de primeira geragdo, de ambos os sexos emergidos de larvas tratadas
com Bt, foi menor que no controle. A reproducdo desse parasitoide foi menor em pupas
suscetiveis ou resistentes a Bt que nas nao tratadas. Tetrastichus howardi emergiu, de pupas
de S. frugiperda suscetivel ou resistente ao Bt, mas o comportamento de busca do hospedeiro
e parametros reprodutivos alterados indica baixa compatibilidade entre esse bioinseticida e o

parasitoide.

Palavras-chave: desempenho reprodutivo; parasitoide; producdo de imaturos; repeléncia;

sobrevivéncia; toxicidade

1 Introducao

Tetrastichus howardi Olliff (Hymenoptera: Eulophidae) ¢ um endoparasitoide ou
hiperparasitoide facultativo de habito gregério (La Salle e Polaszek, 2007), de pupas de
coleopteros e lepidopteros (Tiago et al., 2018; Prasad et al., 2007). Tetrastichus howardi pode
parasitar larvas e adultos de D. saccharalis (Vargas et al., 2011; Pereira et al., 2015). Este

parasitoide tem distribui¢io geografica desde a regido Afrotropical, Asia e Austrdlia até a
25



regido Neotropical (La Salle e Polaszek, 2007) e relatado em lepiddpteros de importancia
econdmica, como Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) (Costa et al., 2014),
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) (Oliveira et al., 2016), e Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) (Silva-Torres et al., 2010).

O controle quimico ¢ um método de controle de insetos, amplamente, utilizado, mas
seu uso constante pode contaminar o ambiente e reduzir populagdes de inimigos naturais, €
facilitar o surgimento de insetos resistentes (Song e Swinton, 2009; Torres et al., 2010).
Inseticidas podem causar efeitos subletais em inimigos naturais (Desneux et al., 2007),
aumentado a necessidade de métodos mais sustentaveis de controle de pragas (Nicholson,
2007; Pedlowski et al., 2012). Inseticidas podem afetar o desenvolvimento, longevidade,
fecundidade e parasitismo de parasitoides (Alcantara-de La Cruz et al., 2017). Inimigos
naturais devem ser compativeis com métodos quimicos manejo integrado de pragas (MIP)
(Zanuncio et al., 2016; Martinez et al., 2018a).

Bioinseticidas a base da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bf) sdo utilizados
desde a segunda metade do século XX (Rosas-Garcia, 2009; Sanahuja et al., 2011). A
toxicidade do Bt a uma ampla gama de insetos se deve as suas proteinas cristalinas (Cry)
produzidas durante a esporulagdo (Palma et al., 2014) e dissolvidas e ativadas por proteases
dos insetos formando poros na membrana do intestino médio, causando septicemia e morte
(Oestergaard et al., 2007; Castro et al., 2019). Cepas especificas de Bt, desenvolvidas para
grupos de insetos-alvo, sdo menos toxicas para vertebrados e tém menor impacto ambiental
(Bravo et al., 2011). Bt subespécie kurstaki ¢ usado no controle de lepidopteros (Sanahuja et
al., 2011) e cepas e toxinas de Bt sdo usadas na producdo de bioinseticidas e genes cry no
desenvolvimento de plantas transgénicas (Romeis et al., 2006).

Plantas transgénicas expressando proteinas Cry sdo usadas no manejo de imaturos
pragas da ordem Lepidoptera (Carriere et al., 2010; Sanahuja et al., 2011). Plantas
expressando uma unica proteina Cry podem favorecer surtos de pragas resistentes (Baranek et
al.,, 2017) e aquelas expressando duas ou mais toxinas Bt ativas retardam este processo
(Santos-Amaya et al., 2015).

Interagdes entre Bacillus thuringiensis e parasitoides sdo pouco estudados. O uso
combinado desses dois métodos no manejo integrado de pragas (MIP) de pode ter baixo custo
e risco ambiental e eficiéncia alta (Barrat et al., 2010). Os efeitos do Bt em T. howardi sao,
ainda, desconhecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar a reproducdo e o comportamento de

T. howardi parasitando pupas de S. frugiperda suscetiveis e ou ndo ao Bt.
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2 Material e Métodos
2.1 Insetos

Individuos de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), T. howardi e S.
frugiperda suscetivel ou resistente a Bt foram obtidos de criacdes mantidas no Laboratério de
Controle Bioldgico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa (Vicosa, Minas Gerais,
Brasil). Individuos de T. molitor foram mantidos em caixas plasticas (60 x 40 X 12 cm) com
temperatura de 25 = 1°C, 70 = 10% UR e fotoperiodo de 12:12 h [L:D]. Larvas e adultos,
desse inseto, foram alimentados ad [libitum com farelo de trigo (12% de proteina, 2% de
lipidios, 75% de carboidratos e 11% de mineral/agticar), pedagos de cana-de-aglcar
(Saccharum officinarum Linnaeus) e chuchu (Sechium edule Swartz) até a pupagao.

Pupas de T. molitor foram colocadas em tubos de vidro fechados com tela “voile”, por
24 horas, com adultos de T. howardi copulados por 24 h. Apds a parasitismo das pupas,
adultos emergidos de T. howardi (24 h de idade) foram alimentados com mel puro e mantidos
em tubos de vidro (14 x 2,2 cm) em sala aclimatada (25 + 2°C, 70 + 10% UR e fotoperiodo de
12:12 h [L:D]).

Lagartas de S. frugiperda suscetiveis ou resistentes foram criadas separadamente, em
potes de polietileno (15 x 9 cm) com dieta artificial constituida por 6,2 g de agar, 15,2 g de
levedura de cerveja, 23,7 g de gérmen de trigo, 50 g de feijao, 15,3 g de 4cido ascorbico, 0,5 g
de 4acido sorbico, 1 g de nipagim e 1,2 mL de solugdo de inibidora (41,8% de acido propionico
e 4,2% de acido fosforico), em sala a 25 + 2 °C, 75 + 5% de umidade relativa e fotofase de 12
horas. Spodoptera frugiperda, resistente ao Bt, foi coletada em milho (30F35H DuPont

Pioneer®, Santa Cruz do Sul, Brasil) expressando proteinas CrylF.

2.2 Teste de concentracao-mortalidade

Bacillus thuringiensis (Bt), variedade kurstaki, linhagem HD-1 (Dipel®, Abbot
Laboratories Chemical e Agricultural Products Division, North Chicago, IL, USA) foi diluido
quanto de Br em 1L de 4gua destilada produzindo uma solugdo estoque, ajustando 100 g L™ e
obtendo as concentragdes necessarias. Seis concentracdes de Bt foram preparadas e usadas
para avaliar a toxicidade do bioinseticida e determinar os pontos toxicoldgicos relevantes
utilizando diluigdes em serie de concentragdes (1,562, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 mg mL'l)
para se determinar a relagdo concentragio-mortalidade e concentragdo letal (CL). Agua
destilada foi usada como controle. Cada solugdo (2 pL) foi aplicada sob 1 g de dieta artificial.

Trinta lagartas de terceiro instar de S. frugiperda suscetiveis foram individualizadas por placa
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de Petri (90 x 1,5 mm), constituindo uma repeti¢ao, por concentra¢ao em triplicata. O nimero

de lagartas mortas foi contabilizado ap6s exposi¢do ao Bt a cada 24 h por oito dias.

2.3 Teste de tempo-mortalidade

Lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, suscetiveis, foram individualizadas por
placa de Petri e expostas as quatro concentragdes de Bt (CL,s, CLsp, CL7s e CLg)
determinadas pelo teste de concentragao-mortalidade, além do controle com agua destilada. A
exposicao e as condi¢des foram as descritas para o teste de concentracdo-mortalidade. O
numero de insetos sobreviventes foi registrado a cada 12 h por 8 dias. Quatro repeti¢des, com
30 insetos cada uma, foram usadas por concentracdo de inseticida seguindo um delineamento

inteiramente casualizado.

2.4 Producao de imaturos de 7. howardi

Lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, suscetiveis ou resistentes, foram tratadas
com a CLsp e CLgg estimada do Bt, além de um controle com agua destilada. A seguir, pupas
(suscetiveis e resistentes) tratadas foram expostas ao parasitismo e imaturos (larvas e pupas)
de T. howardi foram obtidos. Cada tratamento teve trés repeticdes com dez pupas de 24 h de
idade em delineamento inteiramente casualizado. As pupas parasitadas por T. howardi foram
individualizadas em frascos de vidro (2,5 cm % 8 cm) e radiografadas usando um sistema de
radiografia de espécimes MX-20 equipado com uma camera digital de 14 bits (Faxitron X-
Ray Corp., Wheeling, IL, EUA). A localizagdao de cada parasitoide dentro da pupa de S.
frugiperda foi gravada, digitalmente, durante o desenvolvimento dos imaturos em 5, 10 e 15
dias apoés o parasitismo. O niimero de larvas e pupas de 7. howardi vivas por pupa foi

registrado.

2.5 Resposta comportamental

Sessenta adultos de 7. howardi foram colocados por placa de Petri (90 x 15 mm) com
um disco de papel de filtro (9 cm em didmetro com porosidade de 3 pm, 0,5% de teor de
cinzas, ¢ densidade de 80 g/m?) (Nalgon Equip. Cientificos, Itupeva, SP, Brasil) fixado no
fundo da placa de Petri com cola sintética. Bioensaios de resposta comportamental foram
realizados em arenas com metade tratada com 1 mL de Bt dissolvido em agua destilada (CLs
ou CLgy) e, a outra metade, apenas, com agua destilada como controle. Um adulto de 7.
howardi foi liberado no centro da placa de Petri (no papel filtro) e mantido por 10 min. Vinte

insetos foram utilizados por concentracdo letal em delineamento inteiramente casualizado.
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Cada inseto com atividade locomotora, dentro da placa de Petri, foi gravado com filmadora
digital (XL1 3CCD NTSC, Canon, Lake Success, NY, EUA) equipado com Lente de video
16% (ZoomXL 5.5-88 mm, Canon). A distancia percorrida ¢ o tempo de parada em cada
metade da placa de Petri pelos parasitoides foram registradas com sistema de rastreamento de
video (ViewPoint LifeSciences, Montreal, Quebec, Canadd). Insetos que gastaram <l s na
metade tratada com inseticida da arena foram considerados repelidos e aqueles que gastaram
<50% do tempo na superficie tratada com Bt foram considerados irritados (Fiaz et al., 2018;

Plata-Rueda et al., 2019a).

2.6 Sobrevivéncia do parasitoide em F; e F,

Vinte e cinco pupas de S. frugiperda suscetiveis e vinte e cinco resistentes, com 24 h
de idade e tratadas com a CLs, e CLy estimada do Bt foram expostas, individualmente, por 96
h ao parasitismo por dois casais de 7. howardi com 72 h de idade em tubo de vidro (14 x 2,2
cm) tampado com algoddo, alimentados com mel e mantidos em ambiente com temperatura
de 25 + 2°C e fotofase de 14 h. Apds o parasitismo, essas pupas foram mantidas nos tubos
vidro até a emergéncia dos parasitoides. O numero de parasitoides adultos que sobreviveram,

por sexo, foi contabilizado diariamente. As avaliagdes foram realizadas por duas geracdes.

2.7 Desempenho reprodutivo do parasitoide

Uma pupa de S. frugiperda, suscetivel ou resistente, tratada com a CLsy e CLg
estimada do Bt foi expostas por 96 h ao parasitismo por dois casais de 7. howardi com 72 h de
idade em tubo de vidro (14 x 2,2 cm) com uma gota de mel, tampado com algodao, em
ambiente com temperatura de 25 + 2°C e fotofase de 14 horas. Quinze repetigdes foram
utilizadas por pupa (suscetivel ou resistente) e os tubos mantidos nessas condi¢des até a
emergéncia do parasitoide ou do hospedeiro. O niimero de parasitoides emergido, tempo de
desenvolvimento (ovo-adulto) e razdo sexual (nimero de fémeas/machos + fémeas) foi

determinado por duas geracdes (F; e F»).

2.8 Analise estatistica

Os dados de concentracdo-mortalidade foram submetidos a andlise probit, gerando
uma curva concentracdo-mortalidade (Finney, 1964). Os dados de tempo-mortalidade foram
submetidos a andlise de sobrevivéncia usando o estimador Kaplan-Meier (log-rank test)
através do software Origin Pro v. 9.1. (OriginLab Corporation, 2013). Dados dos parasitoides

que sobreviveram até o final do experimento foram tratados como censurados. A produgao de
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parasitoides e os dados de resposta comportamental foram analisados por analise
unidirecional de variancia (ANOVA) e diferencas entre tratamentos obtidos com o teste de
Tukey (HSD) em nivel de significAncia de 5%. Dados do niimero de larvas produzidas e
resposta comportamental foram transformados para satisfazer suposi¢cdes de normalidade e
homocedasticidade e aqueles do nimero de parasitoides emergidos, tempo de
desenvolvimento e razdo sexual comparados pelo teste t de Student em nivel de significancia
de 5%. Toxicidade, producdo de larvas, resposta comportamental e os dados de parasitoides
emergidos, tempo de desenvolvimento e razao sexual foram analisados usando o SAS para

Windows v. 9.0. (SAS Institute, 2002).

3 Resultados
3.1 Concentracao e tempo-mortalidade de lagartas suscetiveis ao Bt

O ajuste do modelo concentracdo-mortalidade foi adequado (P > 0,05) para estimar
parametros toxicoldgicos (Tabela 1) confirmando a toxicidade do Bt para S. frugiperda
suscetivel. A mortalidade no grupo controle foi menor que 1%.

A sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda, suscetiveis, diferiu entre as concentracdes
letais do Bt (X2= 20,39; DF=4; P <0,001) (Figura 1). Essa sobrevivéncia, apds 200 h, foi de
100% para aquelas ndo expostas ao Bt (controle) e de 70%, 6,25%, 0% e 0% com CL,s, CLsy,
CL75 e CLyo, respectivamente.

Tabela 1. Concentragdes letais de Bacillus thuringiensis contra lagartas suscetiveis de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) obtida a partir da analise probit (df= 5, slope
+ SE= 8,175 £ 1,09, intercepto= 5,506)

Limites
Concentragao letal Valor estimado (mg L) X’
Inferior Superior

CLys 5,67 5,22 5,99
CLso 6,39 6,10 6,68
45,90
CL7s 7,12 6,83 7,53
CLy 7,84 7,45 8,48
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Figura 1: Curvas de sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), suscetiveis, até¢ 200 h apos o tratamento com diferentes concentragdes de Bacillus
thuringiensis utilizando o método Kaplan-Meier e comparado usando o teste Log-rank (X* =
45,90; P<0,001).
3.2 Producao de imaturos de 7. howardi

Ap0s cinco dias de exposi¢do ao Bt, nenhuma larva de T. howardi viva foi observada
em pupas de S. frugiperda (Figura 2 e Tabela 2). O namero de larvas de T. howardi vivas
diferiu entre o grupo CLgg e a CLs apds 10 dias de inoculagao do parasitoide (F, 11=2,74; P <
0,012); Apos 15 dias, o grupo CLgg diferiu de outros tratamentos (F»;; = 42,19; P < 0,001).
Nenhuma pupa de 7. howardi foi observada em S. frugiperda suscetivel ap6s cinco e 10 dias
de exposicao ao parasitoide. O numero de pupas de 7. howardi, produzidas diferiu entre o
controle e tratamentos (F»,1;= 13,85; P <0,001).

Larvas de T. howardi ndo foram observadas em pupas de S. frugiperda resistentes ao
Bt aos cinco dias apds a inoculagcdo (Figura 2 e Tabela 2). A producdo de larvas foi
semelhante entre tratamentos ap6s 10 dias (F2,1,=1,19; P =0,411); no entanto, com 15 dias, o
nimero de larvas em desenvolvimento em S. frugiperda expostas a CLsy e CLoy de Bt foi
maior do que no controle (F, ;= 18,69; P < 0,001). Nenhuma pupa de 7. howardi foi
observada apds 5 e 10 dias do parasitismo. O niumero de pupas de 7. howardi foi maior no

controle que nos tratamentos (F» ;= 83,01; P <0,001).

31



Tabela 2. Larvas e pupas de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) por pupa de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel ou resistente ao Bacillus
thuringiensis (controle, valores estimados de CLsy e CLgg) por 10, 15 e 20 (Dias). Os
tratamentos (média + erro padrao da média) diferem em P < 0,05 (teste de separagdo média de
Tukey)

Larva Pupa

Controle CLs CLg Controle CLsg CLy

Suscetivel

5 —_ — — —_ —_ —_
10 63.5+8.3ab  39.5£7.1b  77.2+4.6a - - -
15 21.5+2.9b 20.5+1.3b  62.5£3.5a 38.0+4.3a 16.2+3.7b  7.5+1.4b

Resistente

5 — f— f— f— J— f—
10 37.0+1.1a 41.0+£3.3a  37.0+6.0a - - -
15 1.5+0.6b 33.5£3.2a  33.2454a 38.2+1.8a  3.2+0.7b 1.0£0.7b

10 Dias 15 Dias

Controle

CLso

CLovo

Figura 2: Sequéncia temporal de imagens de raios-X mostrando o desenvolvimento de
Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) resistente ou suscetivel ao Bacillus thuringiensis (valores estimados
de controle, CLs0 e CL90). Larvas e pupas foram indicadas (L ou P, respectivamente).
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3.3 Resposta comportamental

Trilhas de T. howardi em arenas semi-tratadas (Figura 3) mostram distancia percorrida
semelhante entre tratamentos (186,53 £ 19,87 cm) com parasitoides em arenas, parcialmente,
tratados com as CLsp (188,39 £ 11,67 cm) e CLg (172,30 = 10,11 cm) (F2,13= 0,39; P =
0,681) (Figura 4A). O tempo de repouso dos parasitoides foi maior com a CLsy (276,29 +
16,99 s) que com a CLgg (223,4 £+ 11,24 s) e no controle (210,98 + 19,68 s) (F2,13= 4,68; P <
0,018) (Figura 4B).

CONTROLE CLso CLso

Figura 3. Caminhamento de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) durante 10
minutos em arenas de papel filtro (9 cm de diametro) com metade impregnada com Bacillus
thuringiensis (metade superior de cada arena). Faixas vermelhas indicam alta velocidade de
caminhamento; faixas verdes baixa velocidade (inicial).

Figura 4. Distancia de caminhamento (a) e tempo de parada (b) (média +erro padrao da
média) de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) submetido ao Bacillus
thuringiensis (valores estimados de controle, CLs50 e CL90) por 10 min. Tratamentos (médias
+ desvio padrao) diferem em P < 0,05 (teste médio de separacdo de Tukey).
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3.4 Sobrevivéncia dos adultos de T. howardi

Tetrastichus howardi emergiu de pupas de S. frugiperda tratadas com Bt (suscetiveis
ou resistentes), mas com menor sobrevivéncia que no controle, principalmente na geracao F1
(Figura 5). A sobrevivéncia foi menor em 47 dias para as fémeas (y’= 1663,5; DF= 4; P<
0,001) e 37,6 dias para machos (y’= 545,27; DF= 4; P< 0,001) em pupas suscetiveis tratadas
com CLgo. A sobrevivéncia de parasitoides emergidos de S. frugiperda resistentes a Bt e
expostas a CLoy dessa bactéria foi menor em 41 dias para fémeas (y°= 2468,2; DF= 4; P<

0,001) e de 30,2 dias para machos (teste log-rank: y>= 578,02; DF=4; P< 0,001).
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Figura 5. Longevidade e sobrevivéncia de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)
em pupas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) suscetivel e resistente ao
Bacillus thuringiensis (valores estimados de controle, CLs0 e CLoo). a) Fémeas/pupa
suscetivel. b) Machos/pupa suscetivel. ¢) Fémeas/pupa resistente. d) Machos/pupa resistente.
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3.5 Desempenho reprodutivo de T. howardi

O periodo de desenvolvimento ovo — adulto foi maior na geragdo parental que na
primeira geracdo de 7. howardi em pupas de S. frugiperda resistentes a Bt. O tempo de
desenvolvimento, em pupas suscetiveis, ndo diferiu entre geracdes na CLs (t; 3= 2,45; g1 =35,
P= 0,004) e em pupas resistentes, entre geracdes nos grupos CLsy (t;s= 5,11; gl =5, P <
0,001) e CLy (t; 8= 3,46; g1 =5, P <0,009) (Figura 6A).

O namero de parasitoides adultos emergidos de pupas de S. frugiperda suscetivel
exposto ao CLs (t; 5= 0,24; g1 =5, P=0,813) e a CLy (t; 3= 1,32; g1 =5, P =0,222) de Bt
ndo diferiu entre geragdes. No entanto, o nimero de parasitoides adultos da primeira geracao,
emergidos de hospedeiro resistente diferiu quando expostos a CLsq (t; 5= 5,38; gl =5, P <
0,001) e a CLgo (t1 5= 3,51, g1=5, P <0,007) (Figura 6B).

A razdo sexual de T. howardi em pupas suscetiveis expostas a CLs (t; 5= 0,63; g1 =35,
P =0,543) e CLy (t1 5= 1,43; g1 =5, P =0,191) foi semelhante entre tratamentos. Nas pupas
resistentes com as CLsq (t; 3= 2,61; g1 =5, P <0,031) e CLg (t; 3= 2,97; g1 =5, P <0,018)

(Figura 6C) houve diferenca significativa entre geracdes.
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Figura 6. Reproducdo de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) suscetiveis ou resistentes ao Bacillus
thuringiensis (valores estimados de controle, CL50 e CL90). a) Emergéncia. b) Numero de
adultos. ¢) Razao sexual (nimero de fémeas/total de adultos).

4 Discussao

A alta mortalidade de lagartas de S. frugiperda exposta ao Bt via ingestdo foi
semelhante ao observado para Anticarsia gemmatalis Hiibner, Helicoverpa armigera Hiibner,
Trichoplusia ni Hiibner e Spodoptera exigua Hiibner (Noctuidae) (Sahin et al., 2018; Castro
et al., 2019; Khorramnejad et al., 2019) e se deve a matriz de proteinas inseticidas produzidas

pelo B. thuringiensis como as Cry (Bravo et al., 2011; Sanchis et al., 2011). Cristais toxicos
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sdo solubilizados no intestino médio alcalino das larvas, apds a ingestdo das bactérias, e as
protoxinas sdo ativadas por proteases formando poros na membrana plasmatica, lise celular e
morte de insetos (Tabashnik et al., 2015; Castro et al., 2019). A morte de larvas de S.
frugiperda, ap0s a exposicao ao Bt, confirma a toxicidade do bioinseticida via ingestdao como
relatado para Manduca sexta Linnaeus (Lepidoptera: Sphingidae) (Gémez et al., 2014).

A necessidade de periodos prolongados de exposi¢ao ao Bt, de 12 a 200 h, para causar
a morte de S. frugiperda estéd associada a a¢do lenta do Bt com toxicidade por ingestdo como
relatado para Heliothis virescens Fabricius (Gore et al., 2005), Sesamia nonagrioides
Lefebvre (Gonzalez-Cabrera et al., 2006) e Spodoptera litura Fabricius (Vineela et al., 2017).
Um bioinseticida de agdo lenta facilita a impregnagdo de tecidos vegetais e as pragas
desfolhadoras ao se alimentar morrem mais tarde. Os efeitos toxicologicos das proteinas Cry
podem reduzir os danos causados a insetos em culturas comerciais (Gore et al., 2005;
Gonzalez-Cabrera et al., 2006; Vineela et al., 2017). A alta mortalidade de S. frugiperda apo6s
exposi¢cdo ao Bt na CLg, indicando suscetibilidade desse inseto, principalmente, com altas
concentracoes dessa bactéria.

A menor producdo de imaturos de 7. howardi em pupas de S. frugiperda, suscetivel e
resistente, com Bt, principalmente de pupas se deve a toxina desta bactéria causar danos
subletais sobre o parasitoide (Bernal et al., 2002). Isto reduz a absor¢do de nutrientes do
hospedeiro (Castro et al., 2019) e, consequentemente, o desenvolvimento do parasitoide (Liu
et al., 2005; Mohan et al., 2008).

Alteragdes no caminhamento do 7. howardi apds exposi¢ao ao Bt desse deve a danos
no sistema nervoso, estimulando ou reduzindo a mobilidade (Martinez et al., 2018b; Plata-
Rueda et al., 2018). As curtas distancias percorridas por 7. howardi apos a exposi¢ao indicam
repeléncia de Bt (Dias-Pini et al., 2014) como relatado para Coptotermes formosanus Shiraki
(Blattodea: Rhinotermitidae) (Wright e Cornelius, 2012) e o parasitoide Tranosema rostrale
(Brishke) (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Schoenmaker et al., 2001). Cotesia vestialis
(Haliday) (Braconidae) parasitou um maior nimero de hospedeiros apos a aplicagdo do Bf em
doses baixas (Bopape et al., 2014). Inseticidas bioldgicos e quimicos podem interromper
atividades de insetos, como forrageio de substrato e reconhecimento de alimentos (Plata-
Rueda et al., 2019b) e causarem efeitos colaterais na orientacdo olfatoria e caminhamento
prejudicando o reconhecimento do hospedeiro e limitando a taxa de parasitismo (Erb et al.,

2001).
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A sobrevivéncia de T. howardi obtidos de hospedeiros suscetiveis e resistentes ao Bt
diminuiu ao longo de geragdes, provavelmente por causa da baixa qualidade nutricional
(Hilbeck, 2001) e morte prematura do hospedeiro (Mohan et al., 2008). A qualidade do
hospedeiro altera o desenvolvimento do imaturo, a capacidade de parasitismo, a fecundidade,
longevidade e razao sexual dos descendentes (Farahani et al., 2016; Liu et al., 2013). Efeitos
prejudiciais do Bt foram relatados para o parasitoide Cotesia marginiventris (Hymenoptera:
Braconidae) (Vojtech et al., 2005; Ramirez-Romero et al., 2007) apds exposi¢do a toxina via
hospedeiro alimentado com milho Bt.

Impactos negativos nos parametros reprodutivos, periodo de desenvolvimento, razao
sexual e numero de parasitoides emergidos de pupas de S. frugiperda tratadas com Bt
(suscetiveis e resistentes) em relagdo ao controle se deve aos efeitos negativos da toxina sobre
o hospedeiro (Groot e Dicke, 2003) e, consequentemente, o parasitoide que, em sua fase
imatura, tem o hospedeiro como unica fonte de alimento (Farahani et al., 2016). A redu¢do do
parasitismo (Amaro et al., 2018), da sobrevivéncia (Blumberg et al., 1997), sobrevivéncia
larval e fecundidade e aumento do periodo de desenvolvimento tem sido relatados para
parasitoides apds em hospedeiros expostos ao Bt (Ramirez-Romero et al., 2007). Efeitos
indiretos nas geragdes de 7. howardi causados pelo Bt se devem a redugdo da qualidade do
hospedeiro por essa bactéria. A qualidade do hospedeiro ¢ um dos principais fatores que
afetam a propor¢do entre os filhos (Ueno, 2015), mas a maioria dos parasitoides tem um
sistema de determinacdo do sexo haplodiploide, onde a fémea controla o sexo dos seus
descendentes (Beukeboom ¢ Van de Zande, 2010). A reducao na razao sexual de 7. howardi,
emergido de hospedeiros suscetiveis ou resistentes a Bt pode ser devido a baixa qualidade
nutricional da S. frugiperda reduzindo a producdo espermdtica e causando esterilidade
masculina, como observado para Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle (Hymenoptera:
Eulophidae) exposto a outros inseticidas (Rabeling e Kronauer, 2013; Alcantara-de La Cruz et
al., 2017).

Toxinas produzidas por Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-I,
reduziram a produgdo de imaturos e o desempenho reprodutivo ao longo das geragdes do 7.
howardi. Esse bioinseticida afeta o estabelecimento e a taxa de parasitismo do 7. howardi

devido a efeitos sobre parametros comportamentais e reprodutivos deste inimigo natural.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Bacillus thuringiensis, var. kurstaki, linhagem HD-1, causa efeitos colaterais em P.
elaeisis e T. howardi, causando uma reducdo na producdo de imaturos e desempenho
reprodutivo ao longo das geragdes desses parasitoides. Esse bioinseticida pode afetar o
estabelecimento e a taxa de parasitismo desses agentes de controle biologico.

Os resultados deste estudo sdo uteis para desenvolver estratégias de manejo integrado
de pragas apropriadas para o emprego seguro dessa bactéria em campo, pois a exposicao do
hospedeiro ao Bt representa riscos no estabelecimento e desempenho desses inimigos naturais,

devido a efeitos na reprodugdo e parametros comportamentais de P. elaeisis ¢ T. howardi.
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