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RESUMO

BORGES, Layane Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba,
fevereiro de 2020. Mortalidade de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) pelo
tratamento de sementes, hibridos de milho e predacao por Chrysoperla externa
(Neuroptera: Chrysopidae). Orientador: Fldvio Lemes Fernandes. Coorientadores: Mdrcio
Santos Soares e Maria Elisa de Sena Fernandes.

Spodoptera frugiperda, é considerada a principal praga do milho, além de ocasionar danos em
vdrias culturas. Essa praga pode ser controlada por plantas transgénicas, controle quimico,
controle biolégico, dentre outros. Os Chrysopidae (Neuroptera) sdo importantes agentes do
controle bioldgico, suas larvas sdo vorazes e com alto potencial reprodutivo. Assim, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a mortalidade de Spodoptera frugiperda por
tratamento de sementes (TS), hibridos de milho e avaliar o potencial de predacdo dessa praga
por Chrysoperla externa. O estudo foi conduzido no Laboratério de Pesquisas em Manejo
Integrado de Pragas, da Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba. Trés
bioensaios foram realizados: suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda neonatas pelo
tratamento de sementes e hibridos de milho; suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda de
4°/5° instar pelo tratamento de sementes e hibridos de milho, predacdo de ovos de Anagasta
kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), ovos e lagartas de S. frugiperda por C. externa.
Os dados foram submetidos 8 ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
As curvas de sobrevivéncia foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier. Os resultados
mostraram que o numero de lagartas mortas pelo TS e hibridos de milho reduziu com o
decorrer dos dias apds a emergéncia, devido a redugdo da concentracio de clorantraniliprole e
das proteinas Bt. Larvas de C. externa consumiram maiores quantidades de ovos e lagartas de
S. frugiperda do que ovos de A. kuehniella. A alimentacdo com ovos de S. frugiperda

proporcionaram maior sobrevivéncia e menor periodo larval para C. externa.

Palavras-chave: Clorantraniliprole. Bz. Controle bioldgico. Crisopideos. Inimigo natural.



ABSTRACT

BORGES, Layane Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba,
February, 2020. Mortality of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) by seed
treatment, maize hybrids and predations by Chrysoperla externa (Neuroptera:
Chrysopidae). Advisor: Fldvio Lemes Fernandes. Co-advisors: Marcio Santos Soares and
Maria Elisa de Sena Fernandes.

Spodoptera frugiperda, is considered the main pest of maize, in addition to causing damage in
several crops. This pest can be controlled by transgenic plants, chemical control, biological
control, among others. Chrysopidae (Neuroptera) are important agents of biological control,
their larvae are voracious and with high reproductive potential. So, the present study aimed to
evaluate the mortality of Spodoptera frugiperda by treatment of seeds (TS), corn hybrids and
to evaluate the potential of predation of this pest by Chrysoperla externa. The study was
conducted at the Laboratério de Pesquisas em Manejo Integrado de Pragas, of Universidade
Federal de Vicosa, Campus Rio Paranaiba. Three bioassays were performed: susceptibility of
S. frugiperda neonate larvae to the treatment of seeds and maize hybrids; susceptibility of
4°/5° instar larvae of S. frugiperda by the treatment of seeds and maize hybrids, predation of
eggs of Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), eggs and larvae of S.
frugiperda by C. externa. The data were submitted to ANOVA and the means were compared
using the Tukey test (p <0.05). Survival curves were estimated using the Kaplan-Meier
method. The results showed that the number of larvae killed by TS and maize hybrids
decreased with the passing of the days after emergence, due to the reduction of the
concentration of chlorantraniliprole and Bt proteins. Larvae of C. externa consumed higher
amounts of eggs and larvae of S. frugiperda than eggs of A. kuehniella. Feeding with S.

frugiperda eggs provided longer survival and shorter larval period for C. externa.

Keywords: Chlorantraniliprole. Bt. Biological control. Chrysopids. Natural enemy.
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Revisao Bibliografica

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), tem origem no hemisfério ocidental na regido tropical-subtropical,
e é considerada a praga mais importante do milho nas Américas (Luginbill, 1928; Montezano
et al., 2018; Wiseman et al., 1966). Esta praga € polifaga, alimentando-se de vérias culturas de
importancia agricola como milho, sorgo, soja, arroz, algodao e outras plantas hospedeiras de
353 espécies de plantas, pertencentes a 76 familias (Capinera, 2001; CABI, 2019; Montezano
et al., 2018).

As fémeas dessa praga sdo mariposas que depositam massas de ovos nas folhas em
todos os estddios fenoldgicos do milho. Desses ovos, apds 3-5 dias, emergem pequenas
lagartas (neonatas), que raspam o tecido foliar, com posterior perfuracdo das folhas. Os danos
proporcionados por S. frugiperda podem ser afetados pelo bidtipo da praga, estddio
fenoldgico da cultura, cultivar e potencial de dispersdao no cultivo e entre cultivos (CABI,
2019). Essas lagartas podem infestar o milho nas fases iniciais consumindo folhas e quando
crescem, danificam a regidao do cartucho (gema apical) (Assefa e Ayalew, 2019; Goergen et
al., 2016). Quando as plantas estdo em estaddios fenoldgicos mais avangados, as lagartas se
alimentam do pendao e da espiga, perfurando os graos, podendo levar a infec¢des flingicas e a
perda de qualidade dos graos (CABI, 2019). Estudos em mostrado os danos desta praga, como
de Chimweta et al. (2019) que constataram reduc@o na produtividade do milho em até 58%.
Blanco et al. (2016) observaram que a produtividade poderia reduzir em 100% caso nao fosse
realizado o controle dessa praga.

Spodoptera frugiperda apresenta baixa dispersao entre plantas (Pannuti et al. 2016),
porém, quando estd presente em plantas Bt apresenta maior deslocamento dentro da lavoura
(Malaquias et al., 2017). Apesar da baixa dispersdo, essa praga também estd presente no

continente Africano e na India (Goergen et al., 2016; Jones et al., 2019; Otim et al., 2018;
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Sisodiya et al., 2018). A propagagdo dessa praga para esses paises deve ter ocorrido por meio
de transporte das mercadorias comercializadas na América, pois essa praga nio atravessaria o
Oceano Atlantico ou o Indico apenas com voo auxiliado pelo vento (Cock et al., 2017). Sendo
assim, € necessdrio efetuar o controle desta praga. Os principais métodos de controle sdao o
cultural, resisténcia de plantas, quimico e bioldgico (FAO, 2019).

O controle cultural da lagarta-do-cartucho-do-milho pode ser realizado evitando-se o
plantio tardio e evitando o plantio escalonado (Assefa e Ayalew, 2019; Tippannavar et al.,
2019). Além disso, realizar o consércio e rotacionar a cultura do milho com culturas nao
hospedeiras pode contribuir para a reducdo da densidade populacional dessa praga (Assefa e
Ayalew, 2019; Tippannavar et al., 2019).

O milho geneticamente modificado teve origem com a introducdo genes de Bacillus
thuringiensis (Bt), com o objetivo de melhorar o manejo de pragas nas plantas, concedendo
resisténcia a algumas espécies de lepiddpteros para essas plantas (Armstrong et al., 1995). Bt
produz proteinas cristais que sdo dissolvidas no suco gastrico no limen do intestino, e pela
acdo das proteases intestinais do inseto, sdo transformadas em particulas téxicas que ao entrar
em contato com as células epiteliais do inseto causard sua morte (Schnepf et al., 1998).

Estudos mostram o desenvolvimento de resisténcia das pragas a plantas Bt. Vassalo
et al. (2019) confirmaram que a resisténcia ao CrylF se desenvolveu e estd distribuida nas
populacdes de S. frugiperda na Argentina. Omoto et al. (2016) verificaram a resisténcia de S.
frugiperda em milho CrylAb no Brasil. A resisténcia de S. frugiperda em milho CrylF foi
relatada por Storer et al. (2010) em Porto Rico e por Farias et al. (2014) no Brasil. Para tentar
evitar o aparecimento de resisténcia dessa praga ao milho Bt, é recomendado realizar plantio
de areas de refigio, rotagdo de culturas, rotacdo de proteinas Bt, utilizacdo de cultivares que
expressem mais de uma proteina e utilizacdo de outros métodos, associados as plantas B,

como o controle quimico e bioldgico (Blanco et al., 2016; Symondson et al., 2002).
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O controle quimico ¢ o mais utilizado, entretanto, com o elevado custo dos
inseticidas, seus efeitos negativos e o surgimento de populacdes resistentes a Varios
ingredientes ativos, a utilizacdo de plantas Bf e o controle biolégico vem se tornando mais
vidveis (Georgen et al., 2016). O tratamento de sementes (TS) é uma estratégia que vem
sendo utilizada no manejo de diversas pragas. Essa estratégia visa oferecer as plantas
condic¢des de defesa na fase inicial, menor nimero de falhas, maior uniformidade das plantas,
menor impacto ambiental, permite a manuten¢do da populacdo de inimigos naturais em niveis
adequados, além de possibilitar a redu¢dao do ndmero de aplica¢des foliares (Triboni et al.,
2019). Os principais inseticidas utilizados em TS sdo os grupos de diamidas, neonicotinoides
e fenilpirazois (Trash et al., 2013).

As diamidas possuem baixa toxicidade aos mamiferos e ao ambiente, além de
possuirem alta eficdcia no controle de insetos pragas em diversas culturas, principalmente
lagartas (Cordova et al., 2007; Lahm et al., 2009). Elas agem por contato e ingestdo, se
ligando aos receptores de rianodina dos insetos nas células musculares, fazendo com que
ocorra uma saida excessiva de calcio do interior das células, devido a abertura do canal. As
lagartas expostas as diamidas exibem rdpida cessacdo da alimentacdo, letargia, paralisia
muscular e regurgitacdo. A mortalidade ocorre apds 1 a 3 dias aproximadamente (Cordova et
al., 2006; Cordova et al., 2007).

As diamidas possuem capacidade de translocacgdo, possibilitando um maior aporte de
inseticidas as folhas apicais a partir da calda interceptada por outras partes da planta, e
contribuem para um melhor controle de lagartas a partir de setenta e duas horas apds a
aplicacdo (Cameron et al., 2015). Nesse grupo quimico, encontra-se o ingrediente ativo
clorantraniliprole, que é pouco téxico, seletivo e sistémico (Cordova et al., 2006). O
clorantraniliprole tem atividade de controle contra uma ampla variedade de lepiddpteros e

outros insetos mastigadores, ndo sendo necessdrio a realizacdo de vadrias aplicagdes,
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mostrando que as diamidas apresentam eficcia a longo prazo, aumentando a flexibilidade do
tempo de pulverizacdo pelos produtores (Schmidit-Jeffris et al., 2017; Selby et al., 2013).

Entretanto, a lagarta-do-cartucho-do-milho ja desenvolveu resisténcia a alguns
inseticidas. Young e McMillian, em 1979, foram os primeiros autores a observarem a
resisténcia dessa praga ao ingrediente ativo Carbaril em uma populacdo coletada no estado da
Georgia, nos Estados Unidos. Nesse trabalho, eles observaram que as lagartas foram capazes
de identificar as superficies foliares que foram tratadas com carbaril e evitavam se alimentar
delas, resultando em baixas mortalidades quando comparadas com lagartas suscetiveis. Por
meio dessas observacdes, os autores concluiram que esse comportamento estava envolvido
com a resisténcia. Wood et al. (1981) coletaram lagartas de S. frugiperda em plantas
hospedeiras previamente tratadas com inseticidas e observaram a resisténcia dessas lagartas
aos inseticidas carbaril, metil paration, permetrina e triclorfon, quando comparadas com uma
populacdo criada em laboratério, que foi considerada suscetivel. Atualmente, S. frugiperda ja
apresenta resisténcia a aproximadamente 41 ingredientes ativos (Arthropod Pesticide
Resistence Database, 2020).

Para evitar ou retardar evolucdo da resisténcia a novos inseticidas, diminuir a
polui¢do ambiental ocasionada pelos agroquimicos e reduzir os custos, outros métodos devem
ser utilizados, como o uso de controle biol6gico. O controle bioldgico consiste no controle
populacional de pragas, até niveis aceitdveis, por inimigos naturais, que constituem os agentes
de mortalidade bidtica (Kenis et al., 2019). O uso de inimigos naturais permite reduzir a
quantidade de agrotoéxicos, contribuindo para a sustentabilidade ambiental e a reducdo de
residuos de agrotéxicos em alimentos (Sharma et al., 2013).

O controle bioldgico cldssico consiste na transferéncia de inimigos naturais de seus
ecossistemas nativos para novos ecossistemas, visando o controle de pragas exoticas. Essa

forma de controle biolégico é apropriada para insetos que se dispersam ou sdo introduzidos
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em dreas fora de sua distribuicdo natural e se tornam pragas devido a auséncia de inimigos
naturais. O controle bioldgico natural € caracterizado pela populacdo de inimigos naturais
presentes normalmente no campo. O controle biolégico aplicado € necessdria a produgdo
massal em laboratério de inimigos naturais, visando reduzir a populacdo da praga abaixo do
nivel de dano econdmico (Hajek, 2004; Kenis et al., 2019).

Os inimigos naturais podem ser classificados como parasitoides, predadores, fungos
e bactérias. Os parasitoides matam o hospedeiro e precisam de apenas um individuo para
completar seu desenvolvimento, o adulto tem vida livre. Ja os predadores sdo organismos de
vida livre, que matam suas presas imediatamente quando entram em contato e necessitam de
mais de um individuo para completar seu desenvolvimento (Hajek, 2004). Dentre os
predadores, os insetos da ordem Neuroptera, familia Chrysopidae, possuem grande
diversidade de espécies distribuidas em todo o mundo, exceto na Antértida (Albuquerque et
al., 2001; Monserrat, 2016).

Os insetos do género Chrysoperla ocorrem em diversos tipos de habitats, como
florestas, pastagens, plantas ornamentais e culturas agricolas. As larvas sdo predadoras
vorazes, possuem resisténcia a inseticidas, alto potencial reprodutivo, alimentam-se de varios
artrépodes de importancia econdmica, como cochonilhas, pulgdes, moscas brancas, tripes,
ovos, pequenas larvas de lepidopteros, dcaros e se adaptam a diferentes agroecossistemas
(Albuquerque et al., 2001; Herrera et al., 2019). Esses predadores s@o holometabdlicos, ou
seja, possuem metamorfose completa. Os ovos s@o esféricos e colocados na extremidade de
um pedicelo, com colora¢do amarelada quando ovipositados, porém escurece a medida que o
embrido se desenvolve. A larva € campodeiforme, com cabeca prognata, fortemente
quitinizada. Apds trés instares, a larva tece um casulo, no qual se torna pupa e, apds alguns
dias, adulto. Os adultos se alimentam de pdlen, néctar e substancias acucaradas (Monserrat,

2016).
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Chrysoperla externa € a espécie de maior ocorréncia em culturas (Souza e Carvalho,
2002). Essa espécie € nativa da América Latina e apresenta grande potencial como agente de
controle bioldgico em cultivos, especialmente na América Central e do Sul (Albuquerque et
al.,, 1994). Symondson et al. (2002) mencionaram que os predadores generalistas podem
reduzir a populagdo de pragas em até 75%, quando liberados no campo. Estudos mostram que
C. externa pode controlar a populacdo de algumas pragas, como Myzys persicae Sulzer
(Hemiptera: Aphididae) em pimentdo (Barbosa et al., 2008), Sitobion avenae Fabricius
(Hemiptera: Aphididae), Rhopalosiphum padi Linnaeus (Hemiptera: Aphididae), Dichelops
melacanthus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae) no tomateiro (Pitwak et al., 2016),
Frankliniella occidentalis Pergande (Thysanoptera: Thripidae) (Espino et al., 2017),
Helicoverpa armigera Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) (Dias et al., 2019), Glycaspis
brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae) em eucalipto (Cuello et al., 2019), entre

outras pragas de diversas culturas (Albuquerque et al., 2001).
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1. Introducao

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) causa danos em vdrias culturas de importancia agricola, como as das
familias Amaryllidaceae, Brassicaceae, Curcubitaceae, Fabaceae e Poaceae (Capineira, 2001;
Montezano et al., 2018). Essa lagarta é considerada a principal praga do milho, podendo
reduzir a produtividade em até 100% no milho quando ndo controladas (Blanco et al., 2016).
Alguns fatores como o maior niimero de geracdes da praga por ano e a capacidade de migrar e
se alimentar de uma ampla variedade de hospedeiros, fazem com que S. frugiperda seja
considerada uma das pragas mais graves economicamente em todo o Hemisfério Ocidental
(Belay et al., 2012).

A lagarta-do-cartucho pode ser controlada por varios métodos de controle. Uma
estratégia que tem sido bastante utilizada € o uso de plantas transgénicas, das quais as mais
conhecidas s3o as que expressam as proteinas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (Shnepf
et al., 1998). Essas proteinas sdo solubilizadas no intestino médio, e pela acdo das proteases
intestinais do inseto, suas protoxinas sdo ativadas (Shnepf et al., 1998). As protoxinas se
ligam a receptores especificos presentes nas microvilosidades das células intestinais,
ocasionando lise celular e a morte da lagarta (Shnepf et al., 1998). O uso continuo de
proteinas Bt que expressam a mesma toxina, aumenta a pressao de selecao da resisténcia para
as populagoes de S. frugiperda (Chandrasena et al., 2018; Sorgatto et al., 2015). Por isso, €
recomendado plantar dreas de refigio, rotacionar culturas e proteinas Bt, utilizar hibridos com
mais de uma proteina e incrementar com o controle quimico e bioldgico (Blanco et al., 2016;
Symondson et al., 2002).

O controle quimico € o mais utilizado (Georgen et al., 2016). Nesse método de
controle, uma estratégia que vem sendo utilizada no manejo de diversas pragas € o tratamento
de sementes. Essa estratégia visa oferecer as plantas condi¢des de defesa na fase inicial,

menor numero de falhas e maior uniformidade das plantas (Triboni et al., 2019). Os principais
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inseticidas utilizados em TS s@o dos grupos dos neonicotinoides, fenilpirazéis e diamidas
(Trash et al., 2013).

As diamidas possuem baixa toxicidade aos mamiferos e ao ambiente, além de
possuirem alta eficdcia no controle de insetos pragas em diversas culturas, principalmente
lagartas (Cordova et al., 2007; Lahm et al., 2009). As lagartas expostas a diamidas cessam a
alimentacdo, apresentam letargia, paralisia muscular e regurgitacdo. A mortalidade ocorre de
1 a 3 dias apds a exposicao ao inseticida (Cordova et al., 2006; Cordova et al., 2007). Dentre
as diamidas, o clorantraniliprole, € pouco téxico, seletivo e sist€émico, possui atividade de
controle contra uma ampla variedade de lepidopteros e outros insetos mastigadores (Cordova
et al., 2006; Selby et al., 2013). Devido a estas caracteristicas este inseticida pode ser inserido
em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) visando reducao da populacio da praga e
auxiliando o controle bioldgico.

Dentre os inimigos naturais utilizados no controle bioldgico, encontra-se alguns
insetos predadores da ordem Neuroptera, com destaque para a familia Chrysopidae
(Albuquerque et al., 2001). Os insetos do género Chrysoperla sio usados no controle
bioldgico, podendo ser encontrados em uma ampla gama de habitats, predando a fase larval
de vdrios insetos pragas de importancia econdmica (Albuquerque et al., 2001). Os adultos
desse predador se alimentam de pdlen, néctar e substancias agcucaradas (Monserrat, 2016).
Dentre as espécies desse género, C. externa é considerada a de maior ocorréncia em varias
culturas, assim € considerado um agente de controle bioldgico em cultivos e pomares,
especialmente na América Central e do Sul (Albuquerque et al., 1994; Cuello et al., 2019;
Souza & Carvalho, 2002).

Considerando-se a importancia de S. frugiperda, objetivou-se avaliar a mortalidade
dessa praga por tratamento de sementes, hibridos de milho e avaliar o potencial de predagdo
dessa praga por C. externa.

2. Material e Métodos
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O estudo foi conduzido no Laboratério de Pesquisas em Manejo Integrado de Pragas,
da Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba, na temperatura de 25 + 2°C,
umidade relativa de 60 - 70% e fotoperiodo de 12 horas. Trés bioensaios foram realizados:
suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda neonatas pelo tratamento de sementes e hibridos
de milho; suscetibilidade de lagartas de S. frugiperda de 4°/5° instar pelo tratamento de
sementes e hibridos de milho, preda¢do de S. frugiperda por C. externa.
2.1. Obtencao dos insetos
Spodoptera frugiperda foi obtida por criagdo, iniciada com lagartas neonatas
recebidas do Laboratorio Farroupilha Lallemand. As lagartas foram criadas em dieta artificial
seguindo a formulacdo de Parra (2001), em potes de pléstico (50 mL), em condi¢Oes de
temperatura 25+2 °C e umidade relativa 60-70% até empupar (Figura 1A). Em seguida, as
pupas foram transferidas para uma placa de Petri aberta (9 x 1,5 cm) colocadas no interior de
um tubo de policloreto de vinila (PVC) (1570 mL) (Figura 1B). A superficie interna deste
tubo foi totalmente forrada com papel sulfite branco e as aberturas cobertas com tecido voil
(Figura 1C). Ap6s a emergéncia dos adultos, foi adicionado algodao umedecido com dgua e
mel para a alimentacdo das mariposas. Ao se observar posturas no papel e no tecido, estes
foram retirados, substituidos por outro papel, recortados e acondicionados em um recipiente
plastico com 12 cm de diametro x 7,5 cm de altura até a emergéncia das lagartas neonatas
(Figura 1D). Em seguida, estas lagartas foram individualizadas em potes pléstico, contendo a
dieta artificial (Parra, 1991). Parte destas lagartas foram utilizadas para o bioensaio e parte

para manuten¢do da populagdo.
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Figura 1. Etapas da criacdo de lagartas de S. frugiperda em pote plastico com dieta artificial
(A), placa de Petri aberta contendo pupas (B), tubo de PVC coberto com tecido voil para
oviposicdo (C) e folha de papel sulfite contendo massa de ovos de S. frugiperda (D).

Ovos de C. externa foram obtidos da criacdo massal do laboratério da Associacio
Mineira de Produtores de Algoddo (AMIPA). Cerca de 5000 ovos foram adquiridos em
cartelas de papel sulfite, mantidos a temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa 60-70% e
fotofase de 12:00 h até a eclosdo das larvas. As larvas foram agrupadas em potes plasticos
(500 mL) de 40-50 individuos e alimentadass com 0,1 g de ovos de Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) por dois dias, para que as larvas de C. externa ndo
morressem de fome.

2.2. Bioensaios
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2.2.1. Suscetibilidade de S. frugiperda pelo tratamento de sementes e hibridos de milho

Para realizar os bioensaios, plantas de milho foram cultivadas em vasos de 8 L sobre
o solo em casa-de-vegetacdo (4,5 m L x 9,0 m C x 5,0 m A). Foram obtidas sementes de
milho convencional SHS 5050 e transgénico SHS 7939 PRO2 (Cry1A.105 + Cry2Ab), doadas
pela empresa Santa Helena Sementes. O solo foi analisado quimicamente e realizado as
corre¢des quimicas seguindo Vergiitz e Novais (2015). Realizou-se o tratamento das sementes
dos cultivares convencional e transgénico. As sementes foram tratadas com o inseticida
clorantraniliprole 625 SC (Dermacor®, FMC Quimica do Brasil Ltda), na dose de 60
ml/60.000 sementes, e acondicionadas em bandeja plastica (45cm x 29cm x 7,5cm) para
secagem a sombra por 24 horas. Em seguida, as sementes foram depositadas em vasos
contendo latossolo vermelho, na densidade de 10 sementes por vaso e Scm de profundidade.
Os vasos foram dispostos no solo da casa-de-vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado com 10 repeticdes (Figura 2A). Assim, os tratamentos foram arranjados em
esquema fatorial 2x2, dois hibridos de milho x duas doses do inseticida (com e sem
tratamento de sementes).

Aos 5, 15, 30 e 45 dias apds a emergéncia (DAE), quatro folhas foram retiradas das
plantas de cada vaso, colocadas em sacos de papel e transportadas para o Laboratério de
Pesquisas em Manejo Integrado de Pragas para realizar os bioensaios. As folhas foram
cortadas e colocadas em placas de Petri (9 x 1,5 cm), de modo a cobrir o fundo da placa. Em
seguida, foram colocadas cinco lagartas neonatas e cinco lagartas de 4°/5° instar, as placas
cobertas com tecido voil, preso com elastico (Figura 2B). As lagartas neonatas foram
colocadas na mesma placa, ja as de 4°/5° instar foram individualizadas devido ao seu hédbito
canibal. As avaliacdes de mortalidade foram realizadas com 24 e 48 h apds exposi¢do as
folhas. As lagartas foram consideradas mortas quando ao toque de um pincel de ponta fina,

nao se moviam.
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Figura 2. A) Vasos com plantas de milho em casa de vegetacdo. B) Placas de Petri cobertas
com tecido voil, preso com eldstico.

Os dois bioensaios foram realizados simultaneamente. Para o bioensaio com lagartas
neonatas foram realizadas avaliacdes de mortalidade aos 5, 15, 30 e 45 dias apds a emergéncia
das plantas de milho. Para o bioensaio com lagartas de 4°/5° instar, foram realizadas as
avaliacdes apenas aos 5, 15 e 30 dias apds a emergéncia, pois aos 30 dias ja ndo foi observada
mortalidade.

2.2.2. Predacdo de S. frugiperda por C. externa

Para verificar o potencial predatério de S. frugiperda por C. externa, foi realizado um
bioensaio, com trés tratamentos: ovos de A. kuehniella (Testemunha), ovos de S. frugiperda e
lagartas de S. frugiperda neonatas. Avaliou-se a quantidade de instares, dias de duracdo do
periodo larval, a mortalidade, o peso pupal, duragdo do periodo pupal e a porcentagem de
emergéncia dos adultos.

No primeiro tratamento, dez larvas de C. externa foram individualizadas em tubos de

ensaio (12 x 75 mm), para evitar o canibalismo. Essas larvas foram alimentadas com ovos de
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A. kuehniella, e vedados com filme plastico. No segundo, quarenta larvas de C. externa (4
repeticdes com 10 insetos), foram individualizadas em tubos de ensaio (12 x 75 mm), vedados
com filme pléstico. Diariamente foram oferecidos ovos de S. frugiperda para a alimentacio.
Os ovos foram mantidos em um freezer por 24 h, tornando-os invidveis, a fim de evitar a
eclosdo das lagartas durante o bioensaio. A quantidade de ovos foi pesada em uma balanca
analitica (Shimadzu ATX224) e, em seguida, esses ovos foram colocados nos tubos de ensaio.
A quantidade de ovos necessdria aumentava de acordo com o desenvolvimento da larva de C.
externa.

No terceiro tratamento, trinta e duas larvas de C. externa (4 repeti¢oes de 8 insetos),
foram individualizadas em tubos de ensaio (12 x 75 mm), vedados com filme plastico (Figura
3A). Diariamente foram oferecidas lagartas de S. frugiperda recém emergidas para
alimentacdo das larvas de C. externa. A quantidade de lagartas necessaria aumentava de
acordo com o desenvolvimento da larva de C. externa. No inicio foram oferecidas 5
lagartas/dia, atingindo 35 lagartas/dia no final. Ao empuparem, estas foram pesadas,
colocadas em uma placa de Petri (9 x 1,5 cm), que foi colocada no interior de um tubo PVC
(20 cm de altura x 30 cm de diametro onde permaneceram até a emergéncia, para se calcular a
porcentagem de emergéncia dos adultos e de ndo emergéncia. Ao final do bioensaio de C.
externa, foram somadas as quantidades de ovos de A. kuehniella, ovos e lagartas de S.
frugiperda consumidos, para verificar a quantidade necessaria para completar o ciclo de vida

de C. externa.
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Figura 3. A) Tubos de ensaios usados no bioensaio de mortalidade de S. frugiperda por C.

externa. B) Larva de C. externa predando lagarta de S. frugiperda.

2.3. Analise estatistica

Os dados da mortalidade de S. frugiperda foram submetidos aos pressupostos da
andlise de variancia, homogeneidade das variancias (Teste de Bartlett) e normalidade (Teste
de Shapiro-Wilk), e no caso em que uma das pressuposicoes nao foram atendidas, os dados
foram submetidos a transformacdo raiz quadrada (\/a + 0,5)). Posteriormente, os dados
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(p=0,05), usando o programa R (R Core Team, 2015). Como o bioensaio de predacdo de S.
frugiperda por C. externa foi realizado com diferentes nimeros de insetos em cada
tratamento, as médias foram calculadas e foram submetidas a andlise de varidncia e

comparadas pelo Teste de Tukey (p=0,05). As curvas de sobrevivéncia foram estimadas pelo
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método de Kaplan—Meier (teste de log-rank) usando o procedimento PROC LIFE TEST do
SAS.

3. Resultados
3.1. Suscetibilidade de S. frugiperda pelo Tratamento de Sementes e Hibridos de milho

O nimero de lagartas de S. frugiperda mortas reduziu com o decorrer dos dias apds a
emergéncia (DAE). Foi observado interagdo significativa entre os fatores em estudo apenas na
avaliacdo de 5 DAE com 24 horas [F3:36=8,35; p=0,006]; e 5 DAE [F3.:36=65,24; p<0,01] e
45 DAE a 48 h [Fpi6=4,43; p=0,04] (Figuras 1A, B). As menores mortalidades foram
observadas no tratamento com hibrido convencional (SHS 5050) e sem tratamento de
sementes (Figura 4A, B). Nas figuras 4C, D observa-se que houve redu¢do no nimero de
lagartas de 4°/5° instar mortas no decorrer dos dias apds a emergéncia. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica para nenhuma das datas avaliadas, mostrando que tanto a varidvel
tratamento de sementes quanto a varidvel hibridos de milho exerceram influéncia sobre a

mortalidade de lagartas maiores.
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Figura 4. Média + erro padrdo da porcentagem de lagartas neonatas e de 4°/5° instar de S.
Jfrugiperda mortas aos 5, 15, 30 e 45 dias apds a emergéncia (DAE) com 24 (A e C) e 48
horas (B e D). As médias seguidas pela mesma letra em cada data de avaliagdo ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p=0,05).
3.2. Predacdo de S. frugiperda por C. externa

Para todas as larvas avaliadas, foram observados trés instares. Larvas de C. externa
consumiram maiores quantidades de ovos e lagartas de S. frugiperda do que ovos de A.

kuehniella. A média + erro padrdo desse consumo foi de 274,04 + 5,64 e 255,69 + 20,53 para
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ovos e lagartas de S. frugiperda, respectivamente, e 182,9 + 36,6 para ovos de A. kuehniella
(Figura 5). As larvas de C. externa consumiram aproximadamente 1,5 vezes mais ovos de S.
frugiperda do que ovos de A. kuehniella e aproximadamente 1,4 vezes mais lagartas de S.

frugiperda do que ovos de A. kuehniella.

w300 -
3 a
E AN
5250 -
g b
Q
2 200 - [
5
> |
< 150 1
[7)]
S
© 100 -
Q
ho]
S 5
O 0 A
=
=)
Z
0

Ovos de A. llcuehniella Ovos de S. ]I‘rugiperda Lagarta.s.. lc.lle S. fr;giperda
Figura 5. Média + erro padrdo do ndmero de ovos e lagartas de S. frugiperda consumidos
durante a fase larval de C. externa. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A andlise dos dados de sobrevivéncia das larvas de C. externa alimentadas com
diferentes presas revelou que ha diferencas significativas entre os tratamentos (y*> = 56,11;
p<0,001) (Figura 6). Quando as larvas apresentavam 10 dias de idade, a sobrevivéncia foi
superior a 93% em larvas alimentadas com ovos de S. frugiperda, diminuindo para 92% em
larvas alimentadas com ovos de A. kuehniella e 75% em larvas alimentas com lagartas de S.

frugiperda.
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Figura 6. Curvas de sobrevivéncia de larvas de C. externa, até o 10° dia, alimentadas com
ovos e lagartas de S. frugiperda e ovos de A. kuehniella. As curvas foram comparadas usando-
se 0 método de Kaplan-Meier usando-se o teste de log-rank (¥* = 56,11; p< 0,001).

A duracdo média da fase larval foi menor quando a larva consumia ovos de S.
frugiperda e maior quando consumiu lagartas de S. frugiperda. O peso de pupa foi maior para
larvas de C. externa quando essas eram alimentadas com ovos de S. frugiperda, ndo havendo
diferencga significativa para larvas alimentadas com ovos de A. kuehniella e lagartas de S.
frugiperda. Os adultos emergiram mais rdpido quando a alimentacao larval foi realizada com

ovos de A. kuehniella e S. frugiperda (Tabela 1).

Tabela 1. Média + erro padrdo da quantidade de dias para empupar, peso de pupa, dias para a
emergéncia do adulto e porcentagem de nao emergéncia de C. externa alimentadas com ovos

de A. kuehniella, ovos e lagartas de S. frugiperda.
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Tipo de alimento Dias para Peso de pupa Emergéncia do Adultos ndo
empupar (mg/pupa) adulto (dias) emergidos (%)

A. kuehniella (ovos) 15,3+0,9 b 34,5434 b 9,0+0,6 b 133 a

S. frugiperda (ovos) 7,5+0,1 ¢ 56,0+1,4 a 9,0+0,1b 25,0b

S. frugiperda (lagartas) 18,0+0,2 a 42,5+£19b 13,1404 a 30,4 b

As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
4. Discussao

O uso de tratamento de sementes e hibridos de milho que expressam a proteina Bt
fornecem um controle inicial de S. frugiperda, o que permite que o produtor realize menos
aplicagdes de inseticidas na fase inicial do milho, resultando em um menor custo de produgao.
Entretanto, € importante que sejam realizadas amostragens a fim de se observar a densidade
de pragas e a necessidade de pulverizagdes. A reducdo da mortalidade de lagartas com o
crescimento das plantas pode ser explicado pela reducdo do ingrediente ativo do inseticida
clorantraniliprole nos tecidos da planta (Villegas et al., 2019). Malhat et al. (2012) calcularam
a meia-vida desse inseticida em tomate, sendo 3,30 dias o valor encontrado. Além disso, a
reducdo da concentracdo desse inseticida na parte aérea das plantas ocorre pois ele se move
através do xilema onde os ingredientes ativos podem ser diluidos e perdidos por transpiracdo
e exposi¢do a luz UV (Lanka et al., 2014; Zhang et al., 2019).

Em um estudo realizado com tratamento de sementes com clorantraniliprole em
arroz, na fase inicial das plantas, o tratamento de sementes ocasionou a mortalidade do
gorgulho aquético do arroz Lissorhoptrus oryzophilus (Kuschel) (Coleoptera: Curculionidae),
S. frugiperda e broca da cana de actcar Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Pyralidae), ja na fase reprodutiva das plantas a mortalidade foi menor (Villegas et al., 2019).
Zhang et al. (2019) observaram a redugdo do controle de Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767)

(Lepidoptera: Noctuidae) por ciantraniliprole, pois os residuos desse inseticida nas plantas de
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milho diminuem gradualmente, conforme a planta cresce. Han et al. (2012) observaram a
reducdo do controle de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidac) de 100% para
82,94% aos 21 dias apds o tratamento, entretanto observaram que a exposi¢do das larvas de P.
xylostella a concentragdes subletais de clorantraniliprole reduziu a taxa de pupagao, o peso da
pupa, a taxa de emergéncia dos adultos, além de causar inibi¢do na fecundidade e fertilidade,
ocasionando a reducdo do crescimento populacional da préxima geracao.

Niao houve diferenca estatistica para a mortalidade de lagartas de 4°/5° instar de S.
frugiperda pelo tratamento de sementes e hibridos de milho, pois a dose necessdria para
controlar larvas de instares mais avancados € maior do que para instares larvais precoces
(Jiang et al., 2012). Lagartas maiores demoram um periodo maior para morrer, cOmo
observado por Carscallen et al. (2018), em que o clorantraniliprole demorava cerca de 2 dias
para ocasionar a morte de lagartas de terceiro instar de Mythimna unpucta (Cirphis)
(Lepidoptera: Noctuidae), enquanto demorava cerca de 6 dias para ocasionar a morte de
lagartas de quinto instar. Zhang et al. (2019) observaram que a medida que as plantas de
milho cresciam, a mortalidade de lagartas de sexto instar de A. ipsilon era menor quando
comparada com lagartas menores.

Além disso, a concentracdo de proteinas Btf varia com o tipo de tecido, estidio
fenoldgico da planta de milho e condi¢bes ambientais, expondo as lagartas a uma expressao
heterogénea das proteinas Bt no tempo e no espago (Székécs et al., 2010; Bilbo et al., 2019).
Essa expressao heterogénea da toxina Bt pode aumentar a resisténcia das lagartas e permitir
respostas comportamentais, como a ndo alimentacdo (Bilbo et al., 2019). Em um estudo
avaliando a toxicidade de hibridos de algodao Bt em Crysodeixis includens (Walker, 1858)
(Lepidoptera: Noctuidae) e S. frugiperda, foi observado que as proteinas Cryl Ac/Cry2Ab e
CrylAc/CrylF expressas pelos hibridos de algoddo, controlaram lagartas neonatas das
espécies avaliadas, mas, quando avaliaram lagartas de 5° instar a mortalidade foi menor,

porém esses insetos demoravam mais para completar o ciclo de vida (Sorgato et al., 2015). A
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reducdo da suscetibilidade a proteinas Bt em instares larvais mais avancados também foi
verificado para Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) (Jenkins et al.,
1993), para C. includens (Ashfaq et al., 2001), Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Li et al., 2007).

A ocorréncia da mesma quantidade de instares das larvas de C. externa, sugere que
ovos e lagartas neonatas de S. frugiperda sdo presas adequadas, pois a qualidade das presas e
condi¢cdes ambientais podem aumentar ou reduzir o nimero de instares (Albuquerque et al.,
2001). Quanto maior o inseto, mais eficiente é a busca e o manejo da presa (Palomares-Pérez
et al., 2019). O maior consumo de presas fornece uma maior massa corporal, como observado
nas larvas de C. externa alimentadas com ovos de S. frugiperda.

A massa corporal pode indicar a quantidade de nutrientes armazenados pelo inseto,
podendo influenciar na dispersdo, no voo e na fertilidade (Omkar et al., 2006, Lemos et al.,
2009). Michaud (2000) observou que os adultos do predador Cycloneda sanguinea (Linnaeus,
1763) (Coleoptera: Coccinelidae) tinham maior peso e fecundidade quando alimentados com
Toxoptera citricida (Kirkaldy) (Hemiptera: Aphididae) quando comparados com os que foram
alimentados com Aphis spiraecola (Patch) (Hemiptera: Aphididae). Além disso, a densidade
populacional das presas pode afetar o consumo do predador (Zanuncio et al., 2008;
Palomares-Pérez et al., 2019).

A qualidade nutricional das presas influencia no desenvolvimento dos predadores,
podendo aumentar ou diminuir o periodo pupal (Huerta-Rodriguez et al., 2018). Um periodo
pupal menor, como observado para ovos de A. kuehniella e S. frugiperda, é importante no
controle bioldgico, pois a rdpida emergéncia dos adultos pode levar a um aumento
populacional mais rdpido (Pappas et al., 2007; Pappas et al., 2008). Presas de baixa qualidade
podem prolongar o tempo de desenvolvimento de C. externa e afetar a sua sobrevivéncia

(Cuello et al., 2019).
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Sendo assim, os resultados obtidos nesse trabalho mostram que C. externa € um
potencial predador para S. frugiperda, devendo ser mais estudado no controle desta praga em
campo, definindo-se a quantidade ideal para liberacao no campo, além de serem estabelecidas
taticas que favorecam a presenga de C. externa no manejo dessa praga. Espera-se que a
utiliza¢do desse predador no campo apresente bons resultados, além da reduc¢io no custo de
producdo devido a reducdo na utilizagdo de inseticidas e, consequentemente, reducdo da
concentracdo de pesticidas no produto final. Devido a grande sobrevivéncia de C. externa
alimentadas com ovos de S. frugiperda, essa praga pode ser considerada uma alternativa de
alimentacdo para criacio massal desse predador em laboratério.porém sdo necessarios a
realizacdo de experimentos com esse predador em campo.
Conclusoes

O uso de tratamento de sementes e hibridos de milho que expressam a proteina Bt
fornecem um controle inicial de S. frugiperda;

A predacgdo de S. frugiperda por C. externa foi efetiva.
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