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RESUMO GERAL

Foram avaliadas interacbes existentes entre 0s seguintes
agentes de controle natural de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae): Campoletis flavicincta (Hymenoptera: Ichneumonidae), o Virus
da Poliedrose de Spodoptera frugiperda (VPN - Sf) e diferentes materiais de
milho [parental exético Zapalote Chico (ZC) (Zea mays), o parental adaptado
BR 105, e quatro populagcfes semi-exdticas, com diferentes porcentagens de
introgressao génica: 50% de ZC + 50% de BR 105 (ou simplesmente F1),
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25% de ZC + 75% de BR 105 (recombinagdo 1 ou simplesmente RC1), 12,5%
de ZC + 87,5% de BR 105 (ou RC2) e 6,25% de ZC + 93,75% de BR 105 (ou
RC3)]. O periodo de incubagdo dos ovos de C. flavicincta €& de
aproximadamente 48 h. A maioria das lagartas de S. frugiperda continha mais
de um ovos do parasitoide. Apés 24 h da eclosdo dos ovos, foi possivel
observar apenas uma das larvas desenvolvida dentro de uma mesma lagarta.
As larvas do parasitdide, presentes numa mesma lagarta, competem entre si
provavelmente por ataque fisico, por meio das mandibulas que existem somente
em larvas de 1° instar. Fémeas do parasitdide depositaram mais ovos em
lagartas sadias do que em infectadas, quando nao tiveram opcao de escolha.
Estando em contato com lagartas sadias e infectadas pelo VPN - Sf ao mesmo
tempo, ndo houve diferenca no niumero de ovos depositados, provavelmente por
nao poderem discriminar os odores de lagartas sadias de infectadas. Em teste
de olfatdbmetro, lagartas sadias e folhas de milho atrairam 50% das fémeas.
No tratamento com lagartas infectadas e folhas, foram atraidas 32,1% das
fémeas. Onde havia apenas folhas, esse valor foi de 14,3% e a testemunha,
sem qualquer fonte de odor, atraiu apenas 3,5% das fémeas. Discriminar
hospedeiros sadios de infectados pode minimizar o impacto negativo do
VPN - Sf sobre os parasitéides. Aumento do tamanho da lagarta implica
numa reducdo na eficiéncia do virus. A utlizacdo conjunta de virus e
parasitdide aumentou a mortalidade de lagartas de S. frugiperda em
laboratorio, quando comparado com o tratamento onde foi utilizado apenas o
virus. Quanto maior o intervalo de tempo entre parasitismo e infec¢do, maior
a sobrevivéncia de C. flavicincta. A infeccéo prévia com o VPN - Sf reduziu a
emergéncia do parasitéide, principalmente em lagartas infectadas no 2° e 3°
dias de vida. Nao sO fémeas originadas de lagartas infectadas pelo virus
foram capazes de transmitir 0 patdgeno para lagartas sadias, mas também
aguelas fémeas inicialmente isentas do virus, mas que acasalaram-se com
machos oriundos de lagartas infectadas. Em laboratério, os materiais
genéticos nao indicaram diferencas significativas nos parametros biolégicos
(eficiéncia de parasitismo, peso de lagartas sadias e parasitadas, peso das
pupas, duracdo da fase pupal e razdo sexual do hospedeiro e do
parasitoide). No campo foi coletado o menor n.° de lagartas de tamanho 3 e
nenhuma lagarta de tamanho 4 em ZC, além do menor n.° de lagartas de S.
frugiperda, de pupas do parasitéide e onde o nivel de dano foi menor,
indicando que houve efeito daquele material.
GENERAL ABSTRACT

It was evaluated the possible interactions among the following
agents of natural control of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae):
Campoletis  flavicincta  (Hymenoptera: Ichneumonidae), the Nuclear
Polyhedrosis Virus (NPV - Sf) and different maize genotypes with different levels
of genetic resistance [Resistant exotic parental “Zapalote Chico” (ZC) (Zea
mays), the adapted parental BR 105, and four semi-exotic populations, with
different percentages of gene introgression: 50% of ZC + 50% of BR 105 (or
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simply F1), 25% of ZC + 75% of BR 105 (backcross 1 or simply BC1), 12,5% of
ZC + 87,5% of BR 105 (or BC2) and 6,25% of ZC + 93,75% of BR 105 (or
BC3)]. The incubation period of the eggs of C. flavicincta was approximately
48 hours. Most of the caterpillars of S. frugiperda contained more than one
eggs of the parasitoid. However, 24h after eggs eclosion, it was observed the
presence of only one developed larvae in the same caterpillar. Probably there
IS a competition among newly hatched larvae and through physical attack
only one survives. Females of the parasitoid laid more eggs in healthy
caterpillar than in infected one, when they did not have choice option. When
in contact with healthy caterpillars and infected by NPV - Sf at the same time,
there was not difference in the number of deposited eggs, probably because
the female could not discriminate between of healthy or NPV infected host. In
olfactometer test, healthy S. frugiperda larva and corn leaf attracted 50% of
the C. flavicincta females. In the treatment with infected caterpillars and your
leaf, they were attracted 32,1% of the females. Where just had leaves, that
value was of 14,3% and the witness, without any scent source, it attracted
only 3,5% of the females. To discriminate healthy hosts of having infected can
minimize the negative impact of NPV - Sf on the parasitoids. Increase of the
size of the caterpillar implicates in a reduction in the efficiency of the virus.
The united use of virus and parasitoid in laboratory increased the mortality of
caterpillars of S. frugiperda in laboratory, when compared with the treatment
where was just used the virus. As larger the interval of time between
parasitism and infection, larger the survival of C. flavicincta. The previous
infection with NPV - Sf reduced the emergency of the parasitéide, mainly in
caterpillars infected in the 2nd and 3rd days of life. Not only originated
females of caterpillars infected by the virus they were capable to transmit the
pathogen for healthy caterpillars, but also those females initially exempt of the
virus, but that were coupled with males originating from of infected
caterpillars. In laboratory, the genetic materials didn't indicate significant
differences in the biological parameters (efficiency of parasitism, weight of
healthy caterpillars and sponged, weigh of the pupas, duration of the phase
pupal and sexual reason of the host and of the parasitoid). In the field
smallest number was collected of caterpillars of size 3 and any caterpillar of
size 4 in ZC, besides smallest number of caterpillars of S. frugiperda, of
pupae of the parasitoid and where the damage level was smaller, indicating
that there was effect of that material.



1 INTRODUCAO GERAL

1.1 As inter-relagcdes entre organismos no controle de pragas

O alerta dado por Rachel Carlson com sua obra "Primavera
Silenciosa” de 1962, espalhou-se rapidamente por todos os cantos do
mundo, alertando para a possibilidade dos impactos negativos de origem
antropica alcancarem niveis criticos para a rede de relacbes bioticas e
abibticas que sustentam a vida em Gaia. Confiante por demais no poder
ilimitado que seu intelecto sempre suscitou-lhe, a ragca humana vem tomando
atitudes que acabam repercutindo negativamente sobre sua morada e sobre
sua prépria espécie, como no caso do uso de agrotdoxicos. Substancias
quimicas criadas em laboratério (atualmente, grande parte tem como
referéncia inicial os compostos naturais vindos de plantas), e que n&do tinham
sido devidamente testadas quanto ao impacto a longo parzo para que fossem
aprovados para uso comercial seguro. As conseqiéncias desse uso abusivo
foram, estdo sendo e serdo sentidas por muitos anos, pois que a estreita
interdependéncia entre 0s seres nao deixara que esquecamos essa etapa de
nossa historia da ciéncia, lembrados que seremos pelos dados que avaliam a
bio-acumulacéo dos residuos dos agrotoxicos.

Outra marca deixada pelo uso indiscriminado dos agrotéxicos,
que ainda esta presente com destaque em nossos dias € o grande
desconhecimento dos agroecossistemas e suas inter-relagdes: pouco sabe-
se de como interagem 0s inumeros organismos envolvidos nesses
complexos ambientes, sendo que esse tipo de estudo foi relegado a planos

menos importantes. Dados restritos sobre a biologia do fitéfago séo



suficientes para saber onde aplicar o veneno e com que freqiéncia. O uso
abusivo demonstrou, de forma draméatica (mortes, deformidades, reducdo na
biodiversidade, doencas cronicas, etc.), a estreita ligacdo existente entre 0s
organismos e 0 ambiente, que se entrelacam formando um tecido delicado e
harmonico, que pode romper-se, gerando abalos profundos no ecossistema

como um todo.

1.2 O Milho Zapalote Chico

E mérito da ciéncia contemperanea o resgate de inimeros
organismos vivos que estiveram a beira da extingdo. E o caso de Zapalote
Chico, um milho com idade aproximada de 3.500 anos, que esteve proximo
de desaparecer ha 40 anos atrds. Como ele, outras plantas ndo tiveram a
mesma sorte. Certamente nés € que tivemos o "azar" de perdé-las!. Esse
milho foi selecionado pelo povo Zapotec, que lhe prestava homenagens
como a uma divindade. A explicacéo para tal veneracdo? Eram as "tortilhas"
(bolo tipico do povo Amerindio), feitas com a farinha do milho Zapalote,
chamadas "totopos”, que conservavam-se por mais de seis meses. Numa
época onde ndo havia as formas atuais de conservacao de alimentos, essa
ferramenta dava enormes garantias de sobrevivéncia ao povo que a
dominava. Certamente um trabalho minucioso de melhoramento vegetal,
passado oralmente, geracdo apds geracdo, foi o que conferiu as
caracteristicas especificas ao milho Zapalote. Ser resistente as lagartas que
dele se alimentam é a sua principal caracteristica, certamente também

conferida pela laboriosa dedicacdo do povo Amerindio, sendo atualmente,



grande fonte para o desenvolvimento de materiais resistente. Zapalote Chico

€ um dos focos dos estudos desenvolvidos neste trabalho.

1.3 O Parasitéide Campoletis flavicincta

Outro interesse dos estudos estd no hymenoptera parasitoide
Campoletis flavicincta, da familia Ichneumonidae. LA SALLE & GAULD
(1993) revelam o quanto essas pequenas vespas representam no equilibrio
dos ecossistemas, considerados parte essencial das for¢cas que impulsionam
a biodiversidade: ao limitarem o tamanho da populacdo de fitéfagos, que
poderiam competir e eliminar outras espécies, os parasitéides podem ajudar
a manter elevado o nivel de diversidade de herbivoros, além de prevenir que
esses herbivoros destruam sua propria planta hospedeira, mantendo assim,
o equilibrio entre as espécies.

A dimenséao de sua importancia na estabilidade da rede da vida
da qual faz parte talvez seja tdo grande quanto sua sensibilidade para
alteracbes em seu ambiente. Por varias vezes, a sensibilidade de
hymendptera parasitica tem sido demonstrada, quando normalmente s&o
eliminados por distarbios provocados pelo homem, e que invariavelmente
nao eliminam a praga. O Brasil, pais de mega- biodiversidade, certamente
tem muito a oferecer em se tratando de ferramentas biol6gicas de controle
populacional de fitéfagos. Os himenodpteros, essenciais para qualquer
programa de controle bioldgico, dependem de ambientes relativamente
estaveis para que possam continuar existindo e possam servir para aumentar

a capacidade produtiva das lavouras sem comprometer o ambiente.



1.4 O Virus da Poliedrose Nuclear de Spodoptera frugiperda

Por fim, os estudos tiveram como parte integrante, o Virus da
Poliedrose Nuclear de Spodoptera frugiperda (VPN -Sf), que tem enorme
potencial de utilizacdo, principalmente pela sua alta viruléncia, sendo
considerado, teoricamente, especifico para a lagarta-do-cartucho e por ter
custo de producdo relativamente baixo, apesar de exigir relativa capacitacao
tecnoldgica para ser produzido. Ao mesmo tempo, pouco sabe-se sobre 0s
potenciais riscos do uso freqiiente ou sobre o efeito de pulverizacdes
repetitivas de patdgenos nos outros elos da rede de relagdes que envolve a

lagarta-do-cartucho e o milho.

1.5 Objetivos do trabalho

Sera de grande valia no manejo ecoldgico de pragas em
sistemas agricolas se entendermos com maior profundidade até que ponto
um organismo pode afetar os que com ele relacionam-se, de modo que
tenhamos no¢do mais clara de como poderemos interferir o minimo possivel
nesse complexo e pouco conhecido ambiente.

Um parénteses para confiimar o nivel do nosso
desconhecimento: foi feito um levantamento de insetos, com intuito de
acompanhar a flutuagéo populacional de C. flavicincta por meio de dois tipos
de armadilhas: a armadilha Malaise (captura insetos voadores), instalada em
borda de mata primaria de Cerrado (floresta semi-caducifélia, com grandes
arvores de Copaifera spp. - o Paud'éleo), ao lado de uma éarea de plantio de
milho. Esse local, utilizado para trabalhos de melhoramento de milho,

chamado tecnicamente de "campo isolado”, tem como caracteristica principal



estar rodeado por mata com arvores altas, e que ainda é contornado por
cadeia montanhosa, para impedir a vinda de graos de polen indesejaveis de
campos proximos de producdo e avaliagdo de material melhorado. O outro
tipo de armadilha utilizado foram as bandejas amarelas com agua,
localizadas dentro da &area da lavoura de milho. As coletas foram feitas
durante um ano consecutivo, com substituicbes semanais para as bandejas e
quinzenais para a Malaise. O volume e a diversidade do material é
impressionante, principalmente pela diversidade de lepidépteros, coledpteros
e himendpteros, muitos deles, certemente, completos desconhecidos para a
ciéncia. Pois nessa infinidade de insetos coletados, nem um Unico exemplar
de C. flavicincta foi encontrado. Isso faz-nos supor que a espécie ndo existe
originalmente naquele local, sendo proveniente de outra regido, ndo tendo
chegado a ocupar nichos em areas naturais mais isoladas, como € o caso do
local onde foi feito o levantamento.
O controle natural de pragas pode ser estimulado a ponto de
evitar danos econdmicos nas lavouras, mas para isso € indispensavel o
conhecimento das inter-relagbes existentes no ambiente natural. Como
interagem entomopatogenos, parasitdides, predadores e plantas
resistentes? De que forma cada um pode ter sua atuacdo complementada
pelo acdo do outro agente, sem que tornem-se excludentes ou criem
situagOes que alterem por demais a estabilidade do agroecossistema?
Em nosso trabalho, a meta principal foi lancar luz sobre alguns
aspectos do agroecossistema do milho, em especial para as inter-relacées
existentes entre a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) e alguns de

seus principais agentes naturais de controle populacional: o parasitéide



Campoletis flavicincta, o Virus da Poliedrose Nuclear de S. frugiperda (VPN -
Sf), o material resistente Zapalote Chico e os materiais resultantes de seus

cruzamentos com o milho BR 105.

1.6 Resumo dos capitulos

Primeiro capitulo - Foi avaliada a capacidade do parasitéide diferenciar
lagartas sadias e infectadas pelo VPN - Sf, o periodo de incubacdo dos ovos
de C. flavicincta e a competicdo das larvas do parasitoide dentro das lagartas
hospedeiras.

Segundo capitulo - Avaliou-se a eficiéncia do virus e parasitéide
isoladamente e a utilizagcdo conjunta, com a infec¢cdo prévia pelo VPN - Sf
com posterior parasitismo e vice-versa, além detectar a capacidade de
parasitdides originados de lagartas infectadas tém de transmitir o patdégeno
para lagartas inicialmente sadias.

Terceiro capitulo. Avaliou-se em laboratério e no campo, o impacto de
material de milho resistente a praga em relacdo a acao do VPN - Sf e sobre

0 parasitoide.



2 Capitulo I

Aspectos Biolégicos de Campoletis flavicincta (Ashmead)
(Hymenoptera: Ichneumonidae) e Intera¢cdes com o Virus da Poliedrose

Nuclear de Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)



2.1
ABSTRACT

The Nuclear Polyhedrosis Virus of S. frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (NPV - Sf) and the parasitoid Campoletis flavicincta
(Ashmead) (Hymenoptera: Ichneumonidae) compete for the same resource,
that is, firsts instars of S. frugiperda. Biologicals aspects and capacity of the
parasitoid to differentiate between healthy hosts larvae and infected by NPV -
Sf was studied under laboratory conditions. More than one parasitoid egg was
found inside the great majority of S. frugiperda larvae (incubation period was
approximately 48 hours). However, only one developed larvae could be
observed 24 hours after the parasitoid hatching. Probably, due to competition
(physical attack) among first stadium larvae (presence of jaws, that does not
exist at the subsequent stadiums), only one survived. Parasitoid females did
not discriminate between healthy and NPV infected host larvae. In a non-
choice test, more eggs were laid in healthy caterpillars. In an olfactometer
test, it was found that: (i) healthy S. frugiperda larvae together with corn leave
attracted 50% of parasitoid females. That value was of 32.1%, 14.3% and
3.5% in the treatments with (ii) infected NPV - Sf larvae and leaves, (iii) only
leaves and (iv) no odor source, respectively. The female parasitoid
discrimination between healthy and infected host larvae can minimize the
negative impact of the virus on the parasitoid. The relative data to the
interactions of those two organisms, that maintain narrow relationships to
each other, should direct the decisions that guarantee a larger biodiversity in
the agroecosystem of the corn crop.

RESUMO

O Virus da Poliedrose Nuclear de Spodoptera frugiperda
(J.E.Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (VPN - Sf) e o parasitdide Campoletis
flavicincta (Ashmead) (Hymenoptera: Ichneumonidae) competem pelo
mesmo recurso: lagartas de S. frugiperda nos estadios iniciais. Foram
estudados alguns aspectos biolégicos do parasitéide e avaliada a capacidade
do parasitoide diferenciar lagartas sadias e infectadas. A duracdo da
incubacdo dos ovos de C. flavicincta € de aproximadamente 48 horas. Os
dados sugerem que, na competicdo intraespecifica, a eliminacao das larvas
concorrentes do parasitéide dentro de uma mesma lagarta aconteca pelo
ataque fisico, dada a morfologia das larvas de primeiro estadio (presenca de
mandibulas, que inexistem nos estadios posteriores). Cerca de 24 horas
apos a eclosao das larvas do parasitoide, foi possivel notar que apenas uma
das larvas cresceu. Quando as fémeas do parasitéide foram confinadas com
lagartas sadias e infectadas, ndo houve discriminacdo. Quando ndo puderam



escolher, mais ovos foram depositados em lagartas sadias. Em teste com
olfatdmetro, (i) lagartas sadias e com pedacos de folhas de milho atrairam
50% das fémeas do parasitéide para dentro dos recipientes. Esse valor foi de
32,1%, 14,3% e 3,5 % nos tratamentos com (ii) lagartas infectadas pelo VPN
- Sf e com folhas, (iii) apenas com folhas e na (iv) testemunha,
respectivamente, ndo havendo diferenca significativa apenas entre o0s
maiores valores. A existéncia de discriminacdo entre lagartas sadias e
infectadas pode minimizar o impacto negativo do virus sobre o parasitoide.
Os dados relativos as interagfes desses dois organismos, que mantém
relacbes estreitas entre si, devem nortear as decisfes que garantam uma
maior biodiversidade no agroecossistema do milho.

2.2 INTRODUCAO

Historico

Os agrotoxicos tém sua relacédo custo-beneficio cada vez mais
questionada (WARE, 1980), ndo so pela comunidade cientifica, mas também
por produtores rurais e consumidores. O mesmo autor atesta que quando a
populacdo do inseto fitdfago € drasticamente diminuida pelo uso dos
pesticidas, a de seus inimigos naturais também é afetada, e que uma
ressurgéncia na populacdo da praga geralmente ocorre, aumentando o dano
a lavouram. Dosagens maiores ou novos produtos sao utilizados para
eliminar os fitéfagos ressurgentes, gerando um ciclo de dependéncia em
torno dos agrotoxicos. Isso € uma parte do desequilibrio do ambiente
agropecuario gerado pelo uso intensivo de produtos estranhos ao

agroecossistema.

Mudanca de paradigma: a importancia da biodiversidade
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O controle biolégico de pragas é um dos importantes
segmentos precursores da mudanca de paradigmas na pesquisa agricola, e
sucede o periodo do uso indiscriminado de agrotoxicos por parte dos
produtores rurais. E bastante promissora a utilizacdo de agentes biologicos
na reducdo do prejuizo provocado por insetos fitéfagos e, nesse aspecto, o
Brasil tem especial relevancia no quadro mundial, ndo sé pela qualidade de
sua pesquisa agropecudria e biolégica, mas também pela imensa
biodiversidade que possui, potencialmente rica em agentes de controle

populacional de fit6fagos.

Impacto dos agentes bidticos

Os agentes bioticos utilizados no controle de fit6fagos, por seu
turno, nao estdo isentos de causarem impacto negativo no equilibrio das
cadeias troficas de um agroecossistema. Para CAPALBO & DE NARDO,
(2000), a adogao de um Agente Microbiano de Controle (AMC) implica na
possibilidade de sua ampla distribuicAo ambiental e, consequentemente, na
exposicdo de outros organismos nao-alvo, além da prOpria praga que se
deseja controlar. As mesmas autoras afirmam que embora o AMC seja de
ocorréncia natural na regido de utilizacdo do produto, ele possivelmente
estard disponivel durante a aplicagdo de forma numérica, espacial e temporal
diferente da usual, surgindo dai a necessidade de uma avaliagéo de risco do

uso desses agentes. Para se estimar o risco da liberacado de qualquer AMC
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no ambiente, é importante conhecer a forma como ele interage com o meio

ao seu redor, incluindo outros organismos presentes (MEADOWS, 1993).

Indicador de impacto

Para mensurar o impacto da introducdo de um organismo é
necesséria uma avaliacdo de custo-beneficio, usada para determinar a
utilizacdo ou ndo de um determinado material (JEPSON et al., 1994). Essa
analise é definida por LANDIS et al. (1994) como uma forma de extrapolar, a
partir de informacdes diretas, o efeito tdxico de um composto ou agente de
controle para um organismo especifico e como um complexo de organismos
respondera a isso em seu ambiente natural. O alcance dessa andlise deve
incluir custos ambientais, econémicos e sociais associados a liberacdo do
novo agente (ROYAL SOCIETY, 1992).

Os insetos sdo particularmente efetivos para 0 uso em
avaliacdo de impacto ambiental por apresentarem alta diversidade de
espécies, ampla ocorréncia e importancia no funcionamento do ecossistema
natural (ROSENBERG et al., 1986). LASALLE & GAULD (1991) qualificam os
hymendpteros parasitbides como essenciais na preservacao do equilibrio

ecoldgico e na manutencao da diversidade nos ecossistema terrestres.

A fitéfago
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A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) imp8de grandes perdas a producdo de milho (Zea
mays L.) no Brasil, sendo considerada praga chave (CRUZ et al., 1997a).
Lagartas de primeiro instar alimentam-se do tecido de um dos lados da folha,
deixando o lado oposto intacto, enquanto que as lagartas mais desenvolvidas
fazem perfuragbes, podendo destruir completamente plantas pequenas e
danificar todo o limbo foliar em plantas maiores (CRUZ & TURPIN, 1982).
Uma complexa relacdo entre infestacdo de lagartas e producao foi
apresentada por CRUZ & TURPIN (1983), quando mostraram que o dano
foliar e peso da espiga apresentaram uma relacdo inversamente linear,

gerada pela reducdo no numero de gréos nas espigas de plantas infestadas.

O VPN - Sf E C. flavicincta

Dois agentes promissores no controle biologico da lagarta-do-
cartucho séo o Virus da Poliedrose Nuclear de S. frugiperda (VPN - Sf) e 0
parasitéide Campoletis flavicincta (Ashmead) (Hymenoptera:

Ichneumonidae).

Tipos selvagens de baculovirus tém sido frequentemente
utilizados como bioinseticidas e atualmente sdo empregados em varias
partes do mundo (MOSCARDI, 1999). Uma cepa de VPN - Sf identificada e
purificada no Brasil (VALICENTE et al., 1989), € considerada como tendo

grande potencial para controlar esse inseto fitdfago, pois além de possuir
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elevada viruléncia, é especifico para a lagarta do cartucho (VALICENTE
& CRUZ, 1991).C. flavicincta também tem se mostrado promissor como
agente de controle biolégico dessa espécie (CRUZ et al., 1997b, PATEL &
HABIB, 1986). E o himendptero de grande ocorréncia (53%) em campos de
milho em Sete Lagoas, MG, seguida por Chelonus insularis (Cresson)
(Hymenoptera: Braconidae) (31,3%) e Eiphosoma spp. (Hymenoptera:

Ichneumonidae) (15,6%) (CRUZ et al., 1997b).

As caracteristicas dos ciclos biolégicos de VPN - Sf e de C.
flavicincta, que dependem de lagartas de S. frugiperda em fase inicial de
crescimento para sua manutengao, sugeriram a necessidade do presente

estudo.

O parasitoide

Fémeas de C. flavicincta, por meio do seu ovipositor, depositam
seus ovos no interior das lagartas, obtendo maior sucesso em lagartas
menores (CRUZ et al., 1997b). Durante o desenvolvimento larval do
parasitdide, os tecidos internos da lagarta servem de alimento para o
hospedeiro, que ao atingir o final do ultimo instar, rompe a cuticula da lagarta
e em seguida tece seu casulo, onde ocorre a metamorfose que gerara

invariavelmente um adulto da vespa. Quando da oviposicdo, existe a
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possibilidade das fémeas deparam-se com hospedeiros ja infectados pelo

VPN - Sf.

O virus

No trato digestivo das lagartas, o pH alcalino provoca o
rompimento do corpo de inclusédo protéico do virus, permitindo a liberacdo do
material genético do patdgeno, que a partir de entdo, utiliza as células
hospedeiras para sua multiplicagcdo (MILTENBURGER & KRIEG, 1984). Esse
processo acaba por destruir os tecidos internos da lagarta, que morre com o
corpo enegrecido pela decomposicédo dos tecidos e flacido, incapaz de reter
o conteudo interrno. Nesse estagio final da doenca, 0 menor atrito extravasa
e libera no ambiente os recém-gerados poliedros. Sua viruléncia para um
determinado hospedeiro é diretamente proporcional ao niumero de poliedros

ingeridos e inversamente proporcional ao tamanho da lagarta.

A interface de inimigos naturais de um mesmo hospedeiro

O fato de tanto o VPN - Sf como o C. flavicincta terem maior
eficiéncia em lagartas de S. frugiperda que encontram-se nos estadios
iniciais de desenvolvimento larval caracteriza uma possibilidade de
competicdo entre esses dois organismos por um mesmo hospedeiro. A

pulverizacdo do VPN - Sf no inicio do ciclo da cultura do milho aumenta a



15

eficacia do controle. Ao mesmo tempo, esse procedimento, teoricamente,
pode reduzir a disponibilidade de hospedeiros para os parasitoides.
Liberagbes periddicas de virus entomopatogénicos podem
indiretamente, causar danos a organismos ndo-alvo como parasitéides e
predadores, por deslocamento de competicdo ou por reducdo do recurso
comum, que é o inseto hospedeiro (CAPALBO & DE NARDO, 2000).
OATMAN & PLATNER (1969) admitiram que classicamente, parasitdides em
lagartas infectadas nédo tém sido incluidos no célculo da taxa de parasitismo.
Ao reduzir a possibilidade de desenvolvimento de larvas de parasitoides,
significantes taxas de parasitismo podem ser obscurecidas pela presenca de
VPN e outros patdgenos (VAIL, 1981). ELSEY & RABB (1970) consideram
que o Virus da Poliedrose Nuclear de Trichoplusia ni (Lepidoptera:
Noctuidae) é o principal, embora indireto, causador de mortalidade da
populacdo de larvas do parasitdide Voria ruralis (Fallen) (Diptera:
Tachinidae). A utilizacdo do Virus da Poliedrose Nuclear e do Virus da
Granulose para o controle de lepidopteros é considerada seletiva, pois
aparentemente o0s virus nao se reproduzem nos tecidos de himendpteros
(BEEGLE & OATMAN, 1975 e IRABAGON & BROOKS, 1974). No entanto,
podem afetar os parasitoides indiretamente pela producdo de substancias
toxicas para as suas larvas, pela redugcdo do numero de hospedeiros
disponiveis ou pela morte do hospedeiros antes do parasitéide haver
completado seu desenvolvimento (LEVIN et al.,, 1981). Uma lagarta de S.

frugiperda infectada pelo VPN - Sf ingere apenas 7% do alimento
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normalmente ingerido por uma lagarta sadia (VALICENTE, 1988), o que
pode afetar a disponibilidade de alimento para a larva de um possivel
parasitéide hospedeiro. Para PICKETT et al. (1989), um distirbio em um
nivel particular pode afetar fun¢gdes em outros niveis.

Parasitbides e virus competem pelos recursos quando
presentes no mesmo hospedeiro, e isso freqlientemente, é altamente
negativo tanto para o virus como para o parasitéide (ESCRIBANO et al.,
2000 b). Quando da presenga conjunta do VPN e de larvas de Campoletis
sonorensis Cameron (Hymenoptera: Ichneumonidae) em lagartas de S.
frugiperda em 2° e 3° estadios, o virus foi um competidor superior e dominou
0s recursos do hospedeiro (ESCRIBANO et al., 2000 a). CRUZ et al. (1997a)
encontraram efeito depressivo na porcentagem de parasitismo em lagartas
de S. frugiperda tratadas com VPN - Sf.

A coexisténcia desses organismos num mesmo hospedeiro
gera competicdo pelo recurso lagarta. Em himenopteros, o olfato é
considerado como a ferramenta sensorial mais importante (VAN ALPHEN &
VET, 1985), que esta associado com substancias quimicas geradas a partir
da planta hospedeira ou do proprio hospedeiro (KINIPLING, 1992.), o que
sugere que também C. flavicincta possa utilizar-se dos odores provenientes
de S. frugiperda e de seu entorno para minimizar o impacto do VPN sobre
sua progénie. Dando preferéncia para lagartas sadias, sua progénie tera
maiores chances de sobreviver, e por sua vez, retransmitira essa patrimoénio

genético acumulado as proles seguintes.
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A capacidade de utilizacdo dos compostos volateis foi analisada
qualitativamente num teste de olfatbmetro, além de algumas relacdes
existentes entre o hospedeiro (S. frugiperda) e seus inimigos naturais (VPN -

Sf e parasitoide C. flavicincta).

2.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Criacéo
de Insetos da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, em sala
climatizada (temperatura de 25 + 2 °C, UR de 70 +10 % e 12 horas de luz).
As lagartas e os parasitoides utilizados nos experimentos provieram das
criacbes mantidas em laboratério. Foi utilizada a cepa do virus de nome
“Sertaneja”, que faz parte do banco de VPN - Sf.

As lagartas - Quando expostas ao virus, as lagartas tinham idade entre
trés e cinco dias (segundo e terceiro instar), considerada a melhor fase para
a producdo do parasitéide (CRUZ et al., 1997h).

Os parasitéides - Apds a emergéncia, os adultos foram mantidos em lotes
de cinco casais até 0 momento do parasitismo, quando estavam com cinco
dias de idade, sem qualquer contato prévio com lagartas.

A infeccdo com o VPN - Sf - Cada lagarta permaneceu por 24 h
alimentando-se de discos de folhas de milho (2,5 cm de diametro),

umedecidas com o virus na concentracdo de 6 x 10° poliedros/ml. Foram
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feitas diluicbes a partir de um material purificado, de concentragéo inicial
conhecida, caracterizadas em Camara de Newbauer.
Lagartas que nao tiveram contato com o virus também se alimentaram

com discos de folha de milho por 24 h.

2.3.1 Teste de confinamento com fémeas de C. flavicincta sem

possibilidade de escolha (lagartas sadias ou infectadas pelo VPN - Sf)

Apoés alimentadas com folhas de milho infectadas ou nédo, 50
lagartas sadias ou 50 infectadas pelo VPN - Sf foram colocadas em
frascos
de vidro de boca larga, de 2,51, onde permaneceram em contato com
trés fémeas de C. flavicincta por uma hora. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes.
Findo o periodo de exposicdo aos parasitdides, as lagartas foram
individualizadas em copos plasticos de 50 ml e alimentadas com dieta
artificial a base de feijao e germe de trigo, conforme metodologia descrita por
CRUZ et. al (2000), exceto pelo fato de ndo ser colocada a dieta dentro do
frasco de parasitismo. Trinta minutos ap6s o término do periodo de
parasitismo, dez lagartas de cada tratamento foram mortas e conservadas
em alcool 70%. A partir de entdo, a cada intervalo de oito horas, novas
amostras de dez lagartas foram retiradas e processadas como
anteriormente. A contagem do numero de ovos e larvas do parasitoide foi

feita pela disseccdo de todas as lagartas amostradas. O diminuto tamanho
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dos ovos e larvas do parasitéide exigiu que o procedimento fosse realizado

com o auxilio de um microscépio estereoscopico (10 x).

2.3.2 Teste de livre escolha com fémeas de C. flavicincta em lagartas

infectadas pelo VPN - Sf ou sadias

Dez lagartas de S. frugiperda, infectadas pelo VPN - Sf (conforme
detalhado anteriormente) e dez lagartas sadias foram colocadas juntas, em
um

mesmo frasco de 2,5 I, com uma fémea de C. flavicincta, por uma hora. As
lagartas tinham trés dias e a as fémeas cinco dias. O procedimento foi
repetido por dez vezes. Apdés o0 parasitismo, as lagartas foram
individualizadas em copo de plastico de 50 ml e alimentadas com dieta
artificial a base de feijdo e germe de trigo. Quatro dias apds o parasitismo,
todas as lagartas foram mortas em alcool 70%. Cada lagarta foi entdo
medida e em seguida dissecada para a contagem dos ovos e larvas do
parasitdide. Foi feita a determinacdo da presenca ou ndo do VPN - Sf em
cada lagarta. O diagnéstico da infec¢do causada pelo virus foi baseado em
sintomas tipicos de infeccdo de S. frugiperda pelo VPN - Sf (aparéncia rosea
no inicio e mais escurecida com o passar do tempo). Do mesmo modo como
observou CRUZ (2000), as lagartas infectadas tém a mobilidade reduzida, e
por fim tornam-se escuras devido a desintegracdo do tecido interno, que

rompe-se ao menor contato, quando ocorre 0 extravasamento do conteudo
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corporal. No caso de alguma duvida quanto a presenca ou ndo de poliedros

do VPN - Sf nas lagartas, o diagnostico foi feito em microscépio 6tico (80x).

2.3.3 Preferéncia de fémeas de C. flavicincta por diferentes fontes de
odores.

Para determinar se fémeas do parasitdide sao capazes de
distinguir lagartas sadias de infectadas por meio de odores no processo
parasitario, foi utilizado um olfatdmetro com possibilidade de mudltipla
escolha. Em um tubo de PVC (policloreto de vinila) de 20 cm de diametro e
20 cm de altura, foram feitas quatro perfuragdes equidistantes, de cinco cm
cada (Figura 1).

O fundo do tubo foi vedado com filme plastico e a parte superior com
tecido organza. Em cada uma das quatro perfuracdes foi colocado um copo
plastico de 50 ml de capacidade, com o seu fundo voltado para dentro do
tubo de PVC. No fundo de cada copo, foi aberto um orificio de um cm de
didmetro, para dar acesso a parte interna do tubo de PVC. As arestas que
resultaram da abertura desse orificio foram direcionadas para o lado de
dentro do copo, de forma que ndo oferecesse resisténcia a entrada das
fémeas no copo que continha as fontes de odor. Por outro lado, essas

mesmas arestas dificultaram o retorno das fémeas para o tubo de PVC.
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1 cm

olfatémetro - 20 % 20cm detalhe do fundo do copo

Figura 1. Olfatbmetro de multipla escolha utilizado para avaliar a capacidade
de fémeas de C. flavicincta distinguirem lagartas de S. frugiperda sadias de
lagartas infectadas pelo VPN - Sf. Desenho do autor.

As fontes de odor [apenas folha de milho(i), folha e uma lagarta
sadia (ii) e folha e uma lagarta infectada(iii)] foram colocadas dentro de cada
copo, que teve sua boca fechada por tecido de organza. A testemunha (iv) foi
representada por um copo vazio, também fechado pelo tecido de organza. A
permeabilidade desse tecido é essencial para que se dé a formacé&o do fluxo
de ar, que ira conduzir os compostos volateis até a camara principal, apos
atravessar os copos com as fontes de odor.

Foram utilizadas cinco repeticdes, e em cada uma delas foram
liberadas 07 fémeas do parasitdide, numero esse condicionado a
disponibilidade de fémeas na criacdo. A cada 60 minutos foi feita a contagem
do numero de fémeas dentro dos copos que continham as diferentes fontes

de odores.
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As fémeas do parasitoide, apds contato prévio de 05 dias com
0s machos, ndo haviam ovipositado até o momento do experimento. As
lagartas ofertadas tinham entre cinco e seis dias de idade. Um dia antes dos
testes, as lagartas infectadas permaneceram em folhas de milho umedecidas
com o VPN - Sf (6 x 10° poliedros/ml), enquanto que as lagartas sadias
alimentaram-se das folhas de milho sem o virus. Como utlizou-se as mesmas
fémeas em observacdes feitas em dois dias consecutivos, foi oferecido mel
puro, pincelado nas paredes internas do tubo de PVC e agua, borrifada sobre
o tecido que vedava o olfatbmetro. Lagartas e as folhas foram substituidas
no segundo dia de avaliacéo.

A andlise estatistica - Foi feita analise de variancia nos Experimentos 1
e 2, e Teste de X* no Experimento 3, para deteccdo de diferencas
estatisticas entre os tratamentos. O elevado numero de valores nulos exigiu
gue nos dois primeiros experimentos os dados fossem transformados em Vx

+0,5.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Teste de confinamento com fémeas de C. flavicincta sem
possibilidade de escolha (lagartas sadias ou infectadas pelo VPN - Sf)

Numero de ovos por lagarta - O canibalismo ocorrido durante o periodo
de parasitismo, comum durante o estagio larval dessa espécie de

lepidoptero, reduziu o niumero de lagartas dissecadas de 250 para 230 nos
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dois tratamentos ( Tabela 1 ). Independente de estarem ou néo infectadas,
75,7 % das lagartas dissecadas continha mais de um ovo. FLETCHER et al.
(1994) afirmaram que o superparasitismo (oviposicdo em um hospedeiro ja
parasitado) ja foi considerado como sendo um "engano”, mas atualmente &
aceito como sendo parte do comportamento adaptativo das fémeas. Esses
autores diferenciaram os fatores que influenciam o superparasitismo, que
foram descritos em duas categorias: (i) variaveis externas, incluindo
disponibilidade de hospedeiros, risco de mortalidade e densidade local de
conspecificos e (ii) variaveis internas, incluindo o nimero de ovos que a
fémea dispOe para ovipositar e sua expectativa de vida.

A Figura 2 apresenta uma lagarta do cartucho morta pelo VPN -
Sf, tendo no detalhe, ovo do parasitoide C. flavicincta. Nos experimentos de
laboratério, as arenas sao freqlientemente pequenas e completamente

fechadas, prevenindo a migragcdo do parasitoide e forcando-o0 a ovipositar no

|oCa| (VAN LEI\ITI_I'\I_I\I [0} PDPAIZIZTT N 1AN~70 mAtbmAlAA maAs OTILINAD 1987). O
‘' -
mesmo autor « g de ovos
e
sofreram um p ovos em
guase todos hc )S onde a

probabilidade d
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Figura 2. Lagarta de Spodoptera frugiperda com 04 dias de idade, morta
pelo VPN - Sf, apresentando no detalhe, ovo do parasitbide Campoletis
flavicincta.

GODFRAY (1994) reconhece que em experimentos de
laboratorio, parasitdides confinados com seus hospedeiros recorram ao
superparasitismo depois que todos hospedeiros ndo parasitados ja tiverem
recebido pelo menos um ovo. PRICE (1974) descobriu que parasitoides
que
parasitam os primeiros estadios de desenvolvimento larval tém muito mais
ovariolos do que aqueles que parasitam os ultimos estadios larvais. A alta
capacidade reprodutiva € uma estratégia necessaria para superar a alta taxa
de mortalidade que ocorre nas progénies de espécies que parasitam instares
iniciais dos hospedeiros, causadas por doencas e predacdo do hospedeiro
(SANDLAN, 1979).

Tabela 1. Frequéncia de ovos de Campoletis flavicincta em lagartas de

Spodoptera frugiperda sadias ou infectadas pelo VPN - Sf em teste de
confinamento.

Classe de frequéncia Lagartas sadias Lagartas infectadas
(n° ovos/lagarta) (n=230) (n=230)
% %
0 2,61 1,74
1 16,09 28,26
2 23,48 33,91
3 16,96 23,48
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4 15,22 6,52
5 13,91 3,91
6 5,22 1,3
7 3,91 0
8 0,87 0,44
9 1,3 0,44
10 0 0
11 0 0
12 0,43 0
Total 100 100

A proximidade entre as trés fémeas de C. flavicincta presentes
em cada gaiola pode ter estimulado uma maior oviposi¢ao,
independentemente da ocorréncia prévia de ovos nos hospedeiros, gerando

uma elevada densidade de ovos/lagarta.

Efeito do VPN - Sf sobre o n.° de ovos depositados - Foram
encontrados um total de 752 ovos nas lagartas sadias e 523 nas infectadas,
0 que gerou um valor médio de ovos/lagarta igual a 3,365 (erro padrédo da
média = 0,13) e 2,274 (epm = 0,09), respectivamente. Feita a analise de
variancia, houve diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade, com
um coeficiente de variacéo de 25,5%.

Para VERSOL & YENDOL (1982), é possivel que os
parasitdides evitem hospedeiros infectados com microrganismos, como faz
Apanteles melanoscelus (Hymenoptera: Braconidae), que prefere lagartas

sadias, fazendo pouco esfor¢co para parasitar individuos infectados pelo virus
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da poliedrose nuclear de Lymantria dispar L. (Lepidoptera: Lymantriidae). A
possibilidade de discriminar um hospedeiro sadio de um hospedeiro infectado
pode ser um ponto positivo para o uso dos VPN - Sf e do parasitéide em um
programa de manejo integrado. A probabilidade dessa discrimina¢cdo ocorrer
no campo é grande, ja que virus e parasitéide participam de um processo
evolutivo em que ocorrem interagdes que podem ser negativas para ambos
(HOCHBERG 1991).

Muitos dos fatores que conduzem o parasitbide até o
hospedeiro sdo compostos quimicos originados no hospedeiro (cairomonios)
ou na planta hospedeira (sinoménios) (POWELL, 1985). Uma hipétese que
explica a diferenca entre os tratamentos estd associada a presenca de
compostos quimicos liberados pelas lagartas infectadas e percebidos pelas
fémeas do parasitéide, que gastam menos tempo e ovos em um hospedeiro
que propiciaria menor probabilidade de sobrevivéncia da prole. Devido a
estreita ligacao entre o sucesso da procura por hospedeiro e a producao de
descendentes, podemos esperar que 0 comportamento de procura por
hospedeiros seja fortemente influenciado pela selecdo natural ALPHEN &
VET (1985). A estratégia de discriminacdo de hospedeiro sadio e infectado
sugere uma resposta evolutiva encontrada pelo parasitdide para minimizar o
impacto negativo da presenca do VPN - Sf sobre a sua descendéncia.

Na Tabela 1 observa-se a frequéncia de ocorréncia de ovos do
parasitdide nas lagartas sadias e infectadas, com o0s valores extremos

apresentando as menores freqtiéncias. Para VISSER (1993), um parasitéide
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procurando por um hospedeiro num local onde também encontram-se outros
da mesma espécie, pode inicialmente evitar aqueles
previamente

parasitados, para concentrar seus esforcos na localizagao de
hospedeiros

ndo parasitados antes de seus competidores. Mais tarde, quando
a

gualidade do ambiente cair (falta de hospedeiros né&o parasitados), pode

ser

favoravel gastar tempo e recurso adicionando ovos em um hospedeiro ja
parasitado.

Localizacdo dos ovos e larvas do parasitoide - Independentemente do
tratamento, foi possivel observar na primeira amostra de lagartas dissecadas
(30 minutos ap0s o parasitismo) que os ovos do parasitdide posicionavam-se
na extremidade anterior (14 ovos), parte mediana (12 ovos) e extremidade
posterior (30 ovos) das lagartas. Em todas as disseccdes posteriores a esse
periodo, poucos foram 0s ovos encontrados em outros locais que ndo na
extremidade posterior das lagartas. ISso sugere que entre o parasitismo e a
morte da primeira amostra de lagartas, ndo houve tempo suficiente para que
os ovos fossem deslocados para a porcdo terminal. Esse deslocamento
passivo dos ovos deve-se provavelmente aos movimentos do aparelho

digestivo das lagartas, que conduzem o alimento para a extremidade
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posterior. A presenca de ovos em diferentes posi¢coes dentro da lagarta
indica que C. flavicincta ndo escolhe um local especifico do hospedeiro para
depositar seus ovos. Certamente as fémeas encontraram maior facilidade de
ovipositar na parte posterior das lagartas, que ficam impossibilitadas de
defender-se por ndo detectarem a aproximagdo do parasitdide. Na parte
posterior das lagartas foi encontrada a grande maioria das larvas do
parasitdide, proximas das insercao dos tubulos de Malpighi.

Periodo de incubacdo dos ovos e competicdo entre larvas do
parasitéide - As primeiras larvas eclodidas do parasitoide
foram
encontradas na disseccdo feita 48 h ap0s o parasitismo. Um dia apods a
eclosdo, ja foi possivel observar que apenas uma das larvas (exceto em
uma das observagdes) crescera, enquanto o restante manteve o tamanho de
larvas recém-eclodidas. Essa larva maior certamente resultaria num adulto
do parasitoide, confirmando o que invariavelmente ocorre com a espécie, em
gue apenas um parasitoide emerge de cada lagarta parasitada. Quando
existe um grande numero de larvas de endoparasitéides solitarios em um
hospedeiro, as alternativas para a eliminacdo das larvas concorrentes,
conforme SALT (1961) e VINSON & IWANTSCH (1980) sédo: eliminacdo por
ataque fisico, supressao fisioldgica via toxinas, anoxia ou por privacao
nutricional. O primeiro instar das larvas de muitos parasitdides solitarios é
equipado com uma capsula cefélica rigida e mandibulas relativamente
grandes, que sdo usadas para atacar outras larvas da mesma ou de outras

espécies e posteriormente sdo perdidas quando a larva muda para o
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segundo instar e inicia uma fase de rapido crescimento (GODFRAY, 1994).
Para C. sonorensis, VINSON (1972) fornece evidéncias de que héa
competicdo e que ocorre ataque fisico durante o primeiro instar de suas
larvas.

Na competicdo intraespecifica, a eliminacdo das larvas
concorrentes do parasitéide dentro de uma mesma lagarta deve dar-se por
ataque fisico, dada a morfologia das larvas de primeiro estadio de C.
flavicincta (presenca de cépsula cefélica rigida apenas em larvas de primeiro
instar - Figura 3, mais nitidas nas larvas 1 e 2, e mandibulas, que sao

pouco

desenvolvidas nos instares posteriores), sugerindo que o embate
entre as larvas competidoras deve ocorrer no primeiro estadio de
desenvolvimento. Larvas com expansdes abdominais em formato de cauda
sdo bastante comuns entre Ichneumonidae e Braconidae (RICHARD &
DAVIES, 1977). Na Figura 3 é possivel observar que apenas uma das larvas
do parasitdide desenvolveu-se (n° 1), enquanto as demais tinham as

mesmas dimensoes de larvas recém-eclodidas.
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Figura 3. Lagarta do cartucho com 07 dias, morta pelo virus da poliedrose
nuclear (VPN - Sf). As larvas do Campoletis flavicincta ttm em torno de 24 h
de eclosdo. A larva maior (n°. 1) tem 0,15cm, e as menores (n°. 2, 3,
ed)
0,075 cm, medida essa que inclui a expansdo em forma de cauda,
presente
na porcdo terminal das larvas recém-eclodidas, que pode ser
mais
facilmente observada na larva de n° 2. Pode-se notar ainda, a presenca
de dois ovos (n°5 e 6).

Em apenas uma das 460 lagartas dissecadas foram

encontradas duas lagartas maiores que as demais (ao todo, cinco larvas do
parasitdide na mesma lagarta), no 3° dia apds o parasitismo. As trés larvas
menores ndo cresceram além do tamanho que tinham ao eclodirem. Nessa
lagarta ndo deve ter havido o enfrentamento das duas larvas competidoras

maiores até o momento da morte do hospedeiro no alcool 70%. A
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observacdo de duas larvas grandes em uma mesma lagarta pode ser um
indicio que reduz a possibilidade da existéncia de supressdo quimica na
competicdo entre as larvas de C. flavicincta, ja que um composto inibidor de
crescimento deve agir igualmente sobre todas as larvas competidoras,
exceto, sobre a larva que primeiro eclodiu e liberou o composto, como ocorre

com braconideos da subfamilia Aphidiinae, citado por GODFRAY (1994).

2.4.2 Teste de livre escolha com fémeas de C. flavicincta em lagartas

infectadas pelo VPN - Sf ou sadias

Parte da mortalidade das 100 lagartas inicialmente utilizadas
deveu-se ao canibalismo natural existente entre as lagartas de S. frugiperda.
Foram contados 101 ovos nas 94 lagartas infectadas e 89 ovos nas 98
lagartas sadias. Independente do tratamento, em 85% das lagartas foram
encontrados mais de um ovo (Tabela 2), confirmando o resultado obtido no
primeiro ensaio, onde também ocorreu superparasitismo na maioria das
lagartas. H& algumas circunstancias em que um parasitdide solitario pode ser
beneficiado pela colocagao de mais ovos em um hospedeiro - pode saturar o
sistema de defesa do hospedeiro, ou aumentar a probabilidade de que um
dos individuos da sua prole derrote uma possivel larva de um parasitéide
concorrente (GODFRAY, 1994). O numero médio de ovos depositados por
fémea néao foi significativamente diferente nos dois tratamentos. A saturacéo

do ambiente da gaiola com os volateis provenientes das lagartas pode ter
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impedido a discriminacdo por parte das fémeas do parasitdide entre lagartas
sadias e infectadas.
Tabela 2. Frequéncia de ovos de Campoletis flavicincta em lagartas de

Spodoptera frugiperda sadias e infectadas pelo VPN - Sf em teste de livre
escolha.

Classe de frequiéncia % Lagartas sadias % Lagartas infectadas
(n.° ovos / lagarta) (n=98) (n=94)
0 4,08 2,13
1 5,10 9,57
2 8,16 17,02
3 42,86 36,17
4 39,80 35,11
Total 100 100

Os valores meédios foram de 10,1 ovos / fémea no
tratamento com lagartas sadias e 8,9 ovos / fémea nos tratamentos
em lagartas

infectadas. Esses valores foram inferiores aos obtidos no
primeiro experimento: 25,1 ovos/fémea em lagartas sadias e 17,4 em
lagartas infectadas.

No primeiro experimento, foram encontradas lagartas com até
12 ovos, enquanto que o numero maximo no segundo experimento foi de
quatro ovos. A maior competicdo por hospedeiros no primeiro caso (trés

fémeas / gaiola) pode ter sido o fator determinante dessa difrenca,
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aumentando as chances de uma mesma lagarta ser parasitada mais vezes.
Fémeas de parasitdides usam a freqtiéncia de contatos com fémeas da
mesma espécie como um indicador de que ha potenciais competidoras no
ambiente (GODFRAY, 1994). O mesmo autor afirma que, teoricamente,
parasitéides solitrios nunca deveriam gerar superparasitismo, mas a
guantidade de ovos num mesmo hospedeiro aumenta com o0 aumento do
namero de fémeas a procura de hospedeiros.

Outro ponto relevante que deve ser considerado na diferenca
da amplitude do niumero de ovos depositados nos dois experimentos é a
existéncia de marcacdo quimica que as fémeas de parasitdides deixam apos
a oviposicdo. Uma fémea sé consegue identificar a marcacao quimica feita
por ela (GODFRAY, 1994), o que pode ter diminuido a possibilidade de uma
mesma lagarta receber numero maior de ovos, como observado no
experimento 1.

Na teoria, € vantajoso que a fémea reconheca um hospedeiro ja
parasitado, pois uma larva secundaria tém maiores chances de ser
eliminada. Isso evita gasto de ovos e tempo em um local onde sua progénie
tera poucas chances de sobreviver, reduzindo o risco de danificar o
hospedeiro e colocar em risco sua propria progénie (VAN LENTEREN, 1981).
Uma fémea pode evitar o superparasitismo se ela puder reconhecer que o
seu hospedeiro ja foi previamente parasitado, habilidade chamada de
"discriminacdo de hospedeiro” (GODFRAY, 1994). Muitas espécies de

parasitdides usam marcacfes quimicas para distinguir hospedeiros
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parasitados de nao parasitados e evitar o superparasitismo (LEWIS &
MARTIN Jr. 1990).

Houve diferenca significativa no tamanho médio das lagartas
infectadas (0,59 + 0,02 cm) quando comparadas com lagartas sadias (0,68 +
0,01). Pode-se inferir que passados quatro dias da infec¢cdo, quando as
lagartas foram mortas, ja houve efeito do VPN - Sf, que impés uma
reducao
na taxa de alimentacdo e consequentemente, no tamanho das lagartas

infectadas.

2.4.3 Preferéncia de fémeas de C. flavicincta por diferentes fontes de

odores

O trabalho com o olfatdbmetro mostrou que o tratamento com
lagartas livres do VPN-Sf (i), atraiu 50% das fémeas do parasitdide. Esse
valor foi de 32,1%, 14,3% e 3,5 %, nos tratamentos com VPN - Sf (ii), com
folhas (iii) e na testemunha (iv), respectivamente. Pelo teste de %, apenas nédo
foi possivel comprovar diferenca ao nivel de 10% de probabilidade entre os
tratamentos i e ii. O valor do y*foi 14, com 1% de significancia e de 5,54 para
os tratamentos com folhas, com 10% de significancia. Portanto, nao foi
possivel, através do experimento desenvolvido, detectar a capacidade de
fémeas de C. flavicincta identificarem lagartas sadias de infectadas pelo VPN

- Sf.
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A presenca de um menor numero de ovos de C. flavicincta em
lagartas infectadas pelo VPN - Sf (primeiro experimento) demonstrou que as
fémeas do parasitdide foram menos estimuladas a depositar ovos em lagartas
infectadas do que nas sadias. Entretanto, isso ndo provou que elas
preferiram as lagartas sadias em resposta a um estimulo externo (cairoménio),
gerando um menor numero de visitas e conseqientemente, de ovos nas
lagartas infectadas. Uma outro modo de explicar o menor numero de ovos em
lagartas infectadas seria a presenca de algum fator interno que determinaria a
qualidade do hospedeiro, que nao afetaria o niumero de visitas. Somente apos
inserir o ovipositor no hospedeiro é que a fémea seria capaz de perceber a
condicdo da lagarta (se saudavel ou infectada). STRAND (1985) afirmou que
muitos parasitdides utilizam-se de marcacdo externa ou de alguma forma de
marcacdo interna para discriminar hospedeiros parasitados de hospedeiros
nao parasitados.

A eficiéncia do olfatbmetro foi comprovada quando se observou
apenas uma fémea dentro do copo testemunha (iv) (Tabela 3) enquanto que no
tratamento com lagartas e folhas sem virus (i) foram observadas 14 fémeas.
Desse modo, podemos concluir que sdo realmente 0s sinais quimicos séo
indispensaveis na localizacdo do hospedeiro. Pode-se afirmar também que o
conjunto de substancias exaladas pelas folhas, lagartas e fezes foram mais
atraentes para as fémeas do que apenas 0s odores provenientes das folhas.
Muitos dos fatores que levam o parasitoide até o hospedeiro sdo compostos

qguimicos originados do hospedeiro (cairoménios) ou da planta que alimenta o
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hospedeiro (sinombnios) (POWELL, 1985). Ndo é incomum parasitdides
serem atraidos pelas feses das presas (WEAVER, 1978). Lagartas
contaminadas comem menos, defecam menos e portanto, tém menor
atratividade para os parasitdides, quando comparada com lagartas sadias.
Esse seria um fator a mais a favorecer o uso conjunto dos dois agentes
controladores,

Tabela 3. Numero de fémeas de Campoletis flavicincta atraidas por

diferentes tratamentos num olfatbmetro de multipla escolha, em dois dias de
observacéo.

Tratamentos
Gaiolas Lagart'as Lagart'as So6 Folha Testemunha
Sem Virus  Com Virus
1 2 4 0 1
2 3 1 2 0
3 3 1 1 0
4 2 2 1 0
5 4 1 0 0
Total 14 9 4 1

GODFRAY (1994) afirmou que parasitéides localizam seus
hospedeiros usando uma variedade de fatores quimicos, tateis e visuais. A
selecdo natural atuou no hospedeiro minimizando, o quanto possivel, os
estimulos que pudessem ser usados pelo parasitdide na localizacdo do
hospedeiro. Por isso ndo é surpreendente que a maioria dos atraentes e
arrestantes quimicos usados pelos parasitéides sejam produzidos quando o
hospedeiro alimenta-se ou quando defeca, duas atividades que nado podem

ser evitadas.
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O que mais atraiu fémeas de Cotesia marginiventris
(Hymenoptera: Braconidae) foi primeiramente as lagartas de Spodoptera
exigua, seguida das fezes da lagarta e por fim por folhas danificadas pelas
lagartas. Folhas danificadas artificialmente  atraem com menor
intensidade.

Se a saliva foi colocada em folhas danificadas artificialmente, as fémeas do
parasitoide responderam como se estivessem na presenca de lagarta
alimentando-se. Aparentemente, 0s compostos quimicos da saliva das
lagartas estimulam a planta a liberar terpendides e indois, que sdo atrativos
para o parasitéide (GODFRAY, 1994). Fémeas de C. sonorensis respondem
ao odor de plantas de algoddo, movimentando as antenas sobre a planta e
tocando repetidamente com seu ovipositor a superficie da mesma
(WILLIAMS et al. 1988). A mesma espécie € atraida por alguns
componentes volateis presentes em flores e outras partes das
plantas

(ELZEN et al., 1983), que também atestaram que o dano provocado pelo
atague de herbivoros pode liberar grande quantidade de compostos
envolvidos na atracdo dos parasitéides.

Os sintomas correspondentes a infeccdo do VPN - Sf
(reducéo no tamanho e na agilidade das lagartas), quando presentes em
individuos de uma mesma geracdo de lagartas, pode tornar justamente as
lagartas infectadas mais susceptiveis ao parasitismo. Entretanto, o

parasitismo em lagartas sadias seria favorecido pela reducdo na taxa de
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alimentacédo e consequentemente, na quantidade de feses nas lagartas
infectadas, ja que antes da oviposicdo € necessaria a aproximagdo do
parasitéide junto ao hospedeiro, que é estimulada pelos odores emanados do
processo de mastigacao e defecacéo.

A aplicacdo precoce e continua de VPN em uma lavoura pode reduzir
as fontes de odores oriundas da saliva e das feses das lagartas, reduzindo a
populacdo daqueles parasitdides responsaveis pelas futuras geracdes de
inimigos naturais da area em questao.

A preferéncia por hospedeiros sadios €é um elemento que pode
minimizar o impacto negativo do virus sobre a populacdo do parasitéide. Em
suma, a utilizagdo dos dois agentes controladores numa mesma area deve
respeitar critérios predeterminados, baseados em conhecimentos mais

aprofundados da ecologia dos organismos envolvidos.

3 Capitulo II



InteracBes entre o parasitdide Campoletis flavicincta (Ashmead)
(Hymenoptera: Ichneumonidae) e Bacullovirus Spodoptera frugiperda
(Baculloviridae) no controle biologico da lagarta-do-cartucho

Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)

39
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3.1 ABSTRACT

The parasitoid Campoletis flavicincta  (Hymenoptera:
Ichneumonidae) and the Nuclear Polyhedrosis Virus of Spodoptera frugiperda
(NPV-Sf) use Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
larvae as a host. When used alone, the efficiency of the virus decreases with
the increase of larvae age. Parasitism rate of 3-day old S. frugiperda larvae
by C. flavicincta was of 97,5% + 2,14. The integrated use of NPV - Sf (6 x 10°
polyhedrons / ml) and C. flavicincta increased the rate of mortality of S.
frugiperda in laboratory, compared to the virus treatment. Infected NPV — Sf
larvae when offered to parasitoid females presented an adverse effect on the
development of parasitoid larva, especially when the infection occurred in two
and three days old host larvae. The parasitoid survival increased with the
increase of the time interval between parasitism and the NPV infection. Adult
parasitoid females originated from virus infected host or healthy females
paired with males originating from infected host were capable to transmit the
pathogen. To reduce the impact of the pathogen on the parasitoid in the
maize agroecosystem, a program of integrated pest management should
consider that delaying the spraying of NPV - Sf will allow the larva of C.
flavicincta reach a development stage not affected by the virus.

RESUMO

O parasitoide  Campoletis  flavicincta  (Hymenoptera:
Ichneumonidae) e o Virus da Poliedrose Nuclear de Spodoptera frugiperda
(VPN-Sf) utilizam lagartas de Spodoptera frugiperda J. E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) como recurso para sua sobrevivéncia. A eficiéncia
do virus, quando testada isoladamente, apresentou tendéncia de reducédo
associada ao aumento da idade da lagarta. Ao parasitar lagartas de S.
frugiperda com trés dias de idade, a eficiéncia média foi de 97,5% + 2,14. A
utilizacdo conjunta de VPN - Sf [6 x 10 ° poliedros / mL) e C. flavicincta
aumentou a mortalidade de lagartas de S. frugiperda em laboratério, quando
comparada com a do tratamento onde foi utilizado apenas o virus.
Quando houve a infec¢éo prévia com o VPN - Sf, a capacidade de larvas de
C. flavicincta completarem seu desenvolvimento foi bastante afetada,
principalmente nos tratamentos com lagartas infectadas no segundo e
terceiro dias de vida. A reduzida taxa de alimentacdo das lagartas
com idade de um dia e quatro dias diminuiu a ingestdo de poliedros e
aumentou a emergéncia de adultos de C. flavicincta em lagartas infectadas.
Quanto maior o intervalo de tempo entre o parasitismo e a infeccdo das
lagartas, maior a sobrevivéncia de C. flavicincta. Fémeas do parasitéide
originadas de lagartas infectadas pelo virus ou fémeas inicialmente isentas
de VPN - Sf que se acasalaram com machos oriundos de lagartas infectadas
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foram capazes de transmitir o patdégeno. Para reduzir o impacto do patégeno
no agroecossistema do milho, um programa de controle de pragas devera
considerar que se o VPN - Sf for aplicado mais tardiamente, permitira que
larvas de C. flavicincta atinjam um estagio de desenvolvimento em que sejam
capazes de sobreviver a infec¢ao virdtica do hospedeiro.

3.2 INTRODUCAO

No Brasil, Spodoptera frugiperda (Smith), conhecida
popularmente como lagarta-do-cartucho, € uma praga-chave da cultura do
milho (Zea mays L.) e de outras culturas anuais (CRUZ, 1995a). Estima-se
que os danos provocados por essa praga ocasionem a producdo brasileira
de milho, prejuizos acima de 400 milhdes de ddlares anuais (CRUZ, 1999). O
controle de S. frugiperda na cultura do milho é baseado em produtos
quimicos, empregados quando aparecem 0s primeiros sintomas de danos na
cultura. Cruz (1997) assim descreva o controle convencional do fitéfago:
quando a planta de milho estd com 40 e 45 dias, geralmente deve ser feito o
controle curativo, sendo que para o teto de produtividade de 3.000
Kg/ha, a praga deve ser controlada quando aproximadamente 20% das
plantas apresentarem os sintomas de "folhas raspadas”. Em é&reas onde é
comum a ocorréncia de inimigos naturais, aconselha a utilizacdo de
produtos quimicos somente quando a larva estiver com cerca de 10 a 12
mm. Quanto maior for a produtividade esperada, considerando que o custo
do tratamento nao ira variar muito com o nivel de tecnologia usado, mais

rapidamente devem ser iniciadas as medidas de controle.
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O uso de agrotédxicos trouxe impacto negativo na agricultura em
geral pelo (a) o desenvolvimento de pragas resistentes, (b) surgimento de
outras tantas até entdo inexistentes, (c) criacdo de barreiras alfandegéarias
impostas por alguns paises aos alimentos com residuos de agrotoxico acima
de niveis pré-estabelecidos e (d) reducdo da ocorréncia de inimigos naturais.
O grande indice de intoxicacdo de agricultores (e), a contaminacdo do
préprio alimento (f) do solo (g) e dos recursos hidricos (h) sdo outros
impactos que ainda n&o foram totalmente dimensionados. A infiltracdo de
pesticidas agricolas nas aguas subterrdneas tornou-se, alids, no limiar dos
anos 90, uma grande preocupagdo para os produtores de &gua potavel
(VERNIER, 1994). No Brasil, somente no ano de 1998, 40,22 % das 450
mortes no campo foram ocasionadas por intoxicacdo de agrotoxicos (MS /
FIOCRUZ / SINITOX,
http:/www.fioCRUZ.br/cict/english/sinitox/tabinglesO1.htm, 2002). Esses
valores passaram para 37,4% no ano de 2000 (de 181 para 141, em
nameros absolutos) segundo o préprio SINITOX.

O controle biolégico apresenta-se como alternativa viavel a
esse quadro por diminuir o risco de contaminagao dos processos associados
ao agroecossistema. Campoletis flavicincta (Hymenoptera: Ichneumonidae)
tem se mostrado promissor como agente de controle biolégico da lagarta-do-
cartucho na cultura do milho no Brasil (CRUZ et al., 1997b), correspondeu a
53% dos parasitdides de lagartas que atacam o milho na regido de Sete

Lagoas, MG (CRUZ et al. 1997a). E o parasitide mais freqiiente em milho
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no estado do Parana, onde atingiu 47% de parasitismo em lagartas de S.
frugiperda (VALICENTE & BARRETO, 1999).

Entre os agentes de controle biolégico, os produtos a base de
virus, que sdo, na maioria, do grupo Bacullovirus, tém sido apontados como
os de maior potencial para o desenvolvimento de bioinseticidas, devido a
especificidade, a alta viruléncia ao hospedeiro e a maior seguranca
proporcionada aos vertebrados (KLEIN & PODOLER 1978, BURGHES et al.
1980, MOSCARDI 1986). Para MOSCARDI (1999), os Baculovirus tém
apresentado grande potencial como inseticida biolégico para o controle de
lepidopteros  desfolhadores. Devido & crescente importancia dos
entomopatdégenos no manejo integrado de pragas, torna-se indispensavel a
avaliacdo dos provéaveis efeitos desses agentes sobre os inimigos naturais
das pragas, representados por parasitdides, predadores e também sobre
outros insetos, como abelhas (MAGALHAES et al., 1998). Embora
geralmente seja assumido que muitos inseticidas naturais sejam compativeis
com agentes de controle biolégico, seu efeito na eficiéncia de inimigos
naturais ndo sao bem documentadas (BENTZ & NEAL 1995). Numa analise
aprofundada, DANFA (1998) argumentou que ndo € suficiente que um
organismo seja especifico para que seja ecologicamente aceito, sendo
antes, necessario que seus efeitos colaterais sejam cuidadosamente
avaliados. Para se estimar o risco da liberacdo de qualquer agente

microbiano de controle no ambiente, € importante conhecer a forma como
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ele interage com o ambiente, incluindo outros organismos presentes
(MEADOWS, 1993).

Embora aparentemente ndo possa multiplicar-se no tecido de
parasitoides, o virus pode afeta-los, indiretamente, (a) pela producdo de
substancias que sdo toxicas para a larva do parasitéide dentro
do
hospedeiro, (b) pela redugdo no niumero de hospedeiros disponiveis para a
oviposi¢do, ou (c) pela morte do hospedeiro antes do parasitoide ter
completado o seu desenvolvimento (LEVIN et al.,, 1981). A mortalidade de
parasitéides em desenvolvimento em hospedeiros infectados pelo virus
certamente € menor que quando do uso de inseticidas convencionais
(CROFT & BROWN 1975).

Por estarem associados ao mesmo nicho e por serem parte do
estoque de ferramentas essenciais de um programa de controle de fit6fagos
com abordagem ecoldgica, € indispensavel avaliar a compatibilidade do Virus
da Poliedrose Nuclear de S. frugiperda (VPN - Sf) e o parasitéide C.
flavicincta, para que sejam utilizados em toda sua potencialidade como

pecas complementares.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos no laboratério de criacdo de

insetos (LACRI) na Embrapa/Milho e Sorgo, na cidade de Sete Lagoas, MG.
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As condi¢cdes ambientais do laboratério foram: temperatura de 25 + 2 °C,
umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12h. Os experimentos foram

conduzidos em duas etapas:

3.3.1 Efeito do parasitismo imposto por C. flavicincta em lagartas de

S. frugiperda, que posteriormente foram infectadas ou ndo, pelo VPN

Sf em diferentes intervalos de tempo

Os procedimentos desse experimento foram repetidos em duas
oportunidades. Em frasco de vidro de 2 litros, 50 lagartas de trés dias de
idade foram expostas por um periodo de duas horas, a trés fémeas
fecundadas de Campoletis flavicincta que ainda ndo haviam ovipositado. A
idade das fémeas variou entre cinco e dez dias, alimentadas com solucédo de
mel a 10% em algoddo. Em cada um dos nove dias que se seguiram ao
parasitismo, uma parcela do total de lagartas parasitadas foi infectada ao
alimentar-se com folhas de milho por 24 h, embebidas em suspenséo viral na
concentracdo de 3 X 10° CIP (Corpos de Inclusdo Poliédricas) / ml
(Tabela 1). Ao final desses procedimentos, as lagartas foram
individualizadas em copo plastico de 50 ml, contendo 5 g de dieta artificial

a
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base de feijao e germe de trigo. O grupo controle foi composto por trés tipos

distintos de tratamentos:

1° - Lagartas sadias: 1° repeticdo - 184 lagartas, 2° repeticdo - 93;

2° - Lagartas com idade minima de trés e maxima de 11 dias, na presenca
apenas de virus por 24 h. Quando com trés dias, essas lagartas também
permaneceram por duas horas em um frasco de vidro (50 lagartas/frasco)
(Tabela 1);

3° - Lagartas com idade de trés dias, apenas parasitadas: 12 repeticao - 195

lagartas, 22 repeticéo - 78 lagartas.

Tabela 1. Numero de lagartas de Spodoptera frugiperda infectadas pelo VPN
- Sf em diferentes idades. Quando ocorreu, o0 parasitismo deu-se no terceiro
dia de vida das lagartas.

Idade da infeccéo das lagartas (dias)

Repeticao 3 4 5 6 7 8 9 10 11

n°1

Parasitadas 335 | 192 | 210 | 195 | 169 | 175 | 172 | 167 | 126

nao parasitadas | 200 | 197 | 175 | 198 | 173 | 183 | 187 | 185 | 186

ne 2

Parasitadas 89 92 92 93 92 93 92 91 | 93

nao parasitadas | 89 89 91 91 89 91 90 90 | 87
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Os resultados foram apresentados pela média dos dois
experimentos. Buscou-se ainda, detectar a capacidade que adultos do
parasitéide originados de lagartas infectadas tém de transmitir o VPN - Sf
para lagartas sadias. Esse procedimento ocorreu apenas com os adultos
gerados na primeira repeticdo do experimento anterior. Com esses adultos,
foram formados casais com insetos provenientes de laboratério, ou seja:
machos originados da criacdo foram cruzados com fémeas que originaram-
se de lagartas infectadas e fémeas isentas de qualquer contato com o virus
foram acasaladas com machos originados de lagartas infectadas. Foram
expostas ao parasitismo 48 lagartas com trés dias de idade durante trés
horas, o que ocorreu assim que os adultos acasalados atingiram a idade
minima de cinco ou maxima de dez dias. A presenca do virus nessas
lagartas foi detectada em microscopio Optico quando foi impreciso o
diagnostico visual (sem equipamento) da doencga (aparéncia résea no inicio e
mais escurecida com o passar do tempo, imobilidade e tegumento fragil,
rompendo-se facilmente). A detec¢do de uma Unica lagarta morta pelo VPN -
Sf, por tratamento, foi o0 bastanta para que fosse considerada como positiva a
transmissao do virus, ndo tendo ocorrido, portanto, a dissec¢do de cada uma

das lagartas dos diferentes tratamentos para a detec¢ao dos poliedros.
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3.3.2 Efeito da infeccdo de VPN - Sf em lagartas de S. frugiperda, que
posteriormente foram parasitadas ou n&o, por C. flavicincta em

diferentes intervalos de tempo.

Lagartas de S. frugiperda em idades distintas (de um a cinco
dias) foram infectadas ao permanecerem por 24 h alimentando-se de folhas
de milho embebidas em suspensdo com o VPN - Sf (3 X 10° poliedros / ml).
Para cada uma das diferentes idades de lagartas infectadas, uma parcela foi
exposta diariamente ao parasitismo (trés fémeas/gaiola, 2 horas de

exposi¢ao) nos quatro dias subsequientes (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de lagartas de Spodoptera frugiperda utilizadas em cada
tratamento, infectadas pelo VPN - Sf e posteriormente parasitadas por
Campoletis flavicincta

Idade das lagartas

_ idade das lagartas ao serem parasitadas (dias)
infectadas pelo

VPN - Sf (dias) 2 3 4 5 6 7 8 9

96 50 52 52 - - - -
- 53 49 48 50 - - -
- - 46 53 52 55 - -

- 58 60 59 58 -

- - - - 69 50 48 50

ga A W N
1
1

No controle (Tabela 3), trés tipos de procedimentos distintos

ocorreram: (a) parte das lagartas infectadas ndo foi exposta ao parasitismo,
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(b) enquanto que uma outra parcela, sem entrar em contato com o virus, foi
apenas parasitada e (c) um terceiro lote de lagartas foi transferido
diretamente para a dieta, sem qualquer contato com 0 virus ou com 0s
parasitéides. Findo o procedimento especifico de cada tratamento, as
lagartas foram acondicionadas em copos plasticos de 50 ml, com 5 g da dieta
artificial. Foram avaliadas a sobrevivéncia das lagartas e as causas da

mortalidade.

Tabela 3. Numero de lagartas de Spodoptera frugiperda utilizadas nos
controles

ldade (dias) Controle
das lagartas Apenas VPN - Sf  Apenas parasitadas Sadias
55 73 79
2 69 56 144
3 86 88 88
4 310 98 106
5 68 68 68

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Efeito do parasitismo imposto por C. flavicincta em lagartas de
S. frugiperda, que posteriormente foram infectadas ou néo pelo VPN - Sf
em diferentes intervalos de tempo

a - A eficiéncia do parasitismo de C. flavicincta em lagartas de trés

dias de idade, isentas de VPN - Sf



50

Quando o parasitismo deu-se em lagartas com trés dias de
idade, a eficiencia do processo foi elevada, com a mortalidade média de
97,5% + 2,14. Na testemunha, na qual ndo atuaram nenhum dos agentes de
controle, a mortalidade foi de 24,6 + 7,12. A Tabela 4 mostra que um reduzido
n° de adultos de S. frugiperda foi gerado apds o parasitismo, o que denota a
eficiéncia do controle populacional do fotéfago imposto pelo hymendptero em
laboratério. As duas repeticdes que geraram esse valor médio apresentaram
dados aproximados (Tabela 4), exceto pelo elevado namero de lagartas
causa néo associado a

mortas por identificada, que pode estar

caracteristicas intrinsecas dos lotes de lagartas utilizados.

Tabela 4. Efeito do parasitismo de Campoletis flavicincta sobre o total de
lagartas de Spodoptera frugiperda isentas de virus, com trés dias de idade.
Repeticdo 1: n = 195, repeticdo 2: n = 78.

Variaveis %
repeticion®1  repeticdo n°2
Adultos de S. frugiperda 3,59 1,41
Adultos de C. flavicincta 86,67 73,24
Pupas de S. frugiperda inviaveis 1,54 1,41
Pupas de C. flavicincta inviaveis 1,02 1,41
lagartas mortas por causa desconhecida 7,18 22,53

Para NOBLE & GRAHAM (1966), lagartas com idade de trés a

cinco dias sao mais adequadas para a producédo de Campoletis predistinctus

(Viereck) em laboratério. CRUZ et al. (1997b) consideraram que a maior taxa
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de parasitismo promovida por C. flavicincta, em laboratdrio, ocorreu em

lagartas de S. frugiperda com idade de trés dias.

b - A acdo do VPN - Sf em lagartas de diferentes idades

Quanto maior o tamanho das lagartas, menor foi a capacidade
do virus levar o hospedeiro a morte, considerando que apenas uma dosagem
do microrganismo foi utilizada (Tabela 5). ESCRIBANO et al. (1999)
observaram que a susceptibilidade de S. frugiperda ao VPN - Sf depende do
desenvolvimento larval, sendo os estadios iniciais bem mais susceptiveis ao
virus que os estadios finais. Lagartas infectadas tardiamente ou que
ingeriram um numero de poliedros insuficientes podem, ainda assim, chegar
a fase adulta. Recomenda-se que nos instares iniciais seja feito o controle
populacional das lagartas, pela intervencdo com o VPN - Sf, ja que para
controlar uma populacédo de lagartas maiores, é exigida maior concentracao
e/ou frequéncia na aplicacao do virus (CRUZ, 2000).

A utilizacédo de lotes diferentes de lagartas nas repeticbes pode
ser o motivo para a ocorréncia dos diferentes graus de susceptibilidade ao
patdégeno, expressos pelos elevados valores de intervalo de confianca para
lagartas que foram apenas infectadas (Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade média (%) de lagartas de S. frugiperda. Quando ocorreu
0 parasitismo, as lagartas tinham a idade de trés dias.

Idade das lagartas Mortalidade Média (%) + IC
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guando da infeccao
apenas VPN -Sf VPN - Sf e parasitismo

3 93,8 + 9,38 100

4 85,1 + 10,38 98,7 £ 0,42
5 85,0 +13,70 98,7 + 0,27
6 80,3 + 16,79 98,9 +2,17
7 86,8 + 14,61 97,4 +0,77
8 72,3 +17,43 98,9 +2,24
9 79,0 +14,40 98,3+1,19
10 64,9 + 8,71 98,0 + 0,40
11 62,2 + 23,69 97,6 +1,61

3.4.1.3 — Lagartas parasitadas por C. flavicincta e posteriormente
infectadas com o VPN - Sf
Quando na presenca dos dois agentes de controle (Tabela
5), a mortalidade total foi maior do que em lagartas expostas apenas ao
virus. Isso indica que o0 entomopatdgeno e o parasitbide tém acbes
complementares com relacdo ao controle do hospedeiro, sem, no entanto,
revelar o efeito de um inimigo natural sobre o outro. BALASUBRAMANIAN et
al. (1989) observaram que a liberacdo de Trichogramma pretiosum seguida
da aplicacdo do VPN produziu uma reducao (76,4%) na populacdo de
Heliothis armigera (Hubn.), superior a obtida apenas com o VPN (51,3%).

Nesse caso, 0 virus e o parasitdide ndo chegaram a dividir ao mesmo tempo
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um sO hospedeiro, tendo ac¢Bes complementares, com o parasitoide
controlando a populacdo de ovos e o virus a de lagartas.

Com o aumento do intervalo de tempo entre o parasitismo e a
posterior infecgcdo, aumentou o numero de larvas do himendptero que
conseguiu chegar até o estagio de pupa e de adultos (Tabela 6). Quando a
infec¢@o ocorreu nos cinco primeiros dias apds o parasitismo, apenas 8,48 %
das lagartas parasitadas gerou pupas inviaveis de parasitéide, enquanto que
nos quatro dias subsequentes, esse valor foi de 28,9 % (valores médios).
Quanto maior a idade da lagarta no dia da infeccdo com o VPN-Sf, maior o
tamanho da larva do parasitdide nela hospedada, ja que para todas as
lagartas, o parastismo ocorreu no terceiro dia de idade. Larvas de C.
sonorensis ndo sobreviveram em hospedeiros que ingeriram uma dose letal
do virus imediatamente apds o parasitismo, mas houve sobrevivéncia de
parasitdides com um intervalo de dois dias entre o parasitismo e a infec¢ao

viral (ESCRIBANO et al., 2000).

Tabela 6. Valores médios da proporcdo de pupas e de adultos de C.
flavicincta em relacdo ao total de lagartas parasitadas, em duas repeticdes.

Idade das lagartas Proporcéo de pupas de Proporcéo de adultos de
infectadas (dias) C. flavicincta (%) + IC C. flavicincta (%) + IC
3 0 7,98 +12,72
4 1,57 + 3,09 23,35+ 1,20

5 1,62 +1,32 15,08 £ 0,28
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6 0,55£1,09 30,73 £ 29,07
I 4,74 +£ 3,49 51,14 + 19,06
8 10,09 £ 0,38 63,91 + 23,34
9 4,86 £ 3,00 68,59 + 13,65
10 8,51+ 7,96 72,51 £ 5,98
11 5,46 + 0,17 76,77 + 5,07

Esse fato pode ser detalhado conforme fizeram CHITITIHUNSA

& SIKOROWSKI em 1996, a respeito de Microplitis croceips (Hymenoptera:

Braconidae: Microgastrinae): os primeiros instares larvais do parasitoide

requerem relativamente mais nutrientes essenciais e energia para o seu

metabolismo; assim, 0 uso de energia e nutrientes para as atividades virais

pode ter um grande efeito na mortalidade de

parasitoides. A Figura 1 atesta um momento dessa relacéo entre ambos.

instares

Fa Sl BN 09N

iniciais dos
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Figura 1. O VPN - Sf causou a morte de larva Campoletis flavicincta antes
desta completar seu desenvolvimento. 1 - ovo do parasitéide. 2 - larva de
parasitéide.

LA SALLE & GAULD (1991) atestam que a sensibilidade de
Hymenoptera parasitica foi demonstrada em varias ocasides, geralmente em
infestacOes de pragas causadas por disturbios provocados pelo homem, que
eliminam os parasitoides mais sensiveis mas nao eliminam a praga.

Larvas de Campoletis sonorensis em Heliothis virescens (F.)
(Lepidoptera: Noctuidae) infectadas pelo VPN (Irabagon & Brooks 1974) e
de Hyposoter exigua (Hymenoptera: Ichneumonidae) em lagartas de
Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) também contaminadas pelo VPN
(BEEGLE & OATMAN 1975) interromperam seu desenvolvimento e
morreram assim que o hospedeiro morreu.

Inoculacdo de virus em hospedeiros proximos do momento de
parasitismo promovido por C. sonorensis leva os hospedeiros (Spodoptera
exigua e Pseudaletia unipuncta) a morte antes da emergéncia do parasitoide;
mas quando o virus foi administrado no hospedeiro ap6s o parasitismo, estes
desenvolveram-se até a fase de pupa (HOTCHKIN & KAYA, 1983). Os
parasitdéides Microplitis demolitor, Cotesia kazak (ambos Hymenoptera
Braconidae Microgastrinae) e Hyposoter dydimator (Hymenoptera:
Ichneumonidae: Campopleginae) necessitaram de um tempo prévio de pelo

menos trés dias a 25 ‘C antes do hospedeiro ser exposto ao VPN para
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completar com sucesso seu desenvolvimento (MURRAY et al. 1995).
Apanteles glomeratus (Hymenoptera: Braconidae: Microgastrinae) deve
ovipositar na lagarta hospedeira Pieris rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae) pelo
menos cinco dias antes do hospedeiro ingerir o Virus da Granulose (VG)
para completar seu desenvolvimento e emergir do hospedeiro infectado
(KAYA & TANADA, 1973).

Afetadas pelo parasitismo de C. flavicincta, lagartas de S.
frugiperda chegaram a ingerir apenas 6,9% de seu consumo normal (CRUZ
et al. 1997). A reducédo do volume de folhas ingerido e consequentemente, do
namero de poliedros ingeridos pelas lagartas previamente parasitadas
favoreceu a sobrevivéncia do parasitdide. A porcentagem de emergéncia de
adultos de C. sonorensis aumentou significativamente com o aumento do
intervalo entre parasitismo e infeccdo viral (ESCRIBANO et al., 2000).

Pode-se assumir que 0 estresse causado pela acdo de
parasitdides resulta em maior susceptibilidade do hospedeiro, mas em
algumas situacdes, o hospedeiro pode ser menos infectado por viroses
(SANTIAGO-ALVAREZ & Caballero, 1990). A producdo de virus no
hospedeiro parasitado pode ser afetada pelo decréscimo da susceptibilidade
deste a infeccdo ou pela competicédo direta pelos recursos do hospedeiro por
parte do parasitdide em desenvolvimento (SANTIAGO-ALVAREZ &
CABALLERO, 1990). Lagartas de S. frugiperda ndo parasitadas produziram
duas vezes mais poliedros por lagarta, quando comparadas com as lagartas
parasitadas por C. sonorensis (ESCRIBANO et al. 2000). Esses mesmos

autores ressaltaram a existéncia de um potencial para a competicao
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interespecifica entre parasitdides e virus, quando estes se encontram na
mesma lagarta hospedeira, visto que h&d uma grande sobreposicdo no
requerimento de recursos tanto para o desenvolvimento do estagio larval do
parasitéide como para a replicacéo do virus.

O VPN - Sf impord um impacto menor a populacdo de
parasitoides imaturos presentes nas lagartas de S. frugiperda se a infeccdo
ocorrer mais tardiamente, de tal modo que uma parcela das larvas dos
himendpteros seja capaz de sobreviver a excassez de recursos imposta pela
concorréncia com o virus. Uma mortalidade elevada, causada por excesso
de fontes de in6culo, pode interferir na populacédo de parasitéides no campo,
pois lagartas infectadas alimentam-se menos e consequentemente defecam
menos, produzindo menores quantidades de compostos secundarios
atrativos aos inimigos naturais. GODFRAY (1994) afirmou que parasitdides
localizam seus hospedeiros usando uma variedade de fatores quimicos,
tateis e visuais. A selecdo natural atuou no hospedeiro minimizando, o
guanto possivel, os estimulos que pudessem ser usados pelo parasitéide na
localiza¢do do hospedeiro. Por isso ndo € surpreendente que a maioria dos
atraentes e arrestantes quimicos usados pelos parasitdides sejam
produzidos quando o hospedeiro alimenta-se ou quando defeca, duas
atividades gue ndo podem ser evitadas.

Por outro lado, a presenca de C. flavicincta no campo,
concorrendo com o patégeno pelo mesmo recurso, reduziria 0 nimero de
indculos em ambiente aberto, diminuindo a possibilidade de ocorrer uma

epizootia, que por sua vez estimularia o surgimento de lagartas resistentes a
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patdgenos, aumentando o poder destrutivo do fit6fago num momento
seguinte, fato comum quando do uso dos agrotdxicos. Quando a populagéo
da praga € drasticamente diminuida, seus inimigos naturais também o sdo e
uma resurgéncia na populacdo da praga pode ocorrer, resultando no
aumento de dano na lavoura (WARE, 1980).

A utilizacdo de cepas distintas € uma forma eficiente de reduzir
a chance de criacdo de insetos resistentes. O aumento da eficiéncia do
controle natural da populacdo de fitofagos esta diretamente associado a
biodiversidade dos agroecossistemas, onde muitos serdo 0S inimigos
naturais que atuardo nas diferentes fases de desenvolvimento do fit6fago.

Embora C. flavicincta sobreviva a infeccdo do VPN - Sf mesmo
em intervalos reduzidos entre o parasitismo e a infec¢édo, outras espécies de
himendptera, quando comparadas com C. flavicincta, podem né&o ter a
mesma capacidade adaptativa e perecer em situacbfes menos estressantes.
Essa vantagem sobre as demais espécies pode ser um dos trunfos
adaptativos de C. flavicincta, o que explicaria 0 seu predominio sobre as

demais espécies de parasitoides.

Campoletis flavicincta como bioindicador

C. flavicincta pode ser considerada uma espécie indicadora do
impacto do Virus da Poliedrose Nuclear de S. frugiperda no agroecossistema
do milho, preenchendo requisitos apresentados por NARDO & CAPALBO

(1997) para que uma espécie seja escolhida como tal: (i) ser representativa
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da regido ou ecossistema em que 0 agente microbiano de controle sera
aplicado e (ii) alimentar-se do organismo-alvo quando este estd infectado.
Além disso, para fins praticos, € indispensavel que o organismo indicador
seja de facil criacdo, reproducéo artificial, manutencdo e manipulacédo (Nardo
& CAPALBO, 2000), que também s&o caracteristicas intrinsecas a C.

flavicincta.

3.4.1.4 - Transmisséao do VPN - Sf por adultos do C. flavicincta

A capacidade de parasitéides originados de lagartas infectadas
pelo VPN - Sf transmitirem o virus para lagartas sadias foi confirmada
(Tabela 7). Fémeas do parasitdide, originadas de lagartas infectadas, foram
capazes de transmitirem o patdgeno para lagartas sadias e machos que se
originaram de lagartas infectadas transmitiram o VPN - Sf para fémeas
sadias, que por sua vez parasitaram e transmitiram o virus, que levou a
morte, por infeccdo, lagartas originalmente sadias. Em himendpteros
parasitdides, € comum a transmissdo de baculovirus da poliedrose e
granulose durante a oviposicdo em hospedeiros sadios (THOMPSON &
STEINHAUS, 1950; LEVIN et al., 1981). Tem sido demonstrado que mesmo
parasitdides machos emergidos de hospedeiros contaminados podem

transmitir viroses (CABALLERO et al., 1991).
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IRABAGON & BROOKS (1974) demonstraram que fémeas de
C. sonorensis (Cameron) podem transmitir VPN para Heliothis virescens por
meio da oviposi¢cdo. Os ovos de C. sonorensis séo injetados na lagarta,
facilitando a entrada do virus dentro da hemocela do hospedeiro (VAIL,
1981). O mais provavel mecanismo de transmissao de virus por parasitéides
deve ser através da contaminac¢do do ovipositor ou da superficie do corpo e
das fezes (OLOFSSON, 1989). A presenca de virus no sistema
reprodutivo de machos de Microplitis croceips (Hymenoptera:
Braconidae: Microgastrinae) indica que ndo somente a transmissao vertical
(de pais para filhos) é possivel, mas também a horizontal (de machos para

fémeas) (CHITITIHUNSA, & SIKOROWSKI 1996).

Tabela 7. Deteccdo de VPN - Sf em lagartas mortas e % de mortalidade de
lagartas S. frugiperda parasitadas por C. flavicincta originados de lagartas
infectadas

ldade da infeccdo das machos gerados a partir de  fémeas geradas a partir de

lagartas (dias) que lagartas infectadas lagartas infectadas
geraram adultos do presencado % morte presenca do % morte
parasitdide VPN VPN
3 sim (25,00%) sim (10,42%)
4 sim (97,92%) sim (31,25%)
5 sim (73,91%) sim (47,92%)
6 sim (89,36%) * *
7 sim (54,17%) sim (47,92%)
8 nao (27,08%) sim (78,72%)
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9 sim (95,83%) sim (78,57%)
10 sim (06,25%) sim (57,45%)
11 sim (66,67%) sim (77,77%)

* Nao emergiram fémeas do lote parasitado, o que impediu proceder os
trabalhos nesse tratamento

A elevada mortalidade das lagartas em alguns tratamentos
desse experimento (Tabela 5) n&o seria suficiente para confirmar a
eficiéncia desse processo de infeccdo no campo. No laboratério,

estando

confinadas em uma area restrita, as lagartas foram visitadas
mais de uma vez pelas fémeas contaminadas, aumentando as chances de
inoculacdo do VPN - Sf em guantidade suficiente para desencadear uma
infeccdo mortal. Experimentos em laboratério com arenas, que Ssao
geralmente pequenas e completamente fechadas, impedem a fuga do
parasitdide, forcando-o a parasitar no local (van LENTEREN & BAKER,
1978). Se um parasitoide estiver procurando sozinho por hospedeiros, as
chances de superparasitismo sdo minimas, mas nha presenca de
competidores, o superparasitismo pode ser favorecido (GODFRAY 1993), o
que também deve favorecer o inoculacdo do patégeno.

A capacidade que C. flavicincta tem de sobreviver a infeccao
sofrida por seu hospedeiro demonstra que, apesar de competirem por um

mesmo nicho, ndo ha exclusdo do competidor. Mesmo quando o parasitoide
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sobrevive a infeccdo do hospedeiro, impedindo que o virus multiplique-se
normalmente, ainda assim, tanto macho como fémea gerados sao potenciais
transmissores do VPN - Sf. Parasitoides e predadores ndo sé favorecem a
transmissao viral mas também mantém a persisténcia do virus no campo

(CHITITIHUNSA & SIKOROWSKI. 1996).

3.4.2- Efeito da infeccdo prévia de lagartas de Spodoptera frugiperda
pelo Virus da Poliedrose Nuclear na taxa de parasitismo promovida por

Campoletis flavivincta

3.4.2.1 — Lagartas de Spodoptera frugiperda em diferentes idades:
efeito na taxa de parasitismo promovida por Campoletis flavicincta e na

infeccdo causada por VPN - Sf

Quando desenvolvida sem o0 contato com esses agentes
bidticos, a sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda (lagartas que
completaram seu desenvolvimento até mariposas) em laboratério foi elevada,
apresentando sempre, indices superiores a 92%. O parasitismo de S.
frugiperda por C. flavicincta ou sua infeccdo pelo VPN causou grande
reducao a sobrevivéncia do hospedeiro (Figuras 2 e 3). Lagartas de um dia
de idade restringiram a atuacdo desses inimigos naturais por motivos
diferentes. A efetividade do parasitéide em lagartas neonatas foi limitada pela

fragilidade do hospedeiro: 28,77% n&o suportou o estresse, perecendo antes
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de completar a incubagdo do ovo do parasitéide (Figura 2), enquanto que a
mortalidade de lagartas sadias nessa fase foi de apenas 6,33%
(testemunha).

A peguena capacidade de ingestao de folha e por conseguinte,
de poliedros, faz de lagartas de um dia, hospedeiros pouco favoraveis a
multiplicagédo do VPN (Figura 3). A mortalidade de lagartas infectadas nessa
fase foi de apenas 43,64%, inferior a mortalidade de 97,1% e 100%, ocorrida

em lagartas infectadas no 2° e 3° dias de vida, respectivamente.

100

80 ]
g |
s 60 |_|
g H morte
L 40 0O Campoletis flavicincta emergidos
g m Spodoptera frugiperda adultos

20

0- -J_

1 2 3 4 5
idade das lagartas ao serem parasitadas (dias)

Figura 2. Sobrevivéncia de Spodoptera frugiperda parasitadas em diferentes
idades por Campoletis flavicincta.

Na Figura 2, nota-se que até o terceiro dia de idade, ha uma

tendéncia de crescimento no nimero de parasitdides emergidos e reducao
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no namero de lagartas mortas. No quarto dia ocorre uma redugcédo no nimero
de parasitdides emergidos e um aumento no numero de lagartas mortas. A
hipétese que explica esses valores também estqd associada a fase de
desenvolvimento das lagartas. No quarto dia de vida, sob as condicdes
vigentes no laboratério de criacdo, as lagartas estdo em processo de ecdise.
Enquanto tém trés e quatro dias de idade, as lagartas encontram-se no
segundo instar, passando para o terceiro instar em torno do 5° dia de vida, a
25 °C, conforme CRUZ et al. (1997b). Durante a fase de muda, as lagartas

apresentam-se com sua atividade motora reduzida, como consequéncia do
processo de troca do exoesqueleto e crescimento, o que teria facilitado o
acesso dos parasitdides as lagartas. A maior fragilidade e disponibilidade
para a oviposicdo podem ser as causas do aumentou da mortalidade das
lagartas parasitadas e da diminuicdo do numero de parasitdides eclodidos.
Na etapa de troca de exoesqueleto, a reducdo na taxa de alimentacéo
€ regra geral entre o0s insetos, 0 que explicaria uma menor ingestdo de
poliedros, com consequente reducdo na mortalidade causada pelo VPN e

uma maior emergéncia de adultos do hospedeiro (Figura 3).
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Figura 3. Sobrevivéncia de Spodoptera frugiperda de diferentes idades
infectadas pelo VPN-ST.

3.4.2.2 - Lagartas infectadas pelo VPN - Sf e posteriormente expostas
ao parasitismo por C. flavicincta
Quando o VPN - Sf foi ministrado as lagartas de S. frugiperda antes da
exposicao ao parasitéide, a maior taxa de mortalidade foi atribuida a acéo do
VPN - Sf, que por sua vez também afetou a capacidade de larvas de C.
flavicincta que completaram o0 seu desenvolvimento, exceto para lagartas

infectadas no quarto dia de idade (Figura 4).
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Figura 4. Fatores de mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda

infectadas e posteriormente parasitadas. Nas abcissas, 0s algarismos
Romanos indicam a idade (dias) em que as lagartas iniciaram a alimentacéo
com o VPN -Sf e os algarismos Arabicos indicam a idade das lagartas ao
serem expostas posteriormente ao parasitismo por Campoletis flavicincta.

A aplicacdo precoce de VPN - Sf no campo pode gerar uma
reducdo brusca da populacdo F1 de C. flavicincta e de outros parasitdides.
Os resultados de ESCRIBANO et al. (2000) também sugerem que a
aplicacdo de virus para o controle bioldgico de S. frugiperda provavelmente
levard a uma substancial mortalidade de parasitoides imaturos. Acontecendo
antes do parasitismo, havera tempo suficiente para que a infec¢ao se instale

num nivel tal que retardara ou reduzirda a taxa de desenvolvimento
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parasitéides. A menor ingestao de alimento de lagartas com um e com quatro
dias de idade diminuiu sua ingestéo de poliedros, o que aumentou a chance
das larvas do parasitdides gerarem adultos (Figura 4). Uma parcela das
lagartas infectadas no quinto dia de vida provavelmente ainda estavam em
processo de ecdise, permitindo também que uma parte significativa das
larvas do parastoide se desenvolvesse com sucesso. C. flavicincta tem papel
importante no controle populacional de S. frugiperda durante a mudanca de
instar das lagartas, justamente por que nessa fase o patégeno € menos
eficiente.

Se o VPN - Sf for aplicado quando a populagcéo da lagarta-do-
cartucho atingir o nivel de controle, na fase inicial da cultura, corre-se o
risco de afetar densidade de C. flavicincta e de outros parasitoides. O
estabelecimento da primeira populacdo de inimigos naturais certamente
interfere quantitativamente na populagdo da praga no agroecossistema. Em
Cruz Alta e Santa Rosa (RS), MORAES et al. (1991) detectaram que o0s
parasitdides (entre eles C. sonorensis) foram o0s primeiros agentes de
controle natural de Rachiplusia nu (GUENEE, 1852) e Pseudoplusia
includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae) em campos de soja.

IRABAGON & BROOKS (1974) concluiram que a possibilidade

pratica de coordenar uma liberac&o inundativa de parasitdides com o uso do
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VPN parece ser negada pelo fato da interacdo hospedeiro-parasitoide-
patdégeno ser altamente detrimental para o parasitdide. Entretanto, o efeito do
impacto do VPN - Sf pode ser minimizado caso a aplicacdo do virus ocorra
num momento em que as larvas do parasitdide ja tenham atingido um
tamanho que n&o sejam afetados pelo VPN - Sf. Quanto mais tarde ocorrer a
infeccdo, mais adultos do parasitdide sobreviverdo a ela, aumentando
também a probabilidade dos proprios parasitéides disseminarem o VPN - Sf .
Embora uma infeccdo viral possa resultar na morte prematura de
hospedeiros parasitados, parasitéides que foram manejados para completar
seu desenvolvimento e emergir de insetos infectados podem atuar como
eficientes vetores para a dispersao do virus (CABALLERO et al., 1991).
Fémeas e machos dos parasitéides, vindos de outros locais e
gue se originaram de lagartas infectadas pelo VPN - Sf, podem fazer parte da
populacdo colonizadora do parasitdide. Sua presenca na lavoura é fator
relevante para o controle populacional da praga, por trazerem cepas
diversas de VPN - Sf, aumentando a biodiversidade do ambiente, diminuindo
a chance de criagdo de racas da praga resistentes a uma dada cepa
predominante (conforme o processo de selecdo de racas de pragas
resistentes no sistema agro-industrial convencional). A disseminacdo de

baculovirus na populacdo de hospedeiro pode ser realizada pelos
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parasitdides que sobrevivem em hospedeiros infectados (SANTIAGO-
ALVAREZ & CABALLERO 1989). A taxa de parasitismo e a diversidade de
parasitdides foram maiores em ambientes mais complexos (MENALLED et
al. 1999).

A aplicagdo precoce do virus gera ainda outros inconvenientes.
Um deles seria € o aumento a mortalidade de lagartas pequenas, o que
diminui o potencial de inéculo do virus naquela area, devido ao reduzido
volume corporal dos hospedeiros, o0 que geraria pequeno volume de
propagulos virais. Além disso, com a mortalidade precoce, a densidade do
hospedeiro pode ficar muito baixa, favorecendo a dispersdo dos parasitdides
devido a falta de hospedeiros suficientes para manter o comportamento de
procura (POWELL 1985). O baixo parasitismo em plantas de tomate
[Lycopersicon lycopersicon (L.) ] tratadas com extratos de Nicotiana gossei,
comparado com tratamento onde aplicou-se apenas agua, pode ter sido
causado em parte pela inabilidade de Encarsia formosa (Hymenoptera:
Aphelinidae) de encontrar baixas densidades da praga (BENTS & NEAL
1995).

Para VAIL (1981), a dissecacdo (embora consuma muito tempo
e seja tediosa) ou um outro meéetodo para estimar o parasitismo em

hospedeiros infectados ou mortos, é um pré-requisito para que a taxa real de
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parasitismo seja acurada. Onde ocorre infeccdo pelo VPN (ou outro
patdégeno), o poder dos parasitdides pode ser subestimado.

E previsivel uma antecipacdo da morte da lagarta que estiver
com os dois inimigos naturais, pois o recurso (corpo da lagarta), limitado que
€, esgota-se mais rapidamente e restringe o crescimento dos dois invasores.
Isso pode gerar parasitdides menores e menor quantidade de esporos do
virus.

Intervencdes antropicas bruscas (como a aplicacdo macica do
virus no inicio do desenvolvimento da cultura) podem desarmonizar as
relacdes entre os diversos organismos controladores de fit6fagos e o seu
ambiente, causando prejuizos para o0 equilibrio dindmico dos

agroecossistemas.

4 Capitulo ITI
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InteracBes entre agentes de controle bioldgico e o material resistente
Zapalote Chico sobre a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda J.E. Smith

(Lepidoptera: Noctuidae) em milho (Zea mays)
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4.1 ABSTRACT

The integrated pest management concept uses different
strategies to minimize the impact of organisms on the vegetable production.
The first objective of this research was to evaluate the interactions of resistant
plants (“Zapalote Chico - ZC"), the parasitoid (Campoletis flavicincta) and the
entomopathogen (Nuclear Polyhedrosis Virus) to control the Spodoptera
frugiperda host. In laboratory, host larvae were fed with corn leaves
representing the different levels of corn introgression between resistant ZC
and susceptible BR 105. Evaluations were based on the larva and pupa
weight, parasitism efficiency, viability, and duration of the pupal phase and
sexual ratio. In the field, releases of parasitoid female and application of the
virus were realized over the same corn genotypes evaluated in the laboratory.
In laboratory, it was not observed any significant differences among
treatments. In the field, the effect of resistant ZC genotype could be
observed. In the ZC treatment, it was verified lower number of larvae, larval
development and damage of the leaves, compare to the others genotypes.
For this reason, the number of the C. flavicincta pupae and to the predator
Doru luteipes Scudder (Dermaptera: Forficulidae) was the lower.

RESUMO

O manejo integrado de pragas utliza-se de inUmeras
ferramentas disponiveis para minimizar o impacto desses organismos sobre
a producéo vegetal. O objetivo primeiro desse trabalho foi avaliar interacées
entre plantas resistentes (Zapalote Chico = ZC), o parasitdide (Campoletis
flavicincta) e um entomopatdégeno (Virus da Poliedrose Nuclear de
Spodoptera frugiperda). Em laboratorio, as lagartas foram alimentadas com
folhas de milho representando os diferentes niveis de introgressao de milho,
tendo como base o resistente Zapalote Chico e o BR 105. Foram avaliados o
peso médio de lagartas (parasitadas ou ndo) e das pupas (do fitéfago e
do hospedeiro), a eficiéncia do parasitismo, viabilidade, duracdo da fase
pupal e razdo sexual (n.° de machos/n.° machos + n.° de fémeas). No
campo, foi avaliado o efeito da aplicacdo do Virus da Poliedrose Nuclear de
Spodoptera frugiperda nos mesmos materiais de milho testados em
laboratorio, em area onde foi feita a liberacédo do parasitdide. Em laboratério,
ndo observou-se diferenca estatistica para nenhum dos parametros
avaliados. No experimento de campo, detectou-se uma menor presenca de
lagartas mais desenvolvidas em ZC que nos outros materiais. No campo, em
ZC foram encontrados menor n.° de lagartas de S. frugiperda, de pupas de
C. flavicicnta, de tesourinhas, e onde o nivel de dano foi menor. Por essa
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razdo, o numero de pupas de C. flavicincta e do predador Doru luteipes
Scudder (Dermaptera: Forficulidae) foram menores.

4.2 INTRODUCAO
A cultura do milho tem relevante impacto sobre a producao
agricola brasileira, sendo uma das principais culturas de subsisténcia de
grande parte dos pequenos agricultores, de norte a sul do pais. A reduzida
rentabilidade econbémica da cultura praticamente inviabiliza investimentos
direcionados ao controle populacional de fitdfagos por parte desses
pequenos proprietarios, que convencionalmente é feito com o emprego de
inseticidas quimicos. Além do elevado preco, outra desvantagem do uso
desses produtos esta na toxidez dos agrotoxicos ao ambiente. Esse quadro
confere grande importancia a algumas técnicas naturais de controle
populacional de pragas do milho: insetos parasitoides e predadores,
microorganismos entomopatogénicos e plantas resistentes. A utilizacédo
conjunta de técnicas que causem menor impacto ao ambiente depende de
um conhecimento mais aprofundado de suas interacfes ecoldgicas dentro

dos agroecossistemas.
A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) (Lepidoptera:
Noctuidae) é considerada praga-chave para o milho em grande parte do
mundo, sendo responsavel, no Brasil, por prejuizos acima de 400 milhdes de
dolares anuais (CRUZ 1999). Campoletis flavicincta (Hymenoptera:

Ichneumonidae) € o parasitdide de S. frugiperda que mais adaptou-se ao
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agroecossistema do milho no Brasil, sendo abundante em vérios locais. Para
PATEL & HABIB (1986), houve amostragens em que essa espécie
representou 83,33% dos parasitdides em milho. CRUZ et al. (1997b),
VALICENTE & BARRETO (1999) e DEQUECH et al. (2001) detectaram
indices de parasitismo impostos a populacdo da lagarta-do-cartucho por essa
vespa da ordem de 43%, 57% e 69,95%, respectivamente. Ja o0s
bioinseticidas a base de virus, que sdo, na maioria, do grupo Baculloviridae,
tém sido apontados como os de maior potencial para o controle desse inseto
devido & sua especificidade, a alta viruléncia ao hospedeiro e a maior
seguranca proporcionada aos vertebrados (KLEIN & PODOLER 1978,
BURGHES et al. 1980, MOSCARDI 1986). O Virus da Poliedrose Nuclear de
Spodoptera frugiperda (VPN-Sf), desenvolvido na Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, (VALICENTE et al. 1989) é considerado como tendo
grande potencial para controlar esse inseto fitéfago, pois além de possuir
elevada viruléncia, é especifico para a lagarta-do-cartucho (VALICENTE &
CRUZ 1991).

A Raca de milho resistente a lagarta-do-cartucho Zapalote
Chico (ZC), que serviu de base para os estudos neste trabalho, causa
diminuicdo do peso e o0 aumento da duragao da fase larval de S. frugiperda
em condi¢6es de laboratorio (VENDRAMIM & FANCELLI, 1988). WILSON et
al. (1991) concluiram que ZC sofre menor dano foliar e causa uma reducao
no peso das lagartas-do-cartucho que dele se alimentam. Cultivares

resistentes podem contribuir para o controle natural de insetos que se
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alimentam deles, requerendo mais tempo para se desenvolver,
permanecendo por mais tempo susceptiveis aos inimigos naturais
(McCUTCHEON & TURNIPSEED, 1981). A proposta desse trabalho foi
avaliar as potencialidades do uso conjunto de trés métodos de controle
natural de S. frugiperda : o parasitéide de lagartas C. flavicincta, o VPN - Sf

e resisténcia genética de milho.

4.3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos na Embrapa/Milho e Sorgo,
localizada na cidade de Sete Lagoas - MG, onde foram conduzidos dois
experimentos: um em laboratério e outro em campo. No laboratério, sob
condicOes controladas de temperatura (25 + ou - 2 °C), umidade relativa (70
+ ou - 10%) e fotoperiodo (fotofase de 12h), foram estudados aspectos
biolégicos do parasitoide e da lagarta-do-cartucho.

No campo, lagartas de S. frugiperda, hospedeiras de C.
flavicincta foram coletadas em diferentes materiais de milho: parental exético
Zapalote Chico (ZC), parental adaptado BR 105, e em F1 e trés geracdes de
retrocruzamento (RC1, RC2 e RC3) populacbes semi-exoticas, com
diferentes porcentagens de introgresséao génica: F1 - 50 % de ZC + 50% BR

105, 25% de ZC + 75 % BR 105 (RC1), 12,5% de ZC + 87,5 BR 105 (RC2) e
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6,25 % de ZC + 93,75% BR 105 (RC3), para posterior avaliagdo em

laboratério e avaliagdo de dano no campo.

4.3.1 EFEITO DA ALIMENTACAO DA LAGARTA-DO-CARTUCHO S.
frugiperda COM MILHO RESISTENTE SOBRE O PARASITOIDE C.
flavicincta

Lagartas de S. frugiperda, de mesma idade e recém-eclodidas,
provenientes de criacdo da Embrapa Milho e Sorgo, foram alimentadas com
pedacos de folhas dos diferentes materiais de milho, na fase de 8 a 10
folhas. Os pedacos de folhas foram substituidos a cada dois ou trés dias, até
completar o ciclo da larva ou morte dos insetos. Ao completarem trés dias de
idade, 10 lagartas de cada tratamento foram pesadas em balanca de
precisdo. No dia seguinte, as lagartas foram parasitadas por C. flavicincta.
Em frasco de vidro de dois litros, quatro fémeas do parasitoide (com cinco e
dez dias de idade, acasaladas, que néo tiveram contato prévio com lagartas)
permaneceram por trés horas com 60 lagartas alimentadas com os diferentes
materiais genéticos. Para avaliar o efeito dos materiais em lagartas nao
parasitadas, procedeu-se do mesmo modo que no caso das lagartas
parasitadas, exceto pela auséncia das fémeas do parasitoide nas gaiolas.

A partr do quarto dia ap6s o parasitismo, 10

lagartas/tratamento foram pesadas nos quatro dias seguintes. Nenhuma
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lagarta parasitada foi pesada mais de uma vez, o que diminuiu o efeito do
estresse pelo manuseio excessivo. Apenas no caso das lagartas néao
parasitadas, somente apds cinco dias é que uma mesma lagarta foi
novamente pesada. Passados 14 dias do parasitismo, procedeu-se a
pesagem das pupas do parasitdide. As pupas de S. frugiperda foram
pesadas 21 dias ap6s a emergéncia das lagartas hospedeiras.

Além do peso médio de lagartas (parasitadas ou ndo) e das
pupas (do fitéfago e do hospedeiro) alimentadas com os diferentes materiais
genéticos de milho, foram comparados do valores médios da eficiéncia do
parasitismo, viabilidade e duracao da fase pupal e razdo sexual (n.° machos /

n.° de machos+ n.° de fémeas).

4.3.2 IMPACTO DO PARASITISMO E DA APLICACAO DO VPN - Sf
SOBRE A LAGARTA-DO-CARTUCHO E SOBRE SEUS DANOS EM

DIFERENTES GENOTIPOS DE MILHO

Foi utilizada uma érea total de 2.040 m?, e cada um dos seis
gendtipos foi repetido por cinco vezes. Cada parcela foi constituida de por 10
linhas de seis metros, subdividida em duas subparcelas com quatro linhas
cada. Nas duas fileiras centrais de cada subparcela foi feita apenas avaliagao

de dano. Uma das subparcelas de cada material genético recebeu a
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aplicacdo do VPN - Sf (2 X 10' Corpos de Inclusdo Poliédrica/ml - dose
recomendada para uma area de 0,1 ha) e outra néo.

Nove dias apdés a emergéncia, cada planta foi infestada com
quatro lagartas de S. frugiperda com trés dias de idade. Dois dias apés a
infestacdo, foram liberadas no centro da area experimental, 60 fémeas do
parasitoide, provenientes de criacdo de laboratério da Embrapa Milho e
Sorgo, com idade variando entre cinco e dez dias. Dois dias ap0s a liberacdo
dos parasitéides, foi feita a aplicagdo, por meio de pulverizador costal do
VPN - Sf na dose recomendada.

Para avaliar o impacto dos tratamentos no campo, foram
coletadas 20 plantas / subparcela (cartuchos-do-milho), em duas datas
distintas: sete e dezesseis dias apos a infestacdo artificial, totalizando 100
plantas por tratamento/coleta. Esse estagio inicial de desenvolvimento das
plantas de milho é considerado como o preferido para a deposi¢cdo de ovos
por fémeas de S. frugiperda (HARRISON, 1984).

Em laboratério, o tamanho das lagartas foi estimado, atribuindo-
se valores de 1 a 4 (1 - lagartas menores que 1 cm; 2 - maiores que 1 cm e
menores que 2 cm; 3 - maiores que 2 e menores que 3 cm e 4 - maiores que
3 cm). Para avaliar o desenvolvimento e a causa-mortis, as lagartas foram
individualizadas em copos plasticos de 50 ml e alimentadas com dieta
artificial a base de feijdo e gérmen de trigo. As pupas de parasitdides
presentes nas plantas amostradas foram contadas e individualizadas.

Anotou-se também o numero dos predadores Doru luteipes (Dermaptera:
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Forficulidae) encontrados. A avaliacdo de dano foi realizada 22 dias ap6s a
infestacdo. Utilizou-se seguinte escala de valores: 1 (nenhum dano), 2 (folhas
raspadas), 3 (folhas furadas), 4 (folhas rasgadas e dano no cartucho) e por
fim 5 (cartucho destruido). O cronograma das operacdes realizadas esti

resumido no quadro 1.

QUADRO 1. Cronograma das operacdes realizadas em cultura de milho
representado por diferentes materiais genéticos

Idade das plantas (dias) Operacao realizada
09 Infestacdo das plantas com lagartas
11 Liberacdo dos parasitoides
13 Aplicacao do virus
16 12 coleta de plantas
25 22 coleta de plantas
31 Avaliacdo de dano

A comparacdo nos diferentes materiais genéticos utilizados e
nas diferentes épocas de coleta foi feita por meio de teste de médias, para 0s
seguintes parametros: dimensdes e n.° de lagartas coletadas, densidade
populacional das pupas do parasitéide, densidade de tesourinhas e nivel de

dano.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.4.1 EFEITO DA ALIMENTACAO DA LAGARTA-DO-CARTUCHO S.
frugiperda COM MILHO RESISTENTE SOBRE O PARASITOIDE C.

flavicincta

O peso das lagartas com trés dias (antes do parasitismo),
alimentadas com os materiais ZC, BR 105 e F1 foi semelhante, enquanto que
0s outros trés materiais, com médias de peso mais elevadas que o grupo

anterior, também nao diferiram significativamente entre si (P = 10%). A

planta exdtica ZC provocou diminuicdo do peso e o0 aumento da fase larval
de S. frugiperda em estudos de VENDRAMIM & FANCELLI (1988).
SILVEIRA et al. (1998) consideraram que o mecanismo de nao-preferéncia
de Zapalote Chico ficou evidente em lagartas de primeiro instar S. frugiperda,
enquanto que em teste com lagartas de 5° instar, ZC foi o material que
menos estimulou o consumo foliar, sendo que o0 mecanismo de resisténcia foi
menos evidente em lagartas maiores que em recém-eclodidas. Nas
pesagens posteriores, praticamente ndo soi observada diferenca significativa
no peso das lagartas, a excecao da pesagem ocorrida em lagartas com nove
dias, quando F1 e RC2 apresentaram pesos inferiores aos demais
tratamentos (Tabela 1). Nao foi observada, portanto qualquer tendéncia de
influéncia do material genético de milho sobre o peso de lagartas

parasitadas.
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N&o foi detectada diferenga significativa (P = 10%) na taxa de
parasitismo de S. frugiperda pelo C. flavicincta que pudesse ser atribuida a
alimentacdo dada as lagartas hospedeiras (Tabela 2). Na mesma tabela esta
apresentada a razdo sexual tanto de hospedeiro como do parasitéide, que
também ndao diferiram entre si.

Em cinco das seis observacgdes feitas, o material RC1 esteve
entre os dois que resultaram em maior peso médio de lagartas nao
parasitadas (Tabela 3). Justamente nesse material ndo foi possivel proceder
a ultima pesagem, pois parte das lagartas estavam em fase de pré-pupa ja
no 15o0. dia, indicando que o referido material promoveu aceleracao no
desenvolvimento das lagartas. Na pesagem das pupas de parasitoide e
hospedeiro, ndo foi detectada diferenca significativa (Tabela 4). J& com

relacdo a duracdo da fase pupal, foi detectada diferenca significativa (P =

10%), sendo que o material BR 105 proporcionou maior longevidade a fase
pupal do parasitéide (Tabela 5). CRUZ et al. (1997a) encontraram o valor de
7,3 dias para a duracdo da fase pupal do himendptero, semelhante ao
encontrado em BR 105. Para o hospedeiro, ndo houve qualquer diferenca
relativa ao peso pupal.

As variaveis avaliadas foram incapazes de demonstrar qualquer
efeito relevante dos materiais genéticos avaliados, seja com relacdo a S.
frugiperda ou a C. flavicincta. Com base nesses dados, é possivel concluir

que, em ambiente de laboratério, as propriedades advindas do diferentes
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materiais genéticos ndo foram suficientes para interferir significativamente
nos parametros avaliados tanto para o parasitéide C. flavicincta como para

seu hospedeiro.



Tabela 1. Médias do peso (mg) de lagartas de Spodoptera frugiperda, parasitadas por Campoletis flavicincta em
diferentes intervalos de tempo (dez lagartas/material de milho), em camara climatizada, a 25 +2 °C, UR 75 + 10% e
fotoperiodo de 12 h.

Idade das lagartas
(dias) 3* 8 9 10 11
ZC 1,73+0,11 a 148+ 1,27 a 17,7+1,70 a 23,0+2,01a 205+1,72a
F1 1,99 + 0,18 ab 13,15+1,39a 13,51+0,96b 19,89+1,89a 20,23+2,48a
RC1 205+£0,10b 16,7+ 3,29 a 17,4+ 1,76 a 248+247 a 249+3,29a
RC2 201+£0,05b 147+1,13 a 15,1+ 1,43 ab 242 +207 a 20,8+ 147 a
RC3 1,94+0,09 b 15,0+ 1,00 a 16,9+1,50 a 21,8 +2,00 a 23,6+199a
BR 105 1,86 £ 0,11 ab 13,3+1,60 a 18,4+1,65a 25,0+2,28a 22,7+216a

* O parasitismo ocorreu no quarto dia de vida das lagartas, portanto, as lagartas de trés dias ainda ndo haviam sido

parasitadas.
As médias, dentro das colunas, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel de 10% de probabilidade.

Tabela 2. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda e Campoletis flavicincta nos diferentes materiais genéticos
de milho testados. Razédo sexual =n°m/(n.°m + n.°f).
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Material genético | Parasitismo (%) Viabilidade pupal (%) Razé&o sexual (m/m+f)
C. flavicincta S. frugiperda C. flavicincta S. frugiperda

ZC 95,4 90,9 (n=44) 98 (n=50) 0,80 0,49

F1 98,0 89,8 (n=49) 90,4 (n=52) 0,95 0,57

RC1 93,6 89,4 (n=47) 98,1 (n=53) 0,98 0,47

RC2 97,6 90,5 (n=42) 98 (n=49) 0,82 0,66

RC3 93,5 86,9 (n=46) 95,8 (n=48) 0,95 0,46

BR 105 94,1 90,2 (n=51) 97,9 (n=48) 0,87 0,40

Tabela 3. Médias do peso (mg) de lagartas da Spodoptera frugiperda néo parasitadas, em diferentes intervalos de
tempo apds a emergéncia, alimentadas com os diferentes materiais genéticos de milho testados (dez lagartas/material
de milho).
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Idade das lagartas (dias)

Material 8 9 10 11 14 15
genético
ZC 54,76 + 8,0ab 127,53 + 26,27bc 146,9 £ 9,90a 203,9 £ 24,09a 451,9 + 458,1+26,93a
29,16b
F1 47,52 + 8,53ab 139,9 +16,76¢C 176,1 + 40,44ab 219,1+11,48a 352,7 + 469,1 +
29,91a 31,03a
RC1 74,5+ 21,16b 117,8 + 25,90abc 178 + 14,70b 272,2 + 33,60b 468,4 + -
26,38b
RC2 58,4 + 8,98ab 88,7 £+ 9,97a 158,3 £ 19,47ab 276,9 + 27,30b 422,6 + 451,1 +
19,51b 27,64a
RC3 52,1 +5,42ab 107,1 £ 12,80ab 142,1 + 21,83ab 198,7 + 29,16a 465,5 + 463 + 21,50a
27,55b
BR 105 46,8 + 4,77a 98,5 + 12,53ab 143,3 +10,66a 238,2 +23,63ab 424,8 + 471,1 +
17,13b 22,56a

As médias, dentro das colunas, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel de 10% de probabilidade.
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Tabela 4. Peso médio (mg) de pupas de Campoletis flavicincta e Spodoptera frugiperda, nos diferentes materiais

genéticos de milho testados

Material genético

Campoletis flavicincta

Spodoptera frugiperda

ZC

7,11 + 0,51 (n=29)

182,0 + 8,39 (n=49)

F1

7,02 + 0,39 (n=40)

173,58 + 9,63 (n=46)

RC1

6,96 + 0,33 (n = 42)

174,5 + 7,50 (n=52)

RC2

7,40 + 0,36 (n=33)

177 + 7,54 (n=48)

RC3

7,80 £ 0,65 (n=34)

175,1 + 10,29 (n=46)

BR 105

7,55 + 0,34 (n=43)

172,56 + 9,38 (n=47)
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Tabela 5. Duragdo média da fase pupal (dias) de Campoletis flavicincta e Spodoptera frugiperda, nos diferentes

materiais genéticos de milho testados.

Material genético

Campoletis flavicincta

Spodoptera frugiperda

ZC

6,67 + 0,20 (n=49)a

11,47 + 0,29 (n=49)a

F1

6,54 + 0,33 (n=49)a

11,83 £ 0,19 (n=46)a

RC1

6,81+ 0,2 (n = 49)a

11,65 + 0,26 (n=52)a

RC2

6,74 + 0,31 (n=31)a

11,68 + 0,22 (n=48)a

RC3

6,38 + 0,22 (n=49)a

11,85 + 0,24 (n=46)a

BR 105

7,35 + 0,24 (n=49)b

11,98 + 0,23 (n=47)a

As médias, dentro das colunas, seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel de 10% de probabilidade.
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4.4.2 Densidade populacional da lagarta-do-cartucho e de seus
inimigos naturais em diferentes geragdes de retrocruzamento de milho

resistente e susceptivel

O dado que denotou com maior énfase 0 mecanismo de nao-
preferéncia em Zapalote Chico para S. frugiperda talvez tenha sido a
auséncia de lagartas de tamanho 4 nesse material, como pode ser
observado na Figura 1, onde também foi observado o menor numero de
lagartas do tamanho 3, o que demonstra que as lagartas levaram mais tempo
para crescer. Foi constatada nao-preferéncia alimentar das lagartas para
“Zapalote Chico’ por VIANA & POTENZA (2000) enquanto SILVEIRA et al.
(1997) o consideraram como um dos materiais menos adequados ao
desenvolvimento de S. frugiperda.

O numero menor de lagartas de S. frugiperda presentes em ZC
(Figura 1) sugere uma possivel associacdo com uma menor deposicao de
OVOS que, por sua vez, € uma resposta aos aleloquimicos gerados pela
planta. A selecédo do local de oviposicdo adequado por um fitofago € critica
para o sucesso do desenvolvimento de sua prole, e € mediada primeiramente
por volateis da planta (RENWICK, 1989). A planta exotica ZC provocou
diminuicdo do peso e o prolongamento da fase larval de S. frugiperda
(VENDRAMIM & FANCELLI 1988) demonstrando ser menos favoravel ao

desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda. A confirmacédo desse dado
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exige a contagem do nimero de ovos nas plantas, o que nao foi realizado no
presente trabalho.

Muitos dos fatores que levam o parasitdide até o hospedeiro
sdo compostos quimicos originados do hospedeiro (cairoménios) ou da
planta que alimenta o hospedeiro (sinoménios) (POWELL, 1985). A auséncia
de alguns desses fatores atrativos ou a presenca de algum que provoque
efeito inverso (repelente) podem ter sido os responsaveis pela reduzida
presenca de C. flavicincta em ZC, que p6de ser demonstrada pela menor
quantidade de pupas do parasitéide amostradas (Figura 2) nesse material.
Genotipos de soja (Glycine max) (L.) ndo tiveram efeito na incidéncia de
parasitismo de nenhuma espécie de lepiddptero estudada sobre ela, embora
a populacdo do parasitéide Plathypena scabra (Fabricius, 1798) tenha sido
menor em material resistente do que em material susceptivel
(McCUTCHEON & TURNIPSEED 1981). FOX et al. (1990) afirmaram que a
variacao nutricional ou nos aleloquimicos do hospedeiro ou da planta que lhe
serve de alimento podem modificar a dindmica das interacfes parasitdide-

hospedeiro.
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Figura 1. Numero de lagartas Spodoptera frugiperda coletadas vivas em
diferentes materiais genéticos de milho.
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Figura 2. Numero de pupas de Campoletis flavicincta coletadas nos
diferentes materiais genéticos de milho, em duas datas, realizadas com nove
dias de intervalo.
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BERGMAN & TINGEY (1979) expressaram preocupacao de
gue o uso de materiais resistentes pode nao somente reduzir a abundancia
ou vigor do fit6fago, mas também resultar em um decréscimo na populacdo
dos inimigos naturais. Isso pode ndo ser um problema para uma cultura
especifica, mas pode causar problemas em uma que é depende dos inimigos
naturais. A integracdo de linhagens resistentes, liberacdo suplementar de
parasitéides e o efeito do controle natural promovido por entomopatégenos
podem resultar num efetivo controle de fitéfagos se as caracteristicas de
resisténcia afetarem menos as espécies entomofagas do que a espécie
fitofaga (LINGREN et al., 1978). FARID et al. (1998) consideram que plantas
resistentes, ao afetarem adversamente os agentes de controle bioldgico,
podem reduzir em excesso a efetividade de um programa de manejo
integrado de pragas. A reducao geral dos fatores de atracdo do hospedeiro
em todo um ambiente homogéneo pode causar uma reducédo na atividade
dos parasitdides ou mesmo o éxodo em busca de um habitat mais favoravel
JOHNSON (1997). Essa incompatibilidade pode ser exacerbada se a praga
desenvolver resisténcia ao mecanismo de resisténcia da planta e o
parasitoide permanecer sensivel, do mesmo modo que acontece comumente
com os inseticidas quimicos (CAMPBELL & DUFFEY 1979).

Na Figura 2 estdo apresentados dados que mostraram a
importancia de C. flavicincta no controle populacional da praga em sua fase
inicial de desenvolvimento, quando 93,85% do total das pupas foi amostrado

na 12 coleta de plantas (16 dias apds a emergéncia das plantas no campo).
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De acordo com CRUZ & TURPIN (1982), seria no estadio de crescimento
com 8-10 folhas (plantas com aproximadamente 40 dias apés o plantio) o
mais susceptivel do milho a lagarta-do-cartucho. O namero de lagartas de S.
frugiperda amostradas na primeira coleta (437) nédo foi tdo superior ao da
segunda coleta (382 ou 12,6 % a menos) a ponto de justificar a diferenca no
namero de pupas do parasitdide encontradas nas plantas amostradas,
sugerindo que outro fator, provavelmente relacionado ao estagio de
desenvolvimento fenoldgico da planta, seja o principal fator determinante na
atratividade de plantas mais novas para C. flavicincta.

Ao contrario de C. flavicincta, o predador D. luteipes foi
encontrado em numeros reduzidos na 12 coleta (29 exemplares adultos) e
em grande quantidade na segunda (1.415 exemplares adultos) com um
aumento populacional superior em 48 vezes (Figura 3). A densidade
populacional do predador Doru sp. aumentou de acordo com a idade das
plantas, e deveu-se ndo somente a reproducdo dentro de cada parcela, mas
também a imigracdo de areas proximas (MARENCO & SAUNDERS 1993).
Essa espécie chega a se alimentar de 39 ovos de Helicoverpa zea em um
dia, em ambiente de laboratoério, estando entre os principais inimigos naturais
de S. frugiperda no Brasil, juntamente com C. flavicincta, Chelonus insularis
(Hymenoptera: Braconidae), Trichogramma sp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), Telenomus sp. (Hymenoptera: Scelionidae) e o

entomopatdégeno Baculovirus (CRUZ et al. 1995).
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Doru sp. foi predador de vérias espécies de insetos, incluindo S.
frugiperda, sendo capaz de alimentar-se de 30 lagartas de 1° instar ou 13 de
2° instar (MARENCO & SAUNDERS 1993). Um estudo mais aprofundado
deve ser feito para avaliar se lagartas de S. frugiperda parasitadas por C.
flavicincta, que tém sua atividade motora reduzida pelo processo parasitario,
seriam presas mais vulneraveis ao ataque de D. luteipes. Se realmente
houver maior facilidade em predar lagartas parasitadas, a tesourinha pode
ser a responsavel pela reducdo do numero de pupas de C. flavicincta
observado na segunda coleta.

Por ser justamente nos primeiros dias de desenvolvimento das
plantas de milho quando se observa maior indice de parasitismo por C.
insularis e quando também se nota a imigragdo de D. luteipes, €
recomendavel que no inicio do desenvolvimento da cultura cuidados
especiais devam ser tomados para reduzir o impacto de medidas de controle
(principalmente agrotoxicos) sobre a populagdo desses inimigos naturais, 0s
quais certamente tém papel importante no equilibrio populacional de lagartas
no milho. A Figura 3 apresenta também os dados que associam material
genético de milho e a populacdo de tesourinhas amostradas no campo. Em

ZC foram coletadas 34,6% menos tesourinhas (187) que em Rc3 (286).
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Figura 3. Numero de Doru luteipes (tesourinhas) coletadas em diferentes
materiais genéticos, em duas épocas distintas, com um intervalo de 09 dias.
A diferenca no nimero de lagartas coletadas no tratamento
onde néo foi feita aplicacdo do VPN-Sf (437) néo foi significativa, quando
comparada com o numero de lagartas encontradas no tratamento onde o
virus foi aplicado (382). Pode-se considerar que até a data da primeira coleta
de plantas apés a aplicacdo do VPN - Sf ndo havia transcorrido tempo habil
para que a infeccdo se desenvolvesse e a mortalidade de lagartas ocorresse
de forma significativa na populacao de S. frugiperda. Consequentemente, no
momento da triagem, o niUmero de lagartas que ja estavam mortas nos dois
tratamentos nao diferiu (39 lagartas mortas na coleta em area onde foi feita a

aplicacao e 40 onde néo foi empregado o VPN - Sf). Essa mortalidade deve-
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se provavelmente ao manuseio e transporte das plantas de milho do campo
para o laboratério, acondicionadas em sacos plasticos.

Na primeira coleta, tendo transcorrido o tempo necessario para
que o patégeno pudesse matar o hospedeiro, foi grande a diferenca no
namero de lagartas mortas em laboratério que provieram de area tratada
com o VPN - Sf, quando comparada com aquelas de area isenta desse
tratamento (Figura 4). A primeira coleta de plantas foi feita trés dias apos a
aplicacdo do VPN - Sf e a segunda 12 dias ap0s a aplicacdo. A menor
mortalidade de lagartas na segunda coleta deve-se provavelmente a reducao
da viruléncia, naturalmente provocada pela incidéncia de radiacdo ultra-
violeta sobre os poliedros virais. De acordo com Moscardi (1986), os
entomopatdégenos em geral sdo sensiveis a radiacao ultravioleta e podem ser
eliminados nas primeiras 48 h apds a exposi¢cdo. A baixa eficiéncia do
patdégeno pode ser devido as chuvas (40,6 mm) ocorridas entre o periodo de
aplicacdo e a primeira coleta das lagartas. Utilizando VPN - Sf na
concentracéo de 2,5 x 10*'/ha, por meio de pulverizador costal, CRUZ et al.
(1997b), encontraram uma mortalidade de 74% em lagartas coletadas trés

dias apods a aplicacao do virus no campo.
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Figura 4. Namero de lagartas mortas nos tratamento com ou sem a aplicacéo
de VPN - Sf por época de coleta das plantas.

A Unica aplicacdo do VPN - Sf na area onde foram realizadas as
amostragens de plantas ndo chegou a interferir no balanco populacional dos
parasitdides. Foram amostradas 33 pupas de C. flavicincta nas plantas onde
ocorreu aplicacao do patdgeno e 32 onde nao foi feita aplicacao.

Através da amostragem de lagartas em campo, nota-se a
relevancia de C. flavicincta no complexo de parasitoides de S. frugiperda em
milho, sendo que apenas em uma oportunidade (material Rc1) o numero de C.
flavicincta foi inferior a soma dos outros parasitdides (Figura 5). Os outros
parasitdides de S. frugiperda foram Cotesia sp. (Hymenoptera: Braconidae) (28
exemplares ou 34,1%), dipteros taquinideos (20 exemplares ou 24,4 %),
Eiphosoma sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) (15 exemplares ou 8,3%),

Chelonus insularis (10 exemplares ou 12,2%), além de 9 exemplares de um



97

braconideo néo identificado (11%). Para Cruz et al. (1995), C. flavicincta e
Chelonus insularis estdo entre os mais importantes inimigos naturais de S.
frugiperda no Brasil. Patel & Habib (1986) encontraram seis espécies de
parasitoides em seus levantamentos em milharais no interior de Sdo Paulo
[C. flavicincta, Chelonus texanus), Ophion flavidus Brulle (Hymenoptera:
Ichneumonidae), Eiphosoma vitticolle, Apanteles sp. e Archytas incertus

(Diptera: Tachinidae).
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Figura 5. NUumero de parasitbéides de lagartas de Spodoptrera frugiperda
coletadas no campo, em diferentes materiais genéticos de milho.

Na figura 5 estdo apresentados os dados provenientes de
lagartas de S. frugiperda amostradas no campo. Foi possivel detectar
diferenca de freqiéncia nos diferentes materiais genéticos com relacdo aos
parasitoides. No Zapalote Chico foi a menor freqiiéncia, seguido de Rcl e

F1. Os valores sugerem que a menor taxa de alimentacdo das lagartas
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nesses materiais pode ter reduzido a quantidade de substancias volateis
atrativas provenientes das fezes e saliva do fit6fago. O dano provocado pelo
atague de herbivoros pode liberar grande quantidade de compostos
envolvidos na atracdo de parasitéides (Elzen et al. 1983). A planta na qual o
hospedeiro estd se alimentando, o préprio hospedeiro ou os produtos do
hospedeiro liberam substancias quimicas que servem como mediadores na
localizagdo do hospedeiro (LEWIS & MARTIN, 1990). Microplitis croceipes
(Hymenoptera:  Braconidae,  Microgastrinae) usam  semioquimicos
provenientes do hospedeiro e das suas fezes para localiza-los (JONES et al.
1971, HOPPER & KING, 1986). WISEMAN & CARPENTER (1995) afirmaram
gue significativamente menos fezes foram produzidas por lagartas de
Heliothis zea que tinham se alimentado por sete dias de dieta a base de
estilo-estigma de ZC. Esse efeito ndo se apresenta muito claro neste
experimento, o que implica na necessidade de aprofundamento nos estudos
dessa interagao.

A figura 6 estdo apresentados os dados da intensidade de dano
causada por S. frugiperda nas plantas de milho. Pela amostragem, ndo houve
efeito do VPN - Sf nesse indice. A baixa persisténcia do entomopatégeno no
campo exige que mais de uma aplicacdo seja feita, devido ao curto efeito
residual do virus. A auséncia de qualquer outra intervencdo que pudesse
controlar o cresci mento da populacdo de lagartas na é&rea do experimento,
além de uma Unica aplicacdo do v irus, provavelmente permitiu que a

populacdo do fito6fago
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Figura 6. Intensidade de danos em plantas de milho, provocada por S.
frugiperda. Sete Lagoas, MG.

se distribuisse homogeneamente pela plantagédo, provocando danos também
de forma homogénea. A auséncia de plantas isentas de dano (nota zero) em
todos os tratamentos (Figura 7) confirma essa hipétese. Nesse caso, outros
fatores relevantes devem ser considerados: além das condi¢des climéticas
da regido (Bioma Cerrado) serem bastante favordveis a lagarta-do-
cartucho, as imediacdes da area do experimento (Area rural, onde

localiza-se a Unidade de Pesquisa da Embrapa Milho e Sorgo) servem de

local de plantio de milho durante o ano inteiro.
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Figura 7. Frequéncia de plantas por classe de dano (1 a 5) provocado por
Spodoptera frugiperda em plantas de milho, de acordo com o material
genético. Numero de plantas amostradas: ZC - 342, F1 - 361, RC1 - 375,
RC2 - 366, RCc3 - 343 e Br 105 - 367.

Com o crescimento das lagartas, é esperado que as folhas
que estavam inicialmente raspadas (dano 1) tornem-se danificadas,
recebendo um valor posterior maior. Por reduzir a velocidade de
desenvolvimento das lagartas, o material Zapalote Chico também prolonga o
tempo necessario para que uma planta que tem uma intensidade de dano
reduzida evolua para um valor maior. Pode-se notar pela figura 7 que nos
tratamentos Zapalote Chico e F1, a proporcdo de plantas que recebeu os
valores 3, 4 e 5 foi respectivamente de 29,57 e 25,98%, enquanto que em

RC3 esse valor foi de 42,06 e de 42,74% em Br 105. Nem a maior ou menor

presenca de parasitdides no campo nem a aplicacdo do VPN - Sf séo
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capazes de justificar essa tendéncia, o que leva a concluisdo de que a
guantidade de introgressdo génica de Zapalote Chico nos materiais é que
interferiu na intensidade de dano.

Algum efeito dos materiais genéticos foi notado no experimento
de campo, enquanto que o mesmo nado pode ser dito para os trabalhos
desenvolvidos em laboratorio. O confinamento dos parasitides nas gaiolas
pode ser o fator principal que limitou a capacidade de escolha das fémeas,
sugerindo que dados provenientes do campo seriam mais proximos do real

gue aqueles provenientes de laboratério.
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5 CONCLUSOES

Dentro do conjunto de agentes de controle natural de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) estudados, Campoletis
flavicincta (Hymenoptera: Ichneumonidae), apresentou-se sensivel tanto a
presenca do Virus da Poliedrose Nuclear de Spodoptera frugiperda (VPN -
Sf), como aos diferentes materiais de milho (nesse caso, particularmente em
experimentos realizados em campo). O parasitéide apresentou-se como um
eficiente bioindicador, demonstrando sensibilidade as alteracbes impostas
pelos outros agentes de controle populacional da fitdfago. A grande maioria
dos hospedeiros apresentou mais de um ovo do parasitéide em seu interior.
Invariavelmente, apenas um adulto do parasitdide origina-se de cada
hospedeiro. O periodo de incubacédo dos ovos de C. flavicincta é de 48h. A
presenca de capsula cefalica e mandibulas rigidas em larvas de primeiro
instar do parasitéide sugerem um processo de competicdo intraespecifica
pelos recursos do hospedeiro. FEmeas do parasitdide depositaram mais
ovos em lagartas sadias do que em infectadas, quando nao tiveram opc¢éao de
escolha. Estando em contato com lagartas sadias e infectadas pelo VPN - Sf
ao mesmo tempo, ndo houve diferenca no numero de ovos depositados.
Nesse caso, as fémeas néo teriam sido capazes de discriminar os odores de
lagartas sadias e infectadas. A mistura dos odores provenientes de lagartas
sadias e infectadas, confinadas que estavem numa mesma gaiola, teria

causado o confundimento. Em teste de olfatdmetro, lagartas sadias atrairam
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50% das fémeas, enquanto que em lagartas infectadas, esse valor foi de
32,1%. Discriminar hospedeiros sadios de infectados pode minimizar o
impacto negativo do VPN - Sf sobre os parasitoides. Quanto maior o intervalo
de tempo entre o parasitismo e a infeccdo das lagartas, maior a
sobrevivéncia de C. flavicincta. Foram capazes de transmitir o patégeno para
lagartas sadias as fémeas do parasitéide originadas de lagartas infectadas
pelo virus e aquelas fémeas inicialmente isentas do virus, mas que
acasalaram-se com machos oriundos de lagartas infectadas. Os materiais
genéticos utilizados ndo indicaram diferengas significativas nos parametros
biolégicos avaliados em laboratério. Em campo, Zapalotre Chico apresentou-
se como menos favoravel ao desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda,
onde foi coletado 0 menor nimero de pupas do parasitdide e que apresentou
o menor nivel de dano imposto pelo fitéfago. Doru luteips (tesourinha)
apresentou crescimento rdpido de sua populacdo no inicio da fase de
desenvolvimento do milho, justamente quando é maior a presenca de
lagartas parasitadas, o que sugere um possivel efeito negativo desse
predador sobre a populacéo de lagartas parasitiadas, que por apresentarem
menor atividade motora devido ao processo parasitario, ficariam mais
propensas a tornarem-se presas. As reacdes de C. flavicincta a presenca de
outros agentes de controle confirmam a interdependéncia entre os diversos
seres de um agroecossistema, servindo de argumento para estudos mais

aprofundados dessas inumeras interagoes.
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