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RESUMO GERAL

SOUSA, M.F. Universidade Federal da Grande Dourados, Outubro de 2015. Biologia
de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:Trichogrammatidae) e
Tetrastichus howardi (Olliff,1893) (Hymenoptera: Eulophidae) alimentados com

polen de milho. Orientador: Marcos Gino Fernandes.

Parasitoides fazem parte do complexo de inimigos naturais utilizados em programas de
controle biologico. Com o advento da biotecnologia, a area cultivada com transgénicos
aumentou o que tornou as cultivares transgénicas a tecnologia agricola mais adotada na
histéria moderna. No entanto, as culturas Bt podem apresentar efeitos diretos e indiretos
sob os organismos nao-alvo. O objetivo geral, deste trabalho, foi avaliar os efeitos do
polen de milho Bt sobre os parasitoides Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera:  Trichogrammatidade) e  Tetrastichus  howardi  (Olliff,1893)
(Hymenoptera: Eulophidae). Para isso foram desenvolvidos os seguintes trabalhos:
Caracteristicas Biologicas de T. pretiosum alimentados com podlen de milho e Biologia
Reprodutiva de 7. howardi alimentados com poélen de milho. O parasitismo de
T.pretiosum apresentou diferencas na primeira geragdo no tratamento Bt e mel, a
terceira geracdo apresentou diferengas entre os mesmos tratamentos e a quarta geragao
apresentou diferengas entre o tratamento Bt e ndo Bt. A viabilidade do parasitismo
apresentou diferengas na segunda geracdo entre o tratamento Bt e ndo Bt. O parasitismo
de T. howardi em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera —
Crambidae) apresentou diferengas significativas na primeira geragao entre o tratamento
Bt e mel. A progénie apresentou diferencas na quarta geracdo no tratamento mel. A
razao sexual apresentou diferengas significativas na terceira geracdo no tratamento Bt.
Essas informagdes sdo importantes por contribuirem para o conhecimento dos impactos

que as culturas transgénicas podem vir a causar nos inimigos naturais.

Palavras-chave: controle biologico, parasitoides, milho Bt.
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ABSTRACT

SOUSA, M.F. Universidade Federal da Grande Dourados, October 2015. Biology of
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) and
Tetrastichus howardi (Olliff,1893) (Hymenoptera: Eulophidae) fed with corn

pollen. Advisor: Marcos Gino Fernandes.

Parasitoids are part of the complex of natural enemies used in programs of biologic
control. With the advent of biotechnology, the crop areas cultivated with transgenics
have risen, which made the transgenic cultivars the most adopted agricultural
technology in modern history. However, the Bt crops may present direct and indirect
effects on the non-target organisms. The general objective of this research, was to
evaluate the effects Bt corn pollen on Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera: Trichogrammatidade) and Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)
(Hymenoptera: Eulophidae) parasitoids. With that aim, the following experiments were
developed: Biological characteristics of 7. pretiosum fed with corn pollen and
reproductive biology of 7. howardi fed with corn pollen. The parasitism of 7. pretiosum
presented differences in the first generation fed with Bt pollen and honey treatment, the
third generation presented differences between Bt pollen and honey and the fourth
generation presented differences between the Bt and non-Bt treatment. The viability of
parasitism presented differences in the second generation between Bt and non-Bt. The
parasitism of 7. howardi in Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera —
Crambidae) pupae presented significant differences in the first generation between the
treatment with Bt and honey. The progeny presented differences in the fourth generation
of the honey treatment. The sexual proportion presented significant differences in the
third generation of the Bt pollen treatment. This information contribute to the

knowledge about the impacts that transgenic crops may cause in the natural enemies.

Keywords: biologic control, parasitoids, Bt corn.
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INTRODUCAO GERAL

A necessidade de alimentar a crescente populagdo mundial, aliado a
proximidade do fim das fronteiras agricolas no mundo, faz com que seja necessaria a
utilizacdo de novas técnicas de cultivos. Nesse cenario se encontram as plantas
contendo as proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). A utilizagdo dessas
plantas se tornou uma importante ferramenta no manejo integrado de pragas (MIP), em
especial de lagartas, se mostrado eficiente em diversas culturas (Yu et al., 2011).

A area mundial cultivada com variedades transgénicas teve um aumento de mais
de cem vezes, passando de 1,7 milhdes de hectares em 1996 para mais de 181 milhdes
de hectares em 2014 o que torna as cultivares transgénicas a tecnologia agricola mais
adotada na historia moderna (James, 2014). O Brasil ¢ o segundo pais em area ocupada
com cultivares transgénicas sendo 42,2 milhdes de hectares entre soja, milho e algodao
(James, 2014).

Os inimigos naturais desempenham importante papel na regulagdo de
populagdes dos insetos que atacam as culturas agricolas, utilizando como hospedeiros
ovos, lagartas, pupas e adultos de outros insetos (Pereira et al., 2008a, 2008b; Zanuncio
et al., 2008).

Devido ao importante papel que os inimigos naturais desempenham nos
agroecossistemas, tem se discutido quais os efeitos que as plantas geneticamente
modificadas podem vir a causar nos organismos nao-alvo, pois no campo ndo se
encontram somente pragas, mas também insetos benéficos, como predadores e
parasitoides, que desempenham um importante papel na regulagdo das populagdes de
herbivoros. Em termos ecologicos, essa hierarquia ¢ denominada interagdo tritrofica,
onde a planta representa o primeiro nivel troéfico, o inseto- praga, o herbivoro ou a presa
representa o segundo nivel trofico e os inimigos naturais, o terceiro nivel (De Moraes et
al., 2000).

Nesse sentido, ha uma crescente preocupacdo sobre as possiveis consequéncias
da alimentacao dos insetos parasitoides nas plantas geneticamente modificadas. Sabe-se
que esses agentes de controle natural alimentam-se de polen e néctar das plantas, o que
aumenta sua longevidade e fertilidade quando comparado com os individuos privados
dessa alimentagdao (Wang et al ., 2007).

A presente dissertagdo encontra-se dividida em dois capitulos, onde no primeiro

capitulo foi realizado o estudo das caracteristicas biologicas de Trichogramma
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pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) com fémeas adultas

alimentadas com polen de milho.

No segundo capitulo foi realizado o estudo da biologia reprodutiva de

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) com fémeas adultas

alimentadas com polen de milho.
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REVISAO DE LITERATURA
1.1 Plantas Geneticamente Modificadas
A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) ¢ um dos
agentes microbianos mais estudados no controle de pragas podendo ser encontrada no
solo, 4gua, insetos mortos e algumas plantas (Bravo et al., 2011).

Plantas geneticamente modificadas (Bt) que apresentam resisténcia a insetos sao
obtidas através de uma modificacdo genética com a introducdo de um gene obtido de
uma bactéria do solo B. thuringiensis que produz uma proteina inseticida (Polanczyk et
al.,2008).

O uso de plantas geneticamente modificadas traz algumas vantagens dentre as
quais podemos destacar: aumento da producdo agricola (Betz et al., 2000); niveis
menores de micotoxinas que sdo compostos toxicos produzidos por fungos (Dowd,
2000) e redugdo na aplicagdo de inseticidas (Romeis et al., 2006).

As culturas Bt podem apresentar efeitos de maneira direta e indireta sobre os
organismos nao-alvo (Lovei et al., 2009; Naranjo, 2009). Efeitos diretos podem ocorrer
pela ingestdao de tecidos de plantas por organismos ndo-alvo, ja os efeitos indiretos
podem ocorrer por interagdes multitréficas que sdo as diferentes inter-relagdes que
ocorrem entre 0s organismos que estao presentes no ambiente (Craig et al ., 2008).

1.2 Cultura do milho

A cultura do milho (Zea mays L.) ¢ uma importante cultura na alimentacgao
humana e animal, sendo, no Brasil, esse cereal é cultivado na safra de verdo e na
safrinha. O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de milho com uma area de quase
15 milhdes de hectares (Conab, 2015).

Diversos fatores podem comprometer a produgdo, como a incidéncia de pragas,
que podem causar prejuizos e importante impacto econdomico. A cultura possui um
amplo complexo de pragas e dentre estas se destaca a lagarta do cartucho Spodoptera
frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), um inseto que ataca diversas
espécies vegetais em diferentes familias botanicas ¢ considerada a principal praga da
cultura do milho, no Brasil (Lima Jr et al., 2012).

Outro inseto-praga de importancia econdmica na cultura do milho € Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) considerado praga de grande
importancia econdmica para a cultura do milho. As lagartas recém eclodidas alimentam-

se do tecido foliar da planta, e, posteriormente penetram no interior do colmo,
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construindo galerias e causando a obstru¢ao de seiva nos vasos condutores da planta
(Cruz et al., 2011). Como a lagarta completa o seu desenvolvimento no interior da
planta o que acaba dificultando o controle quimico deste inseto, a utilizacdo do controle
biologico se torna de grande importancia, especialmente o uso de parasitoides, para o
manejo desta praga.

Os inimigos naturais, insetos predadores e parasitoides sdo de suma
importancia para os agroecossistemas, pois além de desempenharem um papel
ecologico no ambiente, os mesmos podem ser associados a métodos alternativos de
controle de pragas-alvo através da criagdo massal em laboratério (Gallo et al., 2002).

Os inimigos naturais exercem o papel de reguladores das populacdes de insetos
pragas. O controle biologico ¢ uma das ferramentas do Manejo Integrado de Pragas
(MIP), pois atende aos pré-requisitos bdsicos de eficiéncia em campo e de
biosseguranga, além de ser compativel com outras estratégias empregadas no MIP, de
custo relativamente baixo e ecologicamente adequado.

1.3 Inimigos naturais

Dentre os inimigos naturais destacam-se os parasitoides, insetos que tém pelo
menos uma fase de seu desenvolvimento associada ao hospedeiro, do qual se alimenta e
completa seu ciclo de vida. Sdo estimadas aproximadamente 200 mil espécies de
parasitoides, que ocupam principalmente as ordens Hymenoptera e Diptera (Parra et al.,
2002).

Dentre eles, destacam-se os parasitoides de ovos por apresentarem a
caracteristica de eliminar a praga em seu primeiro estdgio de desenvolvimento, antes
mesmo de causarem qualquer injaria as plantas. Outro aspecto que faz dos parasitoides
de ovos bons agentes de controle ¢ o fato de que podem alcancar a praga em todas as
regides da planta, diferentemente dos inseticidas, que muitas vezes ndo sdo eficientes
por ndo atingirem as pragas protegidas no dossel da planta entre as folhas (Bueno et al.,
2012).

Himenopteros parasitoides sdo importantes inimigos naturais de insetos-praga
utilizados em larga escala em programas de controle bioldgico devido a sua
especificidade e facilidade de criagao (Van Lenteren, 2012).

Os parasitoides de ovos sdo parte do complexo de inimigos naturais que estdo
presentes no ambiente, sendo muitos deles utilizados no controle bioldgico de pragas

como as espécies de Trichogramma (Hymenoptera, Trichogrammatidae). As espécies
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do género Trichogramma sdo as mais estudadas e utilizadas atualmente no mundo pela
eficiéncia e facil manutencao em laboratério (Parra & Zucchi, 2004). Esses parasitoides
de ovos sdo importantes, pois impedem que seus hospedeiros principalmente da Ordem
Lepidoptera, atinjam a fase larval na qual causam prejuizos a cultura (Olson & Andow,
2006), dispensando assim medidas de controle.

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: FEulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregario com potencial pra utilizacdo como alternativa para o controle
de lepidopteras-pragas (La Salle e Polaszek, 2007). Este parasitoide possui a capacidade
de parasitar duas fases (lagartas e pupas) do seu hospedeiro natural D. saccharalis
(Pereira et al., 2015).

1.4 Impacto das plantas geneticamente modificadas sobre organismos niao-alvo

Viérios estudos tém sido realizados com espécies nao alvos para demonstrar os
possiveis efeitos da toxina Bt sobre estes organismos, desde estudos com predadores,
polinizadores e parasitoides. Dequech et al. (2005) estudou a interagdo entre o
parasitoide Campoletis flavicincta (Ashmead, 1890) e B. thuringiensis aizawai em
lagartas de S. frugiperda em condigdes de laboratorio. Neste trabalho, foi avaliado o
consumo alimentar e a mortalidade de lagartas parasitadas, infectadas pela bactéria, e
parasitadas e infectadas, além da biologia dos parasitoides que emergiram a partir de
lagartas infectadas e ndo infectadas pela bactéria. O menor consumo foliar e a maior
taxa de mortalidade foram observadas em lagartas afetadas pelos dois agentes de
controle bioldgico. J4 no caso do parasitoide, ndo se verificou alteragdes nas
caracteristicas biologicas dos seus descendentes que emergiram de lagartas infectadas
com B. thuringiensis.

Vojtech et al. (2005) estudando o efeito do milho Bt sobre o herbivoro ndo-alvo
Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) observou efeitos negativos no desenvolvimento
deste lepidoptero; este efeito foi observado também no parasitoide Cotesia
marginiventris (Cresson,1865) quando este se desenvolvia em hospedeiros oriundos de
alimenta¢do com milho Bt.

Ramirez-Romero et al. (2007) avaliaram o efeito da toxina CrylAb sobre o
parasitoide C. marginiventris mediados pelo hospedeiro S. frugiperda através de dois
experimentos. Um com a liberagdo da toxina purificada via dieta artificial e outro com a
liberacao da toxina via tecido foliar de milho Bt. No primeiro experimento nao foram

verificados efeitos da toxina sobre o parasitoide. Todavia, quando CrylAb foi liberada
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via tecido foliar foram afetados o tempo de desenvolvimento, tamanho do adulto e

fecundidade do parasitoide.

Li et al. (2008) estudando o efeito do pdlen de milho Bt sobre adultos do
predador Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) concluiram que este predador nao foi
afetado pela toxina Bt.

Santos et al. (2011) investigando os efeitos do uso da toxina de B. thuringiensis
sobre o parasitoide 7. pretiosum, verificou que os parametros bioldgicos como a
capacidade de parasitismo, a viabilidade do parasitismo bem como a razao sexual nao
foram afetados.

Perry et al. (2012) desenvolveu um modelo matematico que estimou os efeitos
do poélen de milho Bt expressando a proteina CrylF sobre cinco espécies de
lepiddpteros nao-alvo e através do mesmo propds medidas para mitigacao. Holst et al
(2013) utilizando-se também de um modelo matematico mostrou que larvas da
borboleta /nachis io (Linnaeus 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae) correm um risco real
de exposi¢do a toxina presente no milho Bt (MON 810).

Mota et al. (2013) estudando a distribuicao espacial do predador Cycloneda
sanguinea (Linnaeus 1763) (Coleoptera: Coccinellidae) em campo de milho Bt e ndo-

Bt, observou que as suas densidades ndo foram afetadas pelo milho Bt.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a biologia de fémeas adultas de
Trichogramma pretiosum e Tetrastichus howardi alimentadas com polen de milho Bt
(MON 89034), comparados com os parasitoides alimentados com o podlen das cultivares

convencionais. Para isso, foram desenvolvidos os seguintes trabalhos:

1. Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum (Hymenoptera:

Trichogrammatidade) com fémeas adultas alimentadas com polen de milho.

2. Biologia reprodutiva de Tetrastichus howardi (Hymenoptera:Eulophidae) com

fémeas adultas alimentadas com pdlen de milho.



a)

b)
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a duragdo do periodo de desenvolvimento de ovo até¢ a fase adulta,
porcentagem de emergéncia, numero de ovos parasitados, porcentagem de
parasitismo, nimero de adultos emergidos por ovo, longevidade das fémeas e

razao sexual de T pretiosum.

Avaliar o parasitismo, emergéncia, ciclo de vida (ovo-adulto) (dias), nimero de
fémeas emergidas, nimero de machos emergidos, o total de parasitoides
emergidos (machos e fémeas), razdo sexual, progénie das fémeas ¢ a

longevidade dos descendentes provenientes de cada geracao de 7. howardi.
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HIPOTESE

O consumo de pdlen de milho Bt (MON 89034) nao afeta as caracteristicas

biologicas dos parasitoides 7. pretiosum e T. howardi.
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CAPITULO 1

Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:

Trichogrammatidade) alimentados com pélen de milho
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RESUMO- Parasitoides de ovos sdo parte do complexo de inimigos naturais que estao
presentes no ambiente, os quais podem ser afetados pela toxina Bt amplamente utilizada
no Brasil. O objetivo foi avaliar o efeito do polen de milho Bt sobre o parasitoide
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos do
hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae).
Foram realizadas trés combinagdes de tratamentos (dietas): polen de milho Bt, pélen de
milho nao Bt e solucao de mel a 10%. Em cada tratamento foram utilizadas 50 fémeas
recém emergidas e acasaladas (entre 24 ¢ 36 h de idade). As caracteristicas bioldgicas
do parasitoide foram avaliadas por quatro geragdes. Os resultados, desse estudo,
sugerem que o consumo de pdlen ndo afetou de maneira significativa as caracteristicas
biologicas do parasitoide avaliadas por quatro geracdes, tendo em vista que apenas

alguns parametros da biologia do inseto apresentaram variacao ao longo das geragoes.

Palavras chave: MIP, Interacao inseto- planta, parasitoide de ovos, Cryl Ab
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ABSTRACT- egg parasitoids are part of the natural enemies complex that are present in
the agricultural environment, which may be affected by the Bt toxin widely used in
Brazil. The aim was to evaluate the effect of the Bt corn pollen on the parasitoid
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) in the eggs
of the alternate host Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae). Three
combinations of treatments (diets) were made: Bt corn’s pollen, pollen of non-Bt corn
and a honey solution at 10%. In each treatment were utilized 50 females, freshly
emerged and mated (between 24 and 36 hours age). The biological features of the
parasitoid were evaluated for four generations. The results of this study suggest that the
consumption of pollen did not affect in a significant way the biological characteristics
of the parasitoid evaluated for four generations, considering that only some parameters

of the insect’s biology presented variation along the generations.

Keywords: IPM, Insect-plant interaction, parasitoid eggs, Cryl Ab
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Introduciao

A cultura do milho Zea mays L. ¢ umas das mais importantes no mundo no
contexto social e econdmico. O Brasil € o terceiro maior produtor de milho com uma
area plantada de quase 15 milhdes de hectares (Conab, 2015).

Diversos fatores podem comprometer a produgdo, como a incidéncia de pragas,
que pode determinar prejuizos na produg¢do, com importante impacto econdmico. A
cultura possui um amplo complexo de pragas e, dentre estas, se destaca a lagarta do
cartucho Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), um inseto
que ataca diversas espécies vegetais de diferentes familias botanicas, sendo considerada
a principal praga da cultura do milho, no Brasil (Lima Jr et al., 2012).

Os parasitoides de ovos sdao parte do complexo de inimigos naturais que estdo
presentes no ambiente, sendo muitos deles utilizados no controle bioldgico de pragas
como ¢ o caso das espécies de Trichogramma (Hymenoptera, Trichogrammatidae).
Esses parasitoides sao usados no controle de pragas em diferentes culturas pelo mundo
(Consoli et al., 2010). Uma das vantagens da sua utilizacao ¢ a facilidade de criagao em
laboratdrio, o que torna possivel o sucesso da sua producdo e comercializagdo quando
criado em hospedeiro alternativo (Wang et al., 2013).

Esses parasitoides de ovos sdo importantes, pois impedem que seus hospedeiros
principalmente da Ordem Lepidoptera, atinjam a fase larval na qual causam prejuizos a
cultura (Olson & Andow, 2006), dispensando assim medidas de controle.

O polen de milho ¢ uma importante fonte de recurso alimentar para os
parasitoides de ovos do género Trichogramma (Wang et al., 2007).

Apesar dos beneficios, existem possiveis riscos relativos as plantas
geneticamente modificadas. Entretanto, adultos de parasitoides de ovos tém

possibilidade de exposi¢ao direta a proteinas de plantas geneticamente modificadas
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quando em contato com néctar extrafloral, polen e outros fluidos de plantas, tais como
seivas (xilema, floema) e fluidos provenientes de tecidos danificados (Consoli et al.,
2010).

O uso de métodos integrados de controle constitui-se um dos principios basicos
do manejo integrado de pragas (MIP). Juntamente com o controle biologico, a utilizagao
de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos tornou-se uma importante
ferramenta no manejo integrado de pragas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do polen de milho sobre as caracteristicas biologicas de fémeas adultas

de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

Material e Métodos

Origem dos parasitoides

Os parasitoides adultos de 7. pretiosum utilizados no estudo foram provenientes
de criagdo mantida em camara climatizada tipo B. O. D. sob temperatura constante de
25 + 1°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 14 horas, no Laboratério de Criagao de
Insetos (LCI) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). A metodologia
usada na criacao e multiplicacdo do parasitoide 7. pretiosum baseou-se na metodologia
descrita por Parra (1997).
Ovos do hospedeiro

Foram utilizados ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae), provenientes de criagdo mantida no Laboratério de Entomologia/Controle
Biologico (LECOBIOL) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). A
metodologia empregada na criagdo do hospedeiro alternativo A. kuehniella foi a
desenvolvida por Parra (1997), porém adaptada as condi¢des do laboratorio. Os ovos

utilizados para a realiza¢do dos experimentos eram retirados no dia.
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Fonte de Pélen

O polen do milho utilizado no experimento foi obtido a partir do milho
transgénico Bt (MON 89034) expressando a proteina CrylA105 e Cry2Ab2 e do milho
convencional DKB177. O polen do milho Bt e ndo Bt foi coletado diretamente das
plantas de milho na Fazenda Experimental da UFGD. A area de plantio era de 0,5
hectares e foi cultivada sob sistema de plantio convencional, sem aplicacdo de
inseticidas durante o periodo de coleta de polen.

Para a coleta do polen foram colocados sacos de papel no penddo da planta
durante a antese os quais foram devidamente grampeados e recolhidos apds 48h. Os
sacos de papel contendo pdlen foram coletados e levados ao Laboratério LCI, onde foi
peneirado, colocado em frascos plésticos e armazenados em geladeira na temperatura de
4° C, segundo metodologia adaptada de Wang et al. (2007).

Bioensaios

Foram realizados trés tratamentos (dietas): polen de milho Bt (20 mg de pdlen
dissolvido em solucdo de mel a 10%), pdlen de milho ndo Bt (20 mg de pdlen
dissolvido em solugdo de mel a 10%) e solu¢do de mel a 10% (controle), segundo
metodologia adaptada de Wang et al. (2007). Para cada tratamento foram utilizadas 50
fémeas recém emergidas e acasaladas (entre 24 ¢ 36 h de idade) individualizadas em
microtubos tipo eppendorf (4,5 cm) contendo uma cartela de (4,5 x 0,9 cm) com 30
ovos de A. kuehniella e uma gota da respectiva fonte alimentar. O parasitismo foi
permitido por 24h, depois disso, as fémeas foram mortas e as cartelas com ovos
parasitados transferidas para sacos plasticos (23 x 4 cm) fechados e mantidos em
camara climatizada a temperatura de 25 = 1°C, umidade relativa de 70% e fotofase de
14 horas, at¢ a emergéncia dos descendentes. Este procedimento foi repetido até a

quarta geracao.
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Apos a emergéncia dos descendentes, foi montado o experimento de
longevidade dos mesmos, sendo utilizadas 50 fémeas recém emergidas e acasaladas
(entre 24 e 36h de idade) e individualizadas em microtubos tipo eppendorf (4,5 cm) com
uma gota de cada respectiva fonte alimentar.

As variaveis analisadas foram: duragdao do periodo de desenvolvimento de ovo
até a fase adulta (duragdo do ciclo em dias), porcentagem de emergéncia (numero de
individuos emergidos por ovo), numero de ovos parasitados (ovos com orificio)
porcentagem de parasitismo (nimero de ovos parasitados dividido pelo namero de ovos
ofertados para o parasitismo vezes 100), nimero de adultos emergidos por ovo (nimero
de individuos emergidos divido por numero de ovos com orificio), longevidade das
fémeas (duragcdo em dias) e razdo sexual (divisdo do niumero de fémeas pelo total de
individuos emergidos) sendo estas fémeas sexadas de acordo com Querino & Zucchi
(2011).

Analise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC),
com trés tratamentos e 50 repeticdes avaliadas por quatro geragdes. Os dados foram

submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Resultados
O parasitismo de 7. pretiosum apresentou altas porcentagens ao longo das
geragdes variando entre 52% e 92%. A primeira geracdo apresentou diferenca entre o
tratamento Bt e mel sendo que este apresentou o menor valor. A segunda geragao nao
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. A terceira geragdo apresentou

diferenca entre o tratamento Bt e mel sendo que este apresentou o menor valor. Na



32

quarta geracao houve diferencas entre o tratamento Bt e ndo Bt, sendo que o tratamento
Bt apresentou o menor valor (Tabela I).

A viabilidade do parasitismo alcangou valores superiores a 70% em todos os
tratamentos. Na primeira geracdo nao houve diferencas significativas entre os
tratamentos. Na segunda geracao ocorreu diferencas entre o tratamento Bt e ndo Bt. Na
terceira e quarta geracdo ndo ocorreu diferencas significativas entre os tratamentos
(Tabela I).

Os valores obtidos para a razdao sexual ndo diferiram estatisticamente entre as
geracgdes e os tratamentos analisados, com indices de 0,82 a 0,93 (Tabela I).

Os valores obtidos para o numero de individuo por ovo variou de 0,95 a 1,58
sendo que nas trés primeiras geragdes ndo houve diferencas entre os tratamentos
analisados, ja a quarta geragao o tratamento mel diferiu dos demais (Tabela I).

A longevidade dos descendentes nao apresentou diferencas significativas na
primeira, segunda e quarta geracao. Na terceira geracdo verificou-se maior longevidade
das fémeas no tratamento Bt, entretanto os demais ndo diferiram estatisticamente
(Tabela I).

O parasitismo de 7. pretiosum comparando-se as geracdes apresentou diferengas
no tratamento Bt na segunda geracdo. O tratamento ndo Bt apresentou diferenca na
segunda geragdo. O tratamento mel apresentou diferenca na quarta geracao (Tabela II).

A viabilidade comparando-se as geragdes apresentou diferencgas no tratamento Bt
na quarta geracao. O tratamento ndo Bt apresentou diferenca na primeira geragdo. O
tratamento mel nao apresentou diferengas ao longo das geragdes (Tabela II).

A razdo sexual ndo apresentou diferencas entre os tratamentos ao longo das
geracdes 0 que também ocorreu em relacdo ao nimero de individuos por ovo (Tabela

).
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A longevidade dos descendentes comparando-se as geracdes apresentou diferenca
no tratamento Bt na quarta geragdo. O tratamento ndo Bt ndo apresentou diferencas ao
longo das geragdes. O tratamento mel apresentou diferenga na quarta geracdo (Tabela

).
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Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum Riley, 1879

1* Geragao Parasitismo (%) Viabilidade do Razdo Sexual N°de Individuos / ovo Longevidade Fémeas
parasitismo (Dias)

Mel + polen de milho Bt 75,45+3,34a 0,71 £0,02 a 0,93+0,02a 1,04 +0,03 a 10,42 +0,32 a

Mel+ pélen de milho 72,66 + 4,19 ab 0,78 +0,03 a 0,87+0,03a 0,96 +0,05 a 9,90+0,39 a

convencional

Mel 61,59+4,15b 0,78 0,04 a 0,86 +0,03 a 1,02+0,04 a 10,66 + 0,35 a

2% Geragao

Mel + polen de milho Bt 56,06 +3,71 a 0,75+0,03b 0,89+0,02a 1,07+0,05 a 10,52+ 0,20 a

Mel+ polen de milho 57,52+2/78 a 0,88+0,01a 0,83+0,02a 0,95+0,02 a 10,44 +0,27 a

convencional

Mel 52,83 +£2,64a 0,83 £0,03 ab 0,82+0,03a 0,96 +0,03 a 10,60 £ 0,26 a

3% Geragao

Mel + polen de milho Bt 76,99 £3,10 a 0,78+0,02 a 0,91+ 0,02a 1,06 £ 0,04 a 11,76 = 0,35a

Mel+ pélen de milho 75,46 + 3,53 ab 0,85+0,02 a 0,86 +0,03 a 1,01+ 0,03 a 10,16 0,28 b

convencional

Mel 64,59+ 3,66 b 0,82+0,02 a 0,88+ 0,02 a 1,59+0,58 a 9,22+0,32b

4 * Geragao

Mel + polen de milho Bt 84,06+ 3,06 b 0,91+0,01a 0,90+0,01 a 0,98 +0,01 b 10,68 £ 0,32 a

Mel+ pélen de milho 92,26+1,99 a 0,93+0,01a 0,91+0,01a 1,00 + 0,008 b 10,04 £ 0,41 a

convencional

Mel 91,99 +2,11 ab 0,89+0,02 a 0,89+0,01 a 1,58+0,57 a 10,24+ 0,37 a

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela II. Caracteristicas bioldgicas das geragdes de Trichogramma pretiosum Riley,

1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) alimentadas com pélen de milho

Mel + polen de

Parasitismo (%)

Viabilidade do

Razdo Sexual

N°de Individuos /

Longevidade

milho Bt parasitismo ovo Fémeas (Dias)
1* Geragdo 74,46 £3,34b 0,72+ 0,02 b 0,93+0,02 a 1,04+ 0,03 a 10,42+032b
2* Geragdo 56,06 +3,71c 0,75+ 0,03 b 0,89+0,02 a 1,07+0,05a 10,52+0,20b
3* Geragdo 76,99 + 3,10 ab 0,78 +0,02 b 0,91+0,02a 1,06 0,04 a 11,76 £ 0,35 a
4 * Geragdo 87,66 + 3,06 a 091+0,01a 0,90+0,01 a 0,98+0,01 a 10,58 + 0,32 ab
Mel+  polen

milho convencional

1* Geragao 72,66 +4,19b 0,78+0,03b 0,87+0,03a 0,96 +0,05a 9,90 +0,39 a
2% Geragao 57,52+£2,78 ¢ 0,88+0,01a 0,83+0,02a 0,95+0,02a 10,44 +£0,27 a
3* Geragdo 75,46 +3,53 b 0, 85+ 0,02 ab 0,86+0,03a 1,01 +0,03a 10,16+ 0,28 a
4 Geragdo 92,26+1,99a 0,93+0,01 a 0,91+0,01 a 1,00+ 0,008 a 10,04+ 0,41 a
Mel

1* Geragdo 61,59+4,15b 0,78 +0,04 a 0,86+0,04 a 1,02+0,04 a 10,66 +0,35a
2* Geragdo 52,86+2,64b 0,83+£0,03a 0,82+0,03a 0,96+0,03 a 10,60+ 0,26 a
3* Geragdo 64,59+3,66b 0,82+0,02a 0,88+0,02a 1,59+0,58 a 9,22+0,32b
4 * Geragdo 91,99+2,11a 0,89+0,02a 0,89+0,01a 1,58+0,57 a 10,24 + 0,37 ab

*M¢édias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Discussao

O presente estudo demonstrou que as caracteristicas bioldgicas do parasitoide
T.pretiosum foram pouco alteradas mediante o fornecimento de pdlen de milho
transgénico.

O parasitismo pode ser afetado por varios fatores como, por exemplo, hospedeiro
natural do parasitoide, geracao de laboratorio, hospedeiro alternativo utilizado para a
multiplicagdo das criagdes como citado por Pratissoli e Oliveira (1999). Além disso,
outros fatores podem estar relacionados ao potencial de parasitismo, destacando-se
fatores do proprio hospedeiro utilizado (Pratissoli et al.,2004a).

A viabilidade alcangou altos valores demonstrando que a alimentacdo e a
qualidade do hospedeiro ndo interferiram neste parametro. Nicoli et al., (2004)
estudando a viabilidade de Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos de A. uehniella obteve altos indices de
parasitismo.

A razdo sexual foi alta o que ¢ bastante desejavel em programas de controle
bioldgico, pois quanto maior o nimero de fémeas maior o potencial de controle
(Pratissoli et al., 2004b; Wakeil et al., 2008).

O volume do ovo ¢ o principal fator que influéncia o nimero de parasitoides
emergidos por ovo do hospedeiro, o que também influéncia o tamanho do adulto de
Trichogramma dependendo dos recursos nutricionais disponiveis para o seu
desenvolvimento (Nava et al., 2007; Dias et al., 2008).

A longevidade ¢ importante para programas de controle biologico, pois
parasitoides que tem uma longevidade maior podem ter uma maior efici€éncia no campo

e serem capazes de parasitar por mais tempo.
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A maioria dos trabalhos evidencia o efeito direto de Bacillus thuringiensis na
alimentacdo da fase adulta dos inimigos naturais de pragas agricolas, € ndo sobre a
qualidade de seus hospedeiros quando tratados com produtos a base desta bactéria.
Nesse, sentido Pratissoli et al., (2006) fornecendo suspensdes de B. thuringiensis, via
alimento, para adultos de Trichogramma pratissoli Querino & Zucchi (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) relata que a bactéria ndo afeta o parasitismo, todavia, em alguns
tratamentos, foi constatado efeito indireto sobre a emergéncia da progénie.

Outro estudo indicando o efeito direto na alimentagcdo do parasitoide na fase adulta
com polen de plantas de milho, sobre fémeas adultas de Trichogramma ostriniae Peng
& Chen Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) mostra que o efeito do pdlen na
alimentacdo € pouco expressivo ou inexistente (Wang et al., 2007). Esses autores nao
verificaram quaisquer alteracdes na longevidade, nimero de ovos parasitados,
viabilidade e razdo sexual dos parasitoides alimentados com solucao de poélen oriundos
de milho transgénico e ndo transgénico.

Santos et al. (2011) investigando o efeito do uso da toxina de B. thuringiensis
sobre o parasitoide 7. pretiosum, verificou que os parametros bioldgicos como a
capacidade de parasitismo, a viabilidade do parasitismo, bem como a razao sexual, nao
foi afetada.

Nesse contexto, o presente trabalho demonstra que a utilizacdo do milho Bt ¢
compativel com o emprego de 7. pretiosum no controle biolodgico, pois o polen de milho

Bt ndo afetou apenas algumas das caracteristicas bioldgicas deste parasitoide de ovos.

Conclusao
O consumo de poédlen de milho Bt via alimento ndo afetou de maneira

significativa as caracteristicas bioldgicas do parasitoide 7. pretiosum avaliadas por
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quatro geragdes, tendo em vista que apenas alguns parametros da biologia do inseto
apresentaram variacao ao longo das geracoes.
Agradecimentos
A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
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CAPITULO 2

Biologia reprodutiva de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera:

Eulophidae) alimentados com pélen de milho Bt
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RESUMO- Himenodpteros parasitoides sdo importantes inimigos naturais de insetos
pragas utilizados em larga escala em programas de controle bioldgico devido a sua
especificidade e facilidade de criacdo. No entanto, o consumo de polen de plantas
transgénicas pode afetar a biologia desses inimigos naturais. O objetivo foi avaliar os
efeitos do polen de milho Bt nas caracteristicas biologicas do parasitoide Tetrastichus
howardi (Olliff, 1893). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos e dez repeticdes, sendo cada uma representada por um
grupo de cinco pupas de D. saccharalis individualizadas, totalizando 50 pupas por
tratamento. As caracteristicas bioldgicas do parasitoide foram avaliadas por quatro
geragdes. Os resultados, desse estudo, sugerem que o consumo de polen ndo afetou de
maneira significativa as caracteristicas biologicas do parasitoide avaliadas por quatro
geragdes, tendo em vista que apenas alguns parametros da biologia do inseto

apresentaram variacao ao longo das geracoes.

Palavras chave: controle biologico, caracteristicas bioldgicas, parasitoide pupal, cultivar

transgénica
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ABSTRACT- Hymenoptera parasitoids are important natural enemies of pests and they
are utilized in large scale in programs of biologic control due to their specificity and
facility to reproduce. However, the consumption of transgenic plant’s pollen may affect
the biological parameters of these natural enemies. The aim was to evaluate the effects
of Bt corn pollen on the biological characteristics of parasitoid Tetrastichus howardi
(Olliff, 1893). The experiment was conducted in randomized design, with three
treatments and ten replicates, being each one represented by a group of five pupae of D.
saccharalis individualized, making a total of 50 pupae per treatment. The biological
features of the parasitoids were evaluated for four generations. The results of this study
suggests that the consumption of pollen did not affect in a significant way the biological
features of the parasitoid evaluated for four generations, considering that only a few

parameters of the insect’s biology presented variation along the generations.

Keywords: biologic control, biological characteristics, parasitoid pupae, transgenic

cultivar
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Introduciao

O milho, Zea mays L., ¢ uma das culturas agricolas mais importantes do mundo
tendo em vista que o mesmo ¢ utilizado tanto na alimentacdo humana quanto animal
(Santos, 2002). O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de milho com uma area plantada de
quase 15 milhdes de hectares (Conab, 2015).

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) ¢ um dos
insetos considerados praga de importancia econOmica para a cultura do milho. As
lagartas recém eclodidas alimentam-se do tecido foliar da planta, e, posteriormente
penetram no interior do colmo, construindo galerias e causando a obstrugdo de seiva nos
vasos condutores da planta (Cruz et al.,2011). Como o desenvolvimento da lagarta
ocorre no interior da planta o que acaba dificultando o controle quimico, o controle
biologico se torna de grande importancia, especialmente o uso de parasitoides, para o
manejo desta praga.

Himenopteros parasitoides sdo importantes inimigos naturais de insetos-praga
utilizados em larga escala em programas de controle bioldgico devido a sua
especificidade e facilidade de criagao (Van Lenteren, 2012).

Tetrastichus  howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: FEulophidae) ¢ um
endoparasitoide gregario com potencial pra utilizacdo como alternativa para o controle
de lepidopteros-pragas (La Salle e Polaszek, 2007). Este parasitoide possui a capacidade
de parasitar duas fases (lagartas e pupas) do seu hospedeiro natural D. saccharalis
(Pereira et al., 2015).

A proteina Bt € expressa em todos os tecidos da planta, incluindo pélen, em que a
concentragdo da toxina ¢ altamente variavel (Szekacs et al., 2010). Organismos ndo-alvo
que possam ingerir a toxina contida no poélen podem sofrer efeitos toxicos. Estudo

realizado por Holst et al., 2013 utilizando um modelo matematico mostrou que larvas da
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borboleta /nachis io (Linnaeus 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae) corre um risco real
de exposi¢do a toxina presente no polen milho Bt (MON 810).

O efeito do milho Bt sobre parasitoides pode ser negativo ou positivo, sendo direto
ou indireto, sendo os efeitos diretos através da alimentagdo de partes da planta que
expressam as proteinas como o polen (Fontes et al., 2002), ja os efeitos indiretos estao
relacionados & qualidade do hospedeiro utilizado que vai refletir nos parametros
bioldgicos, como periodo de desenvolvimento, menor taxa de emergéncia entre outros
(Poppy e Sutherland, 2004; Romesis et al., 2006).

Portanto, ¢ necessario o conhecimento sobre o comportamento dos insetos em
culturas transgénicas Bt, para que se tenham informagdes que contribuam para o
entendimento de como esta tecnologia pode impactar os inimigos naturais. Sabendo que
o polen € um recurso alimentar utilizado por diversos insetos, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos do polen de milho Bt sobre as caracteristicas biologicas de fémeas
adultas de Tetrastichus howardi.

Material e Métodos
Local de Conducao dos Experimentos

O experimento foi realizado no Laboratério de Criacdo de Insetos (LCI) da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal
Grande Dourados (UFGD).

Origem dos Insetos

As pupas do hospedeiro D. saccharalis e o parasitoide 7. howardi, utilizados no
experimento foram provenientes de criagdo mantida no Laboratério de
Entomologia/Controle Biologico (LECOBIOL), Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA)

da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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Fonte de Pélen

O polen do milho utilizado no experimento foi obtido a partir do milho
transgénico Bt (MON 89034) expressando a proteina CrylA105 e Cry2Ab2 e do milho
convencional DKB177. O pdélen do milho Bt e ndo Bt foi coletado diretamente das
plantas de milho na Fazenda Experimental da UFGD. A area de plantio era de 0,5
hectares e foi cultivada sob sistema de plantio convencional, sem aplicacdo de
inseticidas durante o periodo de coleta de polen.

Para a coleta do polen foram colocados sacos de papel no penddo da planta
durante a antese os quais foram devidamente grampeados e recolhidos apds 48h. Os
sacos de papel contendo pdlen foram coletados e levados ao Laboratério LCI, onde foi
peneirado, colocado em frascos plésticos e armazenados em geladeira na temperatura de
4° C segundo metodologia adaptada de Wang et al. (2007).

Criacao do Hospedeiro Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

Ovos viaveis de D. saccharalis foram acondicionados em frascos de vidro
contendo dieta artificial e as lagartas recém — eclodidas permaneceram neste recipiente
até o ultimo instar. Em seguida as mesmas foram transferidas para placas de Petri com
um pequeno quadrado de realimentacdo, onde foram mantidas até a formacao das pupas
(Parra, 2007).

Criacao de Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae)

Adultos de T. howardi foram mantidos em tubos de vidro vedados com algodao e
com uma goticula de mel puro. Pupas de D. saccharalis de 24-48 h foram expostas ao
parasitismo por fémeas de 7. howardi durante 24 h a 25+2 °C, umidade relativa (UR) de
70+£10% e fotofase de 14 h, em camara climatizada (Vargas et al.,2011).

Desenvolvimento Experimental
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Foram realizados trés tratamentos (dietas): pélen de milho Bt (20 mg de pdlen
dissolvido em solucdo de mel a 10%), pdlen de milho ndo Bt (20 mg de pdlen
dissolvido em solu¢do de mel a 10%) e solucdo de mel a 10% (controle). Pupas de D.
saccharalis com 24-48h de idade foram acondicionadas em tubos de vidro e expostas ao
parasitismo por uma fémea de 7. howardi por 24 h.

Apos este periodo, a fémea de 7. howardi foi retirada e as pupas permaneceram
individualizadas em tubos de vidro e mantidas em camara climatizada a 25 + 1°C,
umidade relativa de 60 = 10% e fotofase de 14h até a emergéncia dos adultos de T.
howardi. Esse procedimento foi repetido até a quarta geracdo de 7. howardi em pupas
de D. saccharalis.

As caracteristicas biologicas avaliadas para cada uma das geracdes foram:
parasitismo, emergéncia, ciclo de vida (ovo-adulto) (dias), numero de fémeas
emergidas, nimero de machos emergidos, o total de parasitoides emergidos (machos e
fémeas), razao sexual, progénie das fémeas e a longevidade dos descendes provenientes
de cada geracao.

Para avaliar a longevidade (dias) dos descendes provenientes de cada geragao
foram selecionadas 20 fémeas de cada tratamento. Fémeas com 24 h foram
individualizadas em tubos de vidro contendo uma goticula de mel (tratamentos), onde
permaneceram até sua morte.

O sexo dos parasitoides adultos foi determinado de acordo com as caracteristicas
morfologicas da antena (La Salle e Polaszek, 2007). A mortalidade natural do
hospedeiro foi corrigida pela formula de Abbott (1925) com pupas de D. saccharalis
individualizadas em tubos de vidro sem parasitoides.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés

tratamentos e dez repeti¢des, sendo cada um representada por um grupo de cinco pupas
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de D. saccharalis, individualizadas, totalizando 50 pupas por tratamento avaliadas por
quatro geracdes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Resultados
O parasitismo de 7. howardi em pupas de D. saccharalis foi afetado na primeira
geracdo com diferencas significativas entre o tratamento Bt e mel (Tabela I).

A porcentagem de emergéncia dos parasitoides ndo foi afetada ao longo de
quatro geragoes, sendo a emergéncia de 100% (Tabela I).

A duracao do ciclo (ovo-adulto) de 7. howardi criado por quatro geragdes em
pupas de D. saccharalis apresentou uma pequena variagdo. Na terceira geragdo o
tratamento Bt diferiu estatisticamente dos demais tratamentos, pois neste tratamento o
tempo de desenvolvimento dos parasitoides foi de 16,10 dias, estando acima dos demais
tratamentos (Tabela I).

A progénie de T. howardi em pupas de D. saccharalis na primeira geracao
apresentou progénie menor em relagdo as geracdes seguintes, apresentando na quarta
geracdo diferencas significativas no tratamento mel (Tabela I).

A razdo sexual apresentou diferencas significativas na terceira geracdo no
tratamento Bt em relagdo aos demais tratamentos, ocorrendo, neste tratamento, o valor
mais baixo observado no experimento (Tabela I).

A progénie por fémea apresentou diferengas significativas na terceira geragao,
sendo menor no tratamento Bt quando comparada aos demais tratamentos. Na quarta
geracdo o tratamento com mel diferiu estatisticamente dos demais apresentando valor
inferior (Tabela I).

A longevidade das fémeas de 7. howardi foi menor na primeira geragao nos

tratamentos Bt € ndo Bt, sem diferirem estatisticamente. Porém, estes diferiram do



50

tratamento com mel puro que apresentou longevidade maior em relagdo aos demais
(Tabela I).

O parasitismo de 7. howardi comparando-se as geragdes apresentou diferencas
no tratamento Bt na primeira geragdo. O tratamento ndo Bt apresentou diferenca na
primeira geracdo. O tratamento mel ndo apresentou diferencas ao longo das geragdes
(Tabela II).

A porcentagem de emergéncia dos parasitoides ao longo de quatro geragdes nao
foi afetada sendo a emergéncia de 100% (Tabela II).

A duragdo do ciclo (ovo-adulto) de 7. howardi comparando-se as geragdoes nao
apresentou diferengas no tratamento Bt. O tratamento ndo Bt apresentou diferenga na
quarta geracao. O tratamento mel apresentou diferenca na quarta geragao (Tabela II).

A progénie de T. howardi em pupas de D. saccharalis comparando-se as
geragdes apresentou diferengas no tratamento Bt na primeira geragdo. O tratamento nao
Bt apresentou diferenca na primeira geragdo. O tratamento mel ndo apresentou
diferencas ao longo das geracdes (Tabela II).

A razdo sexual comparando-se as geragdes apresentou diferenga no tratamento
Bt na quarta geragdo. O tratamento ndo Bt ndo apresentou diferengas entre as geragdes.
O tratamento mel apresentou diferenca na segunda geracao (Tabela II).

A progénie por fémea comparando-se as geracdes apresentou diferenga no
tratamento Bt na segunda geragdo. O tratamento ndo Bt apresentou diferenca na
primeira geracdo. O tratamento mel ndo apresentou diferencas ao longo das geracdes
(Tabela II).

A longevidade das fémeas de 7. howardi comparando-se as geragdes nao

apresentou diferengas no tratamento Bt. O tratamento ndo Bt ndo apresentou diferencas
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ao longo das geragdes. O tratamento mel apresentou diferenca na primeira geragao

(Tabela II).



Tabela I. Biologia reprodutiva de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera:

Eulophidae) alimentados com polen de milho

52

1* Geragao Parasitismo Emergéncia (%) Duragéo (Ciclo) Progénie Razao Sexual Progénie /Fémea Longevidade Fémeas
(%) (Dias)

Mel + polen de 56,00+ 7,55b 100% + 0,00 a 16,64 +0,17 a 65,84+56a 0,87+ 0,04 a 54,46 +3,85a 14,10+ 0,95 b

milho Bt

Mel+ polen de milho 64,50 + 6,16 ab 100% + 0,00 a 16,85+ 0,26 a 51,54+422a 0,95+ 0,004 a 49,30 +4,11a 15,05+ 1,36 b

convencional

Mel 84,00+ 4,98 a 100% + 0,00 a 16,82+ 0,24 a 64,96 £337a 0,86+ 0,039 a 55,67+3,88a 2220+ 1,64a

2% Geragao

Mel + polen de 88,00+4,42 a 100% + 0,00 a 17,52+ 0,61 a 86,60+ 5,84 a 0,74+ 0,07 a 66,27+ 7,80 a 17,80+ 1,37 a

milho Bt

Mel+ polen de milho 92,00+ 3,26a 100% + 0,00 a 16,75+ 0,44 a 87,64 +4,19a 0,79 40,07 a 72,63 +5,57 a 18,35+ 1,58 a

convencional

Mel 92,00+ 4,42 a 100% + 0,00 a 16,75+ 0,56 a 96,53 +4,02 a 0,69+0,07 a 64,98 + 8,40 a 16,70 £ 1,00 a

3% Geragao

Mel + polen de 92,00+ 3,26a 100% + 0,00 a 16,10+ 0,20 a 99,76 £2,82 a 0,41+0,07b 41,34+ 6,98 b 18,30+ 1,28 a

milho Bt

Mel+ polen de milho 96,00+ 4 a 100% + 0,00 a 15,41+ 0,05 b 92,52+390a 0,74+ 0,05 a 71,10+ 6,39 a 19,85+ 1,52a

convencional

Mel 98,00+2a 100% + 0,00 a 15,30+ 0,1 b 98,80 +3,22a 0,91+0,01 a 91,25+ 4,06 a 20,25+ 1,67 a

4 * Geragao

Mel + polen de 92,00+ 3,26a 100% + 0,00 a 16,39+0,17 a 83,92+225a 0,94 + 0,005 a 79,64 +2,05a 18,65+ 1,79 a

milho Bt

Mel+ polen de milho 94,00+ 3,05a 100% + 0,00 a 16,01+ 0,05 a 80,49 +2,94 a 0,94 + 0,005 a 76,89 +2,73 a 1545+ 1,26a

convencional

Mel 92,00+ 4,42 a 100% + 0,00 a 16,17+ 0,096 a 69,28+223b 0,95 + 0,003a 66,61 £222b 1945+ 1,04 a

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela IlI. Biologia reprodutiva das geracdes de Tetrastichus howardi (Olliff, 1893)

(Hymenoptera: Eulophidae) alimentadas com polen de milho

Mel + polen de Parasitismo (%)  Emergéncia (%) Duragéo (Ciclo) Progénie Razdo Sexual Progénie Longevidade
milho Bt /Fémea Fémeas
(Dias)
1* Geragdo 56,00+ 7,55 b 100% + 0,00 a 13,31 +0,17a 52,71+5,6 b 0,70 + 0,04 ab 43,67+3,85b 14,10+ 0,95 a
2* Geragdo 88,00+ 4,42 a 100% + 0,00 a 17,52+ 0,61 a 86,60 + 5,84 a 0,74 + 0,07 ab 66,27 + 7,80 ab 17,80+ 1,37 a
3" Geragdo 92,00+3,26a 100% + 0,00 a 16,10+ 0,20 a 86,60 +2,82a 0,41+0,07b 41,34+ 6,98 b 1830+ 1,28 a
4 * Geragéo 92,00+3,26a 100% + 0,00 a 16,39+0,17a 83,92+2,25a 0,94 + 0,005 a 79,64 +2,05a 18,65+ 1,79 a
Mel+ polen de
milho convencional
1* Geragdo 64,50+ 6,16 b 100% + 0,00 a 16,82+ 0,26 a 51,54+422b 0,95+ 0,004 a 49,38 +4,11b 1505+ 1,36a
2* Geragdo 92,00+3,26a 100% + 0,00 a 16,75+ 0,44 a 87,64 +4,19a 0,79 + 0,07 ab 72,63 +5,57a 1835+ 1,58 a
3" Geragdo 96,00+ 4 a 100% + 0,00 a 15,41+0,05b 92,52+390a 0,74+ 0,05b 71,10+ 6,39 a 19,85+ 1,52a
4 * Geragéo 94,00 +3,05a 100% + 0,00 a 16,01+ 0,05 ab 80,49 £2,94 a 0,94 + 0,005 a 76,89 +2,73 a 1545+ 1,26a
Mel
1* Geragdo 84,00 +4,98 a 100% + 0,00 a 16,82 +0,24 a 64,96 +3,37b 0,86 + 0,039 a 55,87+3,88b 22,20+ 1,64a
2* Geragdo 92,00+4,42a 100% + 0,00 a 16,75+ 0,56 a 96,53 +4,02a 0,69 +0,07 b 64,98 +8,40 b 16,70 + 1,00 b
3* Geragdo 98,00+2a 100% + 0,00 a 1530+0,1b 98,80+3,22a 0,91+0,01a 91,25+ 4,06 a 20,25 + 1,67 ab
4 * Geragéo 92,00+4,42a 100% + 0,00 a 16,17 + 0,096 ab 69,28+2,23b 0,95+ 0,003 a 66,61£2,22b 19,45 + 1,04 ab

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Discussao

A porcentagem de parasitismo na primeira geragdo apresentou diferenca
significativa entre o tratamento Bt e ndo-Bt, o que ndo ocorreu nas geragdes que se
seguem, demonstrado que alimento fornecido a fémea ndo afetou esta caracteristica.
Estudo realizado por Prutz et al (2004a) entre niveis troficos observou efeito negativo
da toxina Cryl Ab no parasitismo, emergéncia € no peso das fémeas do parasitoide 7.
howardi.

O numero de pupas com emergéncia de 7. howardi ndo foi influenciado ao
longo das geragdes sendo de cem por cento. Altas porcentagens de emergéncia ¢ uma
caracteristica favoravel em liberagdes massais, principalmente quando associadas a um
bom parasitismo (Dias et al., 2008). Estudo de Prutz et al (2004b) com a toxina Cryl Ab
observaram uma redu¢do da taxa de alimentacdo do hospedeiro, o que resultou na
redu¢do do sucesso de emergéncia do parasitoide Cotesia flavipes (Cameron,1891).

O periodo de desenvolvimento dos parasitoides nao apresentou grandes alteracoes,
o que demonstra a qualidade do hospedeiro e também que a fonte de alimentagdo
utilizada pela fémea do parasitoide ndo interferiu nas caracteristicas bioldgicas dos seus
descendentes.

O periodo de desenvolvimento deste parasitoide em diferentes hospedeiros ¢
variavel, mas, em geral, o ciclo tem a duragdo de 14 a 17 dias, como no presente estudo.
A variagdo no periodo de desenvolvimento pode ser devido a disponibilidade
nutricional, a resposta do hospedeiro e tamanho da pupa, onde o parasitoide se
desenvolveu (Favero et al., 2013).

A progénie de T. howardi apresentou um aumento apds a primeira geracao em
laboratdrio. A progénie do parasitoide depende dos recursos disponiveis e da qualidade

do hospedeiro (Barbosa et al., 2008, 2010).
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A razdo sexual apresentou alteragdo em sua terceira geragao no tratamento Bt e
nao-Bt, ocorrendo, nestes tratamentos, os valores mais baixos. Nas demais geracdes nao
houve diferencas entre os tratamentos, fato este que evidéncia importante fator de
qualidade, pois sdao as fémeas que exercem o controle dos insetos pragas na cultura. A
eficiéncia do controle de pragas no campo e a retencdo de parasitoides na cultura
dependem da proporg¢ao entre os sexos (Vacari et al., 2012).

A razdo sexual em 7. howardi maior que 0,87 ¢ ideal para a multiplicacdo em
laboratdrio e liberagdes em campo, pois sdo as fémeas as responsaveis pela proxima
geracao (Rodrigues et al., 2013). No entanto, uma razao sexual baixa pode comprometer
a eficiéncia do parasitismo de 7. howardi devido ao menor niumero de fémeas (Pereira
et al., 2009a, b, 2010a, b, 2011).

A longevidade das fémeas apresentou variacdo no tratamento ndo-Bt entre a
primeira e a terceira geragao, apresentando longevidade menor que a terceira geracao. A
longevidade ¢ importante para programas de controle biologico, pois, faz com que os
Inimigos naturais permane¢am na cultura por mais tempo (Sorensen et al.,2012).

Belloti et al., 2012 observou que a longevidade das fémeas de 7. howardi ¢
maior do que a de outros parasitoides como Trichogramma sp. e Cotesia sp). Isso
demonstra que as fémeas de 7. howardi t€ém mais tempo para localizar e parasitar o
hospedeiro no campo, o que ¢ uma vantagem importante, porque, em condi¢des de
campo, o parasitismo sozinho pode ser suficiente para prevenir a continuagao do ciclo
da praga.

O fato do podlen de milho Bt alterar apenas algumas das caracteristicas
biologicas do inseto ao longo das geragdes estudadas indica que os cultivos de milho
transgénico nao alteram a potencialidade de acdo desse importante agente de controle.

Essas informagdes confirmam que o uso de plantas transgénicas pode ser mais uma
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ferramenta dentro das varias estratégias utilizadas pelo MIP, desde que utilizada de

maneira consciente para que nao se perca o valor desta tecnologia.

Conclusao
O consumo de poédlen de milho Bt via alimento ndo afetou de maneira
significativa as caracteristicas biologicas do parasitoide 7. howardi avaliadas por quatro
geragdes, tendo em vista que apenas alguns parametros da biologia do inseto

apresentaram variacao ao longo das geracoes.
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