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(Ashmead) (Hymenoptera: Ichneumonidae) and Bacillus thuringiensis aizawai, in Laboratory

ABSTRACT - Larvae of healthy Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), parasitized by Campoletis
Sflavicincta (Ashmead), infected by Bacillus thuringiensis aizawai, and both parasitized and infected,
were obtained in the laboratory and fed with corn leaves. Parasitized and infected larvae showed less
leaf consumption (in average 2.3 c¢cm?) than the others, but did not differ from only parasitized
larvae. Mean mortality of larvae both parasitized and infected was higher (96.5%) than the only
parasitized (78.4%) and only infected ones (44.3%). The feeding period of the infected larvae (in
average 29.6 days) did not differ from that of the healthy ones, in spite of having a longer larval
period. Offsprings from pairs of parasitoids that had emerged from infected larvae did not have the
biological characteristics modified. Therefore, the combined use of the parasitoid and the bacterium
results in higher mortality and less foliar consumption and does not result in damage to the parasitoid.

KEY WORDS: Fall armyworm, biologic control, microbial control, natural enemy

RESUMO - Lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) sadias, parasitadas por Campoletis
Sflavicincta (Ashmead), infectadas por Bacillus thuringiensis aizawai e parasitadas e infectadas foram
obtidas em laboratorio e alimentadas com folhas de milho. Lagartas parasitadas e infectadas
apresentaram menor consumo foliar (em média, 2,3 cm?) que as demais, apesar de 0 mesmo ndo ter
diferido do consumo de lagartas apenas parasitadas. A mortalidade média das lagartas parasitadas e
infectadas foi superior (96,5%) tanto a das parasitadas (78,4%) quanto a das infectadas (44,3%).
Lagartas infectadas tiveram o periodo de alimentagdo (em média, 29,6 dias) similar ao das sadias,
apesar de terem periodo larval mais longo. Individuos descendentes de casais de parasitdides, que
emergiram de lagartas infectadas, ndo tiveram alteradas suas caracteristicas bioldgicas. Portanto, o
uso conjunto do parasitoide e da bactéria implica em maior mortalidade e menor consumo foliar de
lagartas ¢ ndo resulta em prejuizo para o parasitoide.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho-do-milho, controle bioldgico, controle microbiano,
inimigo natural
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Interaction between Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), Campoletis flavicincta

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) é considerada uma
das mais sérias pragas de gramineas cultivadas. Em lavouras
de milho, as lagartas podem ocorrer durante todos os estadios
de crescimento da cultura. No inicio do desenvolvimento
apenas raspam as folhas. Porém, apds tornarem-se mais
ativas, perfuram as folhas, diminuindo a area
fotossinteticamente ativa da planta. A reduc¢do no
rendimento de milho pode chegar a 34% (Cruz 1995).

A freqiiente ocorréncia de S. frugiperda na cultura de milho
vem aumentando os esforgos da pesquisa na area da bioecologia
do inseto, visando o monitoramento ¢ o desenvolvimento de
estratégias de controle. Informagdes referentes a forma como
os parasitoides afetam a dinamica populacional da praga sdo
essenciais, uma vez que esses agentes de mortalidade natural
vém se tornando componentes significativos em programas de
Manegjo Integrado de Pragas (Ashley 1979).
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Dentre os parasitoides de S. frugiperda, destaca-se
Campoletis flavicincta (Ashmead), que ¢ citada como um
dos principais parasitoides de S. frugiperda em Ponta Grossa
(PR) (Lucchini & Almeida 1980), em diferentes municipios
do estado de Sao Paulo (Patel & Habib 1984), em Sete Lagoas
(MG) (Cruz et al. 1997b) e em Cachoeirinha (RS) (Dequech
et al. 2004).

C. flavicincta possui cerca de 15 mm de envergadura e
realiza a postura no interior de lagartas de instares iniciais
de S. frugiperda. A larva completa todo seu ciclo
alimentando-se do conteudo interno do hospedeiro. Préximo
a fase de pupa, a larva do parasitdide sai do corpo da lagarta
para construir o casulo no ambiente externo (Cruz 1995).

A crescente utilizagdo de entomopatdégenos em
programas de MIP torna indispensavel a avaliagdo dos
provaveis efeitos desses agentes de controle bioldgico sobre
os inimigos naturais dos insetos-praga (Magalhaes et al.
1998). Dentre os entomopatdgenos, o mais largamente
utilizado é Bacillus thuringiensis Berliner (Feitelson et al.
1992).

Varios aspectos podem ser analisados a partir do estudo
das interacdes resultantes entre parasitdides e patdgenos.
Dentre eles podem ser citados: suscetibilidade a bactérias
por lagartas parasitadas (Nealis & Van Frankenhuyzen
1990), possibilidade de transmissdo do patéogeno no
momento da postura de ovos (Bell ef al. 1974), influéncia
do patogeno na biologia do parasitéide (Ahmad et al. 1978,
Salama et al. 1982), influéncia do patégeno na biologia do
hospedeiro (Weseloh ef al. 1983) e habilidade do parasitdide
em distinguir entre lagartas do hospedeiro infectadas ou ndo
(Lopez & Ferro 1995, Ulpah & Kok 1996).

Neste trabalho, procurou-se avaliar aspectos da interagdo
parasitoide-patoégeno-hospedeiro (C. flavicincta, B.
thuringiensis aizawai e S. frugiperda), incluindo
caracteristicas biologicas do parasitoide, consumo alimentar
de lagartas parasitadas por C. flavicincta e¢/ou infectadas
por B. thuringiensis aizawai, indices de mortalidade de
lagartas expostas ao parasitismo, a infec¢@o pelo patogeno
e a ambos os fatores conjuntamente e, ainda, duragdo do
ciclo da fase larval de S. frugiperda infectadas e nao
infectadas por B. thuringiensis aizawai.

Material e Métodos

Consumo Foliar de Lagartas de S. frugiperda Parasitadas
por C. flavicincta e/ou Infectadas por B. thuringiensis
aizawai. O ensaio constou de lagartas de S. frugiperda
expostas aos seguintes tratamentos: (1) sem parasitismo e
sem infecgdo (controle); (2) infec¢do com B. thuringiensis
aizawai; (3) parasitismo por C. flavicincta e (4) parasitismo
e infecgdo. Para cada tratamento foram utilizadas 30 lagartas,
com quatro repeti¢oes.

O produto comercial Xen Tari (Abbott Laboratoérios do
Brasil Ltda), a base de B. thuringiensis aizawai, foi utilizado
como fonte do entomopatdgeno. Essa subespécie foi
selecionada por ser considerada particularmente ativa contra
lagartas de Spodoptera spp. (Beegle & Yamamoto 1992),
ao contrario de produtos a base de B. thuringiensis kurstaki
(Navon 1993).
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Através da analise de probit, pelo programa Polo-PC
(LeOra Software 1987), foi determinada a Concentragdo
Letal Média (CL, ), aos sete dias, de 0,5 mg.ml™.

Na obtencdo dos insetos para os tratamentos (3) e (4),
lagartas com trés dias de idade foram expostas aos
parasitoides em gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 30 cm,
onde permaneciam por 24h. Apds esse periodo, foram
infectados com B. thuringiensis aizawai tanto um lote destas
lagartas (utilizadas para o tratamento 4), quanto um lote de
lagartas com quatro dias de vida, ndo exposto ao parasitismo
(para o tratamento 2).

A exposicdo das lagartas ao B. thuringiensis aizawai
(tratamentos 2 ¢ 4) foi feita em placas de acrilico (35 mm
de didmetro), com fundo coberto por papel de filtro
umedecido, sobre o qual colocou-se um disco de folha nova
de milho (0,74 cm?) e, em cima deste, 20 ml de uma
suspensao de B. thuringiensis aizawai, acrescida de Tween
20 a 0,1%. O mesmo procedimento foi adotado nos
tratamentos (1) e (3), que ndo incluiram lagartas infectadas,
porém substituindo a suspensdo bacteriana por agua
destilada.

As lagartas de todos os tratamentos permaneceram
durante trés dias expostas ao bacilo ou a agua destilada.
Apos esse periodo, foi fornecido um novo disco de folha de
milho, sendo a umidade do papel filtro regularmente
monitorada. A troca das folhas foi realizada diariamente e o
numero de lagartas mortas, vivas e, estas, quando em pré-
pupa ou parasitadas, foi registrado.

As placas de acrilico com as lagartas foram mantidas
em camara incubadora tipo B.O.D., regulada para 25°C ¢
12h de fotofase; a umidade relativa foi mantida em
aproximadamente 65%.

O consumo alimentar das lagartas nos quatro tratamentos
foi avaliado ao final do ensaio, quando a area foliar do
restante dos discos foi medida em medidor LI-COR modelo
LI-3100 (Inc. Lincoln, Nebraska, EUA).

Biologia de Descendentes de C. flavicincta Emergidos
de Lagartas de S. frugiperda Infectadas e Nio
Infectadas com B. thuringiensis aizawai. Um lote de
lagartas parasitadas foi infectado com B. thuringiensis
aizawai conforme método descrito no ensaio anterior.
Outro lote de lagartas parasitadas foi mantido sem
infecgdo pelo entomopatdogeno. Os lotes foram de
aproximadamente 200 lagartas, para garantir a
emergéncia do nimero necessario de parasitoides. A partir
dos lotes foram obtidos parasitdides oriundos de lagartas
infectadas e ndo infectadas, sendo formados oito casais
de parasitoides (com dois dias de idade) provenientes de
cada situagao.

Cada casal permaneceu durante 24h em potes de vidro
de 11 cm de altura por 7 cm de didmetro. Apods esse periodo,
foram oferecidas 20 lagartas de segundo instar, para cada
casal de parasitoides, durante 24h. A alimenta¢do constou
de folha de capim-elefante (Pennisetum purpureum) para
as lagartas e soluc¢ao de mel, embebida em algodao, para os
parasitoides. Esse procedimento foi repetido quatro vezes.

Em seguida, as lagartas foram individualizadas da
mesma forma que no ensaio anterior. A alimentagao
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continuou sendo com folhas de capim-elefante, trocadas a
cada dois dias. Cada lagarta foi observada diariamente. As
observagdes constaram de: (a) data de formagdo do casulo
do parasitoéide e (b) data de emergéncia, (c) sexo e (d)
longevidade do parasitdide adulto.

Resultados e Discussao

Consumo Foliar de Lagartas de S. frugiperda
Parasitadas por C. flavicincta e/ou Infectadas por B.
thuringiensis aizawai. O percentual de lagartas mortas em
cada tratamento, considerando a média das repetigdes, esta
representado na Fig. 1. O controle (tratamento 1)
apresentou mortalidade média de 10,5%. No tratamento de
lagartas infectadas (2) esse valor foi de 44,3%. Para os
tratamentos de lagartas parasitadas (3) e parasitadas e
infectadas (4) a mortalidade foi de 78,4% e 96,5%,
respectivamente. Todas as médias diferiram entre si pelo
Teste de Duncan a 5% de significancia. Portanto, o
tratamento de lagartas parasitadas e infectadas resultou em
maior mortalidade que os tratamentos com parasitdide ou
B. thuringiensis aizawai isolados. Resultado semelhante
foi obtido por Ahmad ef al. (1978) que citam que a
mortalidade causada em lagartas de Lymantria dispar (L.)
pela utilizagdo de B. thuringiensis ¢ do parasitoide
Apanteles melanoscelus (Ratzeburg) foi maior do que aquela
causada por B. thuringiensis ou A. melanoscelus,
isoladamente.

Por outro lado, durante os trés primeiros dias ocorreu alta
mortalidade nos tratamentos 2 ¢ 4 (Fig. 2), indicando ag@o
efetiva de B. thuringiensis aizawai, visto ser entre 18h ¢ 72h
o periodo de maior ocorréncia de mortalidade causada pelo
entomopatogeno (Habib & Andrade 1998).

A quantidade de alimento consumido ¢ resultante da
diferenga entre a quantidade de alimento que se oferece ao
inseto, no inicio do experimento, ¢ a sobra de alimento ao
final do periodo de estudo (Parra 1991). O consumo
alimentar médio, representado em area de folha de milho/
lagarta do lote inicial, obtido a partir de cada repetigdo e o
valor médio total por tratamento, estdo apresentados na
Tabela 1. Nos tratamentos de lagartas parasitadas e de
lagartas tanto parasitadas quanto infectadas, foi feita uma
correcdo no sentido de compensar o consumo alimentar
realizado pelas lagartas que ndo foram parasitadas,
correspondendo, na primeira situagdo, a trés lagartas na
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Figura 1. Mortalidade de lagartas de S. frugiperda
submetidas a diferentes condig¢des de parasitismo por C.
flavicincta e de infecgdo por B. thuringiensis aizawai. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
Teste de Duncan a 5%. Coeficiente de variagdo: 11,46%.
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Figura 2. Mortalidade de lagartas de S. frugiperda, nos trés
primeiros dias apos serem submetidas a diferentes condi¢des
de parasitismo por C. flavicincta ¢ de infec¢do por B.
thuringiensis aizawai.

Tabela 1. Consumo médio de folha de milho (¢cm?) por lagartas de S. fiugiperda submetidas a diferentes condi¢des de
parasitismo por C. flavicincta e de infeccdo por B. thuringiensis aizawai.

Tratamentos

Média =+ erro padrdo

Sem parasitismo e infecg¢do (controle)
Infectadas
Parasitadas

Parasitadas e infectadas

118,1 £10,13 a
76,8 £5,12b
7,2 40,90 ¢
23+021c¢

Coeficiente de variagdo: 29,03%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de Duncan a 5%.
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Tabela 2. Tempo médio (dias) de alimentagdo de lagartas de S. frugiperda submetidas a diferentes condi¢des de parasitismo
por C. flavicincta e de infec¢@o por B. thuringiensis aizawai.

Tratamentos

N° de lagartas avaliadas Meédia * erro padrao

Sem parasitismo e infec¢@o (controle)
Infectadas
Parasitadas

Parasitadas e infectadas

102 28,5+027a
59 29,6+0,29a
91 158+031b
33 15,5+ 0,36 b

Coeficiente de variacdo: 9,82%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de Duncan a 5%.

primeira repeticao e duas na terceira repeti¢do; no tratamento
de lagartas parasitadas e infectadas, quatro lagartas na
quarta repeti¢@o. Os dados foram analisados através de teste
fatorial.

As lagartas parasitadas e infectadas consumiram menor
area foliar, embora os valores ndo tenham diferido
significativamente do consumido pelas lagartas apenas
parasitadas. As lagartas infectadas tiveram consumo foliar
35% menor que o controle, enquanto que nas parasitadas ¢
nas parasitadas ¢ infectadas o consumo foi 94% e 98%
menor, respectivamente. Consumo foliar médio de S.
frugiperda equivalente a 209,3 cm? foi obtido por Cruz et
al. (1997a), sendo que lagartas parasitadas por C. flavicincta
consumiram 14,5 cm?, correspondendo a 6,9% do consumo
de uma lagarta sadia. No presente trabalho, esse valor
representou 6,1% do consumo do controle. Rezende ef al.
(1994) verificaram que lagartas de S. frugiperda parasitadas
por C. insularis consumiram 12,2 cm? (6,8%) de folhas de
milho, em comparagdo com 179,7 cm? das lagartas ndo
parasitadas.

Lagartas de S. frugiperda consumiram quantidade de
folhas significativamente inferior quando parasitadas por

35 4
30 ~
25 A

20 -

Individuos (%)

10 -

Campoletis sonorensis (Cameron) e Rogas laphygmae
(Viereck), em relagdo a lagartas ndo parasitadas (Isenhour
1988). Esta mesma conclusdo foi evidenciada quando
diferentes genoétipos de milho foram testados por Isenhour
& Wiseman (1987) em relagdo a lagartas parasitadas por C.
sonorensis. Da mesma forma, Lopes et al. (1997) verificaram
que lagartas de Spodoptera eridania (Cramer), parasitadas
pelo diptero taquinideo Cyrtophloeba sp., apresentaram
menor consumo total de folhas de couve do que lagartas
ndo parasitadas.

Assim, pode-se concluir que o uso conjunto de
parasitismo por C. flavicincta e infec¢ao por B. thuringiensis
aizawai implica em maior mortalidade e menor consumo
foliar de lagartas.

Tanto as lagartas infectadas quanto aquelas pertencentes
ao controle ndo diferiram significativamente quanto ao
periodo de alimentagdo das lagartas em folhas de milho, até
atingirem o periodo de pré-pupa (tratamentos 1 e 2) ou
formarem casulo do parasitdide (tratamentos 3 e 4) (Tabela
2). Da mesma forma, ndo diferiram os tratamentos de lagartas
parasitadas e de lagartas parasitadas ¢ infectadas.
Porém, houve diferenga entre estes dois tratamentos e os

[ Infectadas
[ONa3o infect.

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Dias
Figura 3. Duracao do ciclo da fase larval de S. frugiperda infectadas e ndo infectadas por B. thuringiensis aizawai.
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demais. O fator parasitismo foi o responsavel pela diminui¢ao
do periodo que as lagartas permaneceram alimentando-se de
folhas de milho, correspondendo a cerca de 13 dias ao serem
comparadas as lagartas do controle com as parasitadas.

O periodo médio em que lagartas sadias de S. frugiperda
alimentaram-se de folha de milho correspondeu a 25 dias,
enquanto que naquelas parasitadas por C. flavicincta o
periodo foi de 17,5 dias (Cruz ef al. 1997a). No presente
trabalho esses valores corresponderam a 28,5 ¢ 15,8 dias,
respectivamente. Para Rezende et al. (1994), as lagartas ndo
parasitadas por Chelonus insularis (Cresson) cessaram sua
alimentac¢do no 18° dia de observagdo, enquanto que as
parasitadas alimentaram-se até o 14° dia.

A distribuigdo percentual da duragdo de lagartas infectadas
com B. thuringiensis aizawai comparada com a de lagartas
nao infectadas esta representada na Fig. 3. Ambas as situa¢des
diferiram significativamente através do teste qui-quadrado. O
percentual de 55,9% das 102 lagartas ndo infectadas avaliadas
teve duragdo larval de 25 a 27 dias, comparativamente a 15,3%
das 59 lagartas infectadas distribuidas nos mesmos periodos.
Portanto, lagartas de S. fiugiperda infectadas apresentaram
duragdo maior do que as sadias.

Porém, o periodo em que tanto as lagartas infectadas
quanto as sadias permaneceram alimentando-se de folhas
de milho nfo diferiu (Tabela 2), apesar de as lagartas
infectadas terem se alimentado de quantidade
significativamente menor do que o controle (Tabela 1).

Outra questdo a ser considerada ¢ que a lagarta infectada,
ao permanecer por mais tempo nessa fase de
desenvolvimento, torna-se mais vulneravel ao parasitismo
por C. flavicincta. Este aspecto foi evidenciado por Weseloh
et al. (1983), ao sugerirem que lagartas de L. dispar
desenvolveram-se mais rapidamente em areas ndo tratadas
por B. thuringiensis kurstaki do que em dareas tratadas.
Portanto, B. thuringiensis ndo apenas causa mortalidade
direta as lagartas, como indiretamente aumenta a
mortalidade causada por A. melanoscelus por tornar mais
lento o desenvolvimento das lagartas, permitindo, desta
forma, maior pressdo de parasitismo.

Biologia de Descendentes de C. flavicincta Emergidos de
Lagartas de S. frugiperda Infectadas e Nao Infectadas com
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B. thuringiensis aizawai. Aspectos referentes a biologia de
C. flavicincta foram avaliados com base na analise de
parasitoides descendentes de casais que emergiram de
lagartas infectadas e ndo infectadas por B. thuringiensis
aizawai. A razdo sexual de parasitoides que emergiram de
casais provenientes de lagartas infectadas e ndo infectadas
(461 e 438 parasitoides, respectivamente) foi de 0,18 em
ambas as situagdes, ndo apresentando diferenca
estatisticamente significativa.

Avaliou-se, também, a duracdo das fases de ovo-larva,
pupa e ovo-pupa, a longevidade do inseto adulto e a duracao
do ciclo total de desenvolvimento (ovo-adulto) (Fig. 4). Para
todas as situagdes, os descendentes de casais oriundos de
lagartas infectadas ndo diferiram significativamente, pelo
teste qui-quadrado, dos descendentes de casais oriundos de
lagartas ndo infectadas. Através do mesmo teste foi feita
andlise preliminar que demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre machos e fémeas para cada situagdo, que
foram, entdo, considerados conjuntamente.

O periodo médio de duragdo de cada fase de
desenvolvimento de C. flavicincta, além do ciclo total das
fases jovens (ovo a pupa) e de ovo a adulto, encontra-se na
Tabela 3, tendo sido apresentados os parasitdides oriundos
de casais emergidos a partir de lagartas infectadas ¢ ndo
infectadas por B. thuringiensis aizawai, além do nimero
total de individuos analisados.

Portanto, parasitdides que se desenvolveram em lagartas
sob a agdo de B. thuringiensis aizawai ndo tiveram alteradas
caracteristicas bioldgicas de sua prole. Esse fato foi
observado por alguns autores como Kaya & Dunbar (1972),
Ulpah & Kok (1996), Blumberg et al. (1997) e Monnerat &
Bordat (1998).

O presente trabalho, para as condi¢des nas quais foi
realizado, permitiu que fossem obtidas informacdes
importantes relativas a interacdo parasitéide - patogeno -
hospedeiro, de forma que o uso conjunto de C. flavicincta ¢
B. thuringiensis aizawai implicou em maior mortalidade e
menor consumo foliar de lagartas de S. frugiperda e nao
influiu em caracteristicas bioldgicas do parasitdide. Apos
serem confirmadas em trabalhos realizados no campo, essas
informag¢des permitirdo a utilizacdo simultdnea do
parasitoide e do patdgeno no controle daquele inseto-praga,
sem resultar em prejuizo para ambos os inimigos naturais.

Tabela 3. Duragao média das fases de desenvolvimento (em dias) de C. flavicincta oriundos de casais provenientes de
lagartas de S. frugiperda infectadas e ndo infectadas por B. thuringiensis aizawai.

Fase de Infectadas Nao infectadas
desenvolvimento Média + erro padrdo . I\.I"’de Média + erro padrio . I\.I"’de
individuos individuos

Ovo-larva 11,9+ 0,19 102 12,1+ 0,17 114
Pupa 7,1+ 0,07 102 6,9 £ 0,06 114
Ovo-pupa 18,9+ 0,19 102 19,0+ 0,18 114
Adulto 12,8 + 0,41 100 12,8 + 0,39 111
Ovo-adulto 31,8+ 0,45 100 31,8+ 0,44 111
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