UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DE INSETICIDAS QUIMICO E BIOLOGICOS NO
DESENVOLVIMENTO E PARASITISMO DE Trichogramma galloi
ZUCCHI, 1988 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

Paula Sayuri Taguti

Bidloga

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DE INSETICIDAS QUIMICO E BIOLOGICOS NO
DESENVOLVIMENTO E PARASITISMO DE Trichogramma galloi
ZUCCHI, 1988 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

Discente: Paula Sayuri Taguti
Orientador: Prof. Dr. Sergio Antonio De Bortoli

Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Antonio Polanczyk

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterindrias — UNESP, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestra em Agronomia

(Entomologia Agricola).

2021



Taguti, Paula Sayurn
T128e Efeitos de inseticidas quimico e biolégicos no desenvolvimento e
parasitismo de Trichogramma galloi Zucchi, 1988 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) / Faula Sayuri Taguti. -- Jaboticabal, 2021

65 f -l tabs.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientador: Sergio Antonio De Bortoli

Coorientador: Ricardo Antonio Polanczyk

1. Entomologia. 2. Cana-de-acucar. 3. Inseticidas. 4.

Trichogrammatidae. 5. Broca da cana-de-acUcar. |. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fomecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ¥ e
Yy .

CERTIFICADO DE APRCNAQED

TITULO DA DISSERTAGAQ: EFEITOS DE INSETICIDAS QUIMICO E BIOLOGICOS NO
DESENVOLVIMENTO E PARASITISMO DE Trichogramma galloi ZUCCHI,
1988 (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

AUTORA: PAULA SAYURI TAGUTI
ORIENTADOR: SERGIO ANTONIO DE BORTOLI
COORIENTADOR: RICARDO ANTONID POLANCZYK

Aprovada como parte das exigéncias para obtengio do Titulo de Mestra em AGRONOMIA
(ENTOMOLOGIA AGRICOLA), pela Comissio Examinadora:

> 2 Ll

Prof. Dr. SERGIO ANTONIO DE BORTOLI (Participagao Virtual)
Departamento de Ciéncias da Produgio Agricola (Fitossanidade) / FCAV f UNESP - Jaboticabal

- - "

Profa. Dra. LAICA HERTA MIHSFELDT (Farficipagao Virtual)
Universidade Estadual do Morte do Parand-UENP |/ Bandeirantes/PR

A AL
Prof-Dr. ARLIFT BOIGA JUNIOR (Participagao Virtual)

Departamento de Ciéncias da ProdugSo Agricela /| FCAV / UMESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 30 de margo de 2021



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

PAULA SAYURI TAGUTI — Nascida em Bandeirantes — PR, no dia 12 de
maio de 1994, é formada em Licenciatura e Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas
(2016) pela Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel
(UENP/CLM). Participou em 2011, do Programa Institucional de Bolsa de Iniciacao
Cientifica Junior (PIBIC Jr), no qual teve seu interesse pela ciéncia despertado. Apos
ingressar no curso superior em Ciéncias Biologicas, em 2012, continuou estagiando
voluntariamente no mesmo laboratério onde realizou o trabalho do PIBIC Jr,
Laboratorio de Imunopatologia de Peixes, até 2013, e no mesmo ano foi bolsista
pela Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) no
Programa Institucional de Bolsa de Iniciacdo a Docéncia (PIBID), atuando em
escolas da rede publica do municipio de Bandeirantes, PR. Foi monitora das
disciplinas de Microbiologia (2014) e Invertebrados | e Il (2015 e 2016). Desenvolveu
seu projeto de conclusdo de curso com a orientacdo da Profa. Dra. Laila Herta
Mihsfeldt, estudando a Influéncia do tipo de feijao e recipientes no desenvolvimento
de Spodoptera cosmioides (Walker, 1858) (Lepidoptera, Noctuidae) em dieta
artificial. Em 2018 ingressou no curso de pés-graduacdo, nivel de Mestrado, em
Agronomia (Entomologia Agricola) na Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal (UNESP- FCAV), sob a orientacao do prof. Dr. Sergio Antonio De Bortoli
e coorientagdo do prof. Dr. Ricardo Antonio Polanczyk, sendo bolsista pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).



“E preciso que eu suporte duas ou trés larvas se quiser conhecer as borboletas.”

(Antoine de Saint- Exupéry)



Aos meus pais, Paulo Itiro Taguti e Marina Keiko Hirai Taguti,
e aos meus irmaos, Marcos Vinicios Hiroshi Taguti e Erica Ayumi Taguti,
pelo amor incondicional, pelo incentivo e apoio durante essa trajetoria, por

acreditarem nesse sonho e ndo me deixarem desistir.

DEDICO E AGRADECO



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias — Campus de Jaboticabal-
UNESP e ao Programa de Pos-graduacdo em Agronomia (Entomologia Agricola),

pela oportunidade de realizar esse curso e pelo suporte recebido;

Aos funcionéarios da Secdo Técnica de Pds-graduacédo, por toda assisténcia
durante a realizagdo do mestrado;

Ao meu orientador, Professor Dr. Sergio Antonio De Bortoli, e ao meu
coorientador, Professor Dr. Ricardo Antonio Polanczyk, pelos ensinamentos,
paciéncia, disposicdo em todos os momentos, auxilio e pelo exemplo de serem bons

profissionais;

Aos docentes do Programa de Poés-graduacdo em Agronomia (Entomologia

Agricola) pelos ensinamentos e vivéncias;

Ao professor Dr. Raphael de Campos Castilho e ao professor Dr. Guilherme
Duarte Rossi, ex e atual coordenador do Programa de PO6s-Graduacdo em
Agronomia (Entomologia Agricola), por me auxiliarem e orientarem quando eu

precisava;

A Professora Dra. Nilza Maria Martinelli e ao Professor Dr. Guilherme Duarte

Rossi, que participaram e colaboraram com meu Exame Geral de Qualificacao;

A Professora Dra. Laila Herta Mihsfeldt e ao Professor Dr. Arlindo Leal Boica-

Junior, por contribuirem com o trabalho participando da defesa e dando sugestdes;

Aos companheiros do Laboratério de Biologia e Criagdo de Insetos — LBCI,
FCAV-UNESP, Aimée Regali Seleghim, Caio César Truzi, Camila Pires Cardoso,
Dagmara Gomes Ramalho, Gilmar da Silva Nunes, Joice Mendonga de Souza,
Lauany Cavalcante dos Santos, Matheus Moreira Dantas Pinto, Nathalia Alves dos
Santos e Natalia Fernanda Vieira, pela convivéncia diaria, auxilio nas tarefas do

laboratorio e pelos momentos de descontracao e conversas;



A Dagmara Gomes Ramalho, Lauany Cavalcante dos Santos, Erica Ayumi
Taguti e Gilmar da Silva Nunes por auxiliarem nos experimentos, ndo importando a

data ou horario;

Aos amigos do Programa de Poés-graduacdo em Agronomia (Entomologia

Agricola) pela amizade, bom convivio e momentos de distracéo;

Ao Laboratério de Biologia dos Insetos, da Escola Superior de Agricultura

“Luiz de Queiroz” — ESALQ-USP, por fornecer os parasitoides para a cria¢ao inicial;

Ao grupo Sao Martinho por ter viabilizado parte do material necessario para a

realizagéo dos experimentos;

Ao Laboratério Farroupilha, Grupo Lallemand, por ter fornecido os fungos

comerciais utilizados;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ)
pela bolsa concedida;

A todos que de alguma forma possibilitaram a realizacao deste trabalho.

Muito obrigada!



SUMARIO Pagina
LISTA DE FIGURAS ..ottt ssassssssssssssssssssssssssssssnnnnnssnnnns i
ISR N B T N = I N S iii
S U1 1
Y = S 3 ¥ A 3 2
L INTRODUGAOD ...ttt 3
2 REVISAO DE LITERATURA ....ooiiiieee ettt 5
2.1 Histérico e importancia da cana-de-agucar no Brasil.............ccccceeeeeieeinniiinnee. 5
2.2 Morfologia, bioecologia e danos de Diatraea saccharalis ..............ccccvvvveeeeennn. 6
2.3 Controle quimico com Clorantraniliprole em cana-de-agucar .............ccccceeen...... 8
2.4 Controle biolégico de pragas da cana-de-agucar no Brasil............cccccceeinnnnnee 8
2.5 Utilizacdo de Trichogramma galloi ...........cccoovvviviiiiii i 9
2.6 Utilizag&o de Bacillus thuringi€nsSis ... 11
2.7 Fungos entomopatogénicos em cana-de-agUCar ............coooiruvrieeeieeeeeennninnnnne 12
3 MATERIAL E METODOS ....ooviiiieeeeete ettt ete st ate e eae s 14
3.1 Seletividade dos produtos a adultos de Trichogramma galloi ................cc.cc..... 14
3.1.1 Criacao de Trichogramma gallOi ..............ueiiiiiieiiiiic e 14
3.1.2 Bioensaios de SeletiVidade ........coooeeeiiveiiiiiiiie e 15
3.2 Agéo dos produtos em Trichogramma galloi............ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 16
3.2.1 Toxicidade aguda por contato a adultos de Trichogramma galloi.............. 16
b) Efeitos no parasitismo e emergéncia dos individuos sobreviventes a
exposicao aos residuos secos doS Produtos .......ccceeeeeevieeiiiiiiiie e 17
c) Efeito dos produtos nos estagios de ovo, larva e pupa de Trichogramma galloi
............................................................................................................................ 18
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ottt 20
4.1 Seletividade dos produtos a adultos de Trichogramma galloi.......................... 20
4.2 Sobrevivéncia dos adultos de Trichogramma galloi apos a exposicéo ao
residuo SECO dOS tratamMENTOS ... ...ccceiiiieeeiiie e e e e e e e e e e 22
4.3 Efeitos no parasitismo e na emergéncia dos individuos sobreviventes a
eXposiCao aos residuos SecOS dOS ProdULOS .......ceeuvveeiiiieeeeeieeeiiiiir e e e e e eeeeeeens 25
4.4 Efeitos dos produtos nos estagios de ovo, larva e pupa de Trichogramma galloi
............................................................................................................................... 28
B CONCLUSOES ......oouiiiiiieteeet ettt 36
7 REFERENCIAS. ... .ottt ettt ettt ettt 37

8 CONSIDERAGCOES FINAIS ...ttt 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Efeito do residuo seco dos tratamentos na longevidade de Trichogramma



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados e porcentagens de
parasitismo e de emergéncia de Trichogramma galloi com ovos tratados antes do
[ F= Ttz TS 111 1 [ 1 22
Tabela 2. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados, porcentagens de
parasitismo e de emergéncia de Trichogramma galloi 24 horas ap6s a exposi¢cao dos
adultos aos residuos secos dos tratameENtOS. ........uuuiiiiiiiiiiiiieeeeee e 26
Tabela 3. Periodo de ovo a adulto, porcentagem de mortalidade, longevidade e
razdo sexual de Trichogramma galloi apés 24 horas de exposi¢cdo do adulto aos

residuos SECOS AOS trAtAMENTOS. ... ... e e 27

Tabela 4. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados por Trichogramma
galloi nos diferentes tratamentos e fases de desenvolvimento do parasitoide (2, 4 e 6
diaS POS-PArASItISINO).....uueiiieeiiiiiiie ettt e e et e e e e e e e e s e e e e e e s e nareeeeeeeaaas 29
Tabela 5. Porcentagem de parasitismo de ovos de Diatraea saccharalis por
Trichogramma galloi com ovos expostos aos tratamentos nas diferentes fases de
desenvolvimento do parasitoide (2, 4 e 6 dias pds-parasitiSmo)...........ccccveeeeeeernnnee. 30
Tabela 6. Porcentagem de emergéncia de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea
saccharalis expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do
parasitoide (2, 4 e 6 dias pOS-parasitiSMO)...........ccevurruuiiiiiiiiieieee e e 32
Tabela 7. Periodo de ovo a adulto de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea
saccharalis expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do
parasitoide (2, 4 e 6 dias pOS-parasitiSMO)............ceeuviviriiiiiieiiiee e 33
Tabela 8. Razédo sexual de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea saccharalis
expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do parasitoide
(2, 4 € 6 dias POS-PArASITISITIO)......uuuuuiiiriiieiieiiee e e e e e e e e e e e e e e ere e aeeaaaaaaeeas 34
Tabela 9. Longevidade de Trichogramma galloi oriundo de ovos de Diatraea
saccharalis expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do

parasitoide (2, 4 e 6 dias POS-PAraSitiSIMO).........ccvvvereurumiiiiiiieaseeeeeeeeeereeeeeer 35



EFEITOS DE INSETICIDAS QUIMICO E BIOLOGICOS NO DESENVOLVIMENTO
E PARASITISMO DE Trichogramma galloi ZUCCHI, 1988 (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE)

RESUMO - A cana-de-acUcar € uma das culturas de maior relevancia
econdmica do mundo, sendo o Brasil o maior produtor. A broca da cana-de-agucar,
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), € considerada praga-chave no
Brasil. Métodos de controle biolégico e quimico sdo usados para controle das pragas
mais relevantes da cultura, mas € o uso de inimigos naturais, como o parasitoide de
ovos Trichogramma galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae), que vem ganhando
grande destaque na canavicultura brasileira, sendo que a associacdo dos métodos
de controle de pragas é fundamental para o0 manejo integrado. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos de produtos quimico e biolégicos na
sobrevivéncia, no desenvolvimento e parasitismo de T. galloi em ovos de D.
saccharalis. Foram avaliados os efeitos de um produto quimico (Clorantraniliprole) e
de cinco produtos bioldgicos, comerciais e produzidos em biofabricas, a base de
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Bacillus thuringiensis nas doses
recomendadas para aplicacdo em campo. Além disso, foram testados agua
deionizada autoclavada e agua + espalhante adesivo (Tween®), sendo a testemunha
livre de qualquer aplicagdo. Avaliou-se a seletividade e a toxicidade dos produtos
aos adultos de T. galloi e os efeitos residuais no parasitismo e emergéncia apés a
exposicdo dos sobreviventes aos produtos. Além disso, foram avaliados os efeitos
dos tratamentos no desenvolvimento do parasitoide aplicando-os sobre os ovos do
hospedeiro recém parasitados em diferentes estagios de desenvolvimento do
parasitoide (2, 4 e 6 dias - ovo, larva e pupa). Os produtos utilizados afetam T. galloi,
sendo que o inseticida quimico e o biolégico a base de B. thuringiensis causam
maior mortalidade em adultos; h4 o maior efeito residual para Clorantraniliprole, B.
thuringiensis e B. bassiana, porém com nenhum produto mostrando-se nocivo ao
parasitoide. Produtos a base de B. thuringiensis e B. bassiana afetam os estagios
imaturos.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Clorantraniliprole,
controle biologico, Metarhizium anisopliae, ovos de Diatraea saccharalis



EFFECTS OF CHEMICAL AND BIOLOGICAL INSECTICIDES IN THE
DEVELOPMENT AND PARASITISM OF Trichogramma galloi ZUCCHI, 1988
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

ABSTRACT - Sugarcane is one of the crops with the greatest economic
relevance worldwide, being Brazil the major producer. The sugarcane borer Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) is considered the key-pest in Brazil. Biological
and chemical control are the methods used to control the most relevant sugarcane
pests, but the use of natural enemies, such as the egg parasitoid Trichogramma
galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae), which is gaining great highlight in the
brazilian sugarcane cultivation, being that the association of different pest control
methods is very important to integrated management. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effects of chemical and biological products in the survival,
in the biological development and in the parasitism of T. galloi in eggs of D.
saccharalis. We evaluated the effects of one chemical product (Chlorantraniliprole)
and five commercial and biofactory-produced biological products, based on
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, and Bacillus thuringiensis, at the
recommended dosages. In addition, autoclaved deionized water and water +
surfactant (Tween®) were tested, and the control was free from any application. We
evaluated both selectivity and toxicity of the products to T. galloi adults and the
residual effects in the parasitism and emmergence after exposition of the surviving
insects to the products. Besides, the effects of the treatmens in the parasitoid’s
developtment were evaluated by applying them directly on pre parasitized host eggs
at different parasitoid’s immature stages (2, 4, and 6 days — egg, larva, and pupa).
The products used in this study affect T. galloi, being the chemical product and the
biological products based on B. thuringiensis cause higher mortality in adults,
however the high residual effect is observed for Chlorantraniliprole, B. thuringiensis,
and B. bassiana; however with no product proving harmful to the parasitoid. Products
based on B. thunrigiensis and B. bassiana affected immature stages.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana, Biological control,
Chlorantraniliprole, Diatraea saccharalis’ eggs, Metarhizium anisopliae



1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar, Saccharum spp. (Poaceae), destaca-se como uma cultura
de grande importancia econémica no Brasil (Souza e Lorenzi, 2012), com estimativa
de colheita na safra 2020/21 de 8.605mil hectares e producgéo de 665,1 milhdes de
toneladas, tornando o pais o maior produtor mundial (CONAB, 2020).

Aproximadamente 80 espécies de herbivoros podem causar danos a cultura
(Pinto, 2006; Moraes e Diaz-Chavez, 2015; Borges Filho et al., 2019) e, dentre eles,
destacam as cigarrinhas-das-raizes, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera:
Cercopidae), o bicudo da cana-de-acUcar, Sphenophorus levis (Vaurie, 1978)
(Coleoptera: Curculionidae) e a broca da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), sendo este o inseto-praga de maior
relevancia para a cultura devido a intensidade de ataque, as perdas causadas na
produtividade, a reducdo na qualidade da matéria-prima e a presenca em todas as
regides produtoras do Brasil (Dinardo-Miranda et al., 2013; Macedo et al., 2015).

As mariposas de D. saccharalis depositam seus ovos de forma agrupada nas
folhas e, apos a eclosédo, as lagartas se alimentam do parénquima foliar, migrando
para a bainha (Botelho e Macedo, 2002; Pimentel et al., 2017). Ao atingirem o
segundo ou terceiro instar, penetram no colmo pela regido do entrend, onde abrem
galerias longitudinais e transversais até completarem seu desenvolvimento,
transformando-se em pupas (Rodriguez-del-Bosque et al., 1990; Tomaz et al., 2018).

Diversos métodos de controle sdo usados para reduzir as densidades
populacionais dos insetos-praga que afetam a cana-de-acucar, tais como o0 quimico
e o0 biolégico (microrganismos e macrorganismos), com 0s bioinseticidas
microbianos tendo papel central no mercado de controle bioldégico no Brasil e no
mundo (Mora et al., 2017; Marrone, 2019).

No Brasil, 80% dos produtos biologicos registrados tém como base fungos
entomopatogénicos e, como exemplo, destacam-se Metarhizium anisopliae (Metch.)
Sorokin e Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Ascomycota: Hypocreales)
(Mascarin et al., 2019). Em canaviais sao usados principalmente para controle da
cigarrinha-das-raizes, sendo parte produzidos em biofabricas de usinas e parte em

empresas comerciais.



No manejo integrado de pragas (MIP), tais fungos adquiriram importancia pela
sua eficiéncia, seletividade, especificidade, baixa poluicdo e toxicidade aos
organismos nédo alvo em relagcéo aos inseticidas de amplo espectro de acéo (Lacey
et al., 2015; Nicolopoulou-Stamati et al.,, 2016). A bactéria entomopatogénica
Bacillus thuringiensis Berliner (Bacilli: Bacillalles) também vem sendo indicada para
controle de pragas da cana-de-acgucar no Brasil (Cicero et al., 2009; Daquila et al.,
2019).

Alguns produtos quimicos sintéticos se destacam para controle da broca-da-
cana nas fases mais jovens (Silva et al., 2020). No entanto, a lagarta fica exposta
por um curto periodo de tempo, 0 que torna desvantajoso o controle com 0s
agroquimicos (Cruz, 2008). Assim, o uso de inimigos naturais tem favorecido o
controle dessa praga, devido ao seu comportamento de penetrar e se desenvolver
no interior do colmo.

O principal parasitoide de ovos de D. saccharalis € Trichogramma galloi
Zucchi, 1988 (Hymenoptera: Trichogrammatidae), podendo impedir o
desenvolvimento da praga na cultura (Lima Filho e Lima, 2001; Oliveira et al., 2014).
Contudo, a aplicacdo de produtos quimicos para controlar outras pragas pode afetar
direta ou indiretamente a broca da cana-de-acUcar e a interacdo do parasitoide com
esses produtos € de fundamental importancia no resultado de combate a praga.

A adocéo de medidas de controle, isoladas ou emassociacao, levando-se em
consideracdo a relacdo custo/beneficio e os impactos na sociedade e no ambiente
gue estas medidas causam, sao importantes para a implementagcéo de um programa
de MIP (Kogan, 1998).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos de produtos quimico e
biolégicos na sobrevivéncia, desenvolvimento e parasitismo de T. galloi em ovos de
D. saccharalis, uma vez que tais produtos podem afetar direta ou indiretamente o

desempenho do parasitoide.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico e importancia da cana-de-agucar no Brasil

A cana-de-acucar € uma monocotileddnea tipica de regiées de clima tropical e
subtropical, sendo originaria do Sudeste da Asia (James, 2004). No Brasil é
histdrica, pois foi uma das primeiras culturas de importancia econémica introduzida e
cultivada no pais desde a sua colonizacéo, sendo o primeiro produto exportado para
a Europa em larga escala (Gilio e Moraes, 2016).

O cultivo de Saccharum spp. teve inicio na costa nordeste do Brasil, mas se
expandiu em diversas regides edafoclimaticamente diferentes, cobrindo metade da
area cultivada no pais (>8 milhdes de hectares) (Rudorff et al., 2010; Parra, 2014).0
Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agtcar, seguido por india, China,
Tailandia e Paquistdo (FAO, 2019). O Estado de Sao Paulo lidera aproducéo
nacional de cana-de-agcucar, com aproximadamente 4,2 milhdes de hectares
plantados na safra 2019/2020, o que corresponde a aproximadamente 50% da area
cultivada no Pais (CONAB, 2020).

Diversos produtos sao obtidos da cana-de-acgucar, destacando-se o agucar e
o alcool etilico, constituindo este Ultimo o maior programa de combustivel renovavel
do planeta (Cicero et al., 2009; Marin e Nassif, 2013). A demanda global por etanol
tem estimulado a producdo de cana-de-acUcar no Brasil, tendo-se uma safra que
cresce exponencialmente a cada ano (Barbosa e Gatti Junior, 2012; CONAB, 2020).

Dentre os insetos que atacam a cana-de-acuUcar destacam-se as cigarrinhas-
das-raizes e a broca da cana-de-acucar, que podem causar 20% de perda na
produtividade da cultura (Santiago e Rosseto, 2008; Rossato Junior et al., 2013;
Usman et al., 2020). A proibicdo da queima durante a pré-colheita em certas regides
desde 2014 e a manutencao da palhada no campo fizeram com que as densidades
populacionais de algumas pragas aumentassem, saindo do “status” de praga
secundaria e passando a pragas primarias, como é o caso do bicudo da cana-de-
acucar, S. levis (Dinardo-Miranda e Fracasso, 2013; Bordonal et al., 2018). Isso tem

modificado os sistemas de manejo de pragas da cultura, ou seja, a demanda pela



aplicacéo de diferentes métodos de controle (Leite et al., 2012; Sajjad et al., 2012;
Carvalho et al., 2017; Castro et al., 2019).

2.2 Morfologia, bioecologia e danos de Diatraea saccharalis

A broca da cana-de-acucar, D.saccharalis, € um inseto holometabolo que esta
presente em todas as regifes canavieiras do Brasil, bem como em diversos paises
das Américas, sendo uma das principais pragas da cultura (Box, 1931; Duarte et al.,
2012). Essa praga também pode ser encontrada em outras culturas como arroz,
milho e sorgo (Box, 1931; Pinto et al., 2009; Macedo et al., 2015).

O ciclo biolégico da broca dura em torno de 60 dias, dependendo das
condi¢cBes climéticas. Os ovos sdo ovalados e achatados, colocados sobrepostos
como “escamas de peixe”, de coloracdo branco a amarelados quando recém-
ovipositados e a medida que o embrido larval vai se desenvolvendo, ficam
alaranjados e marrons, sendo possivel visualizar a capsula cefalica das lagartas
gquando estdo préoximas da eclosdo. Sao ovipositados nas folhas, tanto na face
abaxial como adaxial, em forma agrupada, que geralmente podem ter de 2 a 50 ovos
(Botelho e Macedo, 2002; Macedo et al., 2015). O periodo de incubacao varia de 4 a
12 dias (Botelho e Macedo, 2002; Pinto et al., 2009; Macedo et al., 2015).

As lagartas de D. saccharalis sao do tipo eruciforme, apresentando trés pares
de pernas toracicas, quatro pares de pseudbépodes abdominais e um par de
pseudopode anal. Sdo de coloracdo variando de branco-leitosa a creme, com
manchas escuras dorsais e laterais, com capsula cefalica marrom. Elas podem
atingir, em média, 25 a 30 mm de comprimento e passam por cinco instares. As
lagartas recém-eclodidas vdo em direcéo a insercdo das bainhas foliares procurando
abrigo e alimentando-se raspando o parénquima foliar e, quando atingem o segundo
ou terceiro instar, perfuram e penetram no colmo, proximo ao no (regido mais mole),
abrindo galerias internamente que podem ser circulares ou longitudinais. Quando
estdo na fase de pré-pupa cessam a alimentagdo, comecam a limpar a galeria em
gue se encontram e amplia-la, abrindo orificios para o exterior por onde os adultos
vao sair, fechando-os com fios de seda, serragem ou restos alimentares,

transformando-se na sequéncia em pupas. O periodo larval dura entre 20 a 79 dias



(Botelho e Macedo, 2002; Pinto et al., 2009; Sandoval e Send, 2010; Macedo et al.,
2015).

As pupas da broca da cana-de-acUcar sdo do tipo obtecta, alongadas, com
cerca de 16 a 22 mm de comprimento e formam-se no interior do colmo (has
galerias), sendo as pupas que originardo fémeas maiores que as de machos.
Possuem coloragcdo castanho claro quando se formam e escurecem com O
desenvolvimento. O periodo pupal pode durar de 7 a 14 dias (Botelho e Macedo,
2002; Macedo et al., 2015).

Os adultos de D. saccharalis sdo mariposas de habito noturno e de coloracao
amarelo-palha, com manchas escuras nas asas anteriores, sendo as posteriores
lisas e esbranquicadas; possuem cerca de 25 mm de envergadura (Macedo et al.,
2015). As fémeas, assim como ocorre nas pupas, sdo maiores que os machos,
sendo eles de coloragdo mais escura, apresentando no ultimo par de pernas uma
concentracdo de cerdas que é ausente nas fémeas (Botelho e Macedo, 2002). A
longevidade dos adultos é cerca de 3 a 15 dias e uma fémea pode colocar de 200 a
600 ovos, sendo a oviposicao realizada no periodo noturno, com o periodo de pré-
oviposicdo, em média, de 2 dias (Pinto et al., 2009).

A broca da cana-de-aclcar causa diversos danos devido ao habito de
penetrar no colmo e fazer galerias, deixando-o mais fragil e suscetivel & quebra por
acao de ventos e chuvas; causa diminuicdo de peso da planta, além de, como forma
de defesa, e em resposta ao ataque, a planta pode emitir brotos laterais e raizes
aéreas (Botelho e Macedo, 2002; Macedo et al., 2015). Devido aos danos, o entrend
pode atrofiar e, quando a gema apical € danificada, na regido do palmito, ocorre o
sintoma conhecido como “coragdo morto”. Além disso, proporciona uma via de
entrada para outros patdégenos como Colletotrichum falcatum Went e Fusarium
moniliforme J.L. Sheldon, causadores da podridao vermelha, que provoca a inversao
da sacarose, reducao da pureza do caldo e problemas no processo de fermentacao
alcodlica (Dinardo-Miranda, 2008; Pinto et al., 2009; Macedo et al., 2015).



2.3 Controle quimico com Clorantraniliprole em cana-de-acucar

Nos canaviais 0 uso de inseticidas quimicos sintéticos € uma pratica comum,
embora o emprego do controle biolégico seja base no manejo de pragas-chave da
cana-de-acucar (Noronha et al., 2019). Para D. saccharalis os produtos sé&o
aplicados nas folhas para reduzir a populagéo de lagartas neonatas ainda fora dos
colmos (Wiedenmann et al., 1992; Matioli et al., 2019), sendo os inseticidas dos
grupos das diamidas, benzoilureias, diaciltriazinas, piretroides e neonicotinoides de
uso mais frequente no manejo da broca e de outras pragas relevantes (MAPA,
2020).

As antranilamidas ou clorantraniliprole sdo moléculas inseticidas do grupo das
diamidas e agem como moduladoras dos receptores de rianodina e sédo indicadas
para controlar pragas de importancia econdmica, como os lepidopteros-praga, em
canaviais (Cordova et al., 2006; IRAC, 2017 ; MAPA, 2020).

As contracdes musculares dos insetos dependem da liberacdo controlada de
calcio intracelular, mas as moléculas do grupo das diamidas fazem com que haja
uma liberacdo descontrolada de célcio do reticulo sarcoplasmatico (que armazena
calcio) para as fibras musculares, devido a modulacdo anormal dos receptores de
rianodina. Assim, h4 uma contracdo irregular das células musculares, levando o
inseto a paralisia, letargia, inanicdo e morte (Tohnishi et al., 2005).

Este produto favorece consideravelmente a diminuicdo da infestagdo de D.
saccharalis (Barreto, 2018; Silva et al.,, 2020), apesar de alguns estudos
demonstrarem o efeito negativo de inseticidas em inimigos naturais, como 0s
parasitoides usados em cana-de-acucar (Desneux et al., 2007; Goulart et al., 2012,
Costa et al., 2014; Beloti et al., 2018; Matioli et al., 2019).

2.4 Controle biolégico de pragas da cana-de-acUcar no Brasil
Os efeitos indesejaveis do uso de inseticidas quimicos sintéticos despertaram

a necessidade de medidas social e ambientalmente mais seguras e sustentaveis, o

que levou a busca por moléculas inseticidas menos perigosas e outras medidas



alternativas (Carson, 1962; Heckel, 2012). Com isso, o controle biolégico e 0 manejo
integrado de pragas se tornaram presentes na agricultura (Gay, 2012).

O controle biologico, particularmente o uso de insetos para controlar insetos-
praga em producdes agricolas, € uma estratégia antiga usada desde o século Il
pelos chineses, os quais utilizavam formigas como inimigos naturais de pragas dos
citros (van den Bosch, 1982). Mas, foi a partir da liberacdo de Rodolia cardinalis
(Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinelidae) que o controle biologico foi reconhecido
como técnica de sucesso para controlar pragas (Parra, 2011). No Brasil, a atencéo
ao controle biologico foi fortemente influenciada pelo uso intensivo de agrotoxicos e
a pressdo social para o uso de técnicas alternativas considerando, além da
economia, a sociedade e o meio ambiente, ou seja, métodos integrados de controle
gue diminuissem ou eliminassem os agroquimicos (Kogan, 1998).

Apesar do uso ainda limitado no pais, em funcao de aspectos culturais ligados
ao uso de quimicos e a extensa pratica da monocultura, as estratégias para
controlar pragas usando inimigos naturais vém tomando forca a cada ano (Parra,
2014).

Na producdo de cana-de-acUcar no Brasil, o controle biolégico € usado como
estratégia para controlar pragas-chave. O controle de D. saccharalis e M. fimbriolata
usando inimigos naturais (inseto e entomopatdgeno, respectivamente) é tido
atualmente como dos mais eficientes no mundo (Parra, 2010; Parra, 2011; Parra e
Coelho, 2019). Para o controle da cigarrinha-das-raizes destaca-se o uso do fungo
entomopatogénico M. anisopliae, cobrindo uma area de aproximadamente 2 milhdes
de hectares. Para o controle da broca da cana-de-acuUcar destacam-se o parasitoide
de lagartas Cotesia flavipes Cameron, 1891 (Hymenoptera: Braconidae), com
liberagbes em cerca 3,3 milhGes de hectares, e o de ovos T. galloi, sendo liberado
em cerca de 500.000 hectares (Botelho e Macedo, 2002; Parra, 2014; Parra e
Coelho, 2019).

2.5 Utilizag&o de Trichogramma galloi

O género Trichogramma Westwood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

€ constituido por insetos holometabolos, pequenos (0,2 a 1,5 mm de comprimento) e
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que ocorrem naturalmente em quase todos os habitats terrestres, sendo também
encontrados parasitando espécies de insetos aquaticos (Zucchi et al., 2009). Essas
“vespinhas” parasitam primordialmente ovos de Lepidoptera, a excecdo de algumas
espécies que também utilizam ovos de coleopteros, dipteros, neurdpteros,
heterdpteros e outras vespas (Knutson, 1998; Querino e Zucchi, 2003; Zucchi et al.,
2009). Podem ser especialistas, quando parasitam poucas espécies de hospedeiros,
como o T. galloi, ou generalistas, quando parasitam varias espécies de hospedeiros,
como o Trichogramma pretiosum Rilley, 1879 (Zucchi et al., 2009; Querino e Zucchi,
2012). Dentre as espécies desse género, T.galloi € um endoparasitoide especifico
de ovos de Diatraea spp., encontrado em cultivos de cana-de-acucar nos paises da
América do Sul, como Brasil, Bolivia, Paraguai, Peru e Uruguai (Zucchi et al., 2009;
Querino e Zucchi, 2012).

As fémeas de Trichogramma spp. usam sinais visuais para localizar o
hospedeiro, como o tamanho e a cor do ovo, além de “pistas” quimicas, como por
exemplo, aquelas presentes nas escamas das asas dos lepidopteros (cairoménios)
gue caem proximo a postura no momento da oviposicao. Apos 24 h do parasitismo,
as larvas eclodem e passam por 3 instares, com duracédo do periodo larval de 3 a 4
dias. Uma das caracteristicas observadas no parasitismo € a modificacdo da cor do
hospedeiro, o qual se torna mais escuro devido a deposi¢cao de sais de urato em seu
coério. Quando o ovo do hospedeiro esta totalmente preto, o parasitoide encontra-se
em estagio de pupa, sendo que esse periodo tem duracdo em torno de 4 dias.
Decorridos 8 a 10 dias do parasitismo, os adultos emergem através de um orificio
feito pela mastigacdo do cério do ovo, ocorrendo normalmente no inicio da manha.
As fémeas que foram fecundadas originam machos e fémeas, enquanto as nao
fecundadas dédo origem apenas a individuos machos (Strand, 1986; Ruberson e
Kring, 1993; Knutson, 1998; Querino e Zucchi, 2003).

Vérias espécies de Trichogramma séo usadas para controle de lepidépteros-
praga em diversas culturas de importancia econdmica, caracterizando programas de
controle biolégico aumentativo (Mills, 2010). Mais de 200 espécies sdo conhecidas
em todo o mundo, sendo que destas, apenas 19 sédo usadas no controle bioldgico, e
T. pretiosum tem destaque nas Américas do Norte e do Sul (van Lenteren, 2000;
Parra e Zucchi, 2004; Laurentis et al., 2019).
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Estes parasitoides séo criados em larga escala por apresentarem facilidade
de manutencdo em hospedeiros alternativos (Mills, 2010). No Brasil, muita atencdo
tem sido dada a T. galloi, amplamente utilizado para controlar a broca da cana-de-
acucar, pela sua eficiéncia e por ser um parasitoide especifico (Parra e Zucchi,
2004; Geremias e Parra, 2014). Ele possui preferéncia por ovos da broca da cana-
de-aclcar, quando comparado a ovos de um dos hospedeiros mais usados para
criacdo de parasitoides, Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae)
(Consoli e Parra, 1996).

O parasitoide larval C. flavipes € um dos mais importantes programas de
controle biolégico de D. saccharalis no mundo, com o uso de T. galloi também se
tomando destaque, pois ao parasitar os ovos da broca da cana-de-acUcar, ele reduz
0 numero de lagartas que causardo danos a cultura (Botelho et al., 1999; Pinto et al.,
2009). Quando associado com C. flavipes pode-se obter reducfes nas intensidades
de infestacdo da ordem de 60% (Botelho et al., 1999).

2.6 Utilizac&o de Bacillus thuringiensis

A descoberta da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis foi fundamental
para o controle biolégico de pragas de relevancia econbmica, tornando-se uma
alternativa viavel e segura devido a especificidade ao organismo alvo (Kumar et al.,
2008; Fiuza et al., 2017). Bacillus thuringiensis € Gram-positiva e sintetiza proteinas
gue sdo produzidas durante a fase vegetativa de crescimento (VIP) e durante a
esporulacéo produz grandes quantidades de proteinas cristalinas parasporais (Cry).
Ambas séo inseticidas e eficazes no controle de pragas das ordens Coleoptera,
Diptera, Hemiptera e Lepidoptera (Donovan et al., 1992; Estruch et al., 1996; Guo et
al., 2008; Monnerat et al., 2010; Ben-Dov, 2014).

A acdo inseticida da bactéria ocorre a partir da ingestdo das toxinas e a
consequente ligacdo das proteinas a receptores no revestimento intestinal,
causando lise de células epiteliais na parede do intestino, o que interrompe a
alimentacdo do hospedeiro e causa posterior morte por septicemia, quando a
bactéria cresce e se multiplica na hemolinfa (Adang et al., 2014).
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O uso de bioinseticidas a base de B. thuringiensis € uma pratica crescente em
diversos paises do mundo, movimentando um mercado continuamente em expansao
(Ruiu, 2018). Diversos estudos tém mostrado a eficdcia de Bt em pragas da cana-
de-agucar, incluindo as lagartas das brocas, Diatraea flavipennella Box, 1931
(Lepidoptera: Crambidae) e D. saccharalis (Lemes et al., 2017; Daquila et al., 2019).
Em canaviais 0 uso de Bt, na forma de bioinseticidas ou plantas transgénicas, é
recomendado para controlar pragas como S. levis e D. saccharalis (Rosas-Garcia,
2006; Cicero et al., 2009; Cristofoletti et al., 2018).

Apesar dos efeitos positivos de Bt no controle de pragas, ha preocupacao
sobre os efeitos dessa bactéria em organismos ndo alvos (Romeis et al., 2008). A
bactéria pode afetar os inimigos naturais de forma negativa quando prejudica a
qualidade nutricional do hospedeiro ou reduz a abundancia da relacéo
hospedeiro/presa (Groot e Dicke, 2003; Marvier et al., 2007). Em alguns casos, 0s
efeitos de Bt podem ser expressivos em parasitoides de lagartas (Walker et al.,
2007; Rolim et al., 2020), entretanto, essa bactéria ndo causa efeitos negativos em
Trichogramma brassicae Bezdenko, 1968 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Vaez
et al., 2020), por exemplo. Dessa forma, se ndo ocorrerem efeitos negativos no
organismo ndo alvo, no caso dos parasitoides de ovos, 0s servicos de biocontrole
podem ser incrementados (Han et al., 2019).

2.7 Fungos entomopatogénicos em cana-de-acucar

O uso de microrganismos no controle biolégico, dentre eles os fungos, tém
grande destaque, sendo crescente no mundo inteiro e no Brasil. Segundo van
Lenteren et al. (2018) e Parra e Coelho (2019), o uso tem aumentado a uma taxa
anual de aproximadamente 20%.

A infeccdo dos fungos entomopatogénicos em insetos ocorre via cuticula,
sendo que a adeséao dos conidios ocorre sobre a cuticula de forma passiva por meio
de interacdes eletrostéticas. ApoOs o contato, comecga 0 processo de germinacao dos
conidios com posterior formacgéo dos apressorios, 0s quais iniciam um processo de
secrecdo de enzimas hidroliticas que degradam a cuticula do hospedeiro e

favorecem a penetracdo das hifas. Uma vez no interior do hospedeiro, o micélio se
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ramifica dando origem a blastdsporos leveduriformes (Goettel e Inglis, 1997; Sosa-
Gomez et al., 1997; Mora et al., 2017).

Beauveria bassiana € um fungo entomopatogénico considerado generalista,
encontrado com frequéncia sobre insetos e amostras de solo, apresentando
patogenicidade para diferentes ordens de insetos, tais como Lepidoptera, Coleoptera
e Hemiptera (Meylinget al., 2007; Prestes et al., 2015; Zambiazzi et al., 2016). Este
fungo € um dos mais difundidos, formulados e comercializados no mundo e, além
disso, também pode colonizar endofiticamente algumas plantas cultivadas
comercialmente, como a cana-de-acucar (Mascarin e Jaronski, 2016; Donga et al.,
2018). Em canaviais estes fungos séo usados para controle de pulgdes, cigarrinhas
e broca da cana-de-acucar (Botelho e Monteiro, 2011; Svedese et al., 2013; Harris-
Schultz et al., 2020).

Metarhizium anisopliae, identificado em 1879 infectando um coledptero-praga
do trigo na Russia, tem sido estudado para controle de pragas da cana-de-agucar,
sendo amplamente utilizado no controle das cigarrinhas-das-raizes (Rodhe et al.,
2006; Loureiro et al.,2012). A infeccdo do hospedeiro por M. anisopliae ocorre a
partir da aderéncia e germinacao dos conidios na cuticula do inseto, fase que pode
levar de 16 a 20 horas, ou ainda, via oral ou regides intersegmentais do hospedeiro.
A morte do hospedeiro ocorre pela producdo de metabdlitos secundarios com
atividade inseticida ou por danos fisicos, causados pelo crescimento do micélio
(Alves, 1998). A patogenicidade de M anisopliae é funcdo da variabilidade genética
do isolado do fungo, ou seja, a mortalidade do hospedeiro pode variar de 22 a 70%
(Freitas et al., 2012). Diversos produtos sdo formulados mundialmente (Mascarin et
al., 2019), sendo registrados no Brasil varios produtos, com mais de 2 milhdes de
hectares tratados anualmente com este fungo para controle de M. fimbriolata
(lwanicki et al., 2019).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Criacdo de
Insetos (LBCI) do Departamento de Ciéncias da Producdo Agricola (Fitossanidade),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP/FCAV), Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil, em condicbes controladas
(temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa de 70 £10% e fotoperiodo de 12 horas
de luz/ escuro). As posturas de D. saccharalis foram obtidas na Biofabrica da Usina
Sao Martinho, Pradopolis, SP. Os adultos de T. galloi foram provenientes da criacao
existente no LBCI.

Para avaliar o efeito sobre ovos de D. saccharalis e do parasitoide de ovos T.
galloi foram testados seis produtos, sendo um quimico, Clorantraniliprole
(Altacor®350 WG) e cinco biolégicos: produtos comerciais & base de fungo B.
bassiana (Granada®WP) e M. anisopliae (Opala®WP) e a base de bactéria Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Dipel® WP), além de B. bassiana e M. anisopliae
produzidos em arroz no Laboratério de Fungos Entomopatogénicos da Usina Séo
Martinho, Praddpolis, SP. Testou-se também agua deionizada autoclavada e agua
deionizada autoclavada acrescida de Tween® 20 (0,01%), e como testemunha

nenhum tratamento foi realizado.

3.1 Seletividade dos produtos a adultos de Trichogramma galloi

3.1.1 Criagéo de Trichogramma galloi

Cerca de 300 ovos do hospedeiro D. saccharalis foram oferecidos aos
parasitoides em tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de
diametro), contendo aproximadamente 15 fémeas adultas recém-emergidas de T.
galloi. Na superficie lateral interna de cada tubo foi adicionada uma goticula de mel,
substrato para alimentacdo dos parasitoides adultos. A substituicdo das posturas
ocorreu a cada 24 horas, por até trés dias. Os ovos parasitados foram transferidos
para outros tubos semelhantes, vedados com plastico filme PVC, onde ocorreu a

emergéncia dos adultos.
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3.1.2 Bioensaios de seletividade

Os inseticidas foram utilizados nas seguintes dosagens, conforme
recomendacdes dos fabricantes: Altacor® 60g/ha do produto comercial para 250L de
agua; Granada® 500g/ha do produto comercial para 150L de &gua; Opala®WP
750g/ha do produto comercial para 150L de agua; Dipel®WP 1 kg/ha do produto
comercial para 300L de agua; B. bassiana e M. anisopliae produzidos em arroz no
Laboratério de Fungos Entomopatogénicos da Usina Sdo Martinho, 1 kg/ha do
produto para 150L de agua.

As fémeas dos parasitoides, com até 24 h de idade, foram individualizadas
em tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de didametro), contendo
uma goticula de mel (substrato alimentar), sendo o tubo fechado com filme plastico
PVC. Os insetos foram separados por sexo pela analise das antenas em
microscépio estereoscépio, sendo as antenas da fémea geniculo-clavadas com
poucas cerdas e as do macho com muitas cerdas (Querino e Zucchi, 2005).

Posteriormente, 50 ovos de D. saccharalis com até 24 h de idade, em folha de
papel sulfite, foram imersos durante dez segundos nas caldas dos produtos. Os
tratamentos com &gua deionizada autoclavada (dgua) e &gua deionizada
autoclavada + Tween®20 (0,01%) (4gua com espalhante) seguiram a mesma
metodologia. Os ovos tratados permaneceram a temperatura ambiente em camara
de fluxo laminar até a secagem. Os ovos da testemunha ndo receberam nenhum
tipo de tratamento. ApOs a secagem, tanto os ovos da testemunha quanto aqueles
tratados foram oferecidos as fémeas pelo periodo de 24 horas, objetivando o
parasitismo, de acordo com a metodologia de Vianna et al. (2009) e Brugger et al.
(2010). Posteriormente, foram mantidos em tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm
de altura x 2,0 cm de diametro) com um pedaco de papel filtro esterilizado e
umedecido com agua deionizada esterilizada para prevenir o dessecamento, sendo
entdo armazenados até a emergéncia dos adultos. Foram avaliados o parasitismo e
a emergéncia de adultos de T. galloi.

A reducdo da porcentagem de emergéncia em cada tratamento foi calculada
pela seguinte formula:
RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100, onde:
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RE é a reducdo da porcentagem de emergéncia; Et a emergéncia dos adultos no
tratamento com produto; e Ec a emergéncia dos adultos no tratamento controle
(testemunha).

A reducao do parasitismo em cada tratamento foi calculada por:

RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100, onde

RP é a reducdo da porcentagem de parasitismo; Pt é o parasitismo observado no
tratamento com produto; e Pc € o parasitismo no tratamento controle (testemunha).

A toxicidade dos produtos foi classificada em quatro grupos, de acordo com a
International Organization for Biological Control (IOBC) (Sterk et al., 1999), onde:

Classe 1 = in6cuo (RE ou RP<30%);

Classe 2 = levemente nocivo (30<RE ou RP<79%));

Classe 3 = moderadamente nocivo (80<RE ou RP<99%); e

Classe 4 = nocivo (RE ou RP>99%).

O delineamento experimental usado nesse bioensaio foi inteiramente ao
acaso, com nove tratamentos, com 20 repeticdes com 1 fémea de T. galloi e média
de 50 ovos de D. saccharalis cada. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos comparadas a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey, empregando-se o programa SAS (SAS Institute, 2002).

3.2 Acao dos produtos em Trichogramma galloi

3.2.1 Toxicidade aguda por contato a adultos de Trichogramma galloi

a) Sobrevivéncia dos adultos de Trichogramma galloi ap6s a exposi¢cdo ao

residuo seco dos produtos

Para avaliar a toxicidade aguda por contato dos produtos aos adultos de T.
galloi foi utilizada a metodologia de residuo seco, adaptada de Desneux et al. (2006)
e Ko et al.(2015), sendo empregadas as dosagens anteriormente descritas.
Aliquotas de 5 mL de calda de cada tratamento foram transferidas para tubos de
vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro). Os tubos foram

rotacionados manualmente até que a superficie interna estivesse completamente
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coberta pela calda, o0 mesmo ocorrendo para 0s tratamentos agua e agua com
espalhante.

Os tubos foram mantidos com a superficie aberta para baixo, a temperatura
ambiente, até a secagem. Posteriormente, fémeas de T. galloi com até 24 horas de
idade foram colocadas nos tubos, sendo 5 tubos para cada tratamento e 20 fémeas
por tubo, contendo internamente goticulas de mel (alimentagdo dos parasitoides), e
vedados com filme plastico de PVC. As aberturas dos tubos vedadas com o plastico
foram mantidas voltadas para baixo, sobre uma superficie de cor preta, para que os
insetos pudessem ser atraidos pela luz, forcando o contato com a superficie do tubo
tratada.

Apos 1 e 24 horas de exposicdo foi avaliada a mortalidade. Os insetos
sobreviventes foram divididos em dois lotes, sendo um para acompanhar a
longevidade dos adultos sobreviventes pds-contato com os tratamentos e outro para
verificar o efeito da exposi¢cédo no parasitismo e na emergéncia da prole.

Para a analise da sobrevivéncia, o delineamento foi composto por 40 fémeas
oriundas de cada tratamento, separadas em tubos de vidro de fundo chato, contendo
uma goticula de mel e vedados com plastico filme PVC. De 24 em 24 horas foi
determinada a mortalidade, sendo consideradas mortas aquelas que néao
apresentavam movimento mesmo quando tocadas com um pincel de cerdas finas.
Os dados de sobrevivéncia foram submetidos a andalise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em delineamento

inteiramente casualizado, utilizando-se o programa SAS (SAS Institute, 2002).

b) Efeitos no parasitismo e emergéncia dos individuos sobreviventes a

exposicao aos residuos secos dos produtos

Fémeas de T. galloi sobreviventes pés-contato com os tratamentos foram
individualizadas em tubos de vidro de fundo chato, contendo uma goticula de mel e
vedados com filme plastico PVC. Em cada tubo eram colocados 50 ovos de D.
saccharalis. Cada fémea ficou 24 horas em contato com os ovos, sendo removida
apos este periodo. Foi avaliado o parasitismo por meio da contagem de ovos

escuros, além da emergéncia dos descendentes, pela contagem dos ovos com
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orificio de emergéncia, periodo de incubacéo, longevidade dos adultos e razao
sexual.

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk,
1965) e Barttlet (Snedecor e Cochron, 1989), quanto a normalidade e
homogeneidade da variancia, respectivamente, e, quando necessario, foram
realizadas as transformacdes para atender aos requisitos da ANOVA. Quando foi
encontrada diferenca significativa, o teste de Tukey (P < 0,05) foi utilizado para
comparacdes entre os tratamentos, utilizado-se o software SAS (SAS Institute,
2002).

c) Efeito dos produtos nos estagios de ovo, larva e pupa de Trichogramma

galloi

Para analisar o efeito dos tratamentos nos estagios imaturos de T. galloi,
posturas de D. saccharalis contendo aproximadamente 50 ovos foram expostos as
fémeas de T. galloi (com idade de até 24 horas de emergidas), individualizadas em
tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro) para o
parasitismo. Decorridas 24 horas, os parasitoides foram removidos e as posturas
submetidas aos diferentes tratamentos descritos no item 3.1.2, imersas por 10
segundos, seguindo metodologia de Sterk et al.(1999), aos 2, 4 e 6 dias ap0s o
parasitismo. Foram utilizadas 10 repeticdes (50 ovos) por tratamento. Esses
periodos apds o parasitismo correspondem, respectivamente, aos estagios de ovo,
larva e pupa do parasitoide segundo Saber et al. (2004).

Nesta etapa do trabalho foram avaliados o nimero de ovos escuros e O
namero de ovos com orificio de saida dos adultos, obtendo-se assim as
porcentagens de parasitismo e de emergéncia. Ainda foram calculadas as redugdes
na emergéncia (RE) e no parasitismo (RP) para cada tratamento, de acordo com as
equacOes descritas no item 3.1.2, sendo a toxicidade dos produtos também
determinadas conforme IOBC, em procedimento descrito no mesmo item.

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Barttlet, quanto a
normalidade e homogeneidade da variancia, respectivamente, e, quando necessario,

foram realizadas as transformacgOes para atender aos requisitos da ANOVA e as
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médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), sendo utilizado o software SAS
(SAS Institute, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo comprovaram a hipétese de que os
produtos bioldgicos ou quimico usados para controle de pragas da cana-de-agucar,
como o proprio hospedeiro usado nesse estudo (D. saccharalis), podem afetar o
parasitoide T. galloi. No geral, o produto quimico e os produtos biol6gicos atuaram
de forma diferente, direta ou indiretamente, no adulto e nas fases imaturas do
parasitoide. Contudo, nenhum produto foi considerado nocivo pela classificacdo do
IOBC.

4.1 Seletividade dos produtos a adultos de Trichogramma galloi

Quando os ovos de D. saccharalis foram expostos aos tratamentos antes do
parasitismo por T. galloi, verificou-se que a aplicacao de Clorantraniliprole e da agua
com espalhante causou diminuicdo no nimero de ovos parasitados (9,1 e 12,1 ovos
parasitados, respectivamente), sendo o quimico considerado pela I0BC como
levemente nocivo, enquanto os fungos M. anisopliae comercial (22,5 ovos
parasitados) e o proveniente da biofabrica da usina (21,8 ovos parasitados) tiveram
0 maior numero de ovos parasitados, sendo considerados, de acordo com a IOBC,
como inécuos (Tabela 1). Oliveira et al. (2013), obtiveram, com o tratamento de
ovos de D. saccharalis com Clorantraniliprole, 14,6 ovos parasitados por T. galloi,
sendo considerado pela IOBC como levemente nocivo (classe 2), classificacédo
semelhante a encontrada nesse experimento. Ja para o tratamento com M.
anisopliae, T. galloi parasitou 18,7 ovos, inferior ao encontrado nesse bioensaio.
Alguns fungos entomopatogénicos podem apresentar compatibilidade com outros
inimigos naturais, como parasitoides (Potrich et al., 2017; Miranda-Fuentes et al.,
2020).

Houve maior percentual de parasitismo dos ovos da broca quando foram
tratados com M. anisopliae comercial (44,5%) e o proveniente da biofabrica da usina
(45,6%) e o tratamento com agua (40,6%), sendo menor o parasitismo em ovos

tratados com agua com espalhante (22,9%) e Clorantraniliprole (17,7%).
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Tanto o tratamento com espalhante quanto o fungo M. anisopliae comercial
causaram menor percentual de emergéncia de T. galloi (< 50%), sendo
considerados pela IOBC como levemente nocivos (Tabela 1). Resultado semelhante
foi obtido por Oliveira et al. (2013), quando os ovos de D. saccharalis foram tratados
com M. anisopliae e oferecidos ao T. galloi, sendo verificado 48,7% de emergéncia.
Foi comprovado que a aplicacéo de cepas deste fungo reduz o parasitismo em ovos
de D. saccharalis, com efeitos negativos na emergéncia e na longevidade do
parasitoide (Broglio-Micheletti et al., 2006). Quando aplicado em ovos de D.
flavipennella, M. anisopliae também foi levemente nocivo a T. galloi, causando um
percentual de emergéncia de apenas 40% (Valente et al., 2018). Nesse bioensaio
observou-se que a aplicacdo do espalhante adesivo (Tween®) nos ovos de D.
saccharalis afetou 0 nimero de ovos parasitados e a emergéncia dos adultos.

Os fungos B. bassiana comercial e o oriundo da biofabrica, juntamente com
M. anispoliae oriundo da biofabrica e o tratamento com agua, ndo causaram reducao
na emergéncia do parasitoide quando aplicados sobre os ovos do hospedeiro antes
do parasitismo. Em alguns casos, fungos podem afetar o comportamento do
parasitoide, repelindo-os ou atraindo-os (Smaniotto et al., 2013; Luckman et al.,
2014), provavelmente por causar mudancas nas “pistas” visuais e olfativas de

localizag&o, e gustativas e visuais para a selecao hospedeira (Vinson, 1997).
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Tabela 1. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados e porcentagens de
parasitismo e de emergéncia de Trichogramma galloi com ovos tratados antes do
parasitismo.

'Parasitismo

"Emergéncia

‘RE

1 2 3 3
Tratamento NOP RP (%) °C (%) (%) (%) C
Testemunha 15,1+1,15b - - 29,8+ 2,34 ab 79,9 +3,09 a - -
*Agua 153+2,06b (1,32) 1 40,6+10,68a 784+418a 1,88 1
Engua + espalhante 12,1+ 1,57 bc 19,87 1 229+281b 419+195¢c 47,56 2
®(B. bassiana) Granada® 156+1,27b (345) 1 31,8%279ab 868+250a (864 1
‘(B. bassiana) Usina 145+1,46b 3,51 1 29,8+299ab 862+197a (7,81) 1
8(M. anisopliae) Opala® 225+10la (4907) 1 445+209a 431+098c 46,10 2
(M. anisopliae) Usina 218+105a (4488 1 456+249a 825+182a (322) 1
(B. thuringiensis) Dipel® 17,0+220b (12,88) 1 330+439ab 686+6,86b 1418 1
"(Clorantraniliprole) Altacor® 9,1+2,05¢ 39,70 2 17,7+401b 63,3+9,92b 2076 1
X 61,97 63,98 128,33
GL 8 8 8
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

INOP (Numero de ovos parasitados) — Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05). °RP é o
efeito do produto inseticida sobre o parasitismo, comparado ao controle negativo. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o parasitismo no
tratamento e Pc é o parasitismo no controle negativo. Valor entre parénteses caractetiza aumento no parasitismo; *RE é o efeito do
produto inseticida sobre a emergéncia, comparado ao controle negativo. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a emergéncia no
tratamento e Ec é a emergéncia no controle negativo. Valor entre parénteses caracteriza aumento na emergéncia; *Classes da
IOBC/WPRS para teste de seletividade sobre Trichogramma: 1 = in6cuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3 =
moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%); “Tratamento com &gua deionizada autoclavada; * Tratamento com agua
deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); ° Beauveria bassiana comercial; 'Beauveria bassiana nao
comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ° Metarhizium anisopliae ndo comercial; *° Bacillus thuringiensis comercial e **
Clorantraniliprole comercial.

4.2 Sobrevivéncia dos adultos de Trichogramma galloi apés a exposicdo ao

residuo seco dos tratamentos

Apoés 1 hora de exposicdo aos produtos ndo houve nenhuma morte em todos
os tratamentos. A partir de 24h de exposicdo o tratamento com o inseticida quimico
e 0 a base de B. thuringiensis provocaram as menores longevidades (2,83 dias e
2,56 dias, respectivamente).

Diversos estudos tém demonstrado a falta de efeitos nocivos de B.
thuringiensis a Trichogramma spp. (Zhu et al., 2009; Thrubru et al., 2016;
Jamshidnia et al., 2018). Porém, o residuo seco de B. thuringiensis afetou os adultos
de T. galloi. Segundo Ksentini et al. (2010), as propriedades fisicas das formula¢des
de B. thuringiensis podem causar a aderéncia das asas, pernas e antenas ao corpo
do parasitoide adulto, dificultando seu comportamento e levando-os a morte. Além
disso, a fase adulta pode ser mais vulneravel a acdo de algum produto quando
comparada as fases imaturas dos parasitoides de ovos, visto que estas estédo

protegidas pelo corion do hospedeiro.
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7

Clorantraniliprole é um ingrediente ativo que age por contato e ingestao
(Stecca et al., 2014). Assim, efeitos nas fémeas podem ocorrer porque elas ingerem
exsudatos do ovo apés o parasitismo (Vinson, 2010).

Para os tratamentos a base de B. bassiana, tanto o produto comercial como o
proveniente da usina, mostraram as maiores longevidades (7,36 dias e 6,98 dias,
respectivamente) (Figura 1).
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Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos (Tukey P < 0,05)

H Longevidade Maxima

2,56+0,84 d
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thuringiensis
(Dipel)

2,83+0,79d

Clorantraniliprole
(Altacor)

H Longevidade Minima

Figura 1 — Efeito do residuo seco dos tratamentos na longevidade de Trichogramma galloi.
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4.3 Efeitos no parasitismo e na emergéncia dos individuos sobreviventes a

exposicao aos residuos secos dos produtos

Quando foi avaliado o efeito residual dos produtos verificou-se que o numero
de ovos de D. saccharalis parasitados foi menor quando o parasitoide foi exposto ao
residuo seco de Clorantraniliprole (12,1 ovos parasitados) e maior quando expostos
aos residuos secos dos fungos M. anisopliae comercial ou oriundo da biofabrica
(13,9 ovos parasitados em ambos os tratamentos) (Tabela 2).

Metarhizium anisopliae e B. bassiana comerciais favoreceram o aumento do
parasitismo, com a porcentagem de parasitismo sendo maior para os tratamentos B.
bassiana comercial (39,0%) e M. anisopliae comercial (38,2%), inécuos de acordo
com a classificacdo da I0OBC. O percentual de parasitismo, por outro lado, foi
influenciado tanto pelo produto quimico (20,4%), quanto pelo produto bioldgico a
base de B. thuringiensis (21,6%), que reduziram o percentual de parasitismo do
parasitoide (Tabela 2).

A emergéncia foi afetada quando o parasitoide esteve exposto ao residuo
seco do fungo B. bassiana proveniente da usina (73,3%) e ao residuo seco de B.
thunrigiensis (72,8%). Todos os produtos foram considerados inécuos, tanto para o

parasitismo quando para emergéncia de T. galloi (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados, porcentagens de
parasitismo e de emergéncia de Trichogramma galloi 24 horas apds a exposicédo dos
adultos aos residuos secos dos tratamentos.

2 1 e 2
Tratamento 'NopP (E;OF)) ’c Par?;: ;lsmo 'Emergéncia (%) (;E ’c
Testemunha 12,8+0,85d - 329+191ab 846+216a -
“Agua 132+0,05¢ (3,12) 1 275+1,74ab 86,0+212a (1,65 1
®Agua + espalhante 13,3+0,07bc  (3,90) 1 29,6 £3,17 ab 85,1+2,37a (0,59) 1
G(B. bassiana) Granada® 13,5+0,07b (5,37) 1 39,0+1,82a 82,3+ 1,42 ab 2,71 1
’(B. bassiana) Usina 12,3+0,07 e 3,89 1 31,2+353ab 73,3+2,42Db 13,35 1
8(M. anisopliae) Opala® 139+0,04a (864) 1 382+382a 89,5+ 2,60 a (598) 1
(M. anisopliae) Usina 13,9+ 0,06 a 8,33) 1 31,2+ 3,53 ab 89,7+213a (5,98) 1
*(B. thuringiensis) Dipel® 12,7 +0,14d 093 1 216+513b 728+742b 13,90 1
"(Clorantraniliprole) Altacor® 12,1+ 0,05 f 093 1 204+217b 81,4 +4,77 ab 3,82 1
Xi - 38,84 20,14
F 4,48 - -
GL 8 8 8
P <0,0001 <0,0001 <0,0098

NOP (Numero de ovos parasitados) — Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05).; “RP é
o efeito do produto inseticida sobre o parasitismo, comparado ao controle negativo. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o parasitismo no
tratamento e Pc é o parasitismo no controle negativo. Valor entre parénteses caracteriza aumento no parasitismo; “RE & o efeito do
produto inseticida sobre a emergéncia, comparado ao controle negativo. RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et é a emergéncia no
tratamento e Ec é a emergéncia no controle negativo. Valor entre parénteses caracteriza aumento na emergéncia; >Classes da
IOBC/WPRS para teste de seletividade sobre Trichogramma: 1 = indcuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3 =
moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%); * Tratamento com agua deionizada autoclavada; ® Tratamento com agua
deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); °Beauveria bassiana comercial; ‘Beauveria bassiana nao
comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ° Metarhizium anisopliae ndo comercial; *° Bacillus thuringiensis comercial e **
Clorantraniliprole comercial.

O periodo de desenvolvimento foi maior para os tratamentos com os fungos
M. anisopliae comercial e o proveniente da biofabrica, aproximadamente 14 dias, e
menor com o Clorantraniliprole (11 dias). A porcentagem de mortalidade foi maior no
tratamento M. anisopliae comercial (37,85%) e B. thunrigiensis (38,43%). E foi
observada menor mortalidade no tratamento agua com espalhante (6,87%) e B.
bassiana comercial (11,30%).

Em relacdo a longevidade, a testemunha e o tratamento com agua,
promoveram a maior longevidade da prole, aproximadamente 3 dias. Ja o
tratamento com M. anisopliae proveniente da usina (2,1 dias) apresentou a menor
longevidade dos descendentes, estes que nao receberam alimentagdo. Nao foi
encontrada diferenca entre os tratamentos na razao sexual que variou entre 0,60 e
0,81 (Tabela 3).

Os efeitos de agroquimicos em parasitoides sdo variaveis em fungcédo do

ingrediente ativo e da espécie de parasitoide (Fontes et al., 2018; Valente et al.,
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2018). Alguns trabalhos mostram que Clorantraniliprole ndo causa efeitos nocivos
em Trichogramma spp. (Brugger et al., 2010; Uma et al., 2014; Khan e Ruberson,
2017; Asma et al., 2018; Khan, 2019), assim como em outros parasitoides (Mills et
al., 2016; Stecca et al., 2018). Fontes et al. (2018) indicaram Clorantraniliprole em
associacdo com Trichogramma achaeae Nagaraja & Nagarkatti, 1970
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) para o MIP de T. absoluta, podendo-se dizer
que seria possivel indicar Clorantraniliprole em associagdo com T. galloi para
controle de D. saccharalis. Entretanto, para garantir tal informacéo, a persisténcia
desse ingrediente ativo e algum efeito colateral sobre o parasitoide precisam ser
estudados, pois efeitos subletais transgeracionais foram induzidos no parasitoide
larval C. flavipes (Matioli et al., 2019). Trabalhos em condicbes de semi-campo e
campo devem ser feitos para verificar a acdo do Clorantraniliprole em organismos

nao-alvos.

Tabela 3. Periodo de ovo a adulto, porcentagem de mortalidade, longevidade e
razdo sexual de Trichogramma galloi apés 24 horas de exposi¢cdo do adulto aos
residuos secos dos tratamentos.

Tratamento 1Perjodo ovo-adulto "Mortalidade (%) "Longevidade "Razdo
(dias) (dias) Sexual

Testemunha 12,84+0,08 bc 18,73+3,77 abc 3,02+0,12 a 0,75+0,05 a

*Agua 13,23+0,05 abc 13,79+4,85 bc 3,05+0,11 a 0,70+0,05 a

%Agua + espalhante 13,04+0,28 abc 6,87+2,87c 2,86+0,11 ab 0,68+0,05 a

*(B. bassiana) Granada® 13,53+0,07 ab 11,30%4,45 ¢ 2,85+0,09 ab 0,81+0,03 a

°(B. bassiana) Usina 12,34+0,07 ¢ 17,76+5,73 abc 2,95+0,11 ab 0,76+0,04 a

®(M. anisopliae) Opala® 13,95+0,04 a 37,85+4,59 a 2,39+0,12 bc 0,66+0,06 a

/(M. anisopliae) Usina 13,91+0,06 a 26,30+6,89 abc 2,13+0,55 ¢ 0,60+0,07 a

8(B. thuringiensis) Dipel® 12,72+0,14 bc 38,43+6,96 a 2,45+0,24 bc 0,75+0,05 a

9(Clorantraniliprole) Altacor® 11,00+0,72 d 34,31+4,54 ab 2,38+0,14 bc 0,73+0,07 a

X 164,96 43,36 -

F 4,89 - 9,72

DF - -

GL 8 - 8 8

p <0,0001 0,0002 <0,0001 0,2852

TLetras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05). “Tratamento com &agua deionizada
autoclavada; *Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); “Beauveria
bassiana comercial; *Beauveria bassiana ndo comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ’ Metarhizium anisopliae n&o
comercial; ®Bacillus thuringiensis comercial e ° Clorantraniliprole comercial.



28

4.4 Efeitos dos produtos nos estagios de ovo, larva e pupa de Trichogramma

galloi

Quando os ovos de D. saccharalis foram tratados dois dias apos o
parasitismo por T. galloi (fase de ovo do parasitoide), verificou-se que a aplicagao de
B. bassiana proveniente da biofabrica causou diminuicdo no numero de ovos
parasitados (11,6 ovos parasitados), sendo considerado, segundo a IOBC, como
levemente nocivo, assim como os tratamentos a base de B. bassiana comercial e de
B. thuringiensis. Os tratamentos com agua e espalhante (22,4), 4gua (21,2) e a
testemunha (22,2), além daqueles a base de M. anisopliae comercial (25,4) e o
proveniente da usina (21,7), apresentaram 0s maiores nimeros de ovos parasitados
(Tabela 4).

Quando os produtos foram aplicados quatro dias apos o parasitismo (fase de
larva do parasitoide), observou-se um menor numero de ovos parasitados nos
tratamentos com B. bassiana comercial (14,7), B. thuringiensis (18,1),
Clorantraniliprole (17,3) e o tratamento agua com espalhante (17,9). B. bassiana
comercial foi considerado levemente nocivo nesse periodo. Houve maior nUmero de
ovos parasitados nos tratamentos com produtos a base dos fungos M. anisopliae
(49,6 ovos parasitados para o comercial e o 50,7 ovos parasitados para o
proveniente da usina) e B. bassiana proveniente da usina (49,9 ) (Tabela 4).

Quando os produtos foram aplicados seis dias ap6s o parasitismo (fase de
pupa do parasitoide), o0 menor numero de ovos parasitados foi verificado nos
tratamentos com Clorantraniliprole (14,0), com o produto quimico e o B. thunrigiensis
considerados levemente nocivos ao parasitoide nesse periodo. E 0 maior nimero de

ovos parasitados foi no tratamento com B. bassiana comercial, com 30,3 (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero de ovos de Diatraea saccharalis parasitados por Trichogramma galloi nos diferentes tratamentos e fases
de desenvolvimento do parasitoide (2, 4 e 6 dias pos-parasitismo).

Tratamento 'NOP (2dias) °“RP (%) °C  'NOP (4 dias) “RP (%) °C 'NOP (6 dias) ‘RP (%) °C
Testemunha 22,2+2,06a - - 23,4+143Db - - 24,7+ 1,27 ab - -
*Agua 21,2+201a 4,50 1 241+1,77b (2,99) 1 24,1 £ 1,77 ab 2,43 1
°Agua + espalhante 224+119a (0,90) 1 179+190¢c 23,50 1 23,7+191ab 4,05 1
°(B. bassiana) Granada® 14,7 £1,93 bc 33,7 2 147+191c 37,1 2 30,3+2,60 a (22,61) 1
’(B. bassiana) Usina 116+1,93¢c 47,7 2 499+1,42a (113,3) 1 18,3+ 1,82 bcd 26,13 1
®(M. anisopliae) Opala® 254+172a (14,4) 1 49,6 + 0,98 a (111,9) 1 21,9+ 1,47 bc 11,24 1
(M. anisopliae) Usina 21,7+x121a 1,94 1 50,7+ 1,34 a (116,9) 1 20,7 + 1,26 bcd 16,26 1
(B. thuringiensis) Dipel® 14,9+ 1,41 bc 32,9 2 18,1+1,36¢C 22,8 1 15,6 £ 1,85 cd 37,01 2
"!(Clorantraniliprole) Altacor® 18,8 + 1,30 ab 15,2 1 17,3+1,84c 26,0 1 14,0+1,81d 43,36 2
F 7,75 107,02 7,71

GL 8 8 8

P <0,0001 <0,0001 <0,0001

'NOP (Numero de ovos parasitados) — Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna(Tukey P < 0,05); RP é o efeito do produto inseticida sobre o parasitismo,
comparado ao controle negativo. RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt é o parasitismo no tratamento e Pc é o parasitismo no controle negativo. Valor entre parénteses caracteriza aumento no
parasitismo; *Classes da IOBC/WPRS para teste de seletividade sobre Trichogramma: 1 = inécuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3 = moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo
(>99%); * Tratamento com &gua deionizada autoclavada; ® Tratamento com agua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); ° Beauveria bassiana comercial;
"Beauveria bassiana nao comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ° Metarhizium anisopliae nao comercial; ° Bacillus thuringiensis comercial e '* Clorantraniliprole comercial.
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O percentual de parasitismo de T. galloi aos 2 e 4 dias de desenvolvimento foi
menor em ovos tratados com produtos a base de B. bassiana— comercial ou nao
comercial (<25%). Aos 6 dias, o percentual de parasitismo foi menor em ovos
tratados com B. thuringiensis (30,7%) e Clorantraniliprole (30,1%) (Tabela 5).
Adultos do parasitoide podem carregar esporos de fungos aderidos a seu corpo e,
por serem dificeis de serem retirados, podem se fixar aos ovos dos hospedeiros no
momento do parasitismo e influenciarem no seu desenvolvimento (Sosa-Gomez et
al., 1998; Potrich et al., 2020). Nesse estudo ndo foi avaliado os efeitos nas
geracdes do parasitoide obtidos dos ovos apés aplicacao dos tratamentos, porém, é
provavel que as préximas geracfes do parasitoide sejam afetadas por efeitos de
longo prazo no comportamento e fisiologia (efeitos transgeracionais) (Desneux et al.,
2007).

O maior percentual de parasitismo aos 2 dias de desenvolvimento foi maior
para 0s ovos tratados com M. anisopliae comercial (51,8%). Aos 4 dias o0s
tratamentos a base de M. anisopliae proveniente da usina e comercial (48,4% e
51,2%, respectivamente) e no tratamento com agua (46,7%) apresentaram o0 maior
percentual de parasitismo. Ja aos 6 dias de desenvolvimento, o maior percentual de
parasitismo foi observado no tratamento com agua (49,9%) (Tabela 5).

Tabela 5. Porcentagem de parasitismo de ovos de Diatraea saccharalis por
Trichogramma galloi com ovos expostos aos tratamentos nas diferentes fases de
desenvolvimento do parasitoide (2, 4 e 6 dias pds-parasitismo).

Parasitismo (%) "Parasitismo (%) "Parasitismo (%)

Tratamento (2 dias) (4 dias) (6 dias)
Testemunha 43,1 +4,33 ab 46,4 +2,88 a 48,4+ 2,76 a
*Agua 42,3+4,33ab 46,7 £3,73 a 499+ 452a
dAgua + espalhante 43,7 £ 2,36 ab 36,8 + 4,48 ab 39,1 + 3,57 abc
.passliana ranaaa 914, C ,8 4, ,3 13, C
*(B .bassiana) Granada® 30,9+4,22 b 29,8+4,03 b 33,3+3,39b
5’_(B. bassiana) Usina 23,0+3,69 c 24,9+4 53 b 37,4 £3,92 abc
(M. anisopliae) Opala® 51,8 +3,92 a 51,2+48,37 a 46,7+3,42 ab
‘(M. anisopliae) Usina 43,742,57 ab 48,4 £3,96 a 42,9 £3,09 abc
®(B. thuringiensis) Dipel® 29,9+3,07 bc 36,7 +3,03 ab 30,74#3,50 ¢
°(Clorantraniliprole) Altacor® 35,6 +2,63 bc 35,9 £3,99 ab 30,1+4,04 ¢
F 6,82 5,40 4,02
DF 8 8 8
P <0,0001 <0,0001 0,0003

"Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna(Tukey P < 0,05); “Tratamento com agua deionizada
autoclavada; *Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); “Beauveria
bassiana comercial; *Beauveria bassiana ndo comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ’ Metarhizium anisopliae ndo
comercial; ®Bacillus thuringiensis comercial e ° Clorantraniliprole comercial.
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A emergéncia de T. galloi em ovos de D. saccharalis tratados em diferentes
fases imaturas do parasitoide foi menor no segundo dia de desenvolvimento do
parasitoide na testemunha (73,6%), diferindo apenas do tratamento de agua com
espalhante, onde ocorreu a maior porcentagem de parasitismo (92,6%). Todos os
tratamentos com produdos quimico e bioldgicos foram estatisticamente
semelhantes, variando de 75,9% (Clorantraniliprole) a 90,1% (M. anisopliae
comercial). Apos 4 e 6 dias, o percentual de emergéncia foi semelhante em todos os
tratamentos, sendo sempre superior a 80% (Tabela 6).

O efeito de diferentes produtos em parasitoides pode ocorrer por diversos
fatores, tais como a formulacdo, a concentragédo do produto e a metodologia usada
na aplicacdo (Luckmann et al., 2014; Battisti et al., 2020). No campo, a aplicacdo de
produtos quimicos nas folhas da cana para controlar lagartas neonatas pode atingir
0 ovo, 0 que influenciaria indiretamente no parasitoide. De acordo com Consoali et al.
(2001), alguns produtos podem nao penetrar o cério do ovo do hospedeiro de T.
galloi, mas pode ocorrer a ingestdo do produto no momento da emergéncia, quando
0 adulto comeca a romper o cério com sua mandibula, ingerindo o produto. Mesmo
havendo esse comportamento do parasitoide, problemas na emergéncia ndo foram
observados quando houve aplicacdo nos ovos do hospedeiro aos 4 ou 6 dias apos o

parasitismo.
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Tabela 6. Porcentagem de emergéncia de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea saccharalis expostos aos tratamentos
nas diferentes fases de desenvolvimento do parasitoide (2, 4 e 6 dias p0s-parasitismo).

‘Emergéncia (%)

'Emergéncia (%) 2 3 ‘Emergéncia (%)  » 3 2 3
Tratamento (2 dias) RE (%) C (4 dias) RE (%) C (6 dias) RE (%) C
Testemunha 73,6 £5,24b - - 794+ 362a - - 84,2+5,88a - -
*Agua 88,2 + 5,64 ab (19,84) 1 85,0 + 4,00 a (7,05) 1 82,9+4,18a 1,54 1
5Agua + espalhante 926+191a (25,82) 1 86,9+ 3,74 a (9,45) 1 88,9+2,34a (5,58) 1
°(B. bassiana) Granada® 84,9+4,87 ab (15,45) 1 89,1+2,22 a (16,64) 1 87,6 +1,81 a (3,99) 1
’(B. bassiana) Usina 84,0+5,42 ab (14,11) 1 86,9+2,67 a (9,51) 1 81,3+6,06 a 3,43 1
®(M. anisopliae) Opala® 90,1+2,93 ab (22,36) 1 88,4+3,14 a (12,03) 1 89,9+2,66 a (6,80) 1
*’SM. anisopliae) Usina 81,2 +3,90 ab (4,49) 1 88,1 +1,74 a (10,97) 1 89,9+1,58 a (6,80) 1
'°(B. thuringiensis) Dipel® 83,3 +3,98 ab (13,12) 1 81,3+3,79 a (2,40) 1 84,3+3,96 a (0,16) 1
!(Clorantraniliprole) Altacor® 75,9+3,20 ab (3,13) 1 83,1+3,26 a (4,72) 1 83,4+3,28 a (0,90) 1
X 29,39 8,44 6,70
GL 8 8 8
P 0,0042 0,3911 0,5683

"Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05); “RE é o efeito do produto inseticida sobre a emergéncia, comparado ao controle negativo. RE (%) = (1
— Et/Ec) x 100; Et é a emergéncia no tratamento e Ec é a emergéncia no controle negativo. Valor entre parénteses caractetiza aumento na emergéncia; °Classes da IOBC/WPRS para teste
de seletividade sobre Trichogramma: 1 = inécuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3 = moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%); * Tratamento com agua deionizada
autoclavada; ° Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); ° Beauveria bassiana comercial; ‘Beauveria bassiana ndo comercial; °
Metarhizium anisopliae comercial; ° Metarhizium anisopliae ndo comercial; *° Bacillus thuringiensis comercial e ™ Clorantraniliprole comercial.
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De uma maneira geral, os produtos testados diminuiram o periodo ovo-adulto
de T. galloi. Quando os ovos parasitados foram submetidos aos tratamentos 2 dias
apO0s o parasitismo, o periodo ovo-adulto variou de 9,9 a 10,1 dias, tendo a
testemunha o maior valor (10,8 dias). Aos 4 dias de desenvolvimento do T. galloi, os
menores periodos foram observados com M. Anisopliae comercial (8,1 dias) e B.
bassiana comercial (7,9 dias), enquanto o maior periodo foi no tratamento agua com
espalhante (10,2 dias). Aos 6 dias os menores periodos de ovo-adulto foram
observados nos tratamentos com B. bassiana ndo comercial e B. thuringiensis
(ambos com 5,0 dias), com o maior periodo (10,4 dias) encontrado no tratamento
adgua com espalhante (Tabela 7).

Tabela 7. Periodo de ovo a adulto de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea
saccharalis expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do
parasitoide (2, 4 e 6 dias pds-parasitismo).

'Periodo ovo-adulto  *Periodo ovo-adulto  'Periodo ovo-adulto

Tratamento (2 dias) (4 dias) (6 dias)
Testemunha 10,8+ 0,25a 8,2+0,12 cd 6,4+0,15¢c
’Agua 10,6 £ 0,15 ab 85+0,14c 6,7+0,14 b
*Agua + espalhante 10,6 + 0,12 ab 10,2+ 0,12 a 10,4+0,17 a
*(B .bassiana) Granada® 10,1+ 0,12 ¢ 7,9+0,09d 5,8+0,13d
°(B. bassiana) Usina 9,9+0,05¢c 95+0,16 b 5,0+0,00 e
(M. anisopliae) Opala® 10,3 + 0,10 bc 8,1+0,05d 6,1+ 0,05 cd
‘(M. anisopliae) Usina 10,1+0,07 ¢ 9,8+0,12 ab 6,2+0,09c
¥(B. thuringiensis) Dipel® 9,9+0,06c 9,8+ 0,14 ab 5,0+0,00 e
%(Clorantraniliprole) Altacor® 9,9+0,07 c 9,9+0,15 ab 6,3+0,10 c
X 51,56 109,43 104,93
GL 8 8 8

P <0,0001 <0,0001 <0,0001

TLetras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05). As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (P < 0,05); Tratamento com é%ua deionizada autoclavada; *Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida
de espalhante Tween® 20 (0,01%); Beauveria bassiana comercial; *Beauveria bassiana ndo comercial; ® Metarhizium
anisopliae comercial; “ Metarhizium anisopliae ndo comercial; ®Bacillus thuringiensis comercial e ° Clorantraniliprole comercial.

A razédo sexual de T. galloi foi afetada pelos tratamentos, pois na testemunha
aos 2 dias apos o parasitismo, foi de 0,59, sendo a maior razdo encontrada no
tratamento de agua com espalhante (0,92). Entretanto, aos 4 dias apos o
parasitismo, os maiores valores foram para Clorantraniliprole (0,89) e o tratamento
agua com espalhante (0,94), os quais diferiram apenas de M. anisopliae produzido
pela usina (0,69). Aos 6 dias apds o parasitismo a menor a razao sexual ocorreu

com B. bassiana comercial (0,55), enquanto o maior valor foi para M. anisopliae
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comercial (0,99), B. thuringiensis (0,84) e no tratamento agua com espalhante (0,89)
(Tabela 8). Os valores da razdo sexual obtidos sendo maiores que 0,5 indicam boa
qualidade dos insetos utilizados, pois um maior nimero de machos indicaria

condicBes inadequadas de criacao (Prezotti e Parra, 2002).

Tabela 8. Razédo sexual de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea saccharalis
expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do parasitoide

(2, 4 e 6 dias pbs-parasitismo).

'Razdo sexual

1Razao sexual

1Razao sexual

Tratamento (2 dias) (4 dias) (6 dias)
Testemunha 0,59+0,12b 0,71+ 0,10 ab 0,70+ 0,12 ab
’Agua 0,83 £ 0,07 ab 0,79 £ 0,09 ab 0,83 £ 0,08 ab
3Agua + espalhante 0,92 +0,01 a 0,94 +£0,01 a 0,89+0,01a
*(B .bassiana) Granada® 0,83+ 0,05 ab 0,75+ 0,07 ab 0,55+0,02b
f(B. bassiana) Usina 0,84 £ 0,03 ab 0,78 £ 0,07 ab 0,74 £ 0,08 ab
®(M. anisopliae) Opala® 0,64 £ 0,10 ab 0,74 £ 0,08 ab 0,99 £ 0,00 a
‘(M. anisopliae) Usina 0,68 £ 0,08 ab 0,69+0,08 b 0,72 £ 0,08 ab
8(B. thuringiensis) Dipel® 0,80+ 0,04 ab 0,81+ 0,06 ab 0,84 £ 0,06 a
°(Clorantraniliprole) Altacor® 0,87 £ 0,01 ab 0,89+0,01 a 0,83 £ 0,06 ab
X 12,32 20,49 53,49

GL 8 8 8

P 0,1374 0,0086 <0,0001

Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna (Tukey P < 0,05); “Tratamento com agua deionizada
autoclavada; *Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); “Beauveria
bassiana comercial; *Beauveria bassiana ndo comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ’ Metarhizium anisopliae n&o
comercial; ®Bacillus thuringiensis comercial e ° Clorantraniliprole comercial.

De forma geral, os maiores valores para a longevidade do parasitoide, sem
alimentacdo, com 0s ovos tratados aos 2, 4 e 6 dias de desenvolvimento foram
obtidos nos tratamentos a base de B. thuringiensis, B. bassiana comercial e

Clorantraniliprole, sendo eles préximos de 3 dias (Tabela 9).
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Tabela 9. Longevidade de Trichogramma galloi oriundo de ovos de Diatraea
saccharalis expostos aos tratamentos nas diferentes fases de desenvolvimento do

parasitoide (2, 4 e 6 dias pos-parasitismo).

Tratamento "Longevidade 1Longevidade 1Longevidade
(2 dias) (4 dias) (6 dias)
Testemunha 23+0,12¢c 2,5+0,18 abc 2,5+0,18 abc
’Agua 2,4+0,14 bc 2,6 +0,21 abc 2,2+0,29 be
*Agua + espalhante 21+0,17c 21+0,20¢c 21+0,20c
*(B. bassiana) Granada® 2,5+ 0,16 abc 3,3+0,31a 33+03la
°(B. bassiana) Usina 2,7+0,18 abc 2,5+0,21 abc 2,5+ 0,21 abc
°(M. anisopliae) Opala® 2,5+0,11 abc 2,3+0,28 bc 2,3+0,28 bc
‘(M. anisopliae) Usina 2,6 £ 0,14 abc 2,8+ 0,14 abc 2,8+ 0,14 abc
®(B. thuringiensis) Dipel® 3,0+£0,14a 33+0,18 a 3,3+0,18 a
°(Clorantraniliprole) Altacor® 3,1+0,08a 3,1+0,14 ab 3,1+0,14 ab
X 26,21 29,00 25,84
GL 8 8 8
P <0,0001 0,0003 0,0011

Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos na coluna(Tukey P < 0,05); “Tratamento com agua deionizada
autoclavada; *Tratamento com &gua deionizada autoclavada acrescida de espalhante Tween® 20 (0,01%); “Beauveria
bassiana comercial; *Beauveria bassiana ndo comercial; ® Metarhizium anisopliae comercial; ’ Metarhizium anisopliae n&o
comercial; ®Bacillus thuringiensis comercial e ° Clorantraniliprole comercial.

E provavel que algum espalhante adesivo, como o presente na formulacdo do
M. anisopliae comercial (Opala®), pode causar algum efeito, por razées ainda nao
conhecidas, no comportamento do parasitoide. De acordo com Araujo et al. (2020),
bioinseticidas a base de fungos entomopatogénicos carregam em suas formulacées
substancias tidas como inertes que podem causar fortes efeitos em espécies de
Trichogramma.

Os bioinseticidas podem modificar a cor, a forma, o odor ou 0 comportamento
do hospedeiro, o que pode interferir no parasitismo, porém informacdes indicam que
pode haver a utilizacdo conjunta de alguns bioinseticidas e parasitoides de ovos
(Amaro et al., 2015). Nesse sentido, Alsaedi et al. (2017) recomendam a associagao
de inimigos naturais para controle de ovos de lepidopteros, com a acdo conjunta de
inseticidas quimicos, fungos e bactérias entomopatogénicos com parasitoides,
sendo interessante e até fundamental para o MIP da broca da cana-de-agucar, uma
vez que na auséncia da acao do inimigo natural, o controle da praga € compensado

pela quimico e vice-versa.
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6 CONCLUSOES

O produto a base de B. thunringiensis e o quimico, Clorantraniliprole, afetam a
sobrevivéncia dos adultos quando expostos aos residuos secos;

Ha efeito residual do produto quimico e dos bioldégicos a base de B.
thuringiensis e B. bassiana no adulto do parasitoide, provocam reducdo nos
percentuais de parasitismo e de emergéncia de T. galloi;

Os bioinseticidas a base de B. thuringiensis e B. bassiana afetam os estagios

imaturos do parasitoide.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A implementacdo de um manejo integrado de pragas na cultura da cana-de-
acucar baseia-se no conhecimento dos efeitos de produtos usados para controle de
D. saccharalis como para outros insetos-praga que afetam economicamente a
cultura, bem como em seus inimigos naturais. Apesar de ter sido observada
mortalidade de adultos e terem sido observados efeitos no desenvolvimento do
parasitoide, nenhum dos produtos utilizados nesta pesquisa foi considerado nocivo a
T. galloi, de acordo com a classificagdo do IOBC/WPRS. Testes de seletividade
baseados nessa classificacdo descrevem a toxicidade dos produtos ao organismo
nao alvo, todavia avaliacdes de efeitos subletais, bem como efeitos em geragbes
sucessivas do parasitoide devem ser sempre considerados.

A seletividade de produtos e efetividade de T. galloi para o controle biolégico
aplicado de D. saccharalis, além de conhecimentos sobre as interacdes com
produtos biolégicos e quimicos, devem ser utilizados para auxiliar as tomadas de
decisdo sobre o controle de pragas pelos produtores. As interacfes desse
parasitoide com produtos biolégicos e quimicos observadas nessa pesquisa sao
positivas, mas devem depender de outros fatores, como testes laboratoriais, por
exemplo, a utilizacdo conjunta de C. flavipes e T. galloi para contolar D. saccharalis,
associados com a cana-de-agucar transgénica (que expressa proteinas Bt contra a
broca da cana-de-acucar); como o manejo adotado nas aplicacbes desses produtos
e na metodologia de liberacdo do parasitoide em campo.

Sugere-se estudos futuros para o estabelecimento das melhores interagdes a
serem usadas no Manejo integrado de pragas, além de estudos de técnicas de

liberacdo baseadas em amostragens atualizados.



