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ACAO DE INSETICIDAS QUIMICOS EM Cotesia flavipes CAMERON
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) E Trichogramma galloi ZUCCHI
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE), PARASITOIDES DE Diatraea
saccharalis (FABR.) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE), EM LABORATORIO

RESUMO - A producado brasileira de cana-de-acUcar € a maior dentre os paises
produtores, sendo que as condicbes ambientais favoraveis a este cultivo também
favorecem uma rica biodiversidade de artropodes, incluindo insetos benéficos e
pragas agricolas. Algumas espécies sdo consideradas economicamente importantes,
como é o caso de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
“broca-da-cana-de-agucar”’, praga-chave desta cultura no Brasil. Devido ao
crescimento populacional de pragas emergentes, associado a proibicdo da queima
pré-colheita na cultura, métodos alternativos de controle tém sido cada vez mais
necessarios. A reducdo da eficiéncia dos métodos quimicos de controle de insetos,
além de seus riscos a saude humana e ambiental, deu espaco ao controle bioldgico,
o0 qual tem apresentado resultados consistentes e sustentaveis no manejo de pragas.
Parasitoides do género Cotesia (Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) vém sendo utilizados no controle de D.
saccharalis com resultados bastante significativos. Assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade de inseticidas comerciais, aplicados em D.
saccharalis e nos parasitoides C. flavipes e T. galloi. Os inseticidas testados foram
Match®, Belt®, Intrepid®, Exalt® e Revolux®, empregados nas doses recomentadas
pelos produtores, em testes de seletividade aos parasitoides mencionados, além de
diferentes concentracfes para se determinar as CLso. Foram realizados bioensaios
aplicando-se as CLsso em D. saccharalis, com posterior parasitismo por C. flavipes,
com o objetivo de avaliar se havia efeitos subletais causados pelo contato com os
inseticidas e no desenvolvimento do parasitoide e sua longevidade. Para T. galloi foi
utilizada a dose recomendada pelos fabricantes, em cartelas contendo ovos de D.
saccharalis com posterior parasitismo. O inseticida Belt® apresentou a menor taxa de
mortalidade para ambos os parasitoides, enquanto em relacdo ao parasitismo, o
inseticida Exalt®, segundo a classificacdo de toxicidade da IOBC/WPRS, estd na
classe 1, sendo considerado in6bcuo a ambos o0s parasitoides, ndo reduzindo o
parasitismo de forma significativa. J& em relacdo a emergéncia, o inseticida Belt® foi
0 que apresentou menor reducdo na emergéncia para C. flavipes, enquanto para T.
galloi, o inseticida Intrepid® foi o que provocou a menor redugdo na emergéncia. O
inseticida Revolux® foi o que apresentou maior diferenca significativa para a
longevidade dos parasitoides, sendo menor em ambos os casos. Assim, o inseticida
Belt® foi o de menor toxicidade aos parasitoide por contato direto, entretanto foi aquele
gue promoveu a maior reducéo no parasitismo de T. galloi, dessa forma a abordagem
e 0 objetivo a ser alcancado no manejo da praga séo questdes cruciais para a escolha
do inseticida. Espera-se que este estudo contribua para um controle mais eficiente e



sustentavel da broca-da-cana-de-acucar, no sentido de um uso mais criterioso de
inseticidas no controle de pragas da cana, visando maior compatibilidade entre os
controles quimico e biolégico, minimizando os impactos negativos no meio ambiente.

Palavras-chave: cana-de-aglcar; controle biolodgico; praga agricola; manejo
integrado; parasitoide; sustentabilidade.



ACTION OF CHEMICAL INSECTICIDES ON Cotesia flavipes CAMERON
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) AND Trichogramma galloi ZUCCHI
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE), PARASITOIDS OF Diatraea
saccharalis (FABR.) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE), IN THE LABORATORY

ABSTRACT - The Brazilian production of sugarcane stands as the largest among
sugar-producing nations. The favorable environmental conditions for this crop also
promote a rich arthropod biodiversity, encompassing beneficial insects alongside
agricultural pests. Some species are of economic significance, such as Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), the 'sugarcane borer," a key
pest of this crop in Brazil. Owing to the growing population of emerging pests, coupled
with the prohibition of pre-harvest burning in sugarcane cultivation, alternative control
methods have become increasingly imperative. The diminishing effectiveness of
chemical insect control methods, in addition to their risks to human health and the
environment, has paved the way for biological control, which has yielded consistent
and sustainable results in pest management. Parasitoids of the genera Cotesia
(Hymenoptera: Braconidae) and Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
have been deployed in controlling D. saccharalis with highly significant outcomes.
Hence, this present study aimed to assess the toxicity of commercial insecticides when
applied to D. saccharalis and the parasitoids C. flavipes and T. galloi. The insecticides
tested included Match®, Belt®, Intrepid®, Exalt®, and Revolux®, administered at the
recommended rates by the producers, in selectivity tests on the aforementioned
parasitoids, along with various concentrations to establish the LCso. Bioassays were
conducted by applying the LCsos to D. saccharalis, followed by parasitism by C.
flavipes, to evaluate whether sublethal effects were induced by contact with the
insecticides and their influence on the parasitoid's development and longevity. For T.
galloi, the manufacturer's recommended dosage was used, applied to cards containing
D. saccharalis eggs followed by parasitism. Among the tested insecticides, Belt®
exhibited the lowest mortality rate for both parasitoids, whereas concerning parasitism,
the insecticide Exalt®, based on the IOBC/WPRS toxicity classification, falls into class
1, denoting it as innocuous to both parasitoids, causing no significant reduction in
parasitism. Regarding emergence, Belt® recorded the least substantial reduction in
emergence for C. flavipes, while for T. galloi, the insecticide Intrepid® induced the least
reduction in emergence. The insecticide Revolux® exhibited the most notable and
significant difference in parasitoid longevity, which was lower in both cases. In
conclusion, Belt® proved to be the least toxic to parasitoids through direct contact,
albeit it yielded the most substantial reduction in T. galloi parasitism. Thus, the
approach and intended objectives in pest management are pivotal considerations in
insecticide selection. This study is expected to contribute to more efficient and
sustainable control of the sugarcane borer, aiming for a judicious use of insecticides in
sugarcane pest control, with the goal of greater compatibility between chemical and
biological controls while minimizing adverse environmental impacts."



Vi

Keywords: sugarcane; biological control; agricultural pests; pesticides; parasitoid,;
sustainability.



1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar (OZBUN, 2023), tendo
também uma grande diversidade de insetos associada a essa cultura, dos quais, mais
de uma centena de espécies sdo consideradas pragas (primarias e secundarias),
sendo 32 lepidopteros (RODRIGUES et al., 2012). Dentre as pragas primarias,
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), popularmente
conhecida como “broca-da-cana-de-agucar”, pode reduzir a produtividade da cultura,
tanto agricola como industrialmente.

As lagartas da broca-da-cana-de-aclUcar iniciam sua alimentacdo pelo
parénquima das folhas e, normalmente apos a primeira ecdise, perfuram os colmos
da cana na altura das gemas, alcancam seu interior e constroem galerias para
alimentacdo. Em aproximadamente 40 dias completam o desenvolvimento larval
passando ao estadio de pupa, este com duracdo média de 9 a 14 dias, quando entédo
emergem os adultos (GALLO et al., 2002).

Os danos causados as plantas pelas lagartas sdo classificados em diretos e
indiretos. Os diretos incluem: “coracdo morto”, morte das folhas centrais pela
destruicdo das gemas apicais, afinamento dos colmos e perda de peso, quebra dos
colmos (especialmente devido as chuvas e ventos fortes) e enraizamento aéreo. Os
indiretos sdo causados por microrganismos, particularmente fungos dos géneros
Fusarium e Colletotrichum, que penetram nas galerias feitas pelas lagartas,
provocando a chamada “podridao vermelha”, reduzindo o teor de sacarose dos colmos
e, consequentemente, o rendimento industrial (CARVALHO, 2011a).

Embora o controle quimico seja ainda muito utilizado no combate a D.
saccharalis, seu habito de fazer galerias nos colmos da cana torna o método pouco
eficiente, uma vez que, no interior do colmo, o inseticida ndo consegue atingir o inseto
(OLIVEIRA et al., 2014). Associado aos problemas ja ocorrentes nos canaviais, cComo
o complexo broca-podriddo e as cigarrinhas (Hemiptera: Cercopidae), pragas
emergentes, como Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae) e
Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae), passaram a ter lugar de

destaque para produtores e pesquisadores, principalmente em fung&o da proibi¢céo no



Brasil da queima pré-colheita da cana-de-acucar (Lei no 11.241/2002), trazendo a
necessidade de se desenvolver métodos alternativos de controle e com urgéncia.

O controle biolégico da broca-da-cana-de-acUcar é uma realidade a algum
tempo, havendo a necessidade dessa estratégia ser explorada também para outras
pragas, inclusive as emergentes. Nesse sentido, alguns dos inimigos naturais mais
importantes para o controle biolégico na fase de ovo do inseto-praga pertencem ao
género Trichogramma Westwood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae). No
Brasil, foram relacionadas vérias espécies desses parasitoides em diferentes pragas
agricolas, correspondendo a um dos grupos de agentes dos mais utilizados no
controle biolégico aplicado (ZUCCHI, 1988; QUERINO e ZUCCHI, 2003a).
Trichogramma galloi Zucchi, 1978 tem sido bastante utilizado no combate a D.
saccharalis, apresentando resultados importantes no controle desta praga (PARRA e
COELHO JUNIOR, 2022). Outro agente de controle biolégico amplamente utilizado
na cultura da cana para controle de D. saccharalis é o parasitoide de lagartas Cotesia
flavipes Cameron, 1891 (Hymenoptera: Braconidae) (DINARDO-MIRANDA et al.,
2014).

A utilizacdo do controle biolégico pode diminuir significativamente a populacao
de espécies-praga em varias culturas, além de néo deixar residuos no ambiente, ndo
prejudicando, portanto, 0 homem e outros animais, e até mesmo a propria cultura.
Pode ser considerado uma opg¢éo mais sustentavel, se comparado a outros métodos,
especialmente o quimico (PARRA et al., 2002b). Entretanto, a inclusdo de inseticidas
em alguns casos se torna indispensavel, onde o uso daqueles seletivos representa
uma alternativa eficaz e bastante desejavel para incorporacdo no Manejo Integrado
de Pragas (MIP). E importante destacar que a escolha do produto ideal deve ser
baseada em critérios como seletividade, toxicidade para o0s inimigos naturais,
eficiéncia no controle da praga e seguranca para o meio ambiente e saude humana.
Dessa forma, a combinacdo dessas estratégias pode ser a solu¢cdo mais eficiente e
sustentavel para o controle de pragas na cana e em outras culturas (CARMO et al.,
2009).

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a seletividade de inseticidas quimicos
para os parasitoides T. galloi e C. flavipes, utilizados no controle da broca-da-cana-

de-acucar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideragdes gerais

O Brasil tem se destacado como exemplo de sucesso no uso do controle
biolégico aplicado no combate a insetos-praga, abrangendo extensas areas,
especialmente na cultura da cana-de-acucar (CONAB, 2023). Nesse sentido, o
emprego de parasitoides, mais especificamente microhimendpteros, no controle da
fase larval e de ovos de D. saccharalis ja representa enorme sucesso no manejo de
pragas, estando em continuo crescimento (PARRA e ZUCCHI, 2004). No entanto,
mesmo com o eficiente uso de organismos benéficos, os produtores muitas vezes
ainda recorrem aos produtos quimicos para combater D. saccharalis, particularmente,
guando se defrontam com altas infestacées.

A utilizacdo combinada dos métodos bioldgico e quimico, no manejo de insetos-
praga na cultura da cana-de-acucar, é uma estratégia eficiente para o controle da
broca-da-cana-de-acucar, podendo resultar em um sistema agricola mais sustentavel
e eficiente, proporcionando beneficios tanto para a produc¢éo agricola, quanto ao meio
ambiente (CARMO et al., 2009).

A expansdo das areas de plantio vem aumentando a incidéncia de insetos-
praga, o que tem afetado significativamente a produtividade dos cultivos agricolas,
inclusive o da cana (ALMEIDA, 2005). As pragas séo reconhecidas como um dos
principais problemas para a cana-de-acucar no Brasil, uma vez que ocorre ampla
diversidade de insetos, sendo varias espécies consideradas pragas de grande
importancia agricola. Rodrigues et al. (2012) listaram 111 espécies de insetos-praga
para a cana, das quais 32 sdo da ordem Lepidoptera, sendo as principais: D.
saccharalis; Diatraea flavipennella (Box, 1931) (Lepidoptera: Crambidae); Telchin
licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae); cigarrinhas do género Mahanarva;
e H. taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae). Mais recentemente inclui-se
nessa lista S. levis (SELEGUIM, 2020).



2.2. Aspectos bioldgicos e morfologicos de Diatraea saccharalis

Diatraea saccharalis € uma praga que causa danos significativos as lavouras
de cana-de-acucar em todo o Brasil. As lagartas sdo esbranquicadas, apresentando
coloracdo marrom-escura na cabeca e manchas pelo corpo. Leva em média 53 a 60
dias para completar seu ciclo de desenvolvimento, com as fémeas colocando cerca
de 50 ovos por dia, normalmente na parte abaxial das folhas. As lagartas eclodem em
guatro a nove dias e comecam a se alimentar do parénquima das folhas; normalmente
apO0s a primeira ecdise penetram no colmo e comecam a formar galerias de
alimentagcdo em seu interior. Em cerca de 40 dias completam o desenvolvimento,
passando ao estadio de pupa, com duragdo de 9 a 14 dias, emergindo entdo o adulto
(GALLO et al., 2002; MACEDO et al., 2015).

A longevidade dos adultos é de cinco a seis dias, com as fémeas colocando em
média 300 ovos durante todo o seu periodo reprodutivo e em condi¢fes propicias para
seu desenvolvimento, incluindo temperatura de 25+1°C, 60% de umidade relativa do
ar e fotofase de 14 horas (SELEGHIM, 2020).

2.3. Impacto econémico de Diatraea saccharalis

Diatraea saccharalis € uma praga que causa grande impacto econémico em
culturas de cana-de-acucar, milho e sorgo em todo o mundo. Seu ataque pode resultar
em perda de rendimento, diminuicdo da qualidade dos produtos agricolas e aumento
dos custos de producdo. A infestacdo da broca-na-cana-de-acucar pode causar danos
diretos ou indiretos, como ja relatado (ROSA e FERNANDES, 2020).

Esta espécie encontra-se amplamente distribuida no pais, ocorrendo em
estados do Sul, Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste (GUEVARA e WIENDL, 1980). Os
ataques realizados por essa praga sao responsaveis por uma queda na produtividade
de colmos de até 1,5% (DINARDO-MIRANDA et al., 2013). Em S&o Paulo, prejuizos
anuais foram estimados em até US$ 100 milhdes, com infestacdo de 10% dos colmos
(GITAHY et al., 2006), com elevadas densidades populacionais sendo encontradas
nos canaviais de varias localidades, atingindo invariavelmente o “status” de praga-
chave (TRIANA, 2019; SELEGHIM, 2020).



Além disso, a presenca da praga impacta negativamente tanto na quantidade
guanto na qualidade do caldo extraido da cana-de-acUcar, o que resulta em uma
reducado de 10% a 20% no rendimento de sacarose (CRUZ, 2007).

Nas plantacdes de milho pode causar danos de até 21% na producdo (CRUZ
et al., 2002), tornando igualmente necessario seu manejo e controle, com esse
impacto econémico da D. saccharalis ndo se limitando apenas ao Brasil, sendo
possivel encontrar registros de sua presenga em Varios outros paises. Segundo Cruz
(2007), a reducéo no rendimento de gréaos do milho pode acarretar perdas de 10% a
50%.

Diante desses estudos, fica claro que D. saccharalis € uma praga que causa
um grande impacto econémico em varias culturas agricolas, especialmente na cana,
sendo a ado¢do de métodos de controle eficazes essencial para minimizar as perdas

de producéo agricola e industrial, com reflexo positivo nos custos de producéo.

2.4. Métodos de controle de Diatraea saccharalis

O controle quimico, ainda muito utilizado no controle de D. saccharalis na fase
larval, mostra-se eficiente apenas no inicio do desenvolvimento das lagartas quando
o0 inseto fica exposto na folha, uma vez que apos essa fase migra para o interior do
colmo e permanece protegido da acdo dos inseticidas. J4, os adultos podem migrar
para areas nao tratadas, tornando o controle quimico uma alternativa pouco eficiente
(SELEGHIM, 2020).

A utilizacdo de microhimendpteros para o controle da broca-da-cana-de-acucar
€ uma opcao ja consolidada, considerando a experiéncia com outras espécies de
lepidopteros (WAIJNBERG e HASSAN, 1994). Como relatado anteriormente, o género
Trichogramma possui varias espécies que podem ser utilizadas no MIP por apresentar
alta eficiéncia no controle de pragas (PARRA e ZUCCHlI, 1997).

Além de T. galloi, C. flavipes também tem sido utilizada em programas de
manejo de pragas com bastante sucesso. O uso desses microhimendpteros apresenta
vantagens em relacdo ao controle quimico, uma vez que sédo especificos para as
pragas e ndo prejudicam outros organismos presentes no ambiente (CHILSON-

FUREY et al., 2019). Além disso, é possivel realizar o controle biolégico de forma



integrada, combinando o uso com outras técnicas de manejo (PARRA e ZUCCHI,
1997), e com outras opcdes de mais recente utilizagdo, como nematoides (NEPSs) e
fungos entomopatogénicos. Nesse sentido, Svedese et al. (2013) relataram que o
fungo Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill. (Hypocreales: Cordycipitaceae) tem sido
amplamente estudado como agente de controle biolégico de D. saccharalis,
mostrando-se eficiente na reducdo da populacédo da praga. Além disso, Silva (2020)
destacou que a utilizacdo das espécies de nematoides do género Steinernema
(Rhabditida: Steinernematidae) também apresentaram bom desempenho contra a
praga.

Outra opcao é a utilizacdo de bactérias como o Bacillus thuringiensis (Berliner)
(Bacillales: Bacillaceae) (Bt), que produz proteinas Cry téxicas as lagartas de D.
saccharalis e que, segundo Seleghim (2020), pode ser utilizada por meio de
aplicacoes de bioinseticidas ja existentes no mercado ou o plantio de variedades

geneticamente modificadas expressando essas toxinas.

2.5. Inseticidas

Como D. saccharalis tem sido responsavel por grande parte dos prejuizos
econdmicos em cana-de-agUcar, tem sido necessario em muitas areas de cultivo, a
adocdo de medidas de controle com inseticidas quimicos (WILSON, 2021). Esses
produtos, ao serem lancados no meio ambiente, alcangcam as plantas, o solo e os
diferentes organismos presentes no ambiente, atingindo seu alvo por contato direto,
exposicao residual ou ingestédo (DE-COCK etal., 1996; STANLEY e PREETHA, 2016).

A eficiéncia do controle de D. saccharalis depende ndo apenas do modo como
0 inseticida atinge o alvo, mas também do momento de aplicagdo, bem como do
monitoramento efetivo permitindo que os produtos atinjam as lagartas ainda nas folhas
e/lou bainhas foliares, antes da penetracdo no colmo (WHITE et al., 2008), o que
aumenta significativamente a eficiéncia do controle. Dessa forma, a aplicacdo dos
inseticidas quimicos deve ser realizada enquanto a praga esta nos primeiros instares
larvais, sendo que, segundo Cruz (2007), € possivel também atingir a lagarta que ja

se encontra no interior do colmo, nhos momentos em que abandona a galeria durante



0 processo de retirada dos excrementos, para a preparacdo da camara pupal e
posterior emergéncia do adulto.

Os piretroides de produgao mais antiga sdo mais prejudiciais ao meio quando
comparados aos inseticidas seletivos e mais modernos, como por exemplo um
agonista do receptor de ecdisénio (tebufenozida), um inibidor da sintese de quitina
(novaluron) e a diamida (clorantraniliprole) (WILSON et al., 2017; IRAC, 2021). Uma
caracteristica importante para os inseticidas quimicos é a atividade sistémica e
periodo residual, uma vez que acontece a sobreposicao de geragdes de D. saccharalis
durante o verdo, o que pode permitir uma rapida reinfestacdo da praga (HENSLEY,
1971).

Com registro para controle de pragas na cana-de-aclcar e café, o Revolux® foi
a Unica associacdo testada, sendo composto por metoxifenozida + espinetoram,
ingredientes ativos pertencentes aos grupos quimicos das diacilhidrazinas e
espinosinas, respectivamente. Esse produto atua por contato e ingestdo (AGROLINK,
2021; AGROFIT, 2023), apresentando potencial risco a parasitoides utilizados no
controle biolégico de pragas da cana, embora, ambos os ingredientes ativos tenham
se mostrado inécuos ao Trichogramma pretiosum (PAIVA, 2016). Estes ingredientes
ativos foram também avaliados isoladamente, utilizando-se os produtos Intrepid®
(metoxifenozida) e Exalt® (espinetoram), e embora ndo tenham registro para uso em
cana-de-acgucar, ambos sdo utilizados no controle de D. saccharalis em outras
culturas. O Intrepid® é um produto inseticida a base de metoxifenozida, um acelerador
da ecdise que imita 0 horménio natural da muda dos insetos - a ecdisona, atuando
nas lagartas por acdo na proteina receptora de ecdisona, ativando-a e iniciando o
processo da muda. Dessa forma, 0s agonistas sintéticos ndo esteroidais da ecdisona
apresentam toxicidade seletiva para certas ordens taxondmicas (ITO-HARASHIMA et
al., 2017). O Exalt®, produto a base de espinetoram é um inseticida quimico
semissintético, registrado para o controle de pragas em varias culturas (AGROLINK,
2021), funcionando como modulador alostéricos de receptores nicotinicos da
acetilcolina (AGROFIT, 2023), sendo recomendado para o manejo de lagartas na
cultura da soja, agindo ndo somente em lepidépteros como também em Thysanoptera
(RENKEMA et al., 2020).



O inseticida Belt® tem como ingrediente ativo a flubendiamida, pertencente ao
grupo quimico das diamidas do grupo do acido ftalico. Inseticidas deste grupo atuam
por conato e ingestdo e sdo moduladores de receptores de rianodina, causando
paralisia muscular e morte do inseto devido ao aumento na frequéncia de interagao
com os filamentos contrateis do citoplasma das células musculares, ocorrendo o
encurtamento desses filamentos (MA et al., 2020). Este produto € registrado para
pragas de vérias culturas, mas, para a cana-de-acucar, seu registro € especificamente
para controle de D. saccharalis (AGROLINK, 2021). Paiva (2016) observou que,
apesar de inécuo a T. pretiosum pode afetar negativamente suas geracoes
subsequentes.

Match® é um inseticida comercial a base de lufenuron, um ingrediente ativo
pertencente ao grupo quimico das benzoilureias, atuando na sintese de quitina e
alterando o processo de ecdise (GALLO et al., 2002). De forma semelhante ao Belt®,
este produto possui registro para o controle de pragas em diferentes culturas, sendo
em cana-de-acUcar apenas para o controle da broca-da-cana-de-agicar. Também
existe relato de sua eficiéncia em adultos de D. saccharalis que se contaminam
durante o processo alimentar, podendo provocar esterilidade, reduzir a fecundidade,
além de afetar a viabilidade dos ovos (AVILA e NAKANO, 1999). De acordo com
Schroeder et al. (1976), esse produto possui alta especificidade a broca, além de baixa

toxicidade a outros invertebrados.

2.6. Trichogramma spp.

Existem cerca de 200 espécies de Trichogramma descritas mundialmente, das
quais 28 ocorrem no Brasil (ZUCCHI, 1988; QUERINO e ZUCCHlI, 2003a). A utilizacao
de espécies desse género no manejo integrado de pragas vem crescendo nos ultimos
anos no Brasil, com estudos indicando como alternativa para controle de pragas,
tendo os primeiros relatos em 1940, com Neoleucinodes elegantalis (Guenée, 1854)
(Lepidoptera: Crambidae) (PARRA e ZUCCHI, 2004).

Estudos tém demonstrado que a liberagcdo de Trichogramma pode ser uma
alternativa eficiente para o controle de pragas em diversas culturas, o que ja vem

sendo utilizada em aproximadamente 800 mil hectares, em varios cultivos, incluindo



milho, tomate, frutas, algoddo e cana. No entanto, € importante salientar que a
eficiéncia da liberacdo de Trichogramma no campo depende de diversos fatores,
dentre os quais estdo as condi¢des climaticas, a densidade de hospedeiro e a
frequéncia de liberagdo (PARRA et al., 2015)

Os ovos de lepiddpteros séo as principais fontes de alimento para imaturos da
maioria das espécies de Trichogramma, sendo importante considerar as condicdes de
temperatura e umidade para o desenvolvimento do parasitoide e do hospedeiro, uma
vez que essas variaveis abitticas podem influenciar no desenvolvimento do inseto, na
eficiéncia do parasitismo e na longevidade. Para criacdo e manutencdo de
Trichogramma em laboratério, em pequena ou em larga escala, é extremamente
importante associar os fatores abiéticos com a qualidade nutricional do hospedeiro, o
que permite obter parasitoides de boa qualidade biolégica, acarretando bom
desempenho na liberacdo no campo e respectiva eficiéncia de controle (PARRA e
ZUCCHI, 2004).

2.6.1. Aspectos bioldgicos e morfoldgicos de Trichogramma

O género Trichogramma possui uma ampla distribuicdo geogréfica,
sendo considerado cosmopolita; na América do Sul varias espécies podem ser
encontradas em paises como Venezuela, Colémbia, Chile, Peru, Uruguai, Argentina,
Bolivia, Paraguai e Brasil, com algumas ja relatadas nos estados do Parana, Minas
Gerais, Séo Paulo e Rio de Janeiro (QUERINO e ZUCCHI, 2003Db).

Esses insetos possuem o desenvolvimento holometabolico, ou seja, realizam
metamorfose completa, apresentando em seu ciclo de desenvolvimento os estadios
de ovo, larva (com um instar), pupa e adultos, sendo que exceto a fase adulta, todas
as outras ocorrem no interior do ovo parasitado (MOUTIA e COURTOIS, 1952,
VOLKOFF et al., 1995). Sua reproducdo pode ser sexuada ou por partenogénese
(DOUTT, 1959), com o desenvolvimento muito influenciado por fatores abidticos,
sendo a temperatura, como ja mencionado, um dos mais importantes, uma vez que
pode afetar a duracdo do desenvolvimento, a relacdo sexual, o parasitismo e até

mesmo a longevidade dos adultos (CALVIN et al., 1984).
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Algumas estruturas anatébmicas encontradas nos representantes da familia
Trichogrammatidae sao: tarsos tri-segmentados, que os diferencia de qualquer outro
Chalcidoidea; corpo compacto, sem distinta constricAo entre 0 mesossoma e
metassoma,; cuticula lisa, raramente esculturada; dimorfismo sexual na antena em
varios géneros; torulo na margem inferior do olho; pronoto curto; asa anterior variando
de extremamente estreita a muito larga; ocasionalmente podem ser apteros ou
braquipteros; distribuicdo das cerdas discais varidvel nas asas anteriores e
posteriores, comumente em linhas distintas (PINTO, 1997).

2.6.2. Trichogramma galloi no manejo de Diatraea saccharalis

Existe certa complexidade em controlar pragas agricolas, ainda mais quando
se utiliza outro ser vivo como agente controlador, como ocorre no controle biolégico.
Parte do sucesso utilizando controle biologico esta na identificacdo da espécie com
melhor sinergia para atuar, de forma mais eficiente, em determinada praga (PARRA
et al., 2002a).

Nos agroecossistemas, as taxas de parasitismo natural por Trichogramma séo
relativamente altas, geralmente em espécies nativas. Dessa forma, € fundamental
estudar e conhecer a diversidade local, para preserva-la e até mesmo utiliza-la no MIP
(PINTO e STOUTHAMER, 1994; MONJE, 1995; PINTO, 1998).

Espécies de parasitoides que ocorrem predominantemente em areas agricolas,
ja sao relativamente bem conhecidos, também com boa identificacdo de suas
sinergias com os hospedeiros. No Brasil ocorrem 26 espécies, e cinco delas em
plantacbes de cana-de-acUcar, parasitando ovos de D. saccharalis, dentre elas, T.
galloi (QUERINO e ZUCCHI, 2012).

Para garantir melhor desempenho do parasitoide é importante também definir
as condicdes ideias para sua liberacdo, que implica em condi¢cdes abiodticas mais
propicias ao seu desenvolvimento e atividades de forrageamento (PARRA e ZUCCHlI,
2004), ndo sendo recomendado sua liberacdo quando ha previsdo de chuva ou logo
apos as chuvas.

Existem diferentes métodos de liberacdo que podem ser utilizados de acordo
com a complexidade e as necessidades do sistema. Um método simples envolve a

liberacéo de adultos diretamente no campo, utilizando recipientes de plastico ou vidro,
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por outro lado, métodos mais sofisticados podem ser empregados, como a liberacéo
por meio de drones, uma alternativa eficaz para liberacdo desses parasitoides
(PARRA et al., 2023).

Para determinar o numero adequado de parasitoides a serem liberados sao
necessarios testes prévios em laboratorio, semicampo e campo. Lopes (1988) estimou
gue uma proporcéo ideal, para a cultura da cana-de-acucar, seria de 1,6 parasitoides
(Trichogramma spp.) por ovo da praga. Essa estimativa € importante para aumentar
a eficacia do controle biologico, equilibrando a relacéo entre parasitoides e ovos da
praga alvo.

Deve ser também ressaltado que, além dos estudos de Lopes (1988), a
determinacao do numero ideal de parasitoides liberados varia dependendo do sistema
de cultivo e com as diferentes espécies de parasitoides. Portanto, € necessario
realizar testes para cada contexto, a fim de se estabelecer as proporcdes ideais
(praga/parasitoide) que garantam um controle eficaz.

Na literatura pertinente sao registradas diferentes faixas de liberacdo de
parasitoides em culturas de citros e outras frutas. Essas faixas variam de 70.000 a 3,8
milhdes de parasitoides por hectare, ou de 9.000 a 50.000 parasitoides por planta
(OATMAN e PLATNER 1985; HASSAN et al., 1988; NEWTON e ODENDAAL 1990;
GLENN e HOFFMANN, 1997; MILLS et al., 2000). E importante frisar que esses
nameros sao resultados de estudos especificos realizados em diferentes contextos e
devem ser adaptados as condicdes locais e as caracteristicas da praga-alvo em

guestao.

2.7. Cotesia flavipes

De origem asiética, o parasitoide C. flavipes foi introduzido em diferentes
regibes do mundo. No Brasil, em 1971, cientistas da Esalg/USP, Piracicaba, SP,
tentaram sua introducdo no Estado de Sao Paulo, sem sucesso. Em 1974, em uma
segunda tentativa no estado de Alagoas, se obteve uma alta taxa de parasitismo,
culminando com a implementacdo do Programa Nacional de Controle Integrado da
broca-da-cana-de-acucar pelo Planalsucar - Programa Nacional de Melhoramento da

Cana-de-Acucar, que se tornou com o passar dos anos o maior programa de controle
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biologico aplicado do mundo (MENDONCA et al., 1996; BOTELHO e MACEDO,
2002). Em 1978, novas linhagens do parasitoide, originarias da india e Paquistdo, com
maior resisténcia a regides frias e umidas, foram introduzidas no estado de S&o Paulo.
Com isso, os indices de parasitismo aumentaram devido a adaptabilidade dessas
linhagens (MENDONCA et al., 1996; BOTELHO e MACEDO, 2002).

2.7.1. Aspectos biologicos e morfolégicos de Cotesia flavipes

Cotesia flavipes € um inseto gregario, endoparasitico e cenobionte, com
aproximadamente 2 a 3 mm de comprimento e coloragdo negra (PINTO et al., 2006).
Por ser um parasitoide larval que se desenvolve por metamorfose completa
(holometabolia), seu ciclo de vida é influenciado especialmente pela idade do
hospedeiro, umidade e temperatura. A duracéo do periodo de ovo a pupa varia entre
11 e 18 dias, com o ciclo de vida se completando em aproximadamente 20 dias
(PADUA et al., 1994; EMANA, 2007).

Esse parasitoide pode realizar reproducdo por partenogénese arrenotoca, ou
seja, machos sdo originados de ovos néo fertilizados, enquanto fémeas se
desenvolvem a partir de ovos fertilizados. Uma caracteristica importante para a
diferenciacdo sexual é que as fémeas possuem antenas menores (BOTELHO e
MACEDO, 2002).

As fémeas de C. flavipes tém preferéncia pelas lagartas de D. saccharalis a
partir do 32 instar. ApGs localizar o hospedeiro, introduz o ovipositor e deposita de 60
a 65 ovos. Esses ovos sdo colocados na hemocele e, apés trés a quatro dias, as larvas
eclodem. O desenvolvimento larval é concluido em cerca de doze dias, passando por
trés instares, quando deixam as lagartas hospedeiras transformando-se em pupas
proximas a elas formando uma “massa de pupas”, de onde emergem os adultos
(MACEDO e ARAUJO, 2000; PARRA, 2000).

2.7.2. Cotesia flavipes no manejo de Diatraea saccharalis

Desde a introducéo de C. flavipes no Brasil foram registrados varios relatos de

sucesso ao longo dos anos, resultando em um crescimento anual de cerca de 20%
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em seu uso (PARRA e COELHO JUNIOR, 2019), sendo a espécie reconhecida como
um dos principais parasitoides utilizados no controle de D. saccharalis, com cerca de
trés milhbes e meio de hectares de cana-de-acglcar tratados anualmente no Brasil
(PARRA e COELHO, 2019).

Semelhante a Trichogramma, € importante estar atento a fatores externos,
como temperatura, para a liberacdo, uma vez que, segundo Rddas et al. (2019), a
minima oscilacdo de temperatura afeta a atividade desses insetos, sendo que, apés
entrarem no canavial, a variacao de temperatura diminui drasticamente, criando assim
um microclima que auxilia na atividade do parasitoide.

Avancos na tecnologia de liberacdo de C. flavipes ocorreram nos ultimos anos,
com a decisdo do momento mais oportuno para a liberacdo dependendo do método
de amostragem da praga que deve ser o mais preciso possivel e de facil aplicacéo,
garantindo o sucesso no controle da praga. Estudos realizados por Carvalho (2011b)
demonstraram maior precisdo de amostragem em duas linhas paralelas,
independentemente do tamanho dessas linhas. Com base nessa informagéo, Dinardo-
Miranda et al. (2011) desenvolveram uma nova metodologia de levantamento
periodico da populacdo da praga, tendo essa abordagem contribuido para o
aprimoramento do monitoramento e controle efetivo da praga.

Para a soltura manual de C. flavipes em areas de cana-de-acgUcar sao utilizados
oito pontos de liberacdo com 9000 parasitoides por hectare, obtendo-se desse modo
efeito significativo, especialmente nos casos de baixas infestacdes de lagartas (cerca
de 1000 por hectare) (IVAN et al., 2013). Mais recentemente estd sendo adotado
liberacdo de adultos de C. flavipes em capsulas por drones em linhas de 25 metros.

Quando o controle da broca-da-cana-de-acUcar € realizado exclusivamente
com C. flavipes torna-se necessério realizar pelo menos duas liberacdes durante a
safra. No entanto, € importante ressaltar que 0 uso desse inseto geralmente nédo reduz
a infestacao para menos de 3% (SOUZA et al., 2019).
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3. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia e Criagdo de
Insetos (LBCI), Departamento de Ciéncias da Producdo Agricola (Fitossanidade)
(DCPA-F), na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, SP. O estudo foi realizado em incubadora
B.O.D. com condi¢des controladas de temperatura (25 + 2°C), umidade relativa (70

+10%) e fotoperiodo (12 horas de luz/ escuro).

3.1. Obtencdo dos insetos (Diatraea saccharalis, Cotesia flavipes e
Trichogramma galloi)

Os insetos D. saccharalis e C. flavipes (Figura 1) foram obtidos em uma
biofabrica situada no municipio de Praddpolis, SP, enquanto T. galloi foi proveniente
de uma populagédo mantida no LBCI.

Figura 1. Posturas e lagartas de Diatraea
saccharalis (folha A4 e tubos de ensaio) e
massa pupal e adultos de Cotesia flavipes
(potes), oriundos da biofabrica.
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A criacdo do T. galloi foi realizada mediante a utilizacdo de posturas de D.
saccharalis, seu hospedeiro natural. Aproximadamente 500 ovos do hospedeiro foram
oferecidos aos parasitoides, os quais foram mantidos em tubos de ensaio de fundo
chato (8 cm de altura X 2 cm de diametro), contendo cerca de 30 fémeas recém-
emergidas do parasitoide. Uma goticula de mel foi depositada internamente na
superficie de cada tubo, a fim de servir de alimento para os adultos.

Os ovos do hospedeiro foram substituidos a cada 24 horas, ao longo de um
periodo de trés dias consecutivos. Os ovos foram, posteriormente, transferidos
utilizando-se pincas, para tubos semelhantes, vedados com filme plastico de PVC,
permanecendo nesses recipientes até a emergéncia dos adultos, que foram utilizados

nos bioensaios.

3.2. Inseticidas comerciais

Os produtos inseticidas comerciais testados foram: Belt®, Exalt®, Intrepid®
Match® e Revolux®. Belt®, Match® e Revolux® foram utilizados nas dosagens
recomendadas pelos fabricantes (Tabela 1) para controle de D. saccharalis na cana-
de-agucar. Os produtos Exalt® e Intrepid® foram utilizados por conter os ingredientes
ativos presente no Revolux® e, embora ndo possuam dose recomendada para a cana-
de-acucar, sdo empregados no controle de D. saccharalis na cultura do sorgo
(AGROLINK, 2021). Para obtencéo das dosagens, os inseticidas foram diluidos em
agua deionizada conforme recomendado pelos fabricantes e ajustadas ao volume

utilizado nos bioensaios (200 mL).
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Tabela 1. Inseticidas e respectivas dosagens recomendadas pelos fabricantes para
aplicacdo em campo e dosagens dos produtos utilizadas nos bioensaios de avaliacédo

da toxicidade a parasitoides.

Dosagem do Volume da [L)J?i?iaz?izr:

Tratamento i.a.
calda (L) (mL/200 mL
(mL/ha) 5
de 4gua)

Match® EC (lufenuron) 300 a 400 200 0,35
Revolux® (metoxifenozida + espinetoram) 100 a 200 200 0,15
Intrepid® 240 SC (metoxifenozida) 150 a 180 300 0,11
Belt® (flubendiamida) 70 a 100 200 0,085
Exalt® (espinetoram) 50 a 100 150 0,10

i.a — ingrediente ativo

3.3. Criagéo de Trichogramma galloi no laboratério

Os espécimes de T. galloi utilizados nos bioensaios foram oriundos da criacédo
mantida no LBCI, seguindo a metodologia descrita por De Bortoli (2012) com algumas
adaptacdes. Para a manutencdo dessa criacdo em laboratério, ovos de C.
cephalonica foram fixados em cartelas de papel cartolina (4,0 cm x 1,0 cm) contendo
adesivo dupla face. Na parte posterior da cartela foi anotada a data de oferecimento
dos ovos aos parasitoides, para controle do desenvolvimento e previsdo de
emergéncia dos adultos. Os ovos do hospedeiro foram distribuidos uniformemente na
superficie do adesivo e, em seguida, as cartelas foram expostas a luz germicida por
45 minutos para a inviabilizacdo dos embrides, prevenindo a emergéncia das larvas
do hospedeiro. As cartelas com os ovos esterilizados foram entdo oferecidas aos
parasitoides adultos e mantidas em tubos de ensaio de fundo chato (8,0 cm x 2,0 cm),
vedados com filme de PVC. Para a alimentacdo dos parasitoides adultos foi
depositada uma goticula de mel na superficie interna dos tubos. As cartelas oferecidas
aos parasitoides foram levadas para a sala de criacdo, com temperatura de 25 + 1°C,
umidade relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro,
sendo expostas ao parasitismo por 24 horas.

Para a realizacéo dos bioensaios, a criacao de T. galloi foi realizada a partir de

posturas de D. saccharalis, como citado anteriormente, com aproximadamente 500
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ovos do hospedeiro oferecidos aos parasitoides em tubos de ensaio de fundo chato
(8,0 cm de altura x 2,0 cm de diametro), contendo cerca de 30 fémeas recém-
emergidas do parasitoide e uma gota de mel adicionada a superficie lateral interna de
cada tubo como alimento. Os ovos foram substituidos a cada 24 horas por 3 dias
consecutivos, sendo aqueles parasitados transferidos para outros tubos semelhantes,
vedados com filme plastico de PVC, onde emergiram os adultos utilizados nos
bioensaios.

Com relagéo as demais criagOes (C. flavipes e D. saccharalis), as informacgdes

nao foram disponibilizadas pela biofabrica que cedeu os insetos.

3.4. Bioensaios

3.4.1. Toxicidade dos inseticidas a parasitoides adultos

Para avaliar a toxicidade por contato dos inseticidas, adotou-se a metodologia
do ensaio de residuo seco, adaptada de Ko et al (2015). Diferente de Ko et al (2015),
0s tubos permaneceram secando por mais tempo e os parasitoides foram expostos
aos inseticidas todo tempo, ou seja, permaneceram no tubo até a morte. Foram
aplicados 5,0 mL da calda dos inseticidas, nas dosagens recomendadas pelos
fabricantes, conforme indicado na Tabela 1, em tubos de vidro de fundo chato (8,0 cm
de altura x 2,0 cm de diametro), com os tubos submetidos a rotacdo manual a fim de
garantir distribuicdo homogénea do inseticida na superficie interna (Figura 2).

Como grupo controle, utilizaram-se tubos completamente secos e livres de
qualquer agente quimico. Apés a aplicacdo dos produtos, os tubos foram dispostos
em uma camara de fluxo laminar, onde permaneceram em condi¢cfes de temperatura
ambiente por um periodo de 24 horas para a completa secagem. Em seguida, adultos
de C. flavipes (N= 10) e de T. galloi (N= 15), com idade até 24 horas, foram
introduzidos nos tubos de ensaio, sem adicdo de alimento e os tubos vedados com
filme de PVC. Foram conduzidas 10 repeticdes para cada tratamento, com ambos 0s
parasitoides. Decorridas 24 horas de exposicdo aos inseticidas procedeu-se a

contagem do numero de individuos mortos.



18

Figura 2. Impregnacao de tubo de ensaio de fundo
chato com 5mL de calda inseticida.

3.4.2. Determinagéo da CLso para Diatraea saccharalis

Lagartas de 22 instar de D. saccharalis foram utilizadas para a determinagéo da
CLsode cada inseticida. Para tanto, foram testadas sete dosagens (100%, 85%, 70%,
55%, 40%, 25% e 10%) em funcdo da dose média recomendada (Tabelal), sendo
aplicada a calda dos produtos inseticidas em cada lagarta (2,0 uL/ lagarta, formando
uma goticula ao seu redor). As lagartas foram observadas diariamente durante cinco
dias a partir da aplicacao, para verificacdo da mortalidade (Figura 3).

Para garantir uma amostragem adequada foram utilizadas 100 lagartas por
dosagem/tratamento. A mortalidade de lagartas foi avaliada considerando-se como
morta aquela que apresentava total imobilidade ao ser tocada por um pincel de cerdas

macias.
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Figura 3. Aplicacdo de calda inseticida em lagartas de 2° instar de
Diatraea saccharalis (A) e avaliacdo da mortalidade (B).

3.4.3. Parasitismo de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea saccharalis
tratados com inseticidas

Cartelas com posturas de D. saccharalis, com média de 25 ovos até 24 horas
de desenvolvimento embrionério, foram impregnadas com produtos inseticidas
conforme as dosagens obtidas nos bioensaios para determinacdo da CLso em lagartas
(tépico 4.4.2). As posturas foram imersas nas caldas inseticidas por 10 segundos e,
apos este procedimento, foram mantidas em camera de fluxo laminar até a secagem
(Figura 4). Para o controle, novamente foram utilizados tubos completamente secos e
livres de qualquer tratamento. Posteriormente, as posturas foram oferecidas a T. galloi
durante 24 horas. Foi utilizado um casal do parasitoide para cada postura em um tubo
de ensaio de fundo chato (8,0 cm x 2,0 cm), constituindo uma repeticdo. No total foram
realizadas 20 repeticbes por tratamento, incluindo o grupo testemunha (Figura 4). Os
tubos foram vedados com filme plastico PVC apés a introducdo dos parasitoides e
armazenados em camaras tipo BOD a 25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e
fotoperiodo de 12h L:12h E.
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Figura 4. Posturas de Diatraea saccharallis imersas em calda
inseticida (A) e posteriormente oferecidas ao parasitoide.

Posteriormente, os tubos foram monitorados do inicio da emergéncia do
primeiro individuo até a morte de todos os adultos emergidos, sendo determinada a
porcentagem de parasitismo (nUmero de ovos escuros/nimero de ovos oferecidos x
100); porcentagem de emergéncia (nUmero de adultos emergidos/nimero de ovos
parasitados x 100). Também foi determinado o periodo de ovo a pupa e periodo pupa,

além do periodo de longevidade dos adultos (sem alimento).

3.4.4. Parasitismo de Cotesia flavipes em lagartas de Diatraea saccharalis
tratadas com inseticidas

Lagartas de D. saccharalis de terceiro instar foram expostas a ClLso dos
inseticidas (2 pL), na regido dorsal proximo a cdpsula cefalica e mantidas em placas
de Petri descartaveis (6,0 cm de diametro) por duas horas. Vale ressaltar que a
determinacdo da CLso foi realizada em lagartas de segundo instar por ser este
normalmente o estdgio que a lagarta entra no colmo, sendo no bioensaio de
parasitismo utilizadas lagartas de terceiro instar, por ser este o estagio parasitado por
C. flavipes. Depois deste periodo, as lagartas foram oferecidas aos parasitoides
(Figura 5) na proporcéo de uma lagarta por fémea do parasitoide, sendo considerada
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como parasitada a lagarta que tivesse o adulto de C. flavipes imével por no minimo
cinco segundos e realizasse o levantamento das asas, comportamento de oviposi¢ao
da espécie. Posteriormente, cada grupo de cinco lagartas parasitadas foi colocado em
uma placa de Petri descartavel (6,0 cm de didmetro) contendo um pedaco de dieta
artificial (2 cm x 2 cm), sendo cada placa considerada uma repeticdo. Foram
realizadas 20 repeticdes por tratamento, num total de 120 repeticdes nesse bioensaio.

Foram determinadas as taxas de parasitismo (nimero de lagartas
parasitadas/nimero de lagartas oferecidas x 100) e de emergéncia (numero de
adultos /numero de casulos do parasitoide x 100). Também foi determinado o periodo

de ovo a pupa e periodo pupa, além da longevidade dos adultos (sem alimento).

Figura 5. Lagarta de Diatraea saccharallis, impregnada
com inseticida, oferecida ao parasitismo por Cotesia
flavipes.

3.5. Anédlise estatistica

O delineamento dos estudos descritos nos tépicos 3.4.3 e 3.4.4 foi inteiramente
casualizado. Em ambos foram utilizados seis tratamentos com 20
repeticbes/tratamento. Os dados foram submetidos aos testes de Kolmogorov e
Barttlet para verificagdo da normalidade e homogeneidade de variancia,
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respectivamente. Os resultados foram analisados pelo PROC ANOVA, com as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. Quando ndo atenderam aos
requisitos da ANOVA foram submetidos a anélise ndo paramétrica, sendo as médias
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando o PROC NPARWAY (SAS
INSTITUTE, 2022).

Os resultados de mortalidade, porcentagem de parasitismo e porcentagem de
emergéncia foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk (SHAPIRO e WILK, 1965)
e Barttlet (SNEDECOR e COCHRAN, 1989) para verificagdo de normalidade e
homogeneidade da variancia, respectivamente. Quando foi encontrada diferenca
significativa, o teste de Tukey (P =< 0,05) foi utilizado para comparagdes entre os
tratamentos. Para os dados que nédo atenderam aos requisitos da ANOVA utilizou-se
a analise ndo paramétrica, com as médias comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis
utilizando o PROC NPARWAY.

Para a estimativa das Concentracfes Letais 50 (CLso), os resultados de
mortalidade foram submetidos a andlise de variancia usando a Andlise de Probit pelo
programa SAS (SAS INSTITUTE, 2022).
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo comprovam que produtos quimicos
utilizados no controle de pragas da cana-de-acUcar podem afetar inimigos naturais
presentes no ambiente, como aconteceu com as duas espécies de parasitoides
utilizados no trabalho atual.

Os resultados de mortalidade de C. flavipes e T. galloi, expressos em
porcentagens, apos 24 horas da aplicacdo dos tratamentos encontram-se na Tabela
2. Nos bioensaios com C. flavipes, o grupo controle apresentou taxa de mortalidade
média de 34,00% + 7,91, enquanto os inseticidas Match®, Revolux®, Intrepid® e Exalt®
resultaram em taxas de mortalidade superiores a 90%. A menor toxicidade a este
parasitoide foi demonstrada pelo Belt®, com apenas 22,00% * 5,12 de mortalidade.
Os resultados da analise estatistica (x2 = 52,51; p < 0,0001) indicaram diferencas
altamente significativas entre os tratamentos, destacando-se que Belt® provocou
mortalidade inferior & do controle.

No caso de T. galloi, o controle apresentou taxa de mortalidade média de
37,33% + 7,38, enquanto os inseticidas Match®, Revolux®, Intrepid® e Exalt®
apresentaram taxas de mortalidade de superiores a 80%, diferindo significativamente
do grupo controle e semelhantes entre si (x2 = 44,44; p < 0,0001). O inseticida Belt®
resultou em mortalidade inferior a 60%, significativamente menor que os demais

produtos inseticidas.

Tabela 2. Mortalidade de adultos de Cotesia flavipes e Trichogramma galloi em
contato com residuo seco de inseticidas, 24 horas ap6s exposicéo.

Tratamentos Mortalidade Mortalidade
C. flavipes?! (%) T. galloi? (%)
Controle 3400+791b 37,33+7,38¢C
Match® 100,00 + 0,00 a 92,66 +4,91 a
Revolux® 100,00 £ 0,00 a 100,00 + 0,00 a
Intrepid® 94,00 £ 2,66 a 82,66 £ 6,68 a
Belt® 22,00+512c 58,66 +2,39b
Exalt® 100,00 + 0,00 a 100,00 + 0,00 a

1=y2=52,51; p <0,0001
2=y?2=44,44; p < 0,0001

Médias seguidas de mesmas letras, nas colunas, ndo diferem entre si.
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Os resultados da determinacao das concentracdes letais (CLso) dos produtos a
D. saccharalis, utilizadas na avaliacdo de efeitos subletais em C. flavipes e T. galloi,
sao apresentados na Tabela 3.

Os resultados da Tabela 4 reportam as taxas de parasitismo e de emergéncia
de C. flavipes quando exposta aos hospedeiros (lagartas) tratados com inseticidas.
Como esperado, a taxa de parasitismo no grupo controle foi a mais elevada (93,68%
+ 2,67), diferindo significativamente dos inseticidas, exceto o espinetoram (Exalt®),
gue apresentou parasitismo de 84,00 = 4,49%. Para os demais inseticidas - lufenuron
(Match®), flubendiamida (Belt®) e metoxifenozida + espinetoram (Revolux®), o
parasitismo foi significativamente menor, variando entre 30% e 70%. Em relacdo a
classificacdo de toxicidade segundo a IOBC/WPRS, Match® e Exalt® foram
considerados indcuos, enquanto Belt®, Revolux® e Intrepid® se mostraram levemente

Nnocivos.

Tabela 3. Toxicidade (CLso) de inseticidas aplicados topicamente em lagartas de 22
instar de Diatraea saccharalis.

Tratamentos CLso (mL) GL X2

Match® 0,0477 (0,0321 - 0,0592) 6 11,9860
Revolux® 0,0003 (0,0003 - 0,0007) 8 12,2486
Intrepid® 0,0565 (0,0502 - 0,0639) 4 4,1981
Belt® 0,0020 (0,0011 - 0,0030) 5 10,2149
Exalt® 0,0043 (0,0030 - 0,0063) 5 3,4065

A emergéncia de C. flavipes no grupo controle foi a mais elevada (93,61% =+
1,01), com Match® (46,45% =+ 3,54) apresentando a menor taxa de emergéncia,
diferindo significativamente do controle e dos demais tratamentos. Com emergéncia
superior a 88%, os inseticidas Belt®, Revolux® e Exalt® ndo diferiram do controle e,
portanto, ndo demonstraram efeito negativo neste parametro, sendo considerados
inbcuos. Apesar de inferior aos demais inseticidas, o Intrepid® (72,70%) também foi
classificado como in6cuo em relacéo a emergéncia de C. flavipes.

Os resultados referentes a acao dos inseticidas nos parametros biologicos de
C. flavipes incluiram o periodo ovo-pupa, periodo pupal e longevidade (Tabela 5). Foi
observado que os tratamentos Intrepid® e Revolux® apresentaram o periodo ovo-pupa

mais curto, com meédia de 11,00 £ 0,00 dias, enquanto este periodo no grupo controle
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foi de 15,50 + 0,50 dias. Por outro lado, os tratamentos Belt® e Exalt® tiveram os
periodos mais longos, ambos com 18,00 + 0,00 dias.

Em relacdo ao periodo pupal, observou-se que o tratamento com Match®
resultou em uma fase pupal mais longa, com média de 8,75 £ 0,048 dias, enquanto
no controle este periodo foi de 7,48 + 0,054 dias. Por outro lado, os tratamentos Belt®,
Exalt®, Intrepid® e Revolux® exibiram um periodo pupal significativamente mais curto,
com meédia de cinco dias. A ANOVA demonstrou diferengas altamente significativas
(x? = 368,64, p < 0,0001) entre os tratamentos, indicando que a escolha do tratamento

afeta substancialmente o periodo pupal dos organismos estudados.

Tabela 4. Frequéncias relativas de parasitismo e emergéncia de Cotesia flavipes em
lagartas de Diatraea saccharalis tratadas com inseticidas.

Tratamentos  Parasitismo (%)  RP! (Cll(l)a;sc,:()ag Emeztijnma RE? (CI:(I)aBSé;
Controle 93,68 £ 2,67 a - - 93,61+£1,01a - -
Match® 69,75+£3,22b 25,54 1 46,45+ 3,54c 50,38 2
Revolux® 51,57+491b 44,95 2 89,22+2,01a 4,69 1
Intrepid® 30,00 £5,04c 67,98 2 72,70£2,98b 22,34 1
Belt® 61,17 +7,75b 34,70 2 91,07+1,21a 2,71 1
Exalt® 84,00 £ 4,49 a 10,33 1 88,72+1,76 a 5,22 1

Ve 50,83 62,75

P <0,0001 <0,0001

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey P < 0,05).

RP?! - efeito do inseticida no parasitismo; RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt = parasitismo no tratamento e PC no controle.
RE? - efeito do inseticida na emergéncia; RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et = emergéncia no tratamento e Ec no
controle.

Classes da IOBC/WPRSS? para teste de seletividade, onde 1 = in6cuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3
= moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%).

Em todos os tratamentos, incluindo o controle, a longevidade ficou entre 2,0 e
2,6 dias (Tabela 5). Longevidade significativamente maior foi observada no tratamento
com Match® (2,60 dias), enquanto a menor ocorreu com Revolux® (2,00 dias). O
controle e os demais inseticidas apresentaram efeitos intermediarios e semelhantes
entre si.

As frequéncias relativas de parasitismo e emergéncia de T. galloi expostos aos
tratamentos sé@o apresentadas na Tabela 6. No controle o parasitismo foi de 7,73%,

resultado semelhante ao Exalt® (7,22%). Embora com frequéncia relativa de
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parasitismo bem maior, o Intrepid® (13,34%) néo diferiu significativamente do controle.
O tratamento com os inseticidas Match® (0,85%) e Revolux® (1,28%) resultaram em
baixas taxas de parasitismo (<1,3%), superadas apenas pelo Belt®, no qual néo
ocorreu parasitismo. Em relacdo a classificacdo de toxicidade da IOBC/WPRS, o
Exalt® encontra-se na Classe 1 (indécuo), enquanto Match® e Revolux® foram
classificados como moderadamente nocivos (Classe 3) e Belt® mostrou-se nocivo
(Classe 4) ao parasitoide. Deve ser destacado que o tratamento com Intrepid®
aparentemente provocou um aumento no parasitismo quando comparado com o
controle, apesar de ndo ter um RP calculado, pode ser considerado inécuo ao

parasitoide segundo a classificacdo da IOBC/WPRS.

Tabela 5. Duracdo de parametros bioldgicos de Cotesia flavipes apés parasitismo em

lagartas de Diatraea saccharalis tratadas com inseticidas.

Periodo ovo-pupa Periodo pupal Longevidade de

Tratamento

(dias) (dias) adultos (dias)

Controle 15,50 + 0,50 b 7,48 £ 0,054 b 2,12+ 0,10 bc
Match® 14,24+ 0,43 ¢ 8,75+ 0,048 a 2,60+0,09 a
Revolux® 11,00 £ 0,00d 5,00 £ 0,000 ¢ 2,00+£0,15¢c
Intrepid® 11,00+ 0,00d 5,00 £ 0,000 ¢ 2,04+0,14c
Belt® 18,00 + 0,00 a 5,00 £ 0,000 ¢ 2,08 £ 0,13 bc
Exalt® 18,00 £ 0,00 a 5,00 £ 0,000 ¢ 2,25+ 0,13 abc

X° 370,14 368,64 12,82

P <0,0001 <0,0001 0,025

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey P < 0,05).

Quanto a emergéncia de T. galloi, o grupo controle apresentou frequéncia
relativa de 50,58%, ndo diferindo significativamente do Intrepid® (42,69%) e do Exalt®,
(70,25%), embora a emergéncia neste ultimo tenha sido maior. Match® (12,00%) e
Revolux® apresentaram menores taxas de emergéncia, estatisticamente semelhantes
entre si. Ndo houve emergéncia no tratamento com Belt®, uma vez que ndo houve
parasitismo nos ovos tratados com este inseticida. O Exalt® promoveu maior
frequéncia de adultos emergidos do que o grupo controle, o que permite classifica-lo
como inécuo, assim como o Intrepid®. Match® e Revolux® se apresentam como

levemente nocivos, demonstrando um efeito parcialmente negativo neste parametro.
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Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados relativos a duracao dos periodos
de desenvolvimento de ovo a adulto. Nos tratamentos inseticidas avaliados, assim
como no controle, a duragédo do periodo ovo-adulto variou entre 11,3 a 11,9 dias, nao
havendo diferencas significativas entre tratamentos e controle. Nao foi possivel avaliar
este parametro em relacédo ao Belt®, uma vez que ndo houve parasitismo.

A longevidade dos individuos de T. galloi que emergiram de ovos previamente
tratados, embora aparentemente semelhantes, com variacdo entre 1,3 e 1,9 dias,
apresentou diferencas significativas entre tratamentos e controle (Tabela 7). A maior
longevidade foi observada no controle (1,90 dias), entretanto, nao diferiu
significativamente dos tratamentos com Exalt® (1,78 dias) e o Match® (1,66 dias).
Embora essas diferencas ndo fossem estatisticamente significativas, esses
tratamentos resultaram em longevidades ligeiramente mais curtas em comparacéo
com o controle. Por outro lado, os tratamentos Intrepid® (1,41 dias) e Revolux® (1,33
dias) apresentaram longevidade significativamente mais curtas que o controle. Assim
como na andlise anterior, o tratamento Belt® ndo apresentou resultados de
longevidade devido a morte dos adultos antes do parasitismo dos ovos oferecidos. A
andlise estatistica (x> = 14,14, p = 0,0069) indicou diferencas significativas na
longevidade entre os tratamentos. Esses resultados sugerem que a selecdo do
tratamento pode influenciar de maneira significativa a longevidade dos individuos
emergidos de hospedeiros tratados com inseticidas, com implicagdes importantes

para o sucesso reprodutivo e o potencial impacto na populagéo-alvo.

Tabela 6. Frequéncias relativas de parasitismo e emergéncia de Trichogramma galloi
em ovos de Diatraea saccharalis tratados com inseticidas.

Tratamento Para(so}(')t;smo RP! (CI:CI)aBSé; Emezgot)anma RE2 EIZIC;'JIBS(S;)ES
Controle 7,73+3,60 a - - 50,58 + 5,33 ab - -
Match® 0,85+0,85b 89,00 3 12,00 £ 12,00 c 76,28 2
Revolux® 1,28+0,88b 83,44 3 20,00 £ 20,00 bc 60,46 2
Intrepid® 13,34 +£6,05a - - 42,69 + 8,47 ab 15,60 1
Belt® 0,00+0,00b 100,00 4 - - -
Exalt® 722+268a 6,60 1 70,25+ 1591 a - -
X2 13,47 19,95

P 0,0193 0,0013

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey P < 0,05).

1RP - efeito do inseticida no parasitismo; RP (%) = (1-Pt/Pc) x 100; Pt = parasitismo no tratamento e PC no controle.

?RE - efeito do inseticida na emergéncia; RE (%) = (1 — Et/Ec) x 100; Et = emergéncia no tratamento e Ec no controle.

3Classes da IOBC/WPRS para teste de seletividade, onde 1 = in6cuo (<30%), 2 = levemente nocivo (30-79%), 3 = moderadamente nocivo (80-99%), 4 = nocivo (>99%).
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Vale notar que as médias do periodo ovo-adulto ndo diferem significativamente
entre si (Tukey P < 0,05), indicando que, embora tenham ocorrido variacdes nos
resultados, essas variagOes ndo sao estatisticamente significativas em comparacao
com o Controle. No entanto, mesmo que as diferencas ndo sejam estatisticamente
significativas, podem ter implicacdes praticas em contextos de manejo de pragas e
controle biolégico, destacando a necessidade de avaliar cuidadosamente os efeitos

de diferentes tratamentos em campo.

Tabela 7. Duracao de parametros biolégicos de Trichogramma galloi apds parasitismo

em ovos de Diatraea saccharalis tratados com inseticidas.

Tratamento Periodo ovo-adulto (dias) Longevidade (dias)
Controle 11,90+ 0,20 a 1,90+ 0,13 a
Match® 11,83+0,30 a 1,66 + 0,21 ab
Revolux® 11,33+ 0,16 a 1,33+0,21c
Intrepid® 11,72+ 0,08 a 1,41 + 0,06 bc
Belt® - -
Exalt® 11,85+0,10 a 1,78+ 0,26 a

X2 4,27 14,14

P 0,37 0,0069

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey P < 0,05).

Esses resultados tém implicagbes significativas na gestdo de pragas e na
agricultura, pois a longevidade dos individuos pode influenciar a eficiéncia de

estratégias de controle a longo prazo e o potencial impacto sobre a populacdo-alvo.
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5. DISCUSSAO

Inseticidas toxicos para pragas-alvo, mas seguros para inimigos naturais,
deveriam ser os mais indicados e utilizados em programas de MIP, no entanto,
diversos produtos de amplo uso e eficiente controle de pragas-alvo, apresentam sérios
riscos ao homem, ao ambiente e aos inimigos naturais (BUENO et al., 2011; CLOYD
e BETHKE, 2011; SABER e ABEDI, 2013). Dessa forma, € necessario que para o
estabelecimento de programas de MIP ocorra uma selecdo de inseticidas eficientes
no controle da praga-alvo, mas que a0 mesmo tempo sejam seletivos aos inimigos
naturais (MOURA et al., 2006).

No presente estudo, a flubendiamida (Belt®), por contato, apresentou a menor
taxa de mortalidade dentre os produtos inseticidas testados em adultos de C. flavipes
(22,00%) e T. galloi (58,66%). Estes resultados corroboram o estudo de Barros (2016),
no qual as diamidas clorantraniliprole e flubendiamida foram classificadas como
inGcuas a parasitoides do género Trichogramma. De forma semelhante, Matioli et al.
(2019), testando o efeito letal de clorantraniliprole (Altacor®), também uma diamida,
em C. flavipes, ndo observaram mortalidade significativa de adultos apds 24 horas de
exposi¢do. Entretanto, Legaspi et al. (2000) concluiram que a flubendiamida € toxica
para T. galloi e pode ser seletiva a C. flavipes, desde que aplicada nas folhas das
culturas manejadas um dia antes da liberacdo dos parasitoides. Oliveira (2023), em
estudo recente, também enfatizam a dificuldade do parasitismo de T. galloi em
laboratério, obtendo uma taxa de parasitismo de 80% utilizando uma proporcao de
cinco parasitoides para um ovo, sendo que, no presente estudo, a proporc¢éao utilizada
foi de um parasitoide para cerca de 30 ovos. A auséncia de parasitismo dos ovos de
D. saccharalis tratados com flubendiamida pode ainda ter ocorrido pela rejeicdo do
parasitoide ao ovo impregnado, ou ainda, devido a inviabilizagdo do ovo ou morte do
embrido em inicio de desenvolvimento, apdés contato com o produto durante a
oviposicao.

A partir desses estudos e resultados, é importante considerar que as
metodologias adotadas para avaliacdo de toxicidade de produtos quimicos a pragas
e inimigos naturais podem n&o apenas influenciar resultados, mas resultar em

resultados conflitantes.
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O inseticida metoxifenozida (Intrepid®) é um regulador de crescimento que age
como um hormoénio envolvido no processo de ecdise dos insetos, sendo amplamente
utilizado no controle de pragas da ordem Lepidoptera (LOETTI e BELLOCQ, 2017).
Entretanto, Desneux et al. (2007) indicaram que alguns inseticidas pertencentes a
esse grupo afetam o desenvolvimento de parasitoides e predadores, especialmente
gquando sao avaliados efeitos subletais. No presente estudo foi observada uma
reducdo da taxa de parasitismo de C. flavipes proxima a 70% em lagartas, sendo este
inseticida classificado como levemente nocivo a essa espécie. Por outro lado, a
metoxifenozida resultou em um aumento de cerca de 73% (em relacdo ao grupo
controle) no parasitismo de T. galloi em ovos de D. saccharalis, sendo considerado
in6cuo ao parasitoide. Resultados semelhantes foram obtidos por Bueno et al. (2008)
com outra espécie de Trichogramma, ao verificarem mais de 90% de parasitismo de
T. pretiosum em ovos de A. kuehniella tratados com metoxifenozida, concluindo que
este inseticida foi inGcuo também a essa espécie.

O inseticida espinetoram (Exalt®) apresentou elevada toxicidade residual a
adultos de C. flavipes e T. galloi, com 100% de mortalidade a ambas as espécies em
um periodo de 24 horas ap0s contato. Semelhante toxicidade foi também observada
por Khan et al (2015) a adultos de Trichogramma pretiosum expostos a 25% e 50%
da concentracdo de espinetoram recomendada para uso no campo. Também Parra
(2018) encontrou elevada toxicidade do espinetoram a T. pretiosum, sendo este
inseticida classificado como moderadamente nocivo (classe 3). Embora a longevidade
de T. galloi no tratamento com espinetoram tenha sido menor que a do controle no
presente estudo, este parametro nao foi significativamente afetado pelo inseticida,
contrastando com a reduzida longevidade observada por Parra (2018) em estudo com
T. pretiosum.

Com relacdo a associacdo metoxifenozida + espinetoram (Revolux®), seu efeito
levemente nocivo observado em relacdo ao parasitismo de C. flavipes pode ter sido
decorrente da acdo da metoxifenozida, uma vez que esse inseticida, aplicado
isoladamente, demonstrou ser levemente nocivo, enquanto o espinetoram foi indcuo.
Por outro lado, o efeito moderadamente nocivo da associagéo ao parasitismo de T.
galloi ndo pode ser explicado pelos inseticidas componentes, uma vez que ambos se

mostraram in0cuos a este parametro. Entretanto, torna-se importante ressaltar que,
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como salientado por Foerster (2002), os inertes presentes nas formulacbes de
produtos comerciais podem apresentar efeitos adicionais, positivos ou negativos, nos
parasitoides.

O lufenuron (Match®) mostrou-se in6cuo em relacdo ao parasitismo de C.
flavipes em lagartas de D. saccharalis e moderadamente nocivo para T. galloi em ovos
deste lepiddptero. De forma semelhante, Fonseca et al. (2015) verificaram que este
inseticida ndo afetou o parasitismo de C. flavipes em ovos de Diatraea flavipenella
Box, 1931 (Lepidoptera: Crambidae), entretanto, provocou atraso no desenvolvimento
do parasitoide, o que foi observado no presente estudo apenas durante a fase pupal.
Tal divergéncia pode ter ocorrido em funcdo do hospedeiro, evidenciando sua
importancia nestas avaliagdes. Contrastando com os estudos mencionados, Assine et
al. (2023) relataram total inibigcdo do parasitismo de C. flavipes em hospedeiro tratado
com 25% da dose recomendada.

Rodrigues et al. (2017) estudaram o efeito de lufenuron (Match®) em T. galloi, T.
exiguum Pinto & Platner, 1978 e T. atopovirilia Oatman & Platner, 1983, classificando
0 inseticida entre nocivo e levemente nocivo, e que, em especial para T. galloi, o
produto foi levemente nocivo em relacdo a emergéncia dos insetos, corroborando com
o resultado encontrado neste trabalho, enquanto em relacédo ao parasitismo ocorreu

toxicidade para T. galloi.
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6. CONCLUSAO

O inseticida Belt® (flubendiamida) ndo apresenta toxicidade significativa a
adultos de C. flavipes, no entanto, causa significativa mortalidade a adultos de T.
galloi. O Exalt® (espinetoram) aplicado em D. saccharalis (ovos e lagartas) é o mais
seletivo dos inseticidas estudados, nao afetando significativamente o parasitismo e
emergéncia das referidas espécies de parasitoides. Os inseticidas Intrepid®
(metoxifenozida), Match® (lufenuron) e Revolux® (metoxifenozida + espinetoram)

apresentaram elevada toxicidade e reduzida seletividade aos parasitoides estudados.
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