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RESUMO GERAL

Dentre as pragas que podem causar injarias a cana-de-agUcar, destacam-se as mais
importantes Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) e
Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) é produzido em escala comercial em
laboratérios do Brasil e liberado em plantios de cana-de-agtcar mostrando-se eficiente
na regulagéo de populagdes de D. saccharalis. Mahanarva fimbriolata atualmente pode
ser controlada com o uso do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae). Assim o objetivo
desta pesquisa foi avaliar o efeito de formulacBes comerciais a base de Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 (Hypocreales: Clavicipitaceae) e M. anisopliae
sobre as caracteristicas bioldgicas do parasitoide C. flavipes. Para o desenvolvimento do
primeiro experimento dez fémeas do parasitoide foram expostas, em copos descartaveis
com tampa, a uma superficie de contato de 9 cm? tratada com 1 mL das suspensdes dos
bioinseticidas comerciais Biometha WP Plus®, Biovéria G®, Metarril WP ©, Boverril
WP® e Metié WP®, em trés concentracdes 1x10°con.mL?, 5x10°con.mL™e
10x10°on.mL™. Foram utilizadas, separadamente, duas superficies de contato: folhas
de cana-de-acucar desinfestadas com solucdo de hipoclorito (0,02%) e papel filtro. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, cada bioensaio foi composto
por 16 tratamentos contendo 5 repeticdes com 10 fémeas do parasitoide, totalizando 50
fémeas por tratamento e a mortalidade foi avaliada diariamente apds 24, 48, 72, 96 e
120 horas. De maneira geral, sobre a superficie da folha de cana-de-acucar todos os
bioinseticidas a base de M. anisopliae e B. bassiana causaram baixa mortalidade aos
adultos de C. flavipes apés 24 horas da aplicacdo. Apenas Biometha WP Plus® (M.
anisopliae) sobre a superficie de contato papel filtro causou mortalidade acumulada
mais alta que a testemunha para todas as concentracdes testadas e Metié WP® (M.
anisopliae) na concentracdo de 1x10° con.mL™ na avaliacdo de 48 horas depois da
aplicacdo. Para o0s bioinseticidas a base do fungo B. bassiana em todas as
concentracdes, foram os mais eficientes ndo causando mortalidade 24 horas depois da
aplicacdo. Analisando os tratamentos que causaram as menores mortalidades através de
uma andlise de regressao linear, foi observado que em ambos os tratamentos até 72
horas depois da aplicacdo ocorreram mortalidades abaixo de 30% nos adultos de C.

flavipes, permitindo que o adulto do parasitoide sobreviva tempo suficiente para realizar
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0 parasitismo de D. saccharalis, podendo entdo ser realizada liberacGes deste inimigo
natural na mesma &rea onde se foi utilizada aplica¢bes destes bioinseticidas sem que
seja reduzida a eficiéncia no controle de D. saccharalis. O segundo experimento
realizado com as pupas de C. flavipes foi composto pelos mesmos bioinseticidas nas
mesmas concentracdes e a testemunha sem aplicacdo dos entomopatdgenos, totalizando
16 tratamentos, em um delineamento experimental inteiramente casualizado. Na
primeira parte deste experimento cada tratamento foi representado por 10 massas de
pupas de C. flavipes e cada repeticdo apresentou uma massa de pupas com potencial de
emergéncia de 50 adultos do parasitoide. As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram:
emergéncia, progénie, nimero de machos e fémeas, longevidade de machos e fémeas e
parasitismo. Em uma segunda parte deste experimento foi avaliado a emergéncia dos
adultos de C. flavipes oriundos das lagartas parasitadas anteriormente e a longevidade
destes machos e fémeas (Geracdo F1). Ocorreram reducdes na longevidade das fémeas
no tratamento Metarril WP® 10x10°con.mL™ e na longevidade dos machos nos
tratamentos Metié WP® 1x10°con.mL™ , Biometha WP Plus® 5x10°con.mL™, Metarril
WP®  10x10°con.mL™, Biometha WP Plus® 1x10°%on.mL™, Metarrii WP®
1x10°con.mL?, Metié WP® 10x10°on.mL™ e Metarril WP® 5x10°%on.mL™ para
produtos a base de M. anisopliae. Nos tratamentos com os produtos a base de B.
bassiana a longevidade das fémeas e dos machos foi menor para Boverril WP® 1x10°
con.mL™ e 10x10°%on.mL™, porém a reducdo ndo influenciou no parasitismo das
fémeas de C. flavipes. O parasitismo é a principal relacdo estabelecida entre o
parasitoide e o hospedeiro. Relatando entdo que os fungos entomopatogénicos ao
entrarem em contato com as pupas de C. flavipes este fato ndo vai influenciar no
controle de D. saccharalis podendo entdo ser viavel o uso conjunto destas duas formas

de controle bioldgico na cultura da cana-de-agucar.
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ABSTRACT

Among the pests that can cause injuries to sugar cane, we highlight the most important
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) and Mahanarva
fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae). Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae) is produced on a commercial scale in laboratories in Brazil
and released in plantations of sugar cane showing to be efficient in regulating
populations of D. saccharalis. Mahanarva fimbriolata currently can be controlled using
the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (Metchnikoff, 1879) Sorokin,
1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae). So the goal of this research was to evaluate the
effect of commercial formulations based on Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,
1912 (Hypocreales: Clavicipitaceae) and M. anisopliae on the biological characteristics
of the parasitoid C. flavipes. For the development of the first experiment ten females of
the parasitoid were exposed in disposable cups with lids, a contact surface of 9 cm?
treated with 1 ml of the suspensions of commercial bioinsecticides Biometha WP Plus®,
Biovéria G®, Metarril WP ©, Boverril WP ©® e Metié WP © in three concentrations
1x10°con.mL?, 5x10°%o0n.mL *and 10x10°con.mL™. Were used separately two contact
surfaces, which are leaves of sugar cane, disinfected with hypochlorite solution (0.02%)
and paper filter. The experimental design was randomized comprising, each test
consisted of 16 treatments with 5 replications with 10 parasitoid females, totaling 50
females per treatment and mortality was assessed daily after 24, 48, 72, 96 and 120
hours. In general, on the surface of the sheet of sugar cane all the bioinsecticides base
M. anisopliae and B. bassiana caused low mortality to adults of C. flavipes after 24
hours application. Only Biometha WP Plus® (M. anisopliae) on the contact surface of
filter paper caused higher cumulative mortality than the control in all concentrations
tested and Metié WP® (M. anisopliae) at a concentration of 1x10° con.mL™ in the
evaluation 48 hours after application. For the bioinsecticides based on the fungus B.
bassiana at all concentrations were the most effective and did not cause mortality 24
hours after application. Analyzing the treatments that caused low mortalities through a
linear regression was observed in both treatments until 72 hours after application
occurred mortalities below 30% in adult of C. flavipes, allowing the adult parasitoid
survive long enough to perform the parasitism of D. saccharalis, can then be performed
releases of this natural enemy in the same area where applications of these biopesticides

was used without being reduced efficiency in controlling D. saccharalis. The second
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experiment with the pupae of C. flavipes was composed of the same bioinsecticides in
the same concentrations and the control without application of entomopathogens,
totaling 16 treatments in a completely randomized design. In the first part of this
experiment each treatment was represented by 10 mass of pupae C. flavipes and each
repetition with a mass of pupae with potential emergence of 50 adults parasitoid. The
biological characteristics evaluated: emergency, progeny, number of males and females,
male and female longevity and parasitism. In a second part of this experiment was
evaluated adult emergence of C. flavipes from the previously parasitized caterpillars and
longevity of males and females (F1 generation). Commercial products Biometha WP
Plus® (M. anisopliae) and Boverril WP® (B. bassiana) in the three concentrations had
accumulated the highest mortality in the evaluations of 48 and 72 hours after application
for both the contact surfaces. There were reductions in longevity of females in treatment
Metarril WP® 10x10%on mL™ and longevity of males in treatments Metié WP®
1x10°con.mL™, Biometha WP Plus® 5x10°con.mL™, Metarril WP®10x10%on.mL™,
Biometha WP Plus® 1x10°%on.mL™, Metarril WP® 1x10%con.mL?, Metie WP®
10x10°con.mL™ and Metarril WP® 5x10°con.mL™ for products based on M. anisopliae.
In the treatments with products based on B. bassiana the longevity of females and males
was lower for Boverril WP® 1x10°on. mL™ and 10x10°con.mL™, but the reduction did
not affect the parasitism of females of C. flavipes. Parasitism is the primary relationship
between the host and parasitoid. Reporting that entomopathogenic fungi on contact with
the pupae of C. flavipes this fact will not influence the control of D. saccharalis may
then be feasible using interrelationship of these two forms of biological control in the

culture of sugar cane.



INTRODUCAO GERAL

A érea cultivada de cana-de-agucar (Saccharum sp.) no Brasil encontra-se em
um momento de grande expansdo. O setor sucroalcooleiro apresenta posicdo de
destaque no cenario socioecondmico brasileiro (UPON, 2012), dada sua importancia na
geracdo de renda e empregos para o0 Pais. Na safra de 2012/2013, a indUstria brasileira
beneficiou 295,81 milhGes de toneladas para a manufatura do etanol e 300,82 milhdes
para a producdo de agctcar (CONAB, 2012).

O Estado de Mato Grosso do Sul (MS) ocupa a 5 posicdo no ranking nacional da
producdo de cana-de-acUcar e na ultima safra o cultivo da cultura aumentou. O Estado
de MS apresenta 22 usinas em funcionamento, 3 em instalacdo e 1 unidade fase de
estudo (BIOSUL, 2012). Devido & importancia desta cultura, os insetos podem causar
injarias as folhas, colmos e raiz e quando suas populacbes aumentam de maneira
desordenada, por causa de favorecimento das condi¢cdes climéaticas e auséncia de
inimigos naturais, esses causam prejuizos econdmicos sendo denominadas pragas
(PINTO et al., 2009).

Dentre as pragas que podem danificar plantas de cana-de-acucar, destacam-se as
mais importantes Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)
conhecida como broca-da-cana e Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera:
Cercopidae) denominada popularmente como cigarrinha-da-raiz (MENDONCA, 2005;
TIAGO et al.,, 2011; DINARDO-MIRANDA et al., 2011; KASSAB et al., 2012).

Diatraea saccharalis em sua fase larval causa prejuizos diretos como a abertura
de galerias que véo ocasionar perda de biomassa na cana-de-aglcar e provocar a morte
das gemas apicais (BOTELHO & MONTEIRO, 2011) cujo sintoma é conhecido por
”cora¢dao morto”. A utilizacdo de inseticidas quimicos é pouco eficiente no controle de
D. saccharalis, pois lagartas de 3 instar habitam galerias no colmo da cana-de-ac(icar
(PINTO et al.,, 2006; CRUZ et al., 2011). Assim, ha necessidade de alternativas
biologicas para o controle desta praga e o interesse pela utilizacdo de parasitoides tem
aumentado.

Himendpteros parasitoides abrangem entre meio a dois milhdes de espécies
sendo o grupo mais rico em espécies de insetos (GODFRAY, 2004). Pesquisas
demonstraram o potencial destes insetos em causar mortalidade nas populacdes de D.
saccharalis (LV et al., 2011).



O primeiro parasitoide utilizado no controle de D. saccharalis, em cana-de-
acucar foi a mosca cubana Lixophaga diatraea Townsend, 1916 (Diptera: Tachinidae)
introduzida nos Estados Unidos em 1915 (BOTELHO, 1992). Na década de 50 foi
introduzida no Estado de S&o Paulo e em 1973, a mosca L. diatraea foi levada para
canaviais da regido nordeste, porém este inimigo natural apresentou baixa eficiéncia no
controle de D. saccharalis (PLANALSUCAR, 1973). Em 1932, dois outros parasitoides
da broca-da-cana foram registrados na regido Amazonica: Paratheresia claripalpis Van
Der Wulp, 1896 (Diptera: Tachinidae) e Metagonistylum mimense Townsend, 1927
(Diptera: Tachinidae) (BOTELHO, 1992). Atualmente, o controle biol6gico tem sido
realizado por meio do parasitoide larval Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma galloi Zucchi, 1988 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) sendo o ultimo utilizado para o controle de ovos de D. saccharalis
(NIYIBIGIRA et al., 2004; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2007).

O parasitoide C. flavipes tem sido produzido em escala comercial em
laboratdrios do Brasil e liberado em plantios comerciais de cana-de-agticar mostrando-
se eficiente na regulacdo de populacdes de D. saccharalis (VACARI et al., 2012). Este
parasitoide é liberado de forma inundativa em mais de trés milhGes de hectares e a
utilizacdo para o controle de D. saccharalis na cana-de-aclcar é o maior programa de
controle biolégico com parasitoides do mundo (VACARI & DE BORTOLI, 2010;
SIMOES et al., 2012).

Outra alternativa de controle para regular populac6es de insetos é a utilizacao de
fungos entomopatogénicos, em canaviais brasileiros, cuja acdo natural, aplicacdes
inundativas e inoculativas tem se mostrado importante alternativa para reduzir
populacdes de pragas agricolas (KURTTI & KEYHANI, 2008; ZHANG & XIA, 2008).
Os fungos entomopatogénicos se destacam por ocasionar aproximadamente 80% das
doencas em insetos e por apresentar varias vantagens em relacdo aos demais métodos de
controle, como alta variabilidade genética, infeccdo em diferentes estadios do
desenvolvimento do hospedeiro, penetracdo via tegumento e propagulos de alta
capacidade de disseminagdo no campo (ALVES, 1998).

Diatraea saccharalis é suscetivel aos fungos entomopatogénicos e o0s testes
realizados no campo, com a espécie Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912
(Hypocreales: Clavicipitaceae) causou mortalidade média de 44 e 89% para as
concentracdes de 1x10™ conidios.ha’ e 5x10® conidios.mL™, respectivamente
(ALVES, 1998; WENZEL et al., 2006). Oliveira et al. (2008) demonstraram que 0 uso



de suspensdes fangicas de B. bassiana e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff, 1879)
Sorokin, 1883 (Hypocreales: Clavicipitaceae), em doses subletais, comprometeu as
caracteristicas bioldgicas de D. saccharalis, tais como longevidade, fecundidade e
viabilidade de ovos.

Mahanarva fimbriolata € outra importante praga da cana-de-aglcar e 0 uso do
fungo entomopatogénico M. anisopliae para o controle de M. fimbriolata é eficiente,
economicamente viavel e ecologicamente sustentdvel (MENDONGCA, 2005).

Neste contexto, na cultura da cana-de-agUcar podem ocorrer interacdes entre 0s
agentes de controle microbiano (fungos entomopatogénicos) utilizados no controle de
M. fimbriolata e outros insetos-praga, com o parasitoide C. flavipes empregados no
combate de D. saccharalis. Estudos demonstraram que os fungos entomopatogénicos
podem causar impacto sobre o desenvolvimento de parasitoides e outros insetos ndo-
alvo (ALVES, 1998; KIM, 2005; LOUREIRO & MOINO JUNIOR, 2007; ALVES &
LOPES, 2008). Estes agentes de controle bioldgico podem agir sinergicamente ou
antagonicamente. Interagdes sinérgicas entre patdgenos e inimigos naturais aumentam a
eficacia de controle, considerando que interacdes antag6nicas as reduzem (FUENTES-
CONTRERAS & NIEMEYER, 2000; STOLZ et al., 2002). As interacdes entre
hospedeiro-parasitoide-patogeno estdo presentes em muitos sistemas agricolas e podem
causar efeitos prejudiciais sobre populacdes e comunidades ecoldgicas. Assim entender
os padrdes de mortalidade e as interacBes entre fungos entomopatogénicos e inimigos
naturais é importante para se aprimorar programas de controle biolégico e auxiliar na
selecdo de entomopatdgenos especificos, ndo patogénicos a insetos Uteis dentro do
manejo integrado de pragas (ALMEIDA et al., 1998; SANTOS JR. et al., 2006).

OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar se os bioinseticidas comerciais a base de M. anisopliae e de B. bassiana
interferem nas caracteristicas bioldgicas do parasitoide C. flavipes.

Obijetivos especificos

Avaliar se os bioinseticidas comerciais a base de M. anisopliae e de B. bassiana

interferem na mortalidade dos adultos do parasitoide C. flavipes.



Avaliar se os bioinseticidas comerciais a base de M. anisopliae e de B. bassiana
quando aplicados sobre as pupas do parasitoide C. flavipes interferem na emergéncia,
longevidade e parasitismo deste inimigo natural.
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CAPITULO |
Efeito de bioinseticidas comerciais utilizados na cultura da cana-de-
acucar sobre adultos do parasitoide Cotesia flavipes (Hymenoptera:

Braconidae)



N -

O©oo~NO Ol W

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Breve cabegalho: Efeito de bioinseticidas sobre adultos de Cotesia flavipes

Por favor, Enderece a correspondéncia para:
Camila Rossoni

Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais
Universidade Federal da Grande Dourados
79.804-970, Dourados, Mato Grosso do Sul.
e-mail: camilasrossoni@gmail.com

EFEITO DE BIOINSETICIDAS COMERCIAIS UTILIZADOS NA CULTURA DA
CANA-DE-ACUCAR SOBRE ADULTOS DO PARASITOIDE Cotesia flavipes

(HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

CAMILA ROSSONI*, ELISANGELA DE SOUZA LOUREIRO? E FABRICIO

FAGUNDES PEREIRA"

'Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande
Dourados, 79.804-970, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
Campus de Chapaddo do Sul, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 79.560-

000, Chapadéo do Sul, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Autor de correspondéncia; E-mail: camilasrossoni@gmail.com


mailto:camilasrossoni@gmail.com

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

RESUMO

Entender os padroes de mortalidade e as interagfes entre fungos entomopatogénicos e
parasitoides é importante para se aprimorar programas de controle biolégico de insetos.
Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito de formulagbes comerciais a base de Beauveria
bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Hypocreales:
Clavicipitaceae) sobre a mortalidade do parasitoide Cotesia flavipes (Hymenoptera:
Braconidae). Para o desenvolvimento experimental, dez fémeas de C. flavipes foram expostas,
em copos descartaveis com tampa, a uma superficie de contato de 9 cm? tratada com 1 mL
das suspensdes dos bioinseticidas comerciais Biometha WP Plus®, Biovéria G®, Metarril WP
® Boverril WP ® e Metié WP ®, em trés concentragdes 1x10°con.mL™, 5x10%°con.mL e
10x10°con.mL™. Foram utilizadas, separadamente, duas superficies de contato: folhas de
cana-de-agucar desinfestadas com solucao de hipoclorito (0,02%) ou papel filtro. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, cada bioensaio foi composto por 16
tratamentos contendo 5 repeticdes com 10 fémeas do parasitoide, totalizando 50 fémeas por
tratamento e a mortalidade foi avaliada diariamente apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas. De
maneira geral, sobre a superficie da folha de cana-de-acUcar todos os bioinseticidas a base de
M. anisopliae e B. bassiana causaram menor mortalidade aos adultos de C. flavipes apos 24
horas da aplicacdo. Apenas Biometha WP Plus® (M. anisopliae) sobre a superficie de contato
papel filtro causou mortalidade acumulada maior que a testemunha para todas as
concentracdes testadas e Metié WP® (M. anisopliae) na concentracéo de 1x10° con.mL™ na
avaliacdo de 48 horas depois da aplicacdo. Para os bioinseticidas a base do fungo B. bassiana
em todas as concentracdes, foram 0s menos patogénicos ndo causando mortalidade 24 horas
depois da aplicacdo. Analisando os tratamentos que causaram as menores mortalidades

através de uma analise de regressao linear, foi observado que em ambos os tratamentos até 72
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horas depois da aplicacdo ocorreram mortalidades abaixo de 30% nos adultos de C. flavipes,
permitindo que o adulto do parasitoide sobreviva tempo suficiente para realizar o parasitismo
de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), podendo ent&o ser realizada liberagdes de
C. flavipes na mesma area onde se foi utilizado aplicacGes destes bioinseticidas sem que seja

reduzida a eficiéncia no controle de D. saccharalis.

Palavras-chave: Controle biol6gico, Saccharum officinarum, Diatraea saccharalis,

entomopat6geno, parasitoide larval.
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ABSTRACT

Understand the mortality patterns and interactions between fungi and parasitoids are
important to enhance biological control programs of insects. Thinking about it, the goal of this
research was to evaluate the effect of commercial formulations based on Beauveria bassiana
(Hypocreales: Clavicipitaceae) and Metarhizium anisopliae (Hypocreales: Clavicipitaceae) on
the mortality of the parasitoid Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae). For the
experimental development ten females C. flavipes were exposed in disposable cups with lids,
a contact surface of 9 cm? treated with 1 ml of the suspensions of commercial bioinsecticides
Biometha WP Plus®, Biovéria G®, Metarril WP ®, Boverril WP ® e Metié WP ® in three
concentrations 1x10°con.mL™, 5x10°con.mL ™ and 10x10°con.mL™. Were used separately
two contact surfaces, which are leaves of sugar cane, disinfected with hypochlorite solution
(0.02%) or paper filter. The experimental design was randomized comprising, each test
consisted of 16 treatments with 5 replications with 10 parasitoid females, totaling 50 females
per treatment and mortality was assessed daily after 24, 48, 72, 96 and 120 hours. In general,
on the surface of the sheet of sugar cane all the bioinsecticides base M. anisopliae and B.
bassiana caused less mortality to adults of C. flavipes after 24 hours application. Only
Biometha WP Plus® (M. anisopliae) on the contact surface of filter paper caused more
cumulative mortality than the control in all concentrations tested and Metié WP® (M.
anisopliae) at a concentration of 1x10° con.mL™ in the evaluation 48 hours after application.
For the bioinsecticides based on the fungus B. bassiana at all concentrations were the less
pathogenic did not cause mortality 24 hours after application. Analyzing the treatments that
caused low mortalities through a linear regression was observed in both treatments until 72
hours after application occurred mortalities below 30% in adult of C. flavipes, allowing the

adult parasitoid survive long enough to perform the parasitism of Diatraea saccharalis
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(Lepidoptera: Crambidae), can then be performed releases of C. flavipes in the same area
where applications of these biopesticides was used without being reduced efficiency in

controlling D. saccharalis.

Keywords: Biological control, Saccharum officinarum, Diatraea saccharalis,

entomopathogen, larval parasitoid.
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O Setor sucroalcoleiro é um dos setores mais importantes do agronegécio brasileiro e
atualmente 8 milhdes de hectares sdo cultivados com cana-de-agtcar no Brasil. A cultura da
cana-de-agUcar encontra-se em expansao, pois o Brasil produz e exporta agucar e etanol. O
Estado de Mato Grosso do Sul é o quinto produtor do ranking nacional e o cultivo da
monocultura aumentou 15,27% em area plantada na safra 2012/2013 (Conab 2012).

O crescimento das areas destinadas ao cultivo de cana-de-agucar pode favorecer a
incidéncia de populacGes de insetos praga, dentre eles destacam-se a cigarrinha-da-raiz
Mahanarva fimbriolata Stal (Hemiptera: Cercopidae) e a broca da cana-de-glcar Diatraea
saccharalis Fabricius (Lepidoptera: Crambidae) (Pinto et al. 2009; Kassab et al. 2012;Vacari
et al. 2012).

Diatraea saccharalis € uma das principais pragas da cultura da cana-de-agucar no
Brasil (Dinardo-Miranda et al. 2011). As injdrias de individuos desta espécie promovem
prejuizos direitos por meio da abertura de galerias no caule e indiretos devido as infestagdes
de micro-organismos, resultando em perdas na producéo de agucar e alcool, ocasionando
perda de biomassa e provocando a morte das gemas apicais da cana-de-agucar cujo sintoma €
conhecido por ”coragdo morto” (Botelho & Monteiro 2011).

O controle bioldgico ajuda a reduzir populacdes de D. saccharalis e dentre seus
inimigos naturais destacam-se 0s fungos Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin
(Hypocreales: Clavicipitaceae), Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales:
Clavicipitaceae) e o parasitoide Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae)
(Oliveira et al. 2008;Vacari & De Bortoli 2010). O parasitoide é utilizado com sucesso no
controle de D. saccharalis minimizando os danos, devido a capacidade deste himendptero em
buscar e localizar seu hospedeiro no interior de colmos de cana-de-agucar, além da facilidade

de criacdo massiva deste inimigo natural (Zappelini et al. 2010).
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Mahanarva fimbriolata também se destaca como uma das principais pragas da cana-
de-agUcar (Barbosa et al. 2011). A mecanizacdo da colheita das areas destinadas ao cultivo da
cana-de-acgucar proporcionou o acumulo de palhada sobre o solo e os restos culturais
associados a elevada temperatura e umidade favoreceu o desenvolvimento das populagdes de
M. fimbriolata (Dinardo-Miranda et al. 1999; Dinardo-Miranda et al. 2003; Dinardo-Miranda
et al. 2007). O aumento no numero de cigarrinhas promove perdas significativas na
produtividade e qualidade da cana-de-actcar (Dinardo-Miranda et al. 2000; Dinardo-Miranda
et al. 2002; Madaleno et al. 2008).

Metarhizium anisopliae também é utilizado no controle de M. fimbriolata, reduzindo a
populacdo da praga a niveis inferiores aos de dano econémico (Loureiro et al. 2005; Dinardo-
Miranda et al. 2006; Almeida et al. 2007; Alves & Lopes 2008; Loureiro et al. 2012).

Estudos relacionados a interacdo dos agentes de controle como fungos
entomopatogénicos e parasitoides necessitam de pesquisas para esclarecer a coexisténcia de
ambos no mesmo ambiente, definindo a forma de suas interagdes, sejam elas sinérgicas ou
ndo (Alves 1998; Santos Jr. et al. 2006a; Hayashida et al. 2012). Ressalta-se ainda, que o
sucesso de programas de controle bioldgico depende do entendimento mais abrangente
possivel sobre os organismos envolvidos, tanto de inimigos naturais como seus hospedeiros,
levando em conta os demais fatores que podem afetar o desenvolvimento destes agentes, para
que sua utilizacdo seja eficiente (Magalhaes et al. 1998; Pereira et al. 2010).

O uso de agentes de controle biologico tem sido frequente para 0 manejo das
populacdes de insetos-praga ha cultura da cana-de-aclcar (Goebel & Sallam 2011). Os fungos
B. bassiana e M. anisopliae ja foram isolados de espécies de microhimendpteros parasitoides,
enfatizando a necessidade de avaliar os possiveis efeitos negativos destes entomopatdgenos
sobre estes inimigos naturais (De La Rosa et al. 2001; Oliveira et al. 2008). O objetivo desta

pesquisa foi investigar os efeitos na mortalidade da fémea adulta de C. flavipes quando
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expostas a produtos comerciais a base de M. anisopliae e de B. bassiana, fungos

entomopatogénicos mais utilizados para controle de pragas em canaviais.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Laborat6rios de Microbiologia e
Entomologia da Faculdade de Ciéncias Biolégicas e Ambientais (FCBA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul, com as seguintes

etapas:

Obtencéo das formulagdes comerciais a base de M. anisopliae e B. bassiana

As formulagbes comerciais utilizadas no experimento foram Biometha WP Plus®
isolado PL 43, p6 molhavel; Biovéria G®, arroz esporulado; Metarril WP ® ESALQ E9e
Boverril WP ® ESALQ PL 63, ambas p6 molhavel e Metié WP ® IBCB 425, p6 molhavel,
fornecidas pelas empresas, Biotech Controle Biologico Ltda., Itaforte BioProdutos e Ballagro
Agro Tecnologia respectivamente. Todas as formulacGes comerciais obtiveram mais de 95%

de viabilidade dos esporos.

Criacdo do hospedeiro D. saccharalis

Ovos de D. saccharalis da criagdo do LECOBIOL foram colocados em frascos de

vidro (8,5 cm de diametro e 13 cm de altura) contendo dieta artificial a base de germe de

trigo, farelo de soja e levedura de cana para alimentacdo das lagartas recém eclodidas, onde
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permaneceram até iniciado o Gltimo instar. Essas lagartas foram transferidas para placas de
Petri descartaveis (6,5 cm de didmetro e 2,5 cm de altura) com dieta de realimentacéo a base
de farelo de soja e levedura de cana até a formacdo das pupas. As pupas foram recolhidas,
selecionadas por caracteristicas morfoldgicas e acondicionadas em potes plasticos telados,
permanecendo até a fase adulta. Os adultos foram separados em casais com 20 machos e 30
fémeas, e colocados em gaiolas de tubos de PVC (10 cm de didmetro e 22 de altura). As
gaiolas foram fechadas com papel sulfite e elastico, revestidas internamente com folhas de
papel sulfite como substrato para oviposi¢do sendo 0s ovos coletados diariamente, lavados
com solucéo de sulfato de cobre e armazenados em camara climatizada a temperatura de
25+2°C, umidade relativa (UR) de 70+10% e fotofase de 14 horas, segundo uma adaptacao da

metodologia proposta por Parra (2007).

Criacéo do parasitoide C. flavipes

Lagartas de D. saccharalis da criacdo do LECOBIOL foram utilizadas para a criacéo
de C. flavipes, parasitoide que foi concedido pela empresa Biocana®. Lagartas de D.
saccharalis de 4° instar foram individualizadas e expostas ao parasitismo por uma fémea de C.
flavipes acasalada com 24 horas de emergéncia. Apés o parasitismo, as lagartas foram
transferidas para placas de Petri descartaveis (6,5 cm de diametro e 2,5 cm de altura) em
namero de quatro por placa contendo uma porcéo de dieta de realimentacdo. As placas foram
acondicionadas em sala climatizada com temperatura de 25+2°C,70+10% UR e fotofase de
14 horas até a formacéo das pupas de C. flavipes. Apds a formacdo das pupas do parasitoide,
estas foram removidas e acondicionadas em copos descartaveis com tampa (capacidade
volumétrica 100 mL) contendo uma gota de mel para a alimentacdo dos adultos. Estes copos

foram mantidos em sala climatizada nas condi¢6es de temperatura 25+2°C, fotofase de 14
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horas e 70+10% de UR até a emergéncia dos parasitoides. Esta metodologia foi adaptada dos

procedimentos propostos por Garcia et al. (2009).

Desenvolvimento Experimental

Fémeas de C. flavipes recém emergidas foram expostas as formula¢ées comerciais
Biometha WP Plus®, Metarril WP® e Metié WP® a base de M. anisopliae e aos produtos
Bioveria G® e Boverril WP® a base de B. bassiana, ambos, com trés concentragdes de
1x10°con.mL?, 5x10%on.mL™e 10x10°con.mL™. As concentracdes dos produtos a base de
M. anisopliae sdo recomendadas pelos fabricantes para o controle de M. fimbriolata e houve a
padronizacdo destas doses para as formulagdes de B. bassiana usadas nos experimentos.

Dez fémeas de C. flavipes foram acondicionadas em copos descartaveis com tampa
(capacidade volumétrica de 100 mL) contendo uma gota de mel na parte interna. Cada copo
descartavel recebeu uma superficie de contato representada por um quadrado com area total
de 9 cm?. As superficies de contato foram compostas por folhas de cana-de-actcar
desinfestadas com hipoclorito (0,02%) ou papel filtro tratadas com o auxilio de uma
micropipeta com 1 mL das suspensdes dos bioinseticidas padronizadas nas diferentes
concentracdes com o auxilio de cdmara de Neubauer® (Alves & Lecuona 1998). Apos
tratadas, as superficies de contato, foram acondicionadas sobre folhas de papel absorvente por
quase uma hora para secagem (Cardoso et al. 2007; Do Carmo et al. 2010). Os experimentos
foram distintos e conduzidos separadamente de acordo com a superficie de contato. Cada
bioensaio foi composto por 16 tratamentos, contendo 5 repeticGes com 10 fémeas do
parasitoide, totalizando 50 fémeas por tratamento, em um delineamento experimental

inteiramente casualizado.
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A mortalidade foi avaliada diariamente apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas em ambos 0s
experimentos. Cada inseto morto foi transferido para microtubos tipo Eppendorf® graduado
(capacidade volumétrica 1,5 mL) tampados com algod&o hidrofilo levemente umedecido com
agua destilada esterilizada. O microtubos foram mantidos em camaras climatizadas a 25+2°C,
com fotofase de 14 horas e 70+10% de UR, para verificagdo do crescimento do
entomopatdgeno e confirmacdo da mortalidade do inseto ocasionada pelo fungo por meio da
observacao do crescimento do corpo de frutificacdo do patdgeno no corpo do inseto, sendo
esta estrutura utilizada para identificagdo taxonémica.

Os dados da mortalidade acumulada, ndo transformados, foram submetidos a anélise
de variancia (teste F) e as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade, os resultados obtidos para cada tratamento foram analisados, utilizando o
programa estatistico Assistat®. E também foi feita anlise de regressdo linear da mortalidade
em funcédo do tempo daqueles tratamentos que apresentaram 0s menores valores de

mortalidade.

RESULTADOS

Superficie de contato folha de cana-de-acUcar

A mortalidade acumulada dos insetos que entraram em contato com os diferentes
produtos comerciais a base de M. anisopliae nas diferentes concentra¢fes ndo diferiu
estatisticamente entre eles e quando comparados com os valores da testemunha na avaliagdo
de 24 horas depois da aplicacdo (HDA). No entanto, na avaliacdo de 24, 48 e 72 HDA néo
ocorreu mortalidade no tratamento Metarril WP® na concentracéo de 1x10° con.mL™. Na

avaliacdo de 96 HDA o tratamento Metié WP® (5x10° con.mL™) causou 42% de mortalidade
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acumulada diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, exceto para o tratamento Metié
WP® na concentracdo de 10x10°con.mL™ (48%), valores estes menores do que os observados
na testemunha (94%) (Tabela 1). Na avaliagdo de 120 HDA os valores de mortalidade néo
diferiram estatisticamente entre os tratamentos e testemunha.

A andlise de regressao linear da mortalidade em fungédo do tempo demonstrou que
Metarril WP® na concentracéo de 1x10° con.mL™ causou mortalidade de C. flavipes de 80%
em 96 HDA, sendo menor que a mortalidade da testemunha as 24, 48 e 72 HDA (Fig. 1 B).

A mortalidade acumulada dos insetos que entraram em contato com os produtos
comerciais a base de B. bassiana nas diferentes concentracdes, em 24 HDA, foi observada
diferenca significativa apenas para o tratamento Boverril WP® na concentragdo de 10x10°
con.mL™ quando comparado aos demais tratamentos testados causando 8% de mortalidade.
Na avaliacdo de 48 HDA foi observada mortalidade acumulada baixa dos adultos de C.
flavipes tratados com o bioinseticida Biovéria G® nas 3 concentragdes tratadas, ndo diferindo
entre si e quando comparado com a testemunha. O bioinseticida Biovéria G® (10x10° con.mL’
1) causou a menor mortalidade acumulada (12%) decorridos 72 HDA. Nas avaliacdes de 96 e
120 HDA os valores de mortalidade acumulada dos adultos nos tratamentos testados nao
diferiram estatisticamente entre si (Tabela 2).

Analisando a mortalidade em funcdo do tempo em uma regresséo linear com os
produtos a base de B. bassiana foi observado que Biovéria G® (10x10° con.mL™) causou
mortalidade de 100% somente 96 HDAa, sendo as porcentagens das avaliacdes anteriores

menores que 12% (Fig. 1 C).

Superficie de contato papel filtro
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Nas avaliagcdes de mortalidade acumulada comparando os diferentes produtos
comerciais a base de M. anisopliae e as diferentes concentra¢des destes produtos, pode-se
observar que com 24 ndo houve diferenca estatistica entre os valores dos tratamentos. Na
avaliacdo de 48 HDA os tratamentos Metié WP® nas concentraces de 5x10° con.mL™ e
10x10°%on.mL™, Metarril WP® em todas as dosagens e a testemunha proporcionaram 0s
menores valores de mortalidade acumulada, ndo diferindo estatisticamente entre si. O
bioinseticida Metarril WP® (1x10° con.mL™) causou baixa mortalidade aos adultos de C.
flavipes (10 %), ndo diferindo estatisticamente dos valores do bioinseticida Metié WP®
(10x10%con.mL™) apés 72 HDA. Na avaliacdo de 96 HDA Metarril WP® (1x10%con.mL™)
causou 56% de mortalidade acumulada e na avaliagdo de 120 HDA n&o houve diferenca
estatistica entre os valores dos tratamentos (Tabela 3).

O produto comercial Metarril WP® (1x10°con.mL™) a base de M. anisopliae causou
mortalidade de 80% em adultos de C. flavipes as 96 HDA, sendo que até 72 HDA a
mortalidade se encontrava baixa com 10%, segundo a analise de regressao linear (Fig. 2 B).

A mortalidade acumulada dos produtos comerciais a base de B. bassiana comparando
as diferentes concentracGes em 24, 96 e 120 HDA ndo diferiu estatisticamente entre 0s
tratamentos testados. Biovéria G® (10x10° con.mL™) diferiu dos demais bioinseticidas
testados, ndo diferindo dos valores da testemunha causando a menor mortalidade ( 0,00 e
26%) apds 48 e 72 HDA, respectivamente (Tabela 4).

O produto comercial Biovéria G® (10x10° con.mL™) a base de B. bassiana depois de
96 HDA obteve 100% de mortalidade, valores iguais da testemunha nesta avaliacdo, porém se
diferencia da testemunha 72 HDA com um valor menor de mortalidade de 80% enquanto a

testemunha obteve 100% de mortalidade (Fig. 2 C).
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DISCUSSAO

De maneira geral, sobre a superficie da folha de cana-de-agUcar todos os bioinseticidas
a base de M. anisopliae e B. bassiana causaram baixa mortalidade aos adultos de C. flavipes
apos 24 horas depois da aplicagdo (HDA), sendo que a sobrevivéncia média do adulto em
laboratdrio é em torno de 24 horas a uma temperatura de 24+2°C (Botelho & Macedo 2002).
Hayashida et al. (2012) observaram que o isolado IBCB 425 de M. anisopliae nas
concentracdes de 0,5x10° con.mL™, 0,5x10° con.mL™ e 1x10° con.mL™ ap6s 24HDA nio
causou mortalidade aos adultos de C. flavipes, dados concordantes aos encontrados no
presente estudo. Metié WP ® 5x10° con.mL™ e 10x10°%con.mL™ , Metarril WP®
1x10°%on.mL™ (M. anisopliae) e Bioveria G® 10x10°con.mL™ (B. bassiana) obtiveram
mortalidades acumuladas baixas em relacdo a testemunha e aos demais tratamentos na
avaliacéo de 72 HDA. Metié WP® 1x10° con.mL™ 72 HDA foi o que causou menor
mortalidade nos adultos de C. flavipes em condic¢des de contato direto do patdgeno testado ao
adulto do parasitoide, concordando ao que Folegatti et al. (1990) relataram sobre a
inocuidade de M. anisopliae ao parasitoide C. flavipes onde o entomopatdgeno causou uma
mortalidade préxima a 43% nos adultos e possibilitou 80% de emergéncia quando aplicado
sobre as pupas do parasitoide. Concordando também com o que Folegatti (1990) relata quanto
a susceptibilidade deste parasitoide a B. bassiana apds 48 HDA, ressaltando ainda que estes
resultados podem estar relacionados ao isolado usado nas formulac@es destes bioinseticidas
comerciais e as condi¢des de exposicao, ndo generalizando a susceptibilidade deste inimigo
natural as espécies M. anisopliae e B. bassiana.

Apenas Biometha WP Plus® (M. anisopliae) sobre a superficie de contato papel filtro
causou mortalidade acumulada mais alta que a testemunha para todas as concentracfes

testadas e Metié WP® (M. anisopliae) na concentragdo de 1x10° con.mL™ na avaliacio de 48
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HDA, porém na avaliacdo de 72 HDA a mortalidade acumulada das trés concentragdes de
Biometha WP Plus® (M. anisopliae) foi maior que a do Metié WP® (1x10°con.mL™). Para os
bioinseticidas a base do fungo B. bassiana em todas as concentragdes, foram os mais
eficientes ndo causando mortalidade 24 HDA. O tratamento Biovéria G® (B. bassiana)
(10x10° con.mL™) apresentou valores de mortalidade acumulada semelhantes nas duas
superficies de contato demonstrando entéo que a diferenca na superficie de contato ndo
influenciou no resultado das avalia¢des, portanto as duas formas de exposi¢do do patégeno
sdo validas para experimentos de avaliacdo do contato de patbgenos com parasitoides.

A susceptibilidade de parasitoides a fungos entomopatogénicos vem sendo relatada
por autores como Mesquita et al. (1999) que observaram em condi¢fes de alta umidade
relativa adultos de Aphelinus asychis Walker (Hymenoptera: Aphelinidae), parasitoide do
pulgdo-russo-do-trigo, suscetiveis ao fungo Paecilomyces fumosoroseus (Wise) Brown &
Smith (Deuteromycotina: Hyphomycetes). Observacdes semelhantes foram feitas por
Broglio-Micheletti et al. (2006) testando a acdo de alguns produtos fitossanitarios biologicos
para adultos de Trichogramma galloi Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) mostram
que a cepa 159E de M. anisopliae reduziu o parasitismo de ovos de D. saccharalis em
78,26%, enquanto a cepa IPA 139E ndo diferiu da testemunha, mostrando assim que tanto a
espécie, como a cepa do fungo podem influenciar no parasitismo.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os resultados obtidos por Santos
Jr et al. (2006b) para o parasitoide Oomyzus sokolowskii Kurdjumov (Hymenoptera:
Eulophidae) utilizando os isolados Esalg 447 de B. bassiana e E9 de M. anisopliae, na
concentracdo de 10" conidios mL™ em que verificaram que ambos os fungos
entomopatogénicos testados nao reduziram a longevidade média do parasitoide, porém B.
bassiana apresentou maior mortalidade confirmada (21%) em relacdo a M. anisopliae (9%),

sendo que este foi menos nocivo ao parasitoide nas condigdes testadas.
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Outros trabalhos como o de Vazquez (2002) também demonstram a patogenicidade de
B. bassiana a parasitoides. Este trabalho realizado com Cotesia americanus (Lepeletier)
(Hymenoptera: Braconidae) relatou que B. bassiana causou mortalidade confirmada a este
parasitoide de 84,5% quando aplicado sobre a massa formada de pupas e de 82,3% quando 0s
adultos em contato com uma superficie representada por um retangulo de papel filtro tratado
com este fungo entomopatogénico.

Trabalhos de seletividade e efeito de fungos entomopatogénicos com parasitoides
apresentam resultados bastante diversificados, devido ao fato da variagdo na viruléncia de
diferentes isolados de uma mesma espécie de entomopatdgeno, grandes variagdes nas
concentracdes usadas e nas condi¢des dos experimentos, porém, para evitar ou minimizar
esses efeitos negativos, torna-se necessario selecionar patdgenos especificos para os insetos-
alvo (Goettel & Hajek 2001).

Levando em conta que a sobrevivéncia média de um adulto de C. flavipes em uma
temperatura de 24+2°C é de 24 horas e o fato deste inimigo natural localizar seu hospedeiro
atraves de substancias hidrossoltvel presente nas fezes das lagartas de D. saccharalis este
parasitoide realiza o parasitismo em um periodo de 3 a 6 dias, passando por uma fase de pré
oviposicao de 24 horas (Bennet 1977; Botelho & Macedo 2002). Neste sentido, ao se observar
que os maiores niumeros de mortalidade ocorreram apds 96 horas de contato de C. flavipes
com os entomopatdgenos testados os dois métodos de controle biologico podem agir de forma

sinérgica no manejo integrado de pragas na cultura da cana-de-aguUcar.

CONCLUSAO

Os bioinseticidas comerciais testados a base dos fungos Beauveria bassiana e

Metarhizium anisopliae nas concentraces de 1x10°con.mL™, 5x10%on.mL™ e
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10x10°con.mL™, ndo afetaram as fémeas de C. flavipes até 72 horas depois da aplicacdo,
permitindo que a fémea do parasitoide sobreviva tempo suficiente para realizar o parasitismo

de D. saccharalis.
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572 TABELAS, FIGURAS E LEGENDAS
573
574 Tabela 1. Mortalidade de adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) expostos

575 a diferentes produtos comerciais a base de Metarhizium anisopliae (Hypocreales:
576  Clavicipitaceae) inoculados em folha de cana-de-acucar. (Temperatura de 25+2°C, umidade

577  relativa de 70£10% e fotofase de 14 horas)

Metarhizium anisopliae
Mortalidade acumulada (%) de adultos de Cotesia flavipes

Tratamentos

24 HDA™ 48 HDA 72 HDA 96 HDA 120 HDA ()
Testemunha (ndo tratada) 2.00£2.00a 8.00+3,00¢ 38,00£2.29b 94,00 £2.25a 100,000,004 50
Biometha WP Plusg(lxlogcon_mL'l) 0.00+0,00a 42,00£2,70b 96,00=1.25a 100,00 £0,00a 100,00+ 0,00 a 50
Biometha WP Plusg(leOg con.mL'l) 0,00£0.00a 94,004,002 100,000,002 100,00=000a 100,000,004 50
Biometha WP Plus®(10x10° con.mL™) 2,00£2,00a 50,00£2,76 b 100,00+ 0,00a 100,00=0,00a 100,00£0,00a 50
Metié WPQ(]XIOQCOH.IHL'I) 8.00£283a 18.00£3.16 ¢ 36,00+ 1,68b 88,00=1.16a 100,00+ 0.00 a 50
Metié W’P®(5KIOg con.mL'l) 800£283a 10,00£225¢ 10,00 £ 1,75 ¢ 42,00 £241 ¢ 100,00 £ 0,00 a 50
Metié W'Pg(lOXlOgcon.mL'l) 2,00=2,00a 2,00=2,00c 400244 ¢ 48,00 £ 236 ¢ 100,00 = 0,00 a 50
Metarril WP® (1);1(]g con_mL'l) 0.00+0,00a 0,00 0,00 ¢ 0,00+ 0,00 c 72,00+£296b 100,00+ 0,00 a 50
Metarril WP® (5);1(]g con_mL'l) 0.00+0,00a 400244 ¢ 90,00=233a 100,00 £0,00a 100,00+ 0,00 a 50
Metarril WP® (IOKIOg con.mL'l) 400£2.44a 6.00=2.66¢ 52,00+1,57b  100,00+0,00a 100,00+ 0,00a 50

v s 87.27 35.72 23,58 s

ns -dados nio significativos
Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
CV - Codficiente de variagio
HDA - Horas depois da aplicagio
578 (n) - Namero de insetos utilizados no tratamento
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Tabela 2. Mortalidade de adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) expostos

a diferentes produtos comerciais a base de Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae)

inoculados em folha de cana-de-acUcar. (Temperatura de 25+2°C, umidade relativa de

70£10% e fotofase de 14 horas)

Beauveria bassiana

Mortalidade acumulada (%) de adultos de Cotesia flavipes

Tratamentos

24 HDA 48 HDA 72 HDA 96 HDA 120 HDA ()
Testemunha (ndo tratada) 2,00£200b 800£300c 3800£229b 9400+£225a 100,00£0.00a 50
Biovéria G¥ (1x10° con.mL™) 0,00£000b 4,00+144c 96,00+ 150a 98,00£2,00a 100,00£0,00a 50
Biovéria G¥ (5x10° con.mL™) 0,00+ 000b 200+£200c 60,00+195b 9600+1.88a 100,00£000a 50
Biovéria G¥ (10x10° con.mL™) 2,00£200b 200£200c 12.00+184c 10000£0,00a 100,00£0.00a 50
Boverril WP (1x10° conmL™) 0,00£000b 5600+ 169a 100,00£0,00a 10000£0,00a 100,00£0,00a 50
Boverril WP (5x10° conmL™) 0,00£000b 2800+£1,95b 98,00+200a 10000£0,00a 100,00£0.00a 50
Boverril WP (10x10° con.mL™) 800+274a 2800+£272b 96,00+178a 100,00+0,00a 100,00£000a 50

cv 131,23 84,22 26,83 ns ns

1s - dados néo significativos

Médias seguidas de mesma lefra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

CV - Ceeficiente de variagio
HDA - Horas depais da aplicacio

(1) - Nimero de insetos utilizados no tratamento
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608 Tabela 3. Mortalidade de adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) expostos
609 a diferentes produtos comerciais a base de Metarhizium anisopliae (Hypocreales:
610 Clavicipitaceae) inoculados em papel filtro. (Temperatura de 25+2°C, umidade relativa de

611 70+10% e fotofase de 14 horas)

Metarhizium anisopliae
Mortalidade acumulada (%6) de adultos de Cotesia flavipes

Tratamentos

24 HDA™ 48 HDA 72 HDA 96 HDA 120 HDA (n)
Testemunha (ndo tratada) 0,00+0,00a 6,00+4,00b 52,00+2,17b  78,00+2,07b 100,00+ 0,00 a 50
Biometha WP Plus®(1x10° con.mL™) 400+244a 52,00+3,32a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00=+0,00a 50
Biometha WP Plus¥(5x10° con.mL™) 0,00+0,00a 32,00+416a  98,00+166a  100,00+0,00a 100,00+ 0,00a 50
Biometha WP Plus®(10x10° con.mL™) 4,00+244a 46,00+£1,79a 94,00+£340a 100,00+0,00a 100,00=0,00a 50
Metid WP® (1x10° con.mL™) 200£2,00a 60,00+320a  88,00+440a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50
Metizd WP® (5x10° con.mL™) 4,00+244a 6,00+265b 44.00+3,32b 96,00 +3,33a  100,00=0,00a 50
Metie WP®(10x10° con.mL™) 0,00+0,00a 0,00+0,00b 20,00+ 3,54 ¢ 02,00+£3,66a 100,00=0,00a 50
Metarril WP® (1x10° con.mL™) 0,00£0,00a 0,00+0,00b 10,00+245¢ 56,00+£145¢c  100,00=0,00a 50
Metarril WP® (5x10° con.mL ) 0,00+0,00a 0,00+0,00b 80,00+3,23a 100,00+0,00a 100,00+ 0,00a 50
Metarril WP® (10x10° con.mL ™) 0,00+0,00a 0,00+0,00b 90,00+2,34a  100,00£0,00a 100,00=0,00a 50

cv ns 86,17 31,24 13,05 ns -

ns -dados nio significativos
Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
CV - Codficiente de variagio
HDA - Horas depois da aplicagio
6 12 (n) - Nimero de insetos utilizados no tratamento

613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623

624
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625 Tabela 4. Mortalidade de adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) expostos
626 adiferentes produtos comerciais a base de Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae)
627  inoculados em papel filtro. (Temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70+£10% e fotofase

628  de 14 horas)

Beauveria bassiana
Mortalidade acumulada (%) de adultos de Cotesia flavipes

Tratamentos

24 HDA 48 HDA 72 HDA 96 HDA 120 HDA ()
Testemunha (ndo tratada) 0,00+0,00a 600+4,00b 52,00+217b 78,00£2,07b 100,00£0,00a 50
Biovéria G¥ (1x10° con.mL™) 0,00+0,00a 1200+£2,00b 90,00+472a 100,00+0,00a 100,00£000a 50
Biovéria G¥ (5x10° con.mL™) 0,00+0,00a 3800+£3,78a 92,00=4,78a 100,00£0,00a 100,00£0,00a 50
Biovéria G¥ (10x10° con.mL™) 0,00£0,00a 000£000b 2600+435b 100,00£0,00a 100,00£0,00a 50
Boverril WP* (1x10° con.mL™) 0,00+0,00a 3800+3,78a 100,00+0.00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 50
Boverril WP* (5x10° con.mL™) 0,00+0,00a 000+000b 9000+347a 100,00+0,00a 100,00£000a 50
Boverril WP* (10x10° con.mL™) 0,00+0,00a 5400+368a 9600+400a 100,00+000a 100,00£000a 50

cv 1 53,34 29,21 10.24 ns

1s - dados néo significativos
Médias seguidas de mesma lefra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
CV - Ceeficiente de variagio
HDA - Horas depais da aplicacio
629 (1) - Nimero de insetos utilizados no tratamento

630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640

641
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646 Fig. 1. Testemunha (A) e mortalidade de adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera:

647  Braconidae) expostos a concentracdo de 1x10° de Metarril WP® Metarhizium anisopliae
648  (Hypocreales: Clavicipitaceae) (B) e 10x10° de Biovéria G® Beauveria bassiana
649  (Hypocreales: Clavicipitaceae) (C), inoculados em folha de cana-de-acUcar. (Temperatura de
650  25+2°C, umidade relativa de 70+£10% e fotofase de 14 horas).
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CAPITULO 1l
Efeitos da aplicacéo dos bioinseticidas comerciais a base de Metarhizium
anisopliae e Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) sobre pupas

de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae)
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Breve cabecalho: Efeito de bioinseticidas sobre pupas de Cotesia flavipes

Por favor, Enderece a correspondéncia para:
Camila Rossoni

Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais
Universidade Federal da Grande Dourados
79.804-970, Dourados, Mato Grosso do Sul.
e-mail: camilasrossoni@gmail.com

EFEITOS DA APLICACAO DOS BIOINSETICIDAS COMERCIAIS A BASE DE
Metarhizium anisopliae E Beauveria bassiana (HYPOCREALES: CLAVICIPITACEAE)

SOBRE PUPAS DE Cotesia flavipes (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)

CAMILA ROSSONI*, ELISANGELA DE SOUZA LOUREIRO? E FABRICIO FAGUNDES

PEREIRA!

'Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados,
79.804-970, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
2Campus de Chapadao do Sul, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 79.560-000,

Chapadéao do Sul, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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RESUMO

O uso de agentes bioldgicos no controle de insetos-praga agricolas no Brasil tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Dentre estes, os fungos entomopatogénicos e 0s
parasitoides sdo usados para o controle de insetos na cultura da cana-de-acucar. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito dos fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae), quando aplicados sobre pupas do
parasitoide Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae). O experimento foi composto pelos
bioinseticidas comerciais Biometha WP Plus®, Biovéria G®, Metarril WP®, Boverril WP® e
Metié WP ® com trés concentragdes 1x10° con.mL™, 5x10° con.mL™, 10x10° con.mL? e a
testemunha (sem aplicagdo dos entomopatdgenos), totalizando 16 tratamentos com 10
repeticdes, cada repeticdo representada por uma massa com potencial de emergéncia de 50
adultos de C. flavipes em um delineamento experimental inteiramente casualizado. As
caracteristicas biologicas avaliadas foram: emergéncia, progénie, nimero de machos e
fémeas, longevidade de machos e fémeas e parasitismo. Em uma segunda parte deste
experimento foi avaliado a emergéncia dos adultos de C. flavipes oriundos das lagartas
parasitadas anteriormente e a longevidade destes machos e fémeas (Geragdo F1). Ocorreram
reducdes na longevidade das fémeas no tratamento Metarril WP® 10x10° con.mL™ e na
longevidade dos machos nos tratamentos Metié WP® 1x10°con.mL™ , Biometha WP Plus®
5x10°con.mL™, Metarril WP® 10x10°con.mL™, Biometha WP Plus® 1x10°con.mL™, Metarril
WP® 1x10°con.mL™, Metié¢ WP® 10x10°con.mL™ e Metarril WP® 5x10°con.mL™ para
produtos a base de M. anisopliae. Nos tratamentos com os produtos a base de B. bassiana a
longevidade das fémeas e dos machos foi menor para Boverril WP® 1x10° con.mL™ e
10x10°con.mL™, porém a reducio ndo influenciou no parasitismo das fémeas de C. flavipes.

Sendo o parasitismo o principal fator da eficiéncia do parasitoide em campo, relata-se que se
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o0s fungos entrarem em contato com as pupas de C. flavipes este fato ndo vai influenciar no
controle de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) podendo ent&o ser viavel o uso

conjunto destas duas formas de controle bioldgico na cultura da cana-de-agUcar.

Palavras-chave: Agentes biologicos, Controle bioldgico, entomopatdgenos, entomofagos.
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ABSTRACT

The use of biological agents in controlling agricultural pests insect in Brazil has increased
considerably in recent years. Among these, the entomopathogenic fungi and parasitoids are
used to control insects in the culture of sugar cane. So the objective of this study was to
evaluate the effect of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae and Beauveria
bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae), when applied pupae of the parasitoid Cotesia
flavipes (Hymenoptera: Braconidae). The experiment was composed of commercial
biopesticides Biometha WP Plus®, Biovéria G®, Metarril WP®, Boverril WP® e Metié WP ®
with three concentrations 1x10° con.mL™, 5x10° con.mL™, 10x10° con.mL™ and the control
(without application of entomopathogens), totaling 16 treatments with 10 replicates, each
replicate represented by a mass with potential emergence of 50 adults of C. flavipes in a
completely randomized design. The biological characteristics evaluated: emergency, progeny,
number of males and females, male and female longevity and parasitism. In a second part of
this experiment was evaluated adult emergence of C. flavipes from the previously parasitized
caterpillars and longevity of males and females (F1 generation). There were reductions in
longevity of females in treatment Metarril WP® 10x10°con mL™ and longevity of males in
treatments Metié WP® 1x10°con.mL™, Biometha WP Plus® 5x10°con.mL™, Metarril WP®
10x10°con.mL™, Biometha WP Plus® 1x10°con.mL™, Metarril WP® 1x10°con.mL™, Metié
WP®10x10°con.mL™ and Metarril WP® 5x10°con.mL™ for products based on M. anisopliae.
In the treatments with products based on B. bassiana the longevity of females and males was
lower for Boverril WP® 1x10°con. mL™ and 10x10°con. mL™, but the reduction did not affect
the parasitism of females of C. flavipes. How the Parasitism is the main factor in the
efficiency of parasitoid in the field, it is reported that if the fungi come into contact with the

pupae of C. flavipes this fact will not influence the control of Diatraea saccharalis
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(Lepidoptera: Crambidae) may then be feasible using together this two forms of biological

control in the culture of sugar cane.

KeyWords: Biological agents, Biological Control, Entomopatogenous, Entomofagus.
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O uso de agentes bioldgicos no controle de insetos-praga agricolas no Brasil tem
aumentado consideravelmente nos Gltimos anos (Parra 2001; Cardoso et al. 2007). Dentre
estes, os fungos entomopatogénicos apresentam grande potencial para o controle destes
insetos. Esses agentes foram os primeiros a serem utilizados no controle microbiano. A
ocorréncia desses fungos em condic¢Ges naturais, tanto enzodtica como epizooticamente, tem
sido no Brasil (Alves & Lecuona 1998) e em outros paises, um fator importante na reducéo
das populac6es de pragas (Alves & Lopes 2008).

Na cultura da cana-de-agUcar o fungo entomopatogenico Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitaceae) é utilizado em mais de 2,5 milhGes de
hectares para o controle da cigarrinha-da-raiz da cana-de-agticar Mahanarva fimbriolata (Stal)
e cigarrinha da folha Mahanarva posticata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) Simi et al. (2011),
mostrando ser eficiente, economicamente vidvel e ecologicamente sustentavel (Mendonca
2005).

A broca da cana-de-agUcar Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae)
também é suscetivel aos fungos entomopatogénicos e os testes realizados em campo, com a
espécie Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypocreales: Clavicipitaceae) causou
mortalidade média de 44 e 89% para as concentracdes de 1x10" conidios.ha™ e 5x10°
conidios.mL™, respectivamente (Wenzel et al. 2006; Oliveira et al. 2008).

Outros agentes de controle biolégico como os parasitoides tém atraido consideravel
atencdo devido ao seu potencial para regular a abundancia de insetos nos ecossistemas
naturais ou agroecossistemas. Diversas espécies de insetos-praga sdo efetivamente
controlados por meio da conservacao ou liberacdes de parasitoides em programas de controle
biol6gico em todo 0 mundo (Godfray 2004; Mills 2009).

O parasitoide Cotesia flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) tem sido

produzido em escala comercial em laboratérios do Brasil e liberado em plantios comerciais de
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cana-de-agUcar mostrando-se eficiente na regulacdo de populacdes de D. saccharalis (Vacari
et al. 2012). Este parasitoide é liberado de forma inundativa em mais de trés milhGes de
hectares e a utilizacdo para o controle de D. saccharalis na cana-de-agucar é o maior
programa de controle biolégico do mundo (Vacari & De Bortoli 2010; Simdes et al. 2012).

Em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), téticas de segmentos diferentes
de controle biolégico podem ser utilizadas simultaneamente, principalmente em culturas de
maior importéncia econdomica e com alta diversidade de pragas (Dalvi et al. 2007) como a
cultura da cana-de-acgucar.

Embora o uso de fungos entomopatogénicos seja considerado seguro em relagdo ao
meio ambiente, se fazem necessarias pesquisas que demonstram o impacto que estes agentes
podem causar sobre inimigos naturais. Além disso, sabe-se que a utilizacéo integrada de
fungos entomopatogénicos e parasitoides pode melhorar a eficiéncia do controle biolégico,
sendo fundamental o conhecimento sobre a interacdo entre agentes bioldgicos. Assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos fungos entomopatogenicos M. anisopliae e

B.bassiana, quando aplicados sobre pupas do parasitoide C. flavipes.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Entomologia/Controle Bioldgico
(LECOBIOL) da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Laboratorios de Microbiologia e
Entomologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados, Mato Grosso do Sul, com as seguintes

etapas:

Obtencédo das formulacGes comerciais a base de M. anisopliae e B. bassiana
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As formulagdes comerciais utilizadas no experimento foram Biometha WP Plus®
isolado PL 43, p6 molhavel e Biovéria G®, arroz esporulado (Biotech Controle Biolégico
Ltda.), Metarril WP ® ESALQ E9 e Boverril WP ® ESALQ PL 63, ambas p6 molhavel
(Itaforte BioProdutos) e Metié WP ® IBCB 425, p6 molhavel (Ballagro Agro Tecnologia),
fornecidas pelas empresas. Todas as formulagdes comerciais obtiveram mais de 90% de

viabilidade dos esporos.

Criacdo do hospedeiro D. saccharalis

Ovos de D. saccharalis foram retirados da criacdo do LECOBIOL. Estes ovos foram
colocados em frascos de vidro (8,5 cm de didmetro e 13 cm de altura) contendo dieta artificial
para alimentacdo das lagartas recém eclodidas, onde permaneceram até iniciado o ultimo
instar. Essas lagartas foram transferidas para placas de Petri descartaveis (6,5 cm de diametro
e 2,5 cm de altura) com dieta de realimentacéo até a formacao das pupas. As pupas foram
recolhidas, selecionadas por caracteristicas morfologicas e acondicionadas em potes plasticos
telados, permanecendo até a fase adulta. Os adultos foram separados em casais com 20
machos e 30 fémeas, e colocados em gaiolas de tubos de PVC (10 cm de diametro e 22 de
altura). As gaiolas foram fechadas com papel sulfite e elastico, revestidas internamente com
folhas de papel sulfite como substrato para oviposi¢do sendo o0s ovos coletados diariamente,
lavados com uma solucdo de sulfato de cobre e armazenados em camara climatizada a
temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70£10% UR e fotofase de 14 horas, segundo uma

metodologia adaptada de Parra (2007).

Criacdo do parasitoide C. flavipes



205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

46

Lagartas de 4- instar de D. saccharalis foram individualizadas e expostas ao
parasitismo por fémeas de C. flavipes acasaladas com 24 horas de emergéncia. Apds o
parasitismo, as lagartas foram transferidas para placas de Petri descartaveis (6,5 cm de
didmetro e 2,5 cm de altura) em nimero de quatro por placa contendo uma porgdo de dieta de
realimentacdo. As placas foram acondicionadas em sala climatizada com temperatura de
25+2°C,70+10% UR e fotofase de 14 horas até a formacao das pupas de C. flavipes. Ap6s a
formacdo das massas de pupas do parasitoide, estas foram removidas e acondicionados em
copos descartaveis com tampa (capacidade volumétrica 100 mL) contendo uma gota de mel
para a alimentagdo dos adultos. Estes copos foram mantidos em sala climatizada nas
condicdes de temperatura 25+2°C, fotofase de 14 horas e 70+10% de UR até a emergéncia

dos parasitoides. Esta metodologia foi adaptada de Garcia et al. (2009).

Desenvolvimento Experimental

Massas de pupas de C. flavipes recém formadas foram tratadas por inoculacao tdpica
com o auxilio de uma micropipeta contendo 1 mL de suspensdo padronizada dos
bioinseticidas. Foram utilizados os bioinseticidas Biometha WP Plus®, Metarril WP® e Metié
WP® a base de M. anisopliae e Bioveria G® e Boverril WP® a base de B. bassiana nas
concentracdes de 1x10° con.mL™, 5x10°con.mL™e 10x10°con.mL™. Apés a inoculagéo do
patdgeno as massas de pupas de C. flavipes foram acondicionadas sobre papel absorvente por
uma hora e depois de secas, transferidas para copos descartaveis com tampa (capacidade
volumétrica de 100 mL). Os copos descartaveis com tampa foram acondicionados em camara
climatizada a 25+1 °C de temperatura, fotofase de 14 horas e 70+10% UR até a emergéncia

dos adultos do parasitoide, metodologia adaptada de (Folegatti et al. 1990).
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O experimento foi composto por cinco bioinseticidas com trés concentragoes e a
testemunha (sem aplicagdo dos entomopatdgenos), totalizando 16 tratamentos com 10
repeticdes, cada repeticdo representada por uma massa com potencial de emergéncia de 50
adultos de C. flavipes em um delineamento experimental inteiramente casualizado.

Os dados sem transformacdo foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, os resultados obtidos
para cada tratamento foram analisados, utilizando o programa estatistico Assistat®.

Apds a emergéncia dos insetos, 20 fémeas e 20 machos de cada tratamento foram
individualizados em microtubos tipo Eppendorf® graduado (capacidade volumétrica de 1,5
mL) contendo uma gota de mel e tampados com algoddo hidrofilo para avaliagdo da
longevidade (dias) de C. flavipes. Os Eppendorfs® contendo os insetos foram acondicionados
em camara climatizada a temperatura de 25+2° C, fotofase de 14 horas e 70+10% UR.

A porcentagem de parasitismo (avaliagdo do numero de lagartas parasitadas por
tratamento, descontando-se a mortalidade natural do hospedeiro) também foi avaliada e para
isto 5 lagartas de 4° instar de D. saccharalis foram expostas ao parasitismo por 5 fémeas do
parasitoide C. flavipes com 24 horas de idade para cada repeticdo, cada lagarta foi parasitada
por uma fémea do parasitoide sendo este parasitismo de forma imediata assim que 0
parasitoide entra em contato com o hospedeiro. O tratamento foi composto por 10 repeticoes,
perfazendo um total de 50 lagartas parasitadas. As lagartas parasitadas foram colocadas em
placas de Petri descartaveis (6 cm de didametro) contendo dieta artificial, citada anteriormente,
e transferidas para sala climatizada com temperatura de 25+2°C, fotofase de 14 horas e
70+10% UR.

Foi avaliada a porcentagem de emergéncia do inimigo natural que se formou a partir

das lagartas parasitadas (geracdo filial — F1). O numero de individuos emergidos foram
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contabilizados e comparados ao da testemunha (progénie). Também foi feita a avaliacdo da
longevidade (dias) dos individuos de C. flavipes emergidos das lagartas parasitadas.

Os dados sem transformacdo foram submetidos a anélise de variancia (teste F) e as
médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, os resultados obtidos

para cada tratamento foram analisados, utilizando o programa estatistico Assistat®.

RESULTADOS

Geracdo Parental (G:P)

Avaliando a progénie das pupas de C. flavipes que foram tratadas com os diferentes
produtos comerciais e concentracdes de M. anisopliae, foi observado que o nimero de
individuos que emergiram destas pupas ndo diferiu estatisticamente do nimero de individuos
emergidos das pupas nao tratadas (testemunha). O nimero de machos e fémeas também foi
semelhante entre os tratamentos (Tabela 1).

A longevidade das fémeas emergidas das pupas tratadas com Biometha WP Plus®
10x10° con.mL™ (2,05 dias) e Metié¢ WP® 5x10°con.mL™ (2,20 dias) ndo diferiram
estatisticamente da testemunha (2,25 dias). No entanto, foi observado menor longevidade para
o tratamento Metarril WP® 10x10° con.mL™ com o valor de 1,25 dias. A longevidade dos
machos foi maior para os tratamentos Biometha WP Plus® 10x10° con.mL™ (2,0 dias) e Metié
WP® 5x10°con.mL™ (2,15 dias) ndo diferiram estatisticamente da testemunha (2,1 dias). Para
os tratamentos Metié WP® 1x10° con.mL™, Biometha WP Plus® 5x10°con.mL™ e Metarril
WP® 10x10°con.mL™ com 1,65 dias respectivamente, a longevidade foi menor porém estes

valores ndo diferiram estatisticamente dos valores dos tratamentos Biometha WP Plus®
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1x10%on.mL™, Metarril WP® 1x10%con.mL™, Metié WP® 10x10°con.mL™e Metarril WP®
5x10%°con.mL™ com 1,70 dias, 1,85 dias, 1,90 dias e 1,90 dias, respectivamente (Tabela 1).

O parasitismo das fémeas originadas das pupas tratadas pelos diferentes produtos
comerciais e concentracdes de M. anisopliae ndo diferiu estatisticamente do parasitismo das
fémeas emergidas das pupas ndo tratadas (Tabela 1).

O numero de individuos emergidos (progénie) das pupas de C. flavipes, bem como o
nimero de machos e fémeas emergidos das pupas tratados com os diferentes produtos
comerciais e diferentes concentracfes de B. bassiana ndo diferiram estatisticamente do
namero de individuos emergidos da testemunha (Tabela 1).

As fémeas emergidas das lagartas destes tratamentos com B. bassiana obtiveram a
menor longevidade quando tratados com Boverril WP® 1x10° con.mL™ e 10xx10°con.mL™
com valores respectivamente de 1,10 dias e 1,20 dias. Os machos obtiveram a menor
longevidade também quando tratados com Boverril WP® 1x10° con.mL™ e 10x10°con.mL™
que foi de 1,15 dias e 1,05 dias, respectivamente (Tabela 1).

O parasitismo das fémeas emergidas das lagartas dos tratamentos com B. bassiana foi
menor apenas no tratamento Boverril WP® 1x10° con.mL™ com valor de 58% diferindo

significativamente dos valores da testemunha (94%) (Tabela 1).

Geracdo filial (G:F1)

A emergéncia dos adultos do parasitoide originados das lagartas que foram parasitadas
por fémeas de C. flavipes emergidas das pupas tratadas foi menor para os tratamentos de M.
anisopliae Metarril WP® 5x10° con.mL™ e Metarril WP® 10x10° con.mL™ com 33,33 e

57,5%, respectivamente (Fig. 1A).
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A menor longevidade destes adultos foi de 2,20 dias para fémeas emergidas do
tratamento Metié WP® 5x10° con.mL™, seguido por Metarril WP® 10x10°con.mL™ com 2,25
dias, Metié WP® 10x10°con.mL™ com 2,30 dias, Metarril WP® 1x10°con.mL™ com 2,45 dias
e Biometha WP Plus® 1x10°con.mL™ com 2,55 dias. Os machos obtiveram a menor
longevidade no tratamento Metié WP® 10x10° con.mL™ com 1,65 dias (Tabela 2).

A emergéncia de adultos das lagartas parasitadas por fémeas dos tratamentos com B.
bassiana foi menor para Biovéria G® na concentracio de 5x10° con.mL™ com 36,3%, seguido
por Biovéria G® 10x10°con.mL™ com 49,5% e Boverril WP® 5x10°con.mL™ com 54,9%
(Fig. 1B).

A longevidade destas fémeas emergidas foi menor para aquelas que emergiram do
tratamento de Biovéria G® 10x10° con.mL™ com 2,00 dias, seguido pelos tratamentos
Boverril WP® 5x10°on.mL™ com 2,15 dias e Boverril WP® 10x10°con.mL™ com 2,40 dias.
Para 0s machos emergidos destes tratamentos as menores longevidades ocorreram para
Boverril WP® 5x10° con.mL™ com 1,80 dias e Biovéria G® 10x10°con.mL™ com 1,90 dias

(Tabela 2).

DISCUSSAO

Geracdo Parental (G:P)

O namero de individuos emergidos das pupas tratadas com os diferentes bioinseticidas
nas diferentes concentracdes e 0 numero de machos e fémeas ndo diferiu estatisticamente do
namero de individuos da testemunha, para os produtos a base de M. anisopliae e B. bassiana.
Portanto, conclui-se que estes bioinseticidas aplicados sobre as pupas do parasitoide ndo

afetaram de forma negativa o desenvolvimento dos imaturos de C. flavipes, podendo ser
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devido ao fato do parasitoide estar na fase de pupa do seu ciclo bioldgico, sendo esta a fase
mais resistente dificultando a penetragdo do fungo e a infeccéo do imaturo pelo patégeno.

A longevidade das fémeas destes individuos foi menor para os bioinseticidas Metarril
WP® (M. anisopliae) na concentragdo de 10x10° con.mL™ com 1,25 dias e para Boverril WP®
(B. bassiana) nas concentracdes de 1x10°con.mL™ e 10x10°con.mL™ com 1,10 dias e 1,20
dias, respectivamente, diferindo da testemunha em cerca de 1 dia. Porém, a diminuigéo da
longevidade das fémeas ndo causou redugdo no parasitismo para 0s produtos a base de M.
anisopliae, o qual obteve porcentagens de parasitismo que nédo diferiram do valor da
testemunha. O produto comercial a base de B. bassiana Boverril WP® 1x10°con.mL™ causou
reducdo no parasitismo sendo 58%, sendo este resultado explicado pela debilidade das fémeas
que emergiram das pupas tratadas com este produto comercial nesta concentragdo. A
explicacéo para a ndo diminuicdo do parasitismo para a maioria dos tratamentos deve-se ao
fato de C. flavipes realizar o parasitismo quase imediato no hospedeiro depois de localizado,
pois 0 tempo médio de vida descrito por Wiedenmann et al. (1992) é de 24 horas a uma
temperatura de 24+2°C. A longevidade observada neste trabalho néo foi diferente da
observada por estes autores, sendo mais um indicio de que o fungo nédo prejudicou o
desenvolvimento de C. flavipes.

A longevidade dos machos emergidos destas pupas tratadas foi menor para Metié
WP®1x10° con.mL™, no entanto seu valor néo diferiu estatisticamente do valor da maioria dos
outros tratamentos, ndo podendo afirmar que a queda da longevidade destes machos foi
acarretada pelo fungo M. anisopliae.

Para os machos emergidos das pupas tratadas com B. bassiana o produto Boverril
WP® nas concentrages de 1x10° e 10x10°con.mL™ foram os que causaram maior diminuicéo
da longevidade com 1,15 e 1,05 dias, respectivamente, sendo esta metade da longevidade dos

machos da testemunha.
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Estes resultados séo diferentes dos encontrados por Potrich et al. (2009) para o
parasitoide Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) emergidos de
ovos de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) onde a longevidade das fémeas
que parasitaram ovos de A. kuehniella tratados com B. bassiana e M. anisopliae ndo diferiu da
testemunha tanto no pré como no pds-parasitismo e o nimero de parasitoides emergidos por

ovo diferiu entre os tratamentos para M. anisopliae e B. bassiana.

Geracéo Filial (G:F1)

A emergéncia da segunda geracdo dos parasitoides oriundos das lagartas que foram
parasitadas por fémeas que entraram em contato com os fungos entomopatogénicos testados
foi menor para Metarril WP® (M. anisopliae) nas concentracdes de 5x10° e 10x10°con.mL™
com uma diferenca da testemunha de aproximadamente 43 e 19% respectivamente,
concordando com o que Broglio-Micheletti et al.(2006) em que relataram para Trichogramma
galloi Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) provenientes de ovos de D. saccharalis,
onde M. anisopliae (IPA 159E) influenciou negativamente na emergéncia dos adultos.

Entre os tratamentos com B. bassiana, Biovéria G® na concentracdo de 5x10° e
10x10°con.mL™ n&o diferiram estatisticamente entre si, ambos com os menores valores de
emergéncia, sequido por Boverril WP® 5x10°con.mL*com diferenca da testemunha de
aproximadamente 40, 27 e 22%, respectivamente.

A longevidade das fémeas foi menor apenas para Metié WP® (5x10° con.mL™) e
Biovéria G® (10x10°con.mL™) porém, este valores ndo diferiram estatisticamente da maioria
dos tratamentos relatando que este comportamento pode ndo ser relacionado ao contato do

fungos com a geracao anterior destes parasitoides. Para 0s machos os tratamentos Metié WP®



375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

53

(10x10°con mL™), Boverril WP® (5x10°con mL™) e Biovéria G® (10x10°con mL™) reduziram
em cerca de 1,5 dias a longevidade destes individuos.

Ao avaliar o efeito de M. anisopliae e B. bassiana sobre as caracteristicas biol6gicas
de Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
Polanczyk et al. (2010), relataram que estes fungos entomopatogénicos nao afetaram de forma
negativa a longevidade, a capacidade de parasitismo, viabilidade, nimero de individuos e
razdo sexual deste parasitoide, diferentemente dos resultados apresentados neste trabalho onde
estes fungos diminuiram a longevidade, e emergéncia de C. flavipes. Em relacdo ao
parasitismo, 0s autores ndo observaram efeito negativo, dado este semelhante aos observados
no presente trabalho em que apenas o produto Boverril WP® (1x10°con mL™) afetou o
parasitismo.

Os resultados deste estudo sugerem que a maioria destas formulacdes de fungos
entomopatogénicos nao é prejudicial quando em contato com as pupas de C. flavipes, embora
alguns produtos tenham reduzido a longevidade de fémeas do parasitoide, a progénie foi
semelhante para todos os tratamentos e o parasitismo foi alto para a maioria dos tratamentos
com excecdo de Boverril WP® 1x10°on mL™ (B. bassiana). Como o parasitismo é o
principal fator da eficiéncia do parasitoide em campo, relata-se que se os fungos entrarem em
contato com as pupas de C. flavipes este fato ndo vai influenciar no controle de D.
saccharalis, sendo estas informacdes essenciais para uma maior eficiéncia nos programas de

controle biolégico realizados na cana-de-agucar.

CONCLUSAO

O contato dos bioinseticidas comerciais usados neste trabalho com as pupas do

parasitoide C. flavipes ndo causa a diminui¢do na porcentagem de parasitismo realizado pelas
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fémeas do parasitoide nos tratamentos, exceto para Boverril WP® (1x10°con mL™) podendo
entdo ser vidvel o uso conjunto destas duas formas de controle biolégico na cultura da cana-

de-agUcar.
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499 TABELAS, FIGURAS E LEGENDAS

500

501 Tabela 1. Caracteristicas bioldgicas e parasitismo da geracdo parental (G:P) de Cotesia
502 flavipes (Hymenoptera: Braconidae) expostos a diferentes tratamentos com fungos
503 entomopatogénicos inoculados em massas de pupas do parasitoide. (Temperatura de 25+2°C,

504  umidade relativa de 70+£10% e fotofase de 14 horas)

Metarhizium anisopliae

Caracteristicas bioldgicas de Cotesia flavipes

Tratamentos

Progénie Fémeas Machos " Longevid(a‘;ji:s(;e femeas Longevid?g;:)e machos (®)  Parasitismo (%) (n)
Testemunha (no tratada) 82,00+6,67a 4640+088a 2870+067a 10 225+0,10a 2,10+0,10a 40 9400+305a 50
Biometha WP Plus®(1x10° conmL™")  6370£526a 2820+074a 3550+08la 10 1,65+0,15b 1,70+0,14b 40 8000:343a 50
Biometha WP Plus®(5x10° conmL™®) 5280+4,71a 2940+093a 2340+056a 19 1,90+0,19b 1,65+ 0,18 b 40 8800+368a 50
Biometha WP Plus®(10x10° conmL™?) 67,30+7,85a 3290+095a 3440+0,70a 19 2,05+0,15a 2,00+0,16 a 40 80,00+305a 50
Metié WP® (1x10° con.mL™Y) 60,90+513a 2570+085a 3520+086a 10 1,55+0,13 b 1,65+0,11b 40 7800+352a 50
Metie WP® (5x10° con.mL?) 51,90+ 646a 27,60+063a 2430+059a 10 2,20+020a 215+0,17a 40 9200+343a 50
Metie WP® (10x10° con.mL?) 5540+4.8la 3060+092a 2480+073a 1g 1,80+0,17b 1,90+0,16 b 40 8800+326a 50
Metarril WP® (lxlOg con.mL'l) 61,60+347a 20,70+0,8la 4090+0,77a 10 2,45+0,19a 1,85+0,18b 40 92,00+342a 50
Metarril WP® (5x10° con.mL™) 4370+192a 1940+087a 24300562 10 1,50+0,16 b 1,90£0,19b 40 7800+80la 50
Metarril WP® (10x10° con.mL™) 6841+64la 1410+0,69a 5950+096a 19 1,25+0,09¢ 1,65+£0,23b 40 8200+613a 50

Ccv ns ns ns - 40,49 41,25 - ns -
Beauveria bassiana
Tratamentos Caracteristicas bioldgicas de Cotesia flavipes

Progénie Fémeas Machos (") Lor\gevidz;iir;;;e femeas Longevide(x;i;;e machos () Parasitismo (%) (i)
Testemunha (no tratada) 82,00+6,67a 4640+088a 2870+067a 10 225+0,10a 210+0,10a 40 9400+305a 50
Biovéria G® (1x10° con.mL™) 7440+305a 3540+095a 1490+064a 10 1,60+0,10 b 1,75+ 0,22 b 40 96,00+£3,01la 50
Biovéria G® (5x10° con.mL™) 71,20+319a 19,80+0,83a 41,10x067a 19 1,75+0,16 b 1,85+0,17 b 40 80,00x588a 50
Biovéria G® (10x10° conmL™) 8350+38la 3740+098a 3300+078a 10 1,80+0,18 b 1,45+0,12 b 40 92,00+442a 50
Boverril WP® (1x10° con.mL) 73,10+538a 29,30+1,04a 2530+085a 10 1,10+0,05¢ 1,15+0,05¢ 40 5800%557b 50
Boverril WP® (5)(109 con.mL'l) 7850+4,26a 3350+083a 3640+069a 10 1,50+0,12 b 1,60+0,15b 40 86,00 +5,33a 50
Boverril WP® (10x10° con.mL™) 67,30+327a 2400+102a 3250+058a 10 1,20+ 0,14 ¢ 1,05+ 0,05¢ 40 8400+568a 50

cv ns ns ns - 34,13 43,76 - 24,35 -

CV - Coeficiente de variagdo
"Dados néo significativos
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
n® - Ntmero de massas de pupas de Cotesia flavipes tratadas com os bioinseticidas
n?- Numero de adultos de Cotesia flavipes utilizados para avaliar a longevidade
505 n®- Numero de adultos de Cotesia flavipes e lagartas de Diatraea saccharalis utilizadas para avaliar o parasitismo

506

507

508

509

510

511

512
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513 Tabela 2. Longevidade de machos e fémeas da geracgéo filial 1 (G:F1) de Cotesia flavipes
514  (Hymenoptera: Braconidae) expostos a diferentes tratamentos com  fungos

515 entomopatogénicos. (Temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14

516  horas)
Metarhizium anisopliae
Tratamentos Caracteristicas bioldgicas de Cotesia flavipes (n)
Longevidade de fémeas (dias)  Longevidade de machos (dias)
Testemunha (ndo tratada) 3,20+0,19 a 3,00+£0,19a 40
Biometha WP Plus®(1x10° con.mL™) 255+0,15b 2,40 £0,24 2 40
Biometha WP Plus®(5x10° con.mL™) 340+0,24a 230+0,20a 40
Biometha WP Plus®(10x10° con.mL™) 2,75+0,19a 2,25+0,19a 40
Metié WP® (1)(109 con.mL'l) 325+0.21a 2,70+£0,21a 40
Metié WP® (5X109 con.mL’l) 2,20+ 0,23 b 2,45+0,26 a 40
Metié WP® (10x10° con.mL™) 2,30+£0,16 b 1,65+0,15b 40
Metarril WP® (1x10° con.mL™) 245£0,19b 2,25+0,20a 40
Metarril WP® (5x10° con.mL™) 3,05£0,252 250£0,17a 40
Metarril WP® (10x10° con.mL™) 225+0,16b 210+015a 40
CVv 33,95 38,06 -
Beauveria bassiana
Tratamentos Caracteristicas biologicas de Cotesia flavipes (n)
Longevidade de fémeas (dias)  Longevidade de machos (dias)

Testemunha (ndo tratada) 3,20+£0,19 a 3,00+£0,19a 40
Biovéria G® (1x10° con.mL™) 3,05£0,24 2 230£0,252 40
Biovéria G® (5x10° con.mL™) 3,00£0,25a 215+0,16a 40
Biovéria G® (10x10° con.mL™) 2,00+020b 1,90+0,19b 40
Boverril WP® (1x10° con.mL™) 2,70£0,14a 2,20+0,26a 40
Boverril WP® (5x10° con.mL™) 215+015b 1,80+0,15b 40
Boverril WP® (10x10° con.mL™?) 240+0,15b 2,30+0,14a 40

CVv 33,95 38,06 -

CV - Coeficiente de variacdo

M édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
517 n - Nimero de adultos de Cotesia flavipes utilizados para avaliar a longevidade

518
519
520
521
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Metarhizium anisopliae A Beauveria bassiana B

Emergéncia (%) de adultos de Cotesia flavipes
Emergéncia (%) de adultos de Cotesia flavipes

0 2 4 6 8 10

Tratamentos Tratamentos

Tratamentos Tralamenlos
1 - Testemunha (ndo tratada) 1 - Testemunha (ndo tratada)
2 - Biometha WP Plusg(lxlogccm.mL'l) 2 - Biovéria G* (IXIOD COTUUL'I)
3 - Biometha WP Plus®(5x10° con.mL ) 3 - Biovéria G® (5x10° con.mL)
4 - Biometha WP Plus®(10x10° con.mL™) 4 - Biovéria G® (10x10% con.mL?)
5 - Metiéd WPZ (1x10° con.mL 1) 5 - Boverril WP* (1x10° con.mL )
6 - Metid WP? (5x10° con.mL?) 6 - Boverril WP® (5x10° con.mL ™)
7 - Metiéd WP® (10x10° con.mL™) 7 - Boverril WP® (10x10° con.mL?)
8 - Metarril WP® (1x10° con.mL)
9 - Metarril WP® (5x10° con.mL™)

10 - Metarril WP® (10x10° con.mL)

Fig. 1. Emergéncia (%) de adultos da geracdo filial 1 (G:F1) de Cotesia flavipes
(Hymenoptera: Braconidae) expostos a diferentes tratamentos com Metarhizium anisopliae
(A) e Beauveria bassiana (Hypocreales: Clavicipitaceae) (B). (Temperatura de 25+2°C,

umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas)
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CONSIDERACOES FINAIS

Os bioinseticidas comerciais, a base dos fungos B. bassiana e M. anisopliae ndo
afetaram a longevidade de fémeas de C. flavipes até 72 horas depois da aplicagdo, permitindo
que a fémea do parasitoide sobreviva tempo suficiente para realizar o parasitismo de D.
saccharalis.

O contato dos bioinseticidas com pupas do parasitoide C. flavipes ndo reduziu o
parasitismo realizado pelas fémeas do parasitoide, exceto o produto Boverril WP® (1x10%con
mL™). Dessa forma, como o parasitismo é o principal fator da eficiéncia do parasitoide em
campo, caso 0s fungos entomopatogénicos entrem em contato com as pupas de C. flavipes
este fato ndo vai influenciar no controle de D. saccharalis.

Portanto, cinco dias ap6s a liberacdo de C. flavipes, a aplicacdo de fungos

entomopatogénicos ndo compromete o desempenho do parasitoide.
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referring. If the article is about the cabbage looper, you do not have to say "cabbage looper
larvae", just say "the larvae".
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41. In parentheses, give the manufacturer's name and address, and model number or similar
identifier if relevant.

Statistical Presentation
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42. Describe statistical methods in full in Materials and Methods together with citation of the
methodology or software used.

43. When presenting the results of analysis of variance (or t test), specify F (or t), degrees of
freedom, and Probability (or a) level either in text or in appropriate table footnotes. Present
similar parameters for other statistical tests.

44. Multiple mean separation tests (Duncan, SNK, Dunnet, various so-called 'Ryans' tests,
etc.) are increasingly in disfavor throughout the statistical community, having been called into
question by such luminaries as Fisher, Yates, and even Duncan. The use of such tests is
strongly discouraged. (If you are compelled to use an MMST we suggest the Waller-Duncan
k-ratio t test). In many cases the simple presentation of means with descriptive statistics such
as standard deviation, standard error of the mean, coefficient of variation, confidence limits,
or variance will suffice.

Insecticides and Similar Compounds

45. Define terms such as EC, WP; then use abbreviation.

46. Use accepted common names for insecticides. Trade names may be given in parentheses
at first mention in text, with name and location of manufacturer. Provide the chemical name
for those without an accepted common name at first use in abstract and text.
Acknowledgment or Endnote

47. Place disclaimers, journal series numbers, funding sources, address changes other than
correspondent, work as part of postgraduate degree requirements, etc. here, not in a footnote.
If only acknowledgment is included, head as "ACKNOWLEDGMENT", if other information
is included, head as "ENDNOTE." Do not use titles before names. Generally, people precede
institutions and institutions precede grants. Spell out institutions.

Footnotes

48. Generally to be avoided. Use to indicate the address to which reprint requests should be
sent, if different from the address (affiliation) of the senior author.

Figures

49. Figures must be submitted appropriately assembled (camera ready). Paste up separate
units of a multiple figure into a single plate. Label appropriately.

50. Provide a separate legend for each figure or combine into a plate.

51. Photo may not reproduce well.

52. Photo or figure does not seem necessary.

53. Photo or figure not cited in text.

Tables

54. Table legend in uppercase.

55. Cite table in text.

56. Prepare table as in CBE style manual or consult past issues of Florida Entomologist.

57. Use superscript numbers to reference table footnotes.

References Cited

58. Begin on a new page.

59. All author names should be in uppercase, e.g., JONES, E. G.,, AND HOWARD, A. B.
1988.

60. When citing references from a book use following order: JONES, E. G. 1988. Sampling
techniques, pp. 34-45 IN A. B. Howard [ed.] Insect Collecting Procedures. Bradberry
Publications N. Y. 200 pp.

61. Not in journal style, change as indicated or check recent issues for style.

62. Spell out place or geographic names in journal titles (Mexicana, Georgia, Canadian,
Australian, Florida, etc.)

Scientific Notes

63. Short contributions with a maximum text length of 1000 words.
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64. Title page and text in logical order without headings, except "SUMMARY" and
"REFERENCES CITED".

65. Summary should be 1 to 3 sentences in length "abstract-like" and located at the end of the
text.

66. No more than 2 tables or figures.



