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RESUMO GERAL

Fatores como o periodo de parasitismo, idade da pupa hospedeira e temperatura afetam
0 parasitoide pupal Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) Cherian &
Margabandhu, 1942 e o conhecimento dos mesmos é fundamental para o
desenvolvimento de técnicas de criacdo desse inimigo natural. Além disso, testes de
seletividade de inseticidas sdo importantes para se determinar a mortalidade da
entomofauna benéfica. A lagarta falsa-medideira da soja, Chrysodeixis
includens (Walker, [1858]), é polifaga danificando diferentes plantas, incluindo soja,
algodéo, feijdo e girassol. O objetivo foi avaliar as caracteristicas biologicas de T.
diatraeae em pupas de C. includens e determinar a seletividade de inseticidas utilizados
na cultura da soja a esse parasitoide. No primeiro experimento, pupas de C. includens
com 24 horas de idade foram individualizadas e expostas ao parasitismo por T.
diatraeae com 48 horas de idade, por 24, 48, 72, 96, 120 ou 144 horas. No segundo
experimento, pupas de C. includens com 24, 48, 72, 96, 120, 144 ou 168 horas de idade
foram expostas ao parasitismo por fémeas adultas de T. diatraeae de 48 horas
(alimentadas e acasaladas), na densidade de 5:1 parasitoide/hospedeiro. No terceiro
experimento, trezentos e cinquenta pupas de C. includens, com 24h de idade foram
armazenadas na parte inferior da geladeira a 7,86 + 2 9C por cinco, dez, 15, 20, 25 e 30
dias e o controle foi com pupas sem armazenamento. Apds o periodo de
armazenamento, as pupas foram individualizadas com uma fémea de T. diatraeae de 48
horas de idade (acasalada e alimentada por 24 horas). No quarto experimento, 0s
inseticidas acefato, azadiractina, Bacillus thuringiensis (Bt), deltametrina, lufenuron,
teflubenzurom e tiametoxam + lambda-cialotrina, foram utilizados, tendo agua no
controle. Os inseticidas foram borrifados em folhas de soja, deixadas para secar
naturalmente, e cinco folhas colocadas por gaiola com 10 fémeas de T. diatraeae, cada
uma, utilizando o sistema ASPECLE (Avaliacdo da Seletividade de Pesticidas em
Condicoes de Laboratdrio Estendido). No primeiro experimento, o parasitismo entre 24
a 144 h foi o mais adequado para multiplicar T. diatraeae em pupas de C. includens. No
segundo experimento, fémeas de T. diatraeae parasitaram e se devolverem em pupas de
C. includens de todas as idades, mas as com 24 a 72 horas de idade foram mais
adequadas. No terceiro experimento, fémeas de T. diatraeae parasitaram e se
desenvolveram em pupas de C. includens, apds armazenamento e temperatura 7,86°C
em todos os periodos, sendo o até 15 dias, mais indicado para a producdo desse
parasitoide. No quarto experimento, os inseticidas azadiractina, Bt, lufenuron e
teflubenzuron ndo causaram mortalidade de T. diatracae em 24 horas de contato e,
portanto, sdo seletivos para esse parasitoide. A deltametrina e o tiametoxam + lambda-
cialotrina foram pouco toxicos e o acefato toxico, causaram 100% de mortalidade de
adultos de T. diatraeae. Este trabalho registra, pela primeira vez, as caracteristicas
bioldgicas de T. diatraeae em pupas de C. includens em laboratério. Os resultados
obtidos contribuem para o aprimoramento de técnicas de multiplicacdo de T. diatraeae
com qualidade para de estudos cientificos ou producdo massal desse parasitoide. O
conhecimento de inseticidas seletivos a T. diatracae é fundamental para 0 manejo
integrado de C. includens, principalmente na cultura da soja.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Lagarta-falsa-medideira; parasitoide.
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ABSTRACT

Knowledge of how the factors; period of parasitism, age of the host pupa and
temperature interfere with the pupal parasitoid Trichospilus diatraeae Cherian &
Margabandhu, 1942 is fundamental for the development of breeding techniques for this
natural enemy. In addition, insecticide selectivity tests are important to determine the
mortality of beneficial entomofauna. Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) is known
as the soybean bollworm. This insect has a polyphagous character, causing damage to
several crops, such as soybeans, cotton, beans and sunflower. The objective was to
evaluate the biological characteristics of T. diatraeae in pupae of C. includens in
different circumstances and to determine the selectivity of insecticides used in soybean
cultivation for the parasitoid. In the first experiment, 24-hour-old C. includens pupae
were individualized and exposed to 48-hour-old T. diatraeae parasitism, for periods of
24, 48, 72, 96, 120 or 144 hours. In the second experiment, pupae of C. includens aged
24, 48, 72, 96, 120, 144 or 168 hours were exposed to the parasitism of adult females of
T. diatraeae aged 48 hours (already fed and mated), at the density of 5:1 parasitoid/host.
In the third experiment, three hundred and fifty pupae of C. includens, aged 24 hours,
were stored in the lower part of the refrigerator at 7.86 £ 2 °/C for five, ten, 15, 20, 25
and 30 days and no storage as a control. After the storage period, the pupae were
individualized with a 48-hour old T. diatraeae female, already mated and fed for 24
hours. In the fourth experiment, the insecticides acephate, azadirachtin, Bacillus
thuringiensis (Bt), deltamethrin, lufenuron, teflubenzuron and thiamethoxam + lambda-
cyhalothrin were used, being the control with water. Insecticides were sprayed on
soybean leaves, left to dry naturally, and placed five leaves per cage with 10 female T.
diatraeae using the ASPECLE system (Assessment of Pesticide Selectivity under
Extended Laboratory Conditions). In the first experiment, the parasitism range between
24 and 144 h is the most adequate for the multiplication of T. diatraeae in pupae of C.
includens. In the second experiment, T. diatraeae females were able to parasitize and
devolve into C. includens pupae at all evaluated ages, with pupae between 24 and 72
hours old being the most appropriate. In the third experiment, females of T. diatraeae
parasitize and develop in pupae of C. includens stored at low temperature, at an average
temperature of 7.86°C in all storage periods, with the period up to 15 days being the
longest. Indicated for the production of this parasitoid on a large scale. And in the fourth
experiment, the insecticides azadirachtin, Bt, lufenuron and teflubenzuron did not cause
mortality of T. diatraeae within 24 hours of contact and, therefore, are selective for this
parasitoid. Deltamethrin and thiamethoxam + lambda-cyhalothrin were slightly toxic
and acephate toxic, causing 100% mortality in T. diatraeae adults. The results obtained
in the works of this thesis contribute to the improvement of the T. diatraeae
multiplication technique, aiming at obtaining this biological control agent with quality
for the accomplishment of scientific studies or for the establishment of mass
multiplication. In addition, knowledge of selective insecticides against T. diatraeae is
essential for the integrated management of C. includens, mainly in soybeans.

Key words: Biological control; parasitoid; False Soaring Caterpillar



INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior produtor de soja do mundo, com produgdo projetada de
aproximadamente 150,36 milhdes de toneladas do gréo e com estimativa de 42,4
milhGes de hectares de area plantada (CONAB, 2022). Monoculturas de soja em
grandes areas e 0 manejo indiscriminado com agrotoxicos, aumenta a mortalidade de
fungos e inimigos naturais que controlavam naturalmente diversas pragas, antes
consideradas sem importancia econémica e, com isso, favorecendo as mesmas
atingirem niveis de importancia agricola, um exemplo € a Chrysodeixis includens
(Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae) (SPECHT et al., 2015; BOTELHO et al.,
2019).

O lepidoptero praga C. includens se alimenta de diferentes plantas
importantes para a agricultura, incluindo girassol, soja, feijao e algodao (SPECHT et al.,
2015). Lagartas, desse inseto, passam por seis intares com duracdo de 14 a 20 dias
quando causam danos as plantas (SOSA-GOMEZ et al., 2014).

O controle quimico é o mais utilizado, difundido e de facil acesso para os
produtores rurais no manejo de C. includens (ZULIN et al., 2018; STACKE et al.,
2019). O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma alternativa para a agricultura
tradicional de forma mais sustentdvel e com menor contaminacdo ambiental (PANIZZI
e PARRA, 2009; VAN-LENTEREN et al., 2017).

O controle bioldgico é uma ferramenta importante no MIP com a utilizacdo de
macro e micro organismos no manejo de insetos pragas, incluindo insetos predadores e
parasitoides no controle de uma diversidade de insetos pragas. Parasitoides se
desenvolvem em outros insetos e geralmente no final do seu ciclo acarreta a morte do
hospedeiro. Parasitoides sdo utilizados no manejo de insetos pragas que causam danos
em culturas de interesse agricola, regulando a densidade populacional do inseto-praga
(BUENO et al., 2022).

A criagdo de parasitoides em laboratorio € etapa importante no controle
bioldgico. Isto torna necessario se avaliar os principais fatores deste processo, incluindo
0 parasitismo, emergéncia, duracdo do ciclo (ovo-adulto), progénie, progénie por fémea,
razdo sexual, longevidade de machos e fémeas em cria¢Oes de parasitoide. Além disso,
densidade do parasitoide, espécies do hospedeiro, periodo de exposicdo, técnicas de
armazenamento do hospedeiro, idade do hospedeiro e idade do parasitoide sdo, também,



utilizados para se avaliar a eficiéncia de parasitoide (FERNANDES, 2018; TIAGO,
2019; PEREIRA et al., 2021; BARBOSA et al., 2022)

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Euulophidas) é um parasitoide polifago descrito em diversos lepidopteros-praga |,
incluindo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae), Anticarsia
gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae), Diatraea venosata Walker, 1863 (Lepidoptera:
Pyralidae), Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (NHM, 2020)

Além do controle biolégico com parasitoides, utilizados no MIP de pragas, se
utiliza de inseticidas. Inseticidas seletivos devem ser priorizados pois, controlam o
inseto-praga minimizando o impacto na entomofauna benéfica como polinizadores e
insetos predadores e parasitoides (PANIZZI e PARRA, 2009).

O objetivo foi avaliar as caracteristicas biologicas de T. diatraeae criado em
pupas de C. includens em laboratério e determinar a seletividade de inseticidas a este

parasitoide.



REVISAO DE LITERATURA

Importancia da cultura da soja [Glycine max (L.) Merrill]

Folhas da soja (Glycine max (L) Merrill) (Magnoliopsida: Fabales:
Fabaceae: Faboideae) séo trifolioladas (exceto o primeiro par de folhas simples, no no
acima do no cotiledonar). Flores dessa planta sdo de fecundacdo autdgama, tipicas da
subfamilia Faboideae, de cor branca, roxa ou intermediaria. Vagens (legumes) dessa
planta sdo, levemente, arqueadas e, a medida que amadurecem, mudam da cor verde
para amarelo-pélido, marrom-claro, marrom ou cinza, com uma a cinco sementes lisas,
elipticas ou globosas, de tegumento amarelo palido, com hilo preto, marrom ou
amarelo-palha. O crescimento de plantas de G. max pode ser indeterminado (sem
racemo terminal), determinado (com racemo terminal) ou semi-determinado
(intermediario) (BAHRY, 2013).

A origem da soja é, possivelmente, da China, tendo sido domesticada a
partir do século X1 a.C. como relatado no livro "Pen Ts'ao Kong Mu" escrito entre 2883
e 2838 a.C. A soja, como o trigo, 0 arroz e a cevada, era considerada um gréo
sagrado. Essa planta foi distribuida a partir do século XV pela Europa como uma planta
em jardins botanicos (GAZZONI, 2018). O Brasil é o maior produtor de soja. A
producdo brasileira estd estimada em cerca de 150,36 milhdes de toneladas, safra
2022/2023, sendo a principal cultura em extensdo de area no pais. Os estados com a
maior produtividade no Brasil sdo o Mato Grosso, Parana, Goias, Rio Grande do Sul e
Mato Grosso do Sul, com uma producdo de cerca de 35,9, 19,7, 13,7, 20,2 e 8,9
milhGes de toneladas em plantio de cerca de 10,3, 5,6, 3,7, 6,0 e 3,5 milhdes de
hectares. A area plantada no Mato Grosso do Sul é de 3,5 milhGes de hectares e a
previsdo de 8,9 milhdes de toneladas na safra 2021/2022 (CONAB, 2022).

Chrysodeixis includens
Chrysodeixis includens (Noctuidae: Plusiinae) € conhecida como falsa-

medideira devido a sua locomogdo em "mede palmo". Esta mariposa descrita como
Pseudoplusia includens foi, ap6s o avango das técnicas de biologia molecular colocada
no género Chrysodeixis (GOATER et al., 2003).  Chrysodeixis includens é uma
especie polifaga e relatada em 174 plantas hospedeiras de 39 familias botanicas,

incluindo algumas de grande importancia agronémica, como soja (G. max), algodao



(Gossypium hirsutum L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), couve (Brassica oleracea L.),
girassol (Helianthus annuus L.), tomate (Solanum spp.) e batata (Solanum tuberosum
L.) no Brasil (SPECHT et al., 2015).

Lagartas de C. includens se alimentam do parénquima deixando as nervuras
do limbo foliar com duragda dessa fase entre 14 a 20 dias dependendo da temperatura e
atingindo 40 a 45 mm de comprimento no ultimo instar. As fases de pupa, de C.
includens ocorre sob uma teia produzida pela lagarta, em geral, na face abaxial das
folhas (SOSA-GOMEZ et al., 2014).

Chrysodeixis includens foi relatada em todo o continente Americano desde
o0 norte do Estados Unidos ao Sul da América do Sul desde meados da safra 2003/2004.
Esse inseto era praga secundaria na cultura da soja e suas populacdes mantidas baixas
por insetos predadores e parasitoides, além de fungos entomopatogénicos. O uso
excessivo e/ou incorreto de inseticidas e fungicidas ndo seletivos, este Ultimos para o
controle da ferrugem-asiatica reduziram o desenvolvimento do fungo entomopatogénico
Metarhizium rileyi anisopliae (Farlow), o principal controlador natural de C. includens
(SPECHT et al., 2015; BOTELHO, et al., 2019). O habito das lagartas de C. includens
permanecem, principalmente, na parte inferior das plantas de soja onde a mistura do
inseticida ndo consegue penetrar devido a area foliar da planta, também dificulta a
eficiéncia de inseticidas (ZULIN et al., 2018).

O controle de C. includens é feito, principalmente, com quimicos e relatos
de populagbes desse inseto resistentes a inseticidas como lambda-cialotrina,
metoxifenozida e teflubenzuron foram feitos (STACKE et al., 2019). A aplicagéo desses
produtos pode reduzir o controle natural dessa praga em plantas cultivadas (VIEIRA et
al., 2019).

Manejo Integrado de Pragas

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) propGe uma alternativa ambiental e
econdmica viavel ao controle tradicional de pragas, com predominancia de inseticidas
sintéticos. O MIP consiste se baseia na utilizacdo de diferentes técnicas para 0 manejo
de insetos pragas. O monitoramento constante de insetos nocivos e benéficos na lavoura
é a base do MIP, permitindo se conhecer o inseto que estd causando prejuizos e o nivel
de dano e presenca de inimigos naturais na area. Depois calcula-se o prejuizo causado

por cultura para a tomada ou néo de decisao de controle. O controle deve ser feito com
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a estratégia mais eficiente utilizando taticas isoladas ou em conjunto, priorizando
métodos menos impactantes ao meio ambiente como o cultural, bioldgico, genético,
comportamental e varietal, além do quimico, como ultima op¢do (PANIZZI e PARRA,
2009; VAN-LENTEREN et al., 2017).

O controle bioldgico é importante em programas de manejo integrado de
pragas visando diminuir o nimerro de plantas e animais utilizando inimigos naturais
como agentes de mortalidade bidtica. Insetos, acaros, e microrganismos como virus,
fungos, bactérias, nematoides e protozoarios se destacam no controle bioldgico. O
primeiro grande caso de sucesso de controle bioldgico foi em 1888, na California com a
introducdo do predador Rodolia cardinalis (Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinellidae)
de origem australiana, para controlar Icerya purchasi Maskell, 1879 (pulgéo branco ou
cochonilha australiana) (Hemiptera: Monophlebidae) (PARRA, 2014; VAN-
LENTEREN etal., 2017; PARRA et al., 2021;).

O controle bioldgico aplicado com parasitoides € um componente
importante de programas de MIP (PARRA et al., 2002). Insetos parasitoides, mais
utilizados no controle bioldgico sdo da ordem Hymenoptera e, em menor quantidade, de
Diptera. As principais familias dos Hymenoptera parasitoides sdo Braconidae,
Ichneumonidae, Eulophidae, Pteromalidae, Encyrtidae, Aphelinidae. Parasitoides da
ordem Diptera sdo, principalmente, na familia Tachinidae. Insetos predadores séo,
principalmente, das familias: Anthocoridae, Pentatomidae, Reduviidae, Carabidae,
Coccinellidae, Staphylinidae, Chrysopidae, Cecidomyiidae, Syrphidae e Formicidae
(PARRA et al., 2002).

A eficiéncia biologica de parasitoides pode ser determinada pela avaliacédo
do parasitismo, emergéncia, progénie, razdo sexual, duracdo do ciclo de vida,
longevidade de adultos criados no inseto-praga considerado alvo em laboratério, semi-
campo e campo (TIAGO, 2019). Por isso, necessario se estudar a biologia comparativa
de parasitoides nas mesmas condicgdes. Parasitoide com maiores taxas de fecundidade e

crescimento populacional sd0 melhores (RINCON, 2001).
Trichospilus diatraeae

Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) foi obtido de pupas de
Diatraea venosata Walker, 1863, a broca-da-haste das gramineas e descrito em 1942 no
Sul da india (CHERIAN e MARGABANDHU, 1942).



Trichospilus diatraeae foi, mais tarde, relatado em diferentes paises e
continentes, incluindo a Asia, Oceania, Africa, América do Norte, América Central e
América do Sul e em varios estados do Brasil, como Minas Gerais, Sdo Paulo, Brasilia
(NHM, 2020) e Mato Grosso do Sul (LUCCHETTA et al., 2022).

O primeiro registro de T. diatraeae no Brasil foi em 1996 originado de uma
pupa parasitada de de uma espécie de Arctiidae (Lepidoptera) no campus da ESALQ em
Piracicaba SP (PARON e BERTI-FILHO, 2000).

Trichospilus diatraeae, parasitoide polifago, foi relatado parasitando
lepidopteros-praga de importancia agricola como Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae), Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae), Diatraea venosata Walker, 1863 (Lepidoptera: Pyralidae), Anticarsia
gemmatalis Hibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera cosmioides Walker,
1858 (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) (NHM, 2020). Esse parasitoide foi relatado, também,
parasitando pupas Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) com
desenvolvimento adequado em laboratorio (FAVERO et al., 2013).

Machos e fémeas de T. diatraeae sdo separados de acordo com as
caracteristicas morfologicas da antena (fémeas com insercdo das antenas na parte
central da cabeca em formato de V e, nos machos a insercdo é lateralmente em formato
de U) e do aparelho bucal da fémea que é mais desenvolvido e nos machos, sem
presenca, além dos olhos da fémea em formato riniforme e do macho oval (PARON,
1999) (Anexo 3).

A utilizacdo de T. diatraeae, em programas de controle biol6gico, é uma
alternativa viavel, por se reproduzie bem em varias espécies de hospedeiros e,
facilmente, produzido (OLIVEIRA et al., 2018).

Armazenamento de pupas em baixa temperatura

Hospedeiros alternativos, com metodologia de criacdo conhecida e boa
adequacdo para o parasitoide e custo baixo de produgdo podem viabilizar a criagéo de
insetos parasitoides (PARRA et al., 2002).

O armazenamento do inseto hospedeiro aumenta o tempo de vida do inseto
hospedeiro para ser utilizado na criagdo continua de parasitoides (PRATISSOLI et al.,

2003). O armazenamento de hospedeiros para eulofideos facilita a disponibilidade dos


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

parasitoides por periodos mais longos reduzindo os custos de producdo. O
armazenamento em baixa temperatura é o melhor método para conservar pupas de
Lepidoptera. No entanto, muitos insetos podem néo sobreviverem apds armazenados em
baixa temperatura, tornando necessario se estudar se o estresse induzido pelo frio pode

reduzir a qualidade do inseto ou causar sua morte (PEREIRA et al., 2021).
Seletividade de inseticidas

A seletividade de produtos quimicos a insetos pode ser fisioldgica ou
ecologica (CARVALHO et al., 2021).

A seletividade ecol6gica estad relacionada com a forma e o horario de
aplicacdo do inseticida, priorizando os horérios com menor incidéncia de inimigos
naturais e insetos benéficos como o0s polinizadores. Além disso, deve utilizar
ferramentas que se direcionem 0s quimicos, apenas, ao inseto-praga como o uso de bcos
adequados na aplicacdo do inseticida para a area da planta com a praga (FERNANDES
etal., 2010; CARVALHO et al., 2021).

A seletividade fisiologica esta relacionada a toxicidade de um inseticida,
sendo 0 mesmo mais tolerado pelo inimigo natural ou inseto benéfico pode por
ingestdo, contato direto ou indireto. A seletividade fisiologica visa causar maior
mortalidade do inseto-praga com danos reduzidos na entomofauna benéfica pelos
inseticidas (FERNANDES et al., 2010; CARVALHO et al., 2021).

Inseticidas seletivos sdo uma alternativa dentro do MIP por causarem danos
reduzidos a insetos benéficos como predadores e parasitoides (MIRANDA, 2010).

O controle bioldgico, por parasitoides e predadores em planta¢fes ocorre,
naturalmente, ao se alimentarem ou utilizarem insetos pragas para sua reproducédo e
desenvolvimento. Inseticidas ndo seletivos causam mortalidade de insetos e daqueles
benéficos (PINHEIRO et al., 2018).

O uso constante de inseticidas e a reduzida preocupacdo com a fauna e flora
local levaram a criacdo em 1974 da International Organization of Biological Control
(10BC), cujos objetivos sdo regulamentar e padronizar os testes de seletividade de
agrotoxicos em organismos benéficos (CAMPQOS, 2019; SANOMIA et al., 2020).



OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas biologicas de T. diatraeae criado em pupas de C.
includens em laboratorio e determinar a seletividade de inseticidas a este parasitoide.

Objetivos Especificos

e Avaliar as caracteristicas biologicas de T. diatraeae em pupas de C. includens
em funcdo de diferentes periodos de contato desse parasitoide com a pupa

hospedeira, visando sua multiplicacéo.

e Avaliar a influéncia da idade de pupas de C. includens no parasitismo e
desenvolvimento de T. diatraeae.
e Avaliar a progénie de T. diatracae em pupas de C. includens, previamente,

armazenadas a 7,86 + 2 °C por diferentes periodos.

e Avaliar a seletividade de inseticidas, registrados para a cultura da soja, ao
parasitoide T. diatraeae.



HIPOTESE (S)

1. O parasitoide T. diatraeae parasita e se desenvolve em pupas de C. includens.

2. O periodo de contato de fémeas de T. diatraeae com pupas de C. includens
afeta o0 desenvolvimento desse parasitoide.

3. A idade da pupa de C. includens afeta o parasitismo e desenvolvimento de T.
diatraeae.

4. Pupas de C. includens podem ser armazenadas a 7,86 + 2 °C e oferecidas ao
parasitismo por T. diatraeae sem afetar as caracteristicas bioldgicas desse
parasitoide.

5. Os inseticidas acefato, azadiractina, Bacillus thuringiensis (Bt), deltametrina,
lufenuron, teflubenzurom e tiametoxam + lambda-cialotrina, registrados para

a cultura da soja, sdo seletivos ao parasitoide T. diatraeae.
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CAPITULO |

REPRODUCAO DE Trichospilus diatracae EM PUPAS DE Chrysodeixis includens
COM DIFERENTES PERIODOS DE PARASITISMO

RESUMO

O numero e qualidade de parasitoides produzidos depende de se conhecer o periodo de
parasitismo por hospedeiro. A expressdo do potencial reprodutivo de um parasitdide
varia com o0 periodo de contato com a pupa hospedeira. Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) é um endoparasitoide polifago de lepiddpteros pragas.
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) causa prejuizos expressivos em
culturas como de soja, algodéo, feijdo, couve e girassol. O objetivo foi avaliar as
caracteristicas bioldgicas de T. diatraeae em pupas de C. includens e determinar o
melhor periodo de parasitismo para a multiplicacdo desse parasitoide. Pupas de C.
includens com 24 horas de idade foram individualizadas em tubos de vidro (8,0cm X
2,0 cm) e expostas ao parasitismo, durante 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas, por uma
fémea acasalada de T. diatraeae com 48 horas de idade. O parasitismo (%) e a
emergéncia (%) desse parasitoide foram maiores que 50% em todos os tratamentos, com
média geral 88,67 + 1,43 e 69,12 + 6,40 respectivamente. A duracdo do ciclo de vida
(ovo a adulto), a progénie total e razdo sexual foram semelhantes com 21,35 £ 0,23,
123,40 + 6,46 e 0,9727 + 0,00, respectivamente, entre tratamentos. A faixa de
parasitismo de 24 a 144 h é adequada para a multiplicacdo de T. diatraeae em pupas de
C. includens.

Palavras-chave: controle bioldgico, lagarta da soja, parasitoide..
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CHAPTER |
REPRODUCTION OF Trichospilus diatraeae IN PUPAE OF Chrysodeixis
includens WITH DIFFERENT PERIODS OF PARASITISM

ABSTRACT

The number and quality of parasitoids produced depend on knowing the period of
parasitism per host. The expression of the reproductive potential of a parasitoid varies
with the period of contact with the host pupa. Trichospilus diatraecae (Hymenoptera:
Eulophidae) is a polyphagous endoparasitoid of Lepidoptera pests. Chrysodeixis
includens (Lepidoptera: Noctuidae) causes significant damage to crops such as soybean,
cotton, bean, cabbage and sunflower. The objective was to evaluate the biological
characteristics of T. diatraeae in pupae of C. includens and to determine the best period
of parasitism for the multiplication of this parasitoid. Pupae of C. includens aged 24
hours were individualized in glass tubes (8.0cm X 2.0 cm) and exposed to parasitism,
during 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hours, by a mated female of T. diatraeae at 48 hours
of age. Parasitism (%) and emergence (%) of this parasitoid were greater than 50% in
all treatments, with overall averages of 88.67 + 1.43 and 69.12 + 6.40 respectively. Life
cycle length (egg to adult), total progeny and sex ratio were similar with 21.35 + 0.23,
123.40 + 6.46 and 0.9727 £ 0.00, respectively, between treatments. The parasitism
range of 24 to 144 h is adequate for the multiplication of T. diatraeae in C. includens
pupae.

Keywords: soybean caterpillar, parasitoid, biological control.
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1. INTRODUCAO

O controle biologico é uma ferramenta para 0 manejo de insetos pragas. A
coleta, identificacdo e criagdo no laboratério de de inimigos naturais sdo etapas
importantes para o desenvolvimento do controle biolégico. A selecdo de parasitoides,
para o controle de determinado inseto-praga, é baseada em caracteristicas morfoldgicas,

fisiologicas e comportamentais dos mesmos (PARRA et al., 2021).

Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
popularmente como falsa medideira devido a sua locomocdo em "mede palmo", pode
causar prejuizos expressivos em culturas como de soja (Glycine max), algoddo
(Gossypium hirsutum L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), couve (Brassica oleracea L.) e
girassol (Helianthus annuus L.) (MACHADO et al., 2022). O controle quimico é o
principal método utilizado no manejo de C. includens, mas individuos resistentes, dessa
praga, a inseticidas como lambda-cialotrina, metoxifenozida, teflubenzuron foram
relatados (STACKE et al., 2019). O habito das lagartas de C. includens permanecerem,
principalmente, na parte inferior das plantas de soja, onde o inseticida ndo consegue
penetrar devido a area foliar da planta, reduz a eficiéncia dos inseticidas (ZULIN et al.,
2018).

O endoparasitoide Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) é polifago e relatado em lepiddpteros de importancia
agricola e florestal (FAVERO et al., 2014) como Iridopsis panopla Prout, 1932
(Lepidoptera: Geometridae) (LUCCHETTA et al., 2022), Thyrinteina arnobia (STOLL,
1782) (PEREIRA et al., 2008), pragas importantes do eucalipto e Diatraea
saccharalis (FABRICIUS 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Helicoverpa
armigera (HUEBNER, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis Huibner,
1818 (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (J. E.Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), (PARON e BERTI-FILHO, 2000), insetos pragas importantes

na cultura da soja.

O sucesso de programa de controle biologico depende da multiplicagcdo em
larga escala de parasitoides, predadores e de suas presas e/ou hospedeiros e do
conhecimento de suas interagdes biologicas (PARRA et al., 2021). A criacdo massal de

inimigos naturais depende de se conhecer aspectos bioldgicos, como maturidade e razdo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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sexual, longevidade, tipo de reproducdo, duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto),
discriminacdo hospedeira, especificidade, parasitismo, além de interacBes com fatores
abiodticos como temperatura, luz e umidade (PEREIRA et al., 2008; FAVERO et al.,
2014)

O periodo de parasitismo por hospedeiro € importante para se obter o maior
namero com qualidade de individuos produzidos. Um periodo inadequado de contato
entre parasitoides e pupas hospedeiras pode reduzir o parasitismo impedindo esses
parasitoide de atingirem seu potencial reprodutivo. A biologia reprodutiva de
parasitoides com metodos adequados deve ser estudada para aprimorar técnicas de
multiplicagdo com menores custos de producdo de inimigos naturais (FAVERO et al.,
2014; COSTA et al., 2014; ADAMO, 2022).

O objetivo foi avaliar, diferentes periodos de contato com pupas de C.
includens as caracteristicas bioldgicas de T. diatraeae, visando sua multiplicacéao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagdo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
Bioldgico de Insetos (LECOBIOL) (22° 11°56,56°° S, 54° 56’ 1,396” W), da Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2 Criagdo do hospedeiro para conducéo dos experimentos

Pupas de C. includens foram obtidas da criacdo estoque do LECOBIOL e
sexadas e acondicionadas em gaiolas PVC com um frasco de 50ml de solucéo de agua e
mel a 10% tampado e com um furo no centro onde um pedaco de algodao foi colocado
para 0os adultos se alimentarem. Folhas de papel sulfite cor rosa foram dispostas
cobrindo toda a area interna do cano de PVC para a oviposi¢cdo de C. includens. As
folhas com postura foram retiradas da gaiola dos adultos e colocadas com dieta artificial
(GREENE et al., 1976) em recipientes de 30cm de comprimento por 20 cm de largura e
10cm de altura. Apds a completa eclosdo das larvas (cerca de tres dias), as folhas de
papel A4 foram retiradas dos recipientes para ndo atrapalharem as lagartas recém-
eclodidas de chegarem até a dieta, eviatando a morte das mesmas por inani¢do
(MORANDO, 2014).

A dieta (Anexo 4) foi trocada sempre que tivesse indicios de perda de
umidade quando as lagartas foram passadas da dieta velha (seca e escura) para a nova
com auxilio de um pincel de cerdas macias, pois muitas delas ndo passavam
voluntariamente e acabavam morrendo. O cuidado durante 0 manuseio nos primeiros

instares € crucial, pois as lagartas sdo muito frageis (MORANDO, 2014)

A fase pupal de C. includens é de dez dias laboratorio. As pupas foram
sexadas e separadas para a criacdo desse hospedeiro e/ou para a manutencao da criagdo
dos parasitoides. Trezenta pupas foram colocadas em duas placas de acrilico dentro da
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gaiola de PVC para emergéncia dos adultos de C. includens (MORANDO, 2014;
BARBOSA, 2022).

As gaiolas foram posicionadas sob iluminagédo artificial para estimular a
copula e a oviposicdo de C. includens. A iluminacdo foi por duas lampadas
fluorescentes paralelamente (MAXXI® F 18W T8 Rosa do tipo Gro-lux e
SYLVANIA® F 20W T10 5000K Luz do dia Plus) ligadas por timer com fotoperiodo
de 14 horas de luz (MORANDO, 2014; BARBOSA, 2022).

2.3.  Criacéo de Trichospilus diatraeae para o experimento

Adultos de T. diatraeae, obtidos da cria¢do estoque do laboratério, foram
mantidos em tubos de ensaio (8,5%1 cm) tampados com algoddo e com uma goticula de
mel puro (alimento). Pupas de T. molitor (24 horas de idade) e de D. saccharalis (24 a
72 horas de idade) foram expostas ao parasitismo por cinco fémeas de T. diatraeae com
48 a 72 horas de idade (protocolo de criacdo estabelecido no Lecobiol), a 25 + 1 °C,
umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14 horas até a emergéncia da progénie para

a manutencdo da criacdo desse parasitoide (PEREIRA et al., 2008).

2.4. Desenvolvimento experimental

Pupas de C. includens com 24 horas de idade foram individualizadas em
tubos de vidro (8,0cm X 2,0 cm) e expostas ao parasitismo por uma fémea de T.
diatraeae com 48 horas de idade e, previamente, acasalada (Anexos 1 e 2), por 24, 48,
72, 96, 120 ou 144 horas. Uma goticula de mel foi colocada por tubo de vidro. O
experimento foi realizado em sala climatizada a 25 £ 2° C, 70 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14 horas. Apds o periodo de parasitismo, os parasitoides foram
retirados dos tubos, permanecendo somente as pupas no seu interior. O mesmo
procedimento foi realizado, sem a presenca dos parasitoides para se calcular a
mortalidade natural do hospedeiro (ABBOTT, 1925).

As caracteristicas biologicas avaliadas dos parasitoides foram: porcentagem

de parasitismo (%P) [(nGmero de pupas de C. includens com emergéncia de parasitoides
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+ pupas sem emergéncia de adultos de C. includens /(nimero total de pupas) x 100];
porcentagem de emergéncia (%E) [(numero de pupas de C. includens com emergéncia
de adultos do parasitoide)/(numero de pupas parasitadas) x 100]; duracdo do ciclo de
vida (tempo de desenvolvimento do parasitoide imaturo a partir do dia do parasitismo
até a emergéncia do adulto); progénie total (nimero de parasitoides emergidos por
hospedeiro parasitado); razdo sexual (numero de fémeas/nimero total de adultos
emergidos) e longevidade média. A longevidade média de machos e de fémeas foi
avaliada em 10 fémeas e 10 machos de T. diatraeae, por tratamento e selecionados ao
acaso no dia da emergéncia, individualizados em micro tubos (eppendorfs) vedados
com algoddo com uma goticula de mel puro, onde foram observados, diariamente, até
sua morte. (PEREIRA et al., 2021). O sexo de T. diatraeae foi identificado de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas da antena e abdome de seus machos e (PARON,
1999).

2.5. Anélise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
sete tratamentos (periodos de parasitismo) e dez repeti¢Bes, tendo cada uma um grupo
de cinco pupas de C. includens individualizadas, totalizando 50 pupas por tratamento e
350 pupas em todo o experimento. Os dados das caracteristicas bioldgicas foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e de regressao.
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3. RESULTADOS

As porcentagens de parasitismo e emergéncia de T. diatraeae foram maiores
que 50% em todos os tratamentos com média geral de 88,67 + 1,43 e 69,12 * 6,40
respectivamente (Quadro 1).

A duracéo do ciclo de vida (ovo adulto), progénie total e razdo sexual de T.
diatraeae foram semelhantes com média geral de 21,35 + 0,23, 123,4 + 6,46 ¢ 0,97 +

0,00 respectivamente (Quadro 1).

A longevidade de fémeas e machos de T. diatraeae foram semelhantes entre
tratamentos, com média geral de 10,25 + 0,71 e 7,78 + 0,75 respectivamente (Quadro
2).
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4. DISCUSSAO

O tempo de contato do parasitoide com o hospedeiro ndo afetou o
parasitismo e a emergéncia de T. diatraeae. O parasitismo de T. diatraeae em pupas de
C. includens nao variou com o namero de dias de contato do parasitoide com a pupa.
Isto difere do parasitismo de pupas de Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae) por T. diatraeae ter variado com o aumento dos dias de
contato do parasitoide com a pupa, com aumento na porcentagem de parasitismo
(OLIVEIRA et al., 2018). O parasitismo de pupas de Scirpophaga excerptalis Walker,
1863 (Lepidoptera: Crambidae) por Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera:
Eulophidae) diminuiu com o aumento do tempo de contato entre a pupa e o parasitoide,
atribuido ao superparasitismo causando a morte das pupas hospedeiras (KUMAR et al.,
2016). A porcentagem semelhante de emergéncia nos diferentes periodos de parasitismo
foi semelhante ao ralatado para T. diatraeae parasitando pupas de A. gemmatalis
(OLIVEIRA et al., 2018).

A duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto), progénie e razdo sexual
semelhantes nos diferentes periodos de parasitismo demonstrando que o tempo de
contato do parasitoide com a pupa ndo afeta estes parametros (COSTA et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2018). Os resultados, para esses parametros, foram semelhantes aos
relatados para T. diatraeae parasitando D. saccharalis (VARGAS et al., 2014) e T.
arnobia (PASTORI et al., 2012). Esses resultados semelhantes aos relatados para um
hospedeiro que foi encontrado naturalmente T. diatraeae (pupas de D. saccharalis) é

importante, reforgando a qualidade de C. includens para esse parasitoide.

A longevidade de fémeas e de machos semelhantes com os diferentes
periodos de parasitismo demonstra que o tempo de contato do parasitoide com a pupa
ndo afeta este parametro. Uma maior longevidade favorece o parasitdide aumentar a
oportunidade de encontrar individuos do sexo oposto para o acasalamento e tempo de
busca por hospedeiro em campo (FOERSTER et al., 2001; COSTA et al., 2014).

A falta de feito nas caracteristicas bioldgicas analisadas, pelos diferentes
periodos de contato entre os parasitoides e 0 hospedeiro € importante para a criacdo
massal. Isto significa que o aumento do periodo de contato ndo causou a morte do

hospedeiro ou afetou as caracteristicas bioldgicas e reprodutiva de T. diatraeae em
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pupas de C. includens. Pupas de C. includens sdo 6timas hospedeiras alternativas para a
criacdo de T. diatraeae em laboratério.
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5. CONCLUSAO

A faixa de parasitismo entre 24 a 144 h é adequada para a multiplicagdo
de T. diatraeae em pupas de C. includens.
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Quadro 1: Parasitismo (Par.), emergéncia (Em.), ciclo de vida (ovo — adulto), progénie

Per.

24
48
72
96
120
144

MG

C.V.

(%)

ns — N4o significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade. MG= média

total e razéo sexual de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)
com periodos (Per.) de parasitismo de 24 a 144 horas em pupas de
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) a 25 + 2°C, 70 = 10% de
umidade relativa e fotofase de 14 h.

Par. (%) Em. (%) Ciclo (dias) Progénie total Razao Sexual
86+5,21 68,5+6,94 21,25+0,25 139,77+7,02 0,98+0,00
86+3,06 61,5+6,79 21,07+0,07 131,04+6,85 0,97+0,01
94+3,06 58,5+6,58 20,92+0,26 114,23+4,19 0,97+0,00
88+6,11 85,5+6,77 22,48+0,17 97,47+4,38 0,96+0,00
92+4,42 90,2+4,15 21,07+0,14 121,65+5,42 0,96+0,01
86+5,21 50,5+6,83 21,28+0,16 136,25+11,14 0,96+0,01
88,67+ 69,12+6,4 21,35+0,23 123,40+6,46 0,97+0,00
1,43

3,95 22,70 2,68 12,82 0,62

geral. C.V. — Coeficiente de variagéo.



Quadro 2: Longevidade de machos e fémeas de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) com diferentes periodos de parasitismo de
24 a 144 horas em pupas de Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), a 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de

Periodos At Fémea (dias) Machos (dias)
24 5,50+0,25 5,0+0,00
48 8,20+0,69 5,40+0,83
72 9,40+0,66 6,80+0,61
% 15,35+0,90 12,50+1,12
120 11,55+0,89 11,50+1,42
144 11,50+0,84 5,50+0,50

Meédia geral 10,2540,71 7,78+0,75

ns — N&o significativo pela analise de variancia (ANOVA) em nivel de 5% de
probabilidade.
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CAPITULO I

REPRODUCAO DE Trichospilus diatracae EM PUPAS DE Chrysodeixis includens
DE DIFERENTES IDADES

RESUMO

O endoparasitoide de pupas Trichospilus diatraeae é generalista tornando este inimigo
natural um agente promissor de controle biologico de diferentes lepiddpteros-praga,
incluindo Chrysodeixis includens, praga na cultura da soja. Fatores abioticos
(temperatura, iluminacdo, umidade) e bidticos (hospedeiro, inseto predador/parasitoide)
e suas interagdes biologicas afetam a criagdo massal de inimigos naturais e,
consequentemete, o sucesso de programas de controle biolégico. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o parasitismo e o desenvolvimento de T. diatraeae em pupas de C.
includens com diferentes idades. Essas pupas, com 24, 48, 72, 96, 120, 144 ou 168
horas de idade, foram expostas ao parasitismo de fémeas adultas de T. diatraeae com 48
horas de idade (alimentadas e acasaladas) na densidade de 5:1 parasitoide/hospedeiro.
Cada relacdo (hospedeiro-parasitoide) foi acondicionada em tubos de vidro (2,5 cm de
diametro e 8,5 cm de altura) tampados com algoddo. As pupas de C. includens foram
expostas ao parasitismo por 72 horas e, apos este periodo, as fémeas do parasitoide
foram eliminadas e as pupas hospedeiras mantidas em tubos de vidro em sala
climatizada a temperatura de 25 °C + 1, umidade relativa de 70% = 10, e fotofase de 14
horas, até a emergéncia dos adultos desse parasitoide. Fémeas de T. diatracae
parasitaram e se devolveram em pupas de C. includens de todas as idades avaliadas,
mas aquelas com 24 a 72 horas de idade sdo mais adequadas para multiplicar esse
parasitoide.

Palavras-chave: Falsa-medideira; controle bioldgico; Eulophidae.
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CHAPTER 11
REPRODUCTION OF Trichospilus diatraeae IN PUPAE OF Chrysodeixis
includens OF DIFFERENT AGES

ABSTRACT

The pupae endoparasitoid Trichospilus diatraeae is a generalist, making this natural
enemy a promising biological control agent for different lepidopteran pests, including
Chrysodeixis includens, a soybean pest. Abiotic (temperature, lighting, humidity) and
biotic (host, predatory insect/parasitoid) factors and their biological interactions affect
the mass rearing of natural enemies and, consequently, the success of biological control
programs. The objective of this work was to evaluate the parasitism and development of
T. diatraeae in pupae of C. includens at different ages. These pupae, aged 24, 48, 72,
96, 120, 144 or 168 hours, were exposed to the parasitism of adult female T. diatraeae
aged 48 hours (fed and mated) at a density of 5:1 parasitoid/ host. Each relationship
(host-parasitoid) was placed in glass tubes (2.5 cm in diameter and 8.5 cm in height)
covered with cotton. C. includens pupae were exposed to parasitism for 72 hours and,
after this period, the parasitoid females were eliminated and the host pupae were kept in
glass tubes in a climate-controlled room at a temperature of 25 oC + 1, relative humidity
of 70% = 10, and a 14-hour photophase, until the emergence of adults of this parasitoid.
Females of T. diatraeae parasitized and returned in pupae of C. includens of all
evaluated ages, but those with 24 to 72 hours of age are more suitable for multiplying
this parasitoid.

Keywords: False-measure, biological control, Eulophidae.
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1. INTRODUCAO

O endoparasitoide de pupas, Trichospilus diatraeae Cherian &
Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae), foi descrito em 1942 parasitando
pupas de Diatraea venosata (Walker, 1863) (Lepidoptera: Crambidae) (CHERIAN &
MARGABANDHU, 1942) e no Brasil relatado em pupas de Arctiidae (PARON &
BERTI-FILHO, 2000). O héabito generalista de T. diatraeae aumenta a importancia
desse parasitoide para o controle biologico (SILVA et al., 2015). Trichospilus diatraeae
pode ser utilizado no controle biologico de insetos pragas como Iridopsis panopla
Prout, 1932 (Lepidoptera: Geometridae) (LUCCHETTA, et al., 2022), Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), Helicoverpa
armigera (HUEBNER, 1808)(Lep.: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (PARON & BERTI-FILHO, 2000) Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(PEREIRA et al., 2008).

O éxito de programas de controle bioldgico depende da produgdo massal de
parasitoides em larga escala (LI et al., 2019). Hospedeiros alternativos, como Tenebrio
molitor L. 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (FAVERO et al, 2014) e
Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (OLIVEIRA et al.,
2016) séo utilizados na multiplicacdo de T. diatraeae.

O sucesso de programas de controle bioldgico depende da criacdo massal de
inimigos naturais que pode ser afetada por fatores abio6ticos (temperatura, iluminacéo,
umidade) e bioticos (hospedeiro, inseto predador/parasitoide) e suas interacdes
biologicas (PARRA, 2021).

Parasitoides se desevolvem em insetos hospedeiros, cuja qualidade
nutricional pode afetar os parametros bioldgicos de parasitoides (HARVEY &
STRAND, 2002). Além disso, a qualidade do hospedeiro pode variar com fatores como
tamanho, espécie e o0 estadio que ela se encontra (TANG et al., 2015). Parasitoides
fémeas distinguem a qualidade do hospedeiro por estimulos fisicos (tato, visdo, olfato e
gustacdo) e bioquimicos (compostos quimicos liberados pelo hospedeiro e horménios)
e, no momento da insercdo do ovipositor no parasitismo, se a qualidade do hospedeiro
for satisfatoria, fard a oviposicdo (GODFRAY, 1994; NOFEMELA & KFIR, 2008).
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O parasitoide prefere pupas de maior qualidade quando recebe pupas da
mesma espécie com varias idades, (WANG & LIU, 2002). A qualidade do hospedeiro
varia com a idade da pupa, com menos recursos nutricionais naquelas mais velhas
(TANG et al., 2015).

Lepiddpteros podem ser criados em grandes nimeros e suas pupas utilizadas
para a criacdo de parasitoides, mas suas diferentes idades para maximizar a producao
sdo pouco estudadas (COSTA et al., 2014). O desenvolvimento de cada parasitoide
pupal é melhor em pupas com um intervalo expecifico de idade, com este parametro
afetando a progénie e outras caracteristicas bioldgicas desses inimigos naturais
(BARBOSA et al., 2022).

Chrysodeixis  includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae),
considerada praga secundaria com reduzida importancia econémica, se tornou em 2000
praga chave (BUENO et al., 2017) e, com A. gemmatalis sdo os principais lepidopteros
pragas na cultura da soja (HORIKOSHI et al., 2021). Lagartas desfolhadoras reduzem a
produtividade por diminuirem a area fotossintética da planta (BOFF et al., 2022).

O controle de C. includens é feito, principalmente, com inseticidas
quimicos, mas a resisténcia a alguns desses produtos tem sido relatada (CONTINI et al.,
2022). Isto aumenta a importancia de técnicas alternativas de controle, como a
utilizacdo de inimigos naturais (PEREIRA et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o parasitismo e o desenvolvimento de

T. diatraeae em pupas de C. includens com diferentes idades.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagdo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LECOBIOL) (22° 11°56,56”” S, 54° 56’ 1,396” W) da Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2 Criagao do hospedeiro para conducao dos experimentos

Pupas de C. includens foram obtidas da criacdo estoque do LECOBIOL,
sexadas e acondicionadas em gaiolas PVC com um frasco de 50ml de solucdo agua e
mel a 10% tampado com um furo no centro onde um chumaco de algodao foi colocado
para 0os adultos se alimentarem. Folhas de papel sulfite cor rosa foram dispostas
cobrindo toda a area interna do cano de PVC para a oviposicdo. As folhas com postura
foram retiradas da gaiola dos adultos, cortadas em tiras longitudinais e colocadas com
dieta artificial (GREENE et al., 1976) (Anexo 4) em recipientes de 30cm de
comprimento por 20 cm de largura e 10cm de altura. Apds a completa eclosdo das
lagartas (cerca de tres dias), as folhas de papel sulfite foram retiradas dos recipientes
para evitar que atrapalhassem as lagartas recém-eclodidas chegarem a dieta e, assim,
evitando a morte das mesmas por inanicdo (MORANDO, 2014).

A dieta foi trocada sempre que apresentasse indicios de perda de umidade,
qunado as lagartas da dieta velha (seca e escura) foram passadas para a nova com
auxilio de um pincel de cerdas macias, pois muitas delas ndo passavam voluntariamente
e acabavam morrendo. O cuidado durante 0 manuseio nos primeiros instares € crucial,
pois as lagartas sdo muito frageis (MORANDO, 2014).

As lagartas, apds o Gltimo instar, passam para fase de pupa as quais foram
retiradas dos recipientes e acondicionadas em outros para evitar o canibalismo por
lagartas de ultimo instar, e se transformarem em pupas. A fase pupal durou em média
dez dias em laboratdrio. As pupas foram sexadas e separadas para a criacdo e/ou para a

manutencdo da criacdo dos parasitoides. Trezenta pupas foram colocadas em duas
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placas de acrilico dentro da gaiola de PVC para a emergéncia dos adultos (MORANDO,
2014; BARBOSA, 2022). Essas gaiolas foram, em seguida, posicionadas sobre
iluminacdo artificial para estimular a cdpula e a oviposi¢do. A iluminacéo foi feita com
duas lampadas fluorescentes dispostas paralelamente (MAXXI® F 18W T8 Rosa do
tipo Gro-lux e SYLVANIA® F 20W T10 5000K Luz do dia Plus) ligadas por timer
com fotoperiodo de 14 horas de luz (MORANDO, 2014; BARBOSA, 2022).

2.3 Criagao dos parasitoides para o experimento

Adultos de T. diatraeae, obtidos da criacdo estoque do laboratério, foram
mantidos em tubos de ensaio (8,5x1 ¢cm) tampados com algoddo com uma goticula de
mel puro (alimento para os insetos). A criacdo desse parasitoide foi mantida com pupas
de T. molitor (24 horas de idade) e de D. saccharalis (24 a 72 horas de idade) expostas
ao parasitismo por cinco fémeas com 48 a 72 horas de idade (protocolo de criagédo
estabelecido no LECOBIOL) a 25 £ 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de
14 horas até a emergéncia dos adultos (PEREIRA et al., 2008).

2.4 Desenvolvimento experimental

Pupas de C. includens com 24, 48, 72, 96, 120, 144, ou 168 horas de idade
foram expostas ao parasitismo por fémeas adultas de T. diatraeae com 48 horas de
idade (acasaladas e alimentadas) na densidade de 5:1 parasitoide hospedeiro. Cada
relacdo (parasitoide-hospedeiro) foi acondicionada em tubos de vidro (2,5 cm de
diametro e 8,5 cm de altura) e tampados com algoddo. As pupas de C. includens foram
expostas ao parasitismo por 72 horas [(determinado por testes preliminares)
(porcentagem de parasitismo e emergéncia de descendentes)]; apoOs este periodo as
fémeas do parasitoide foram eliminadas e as pupas hospedeiras individualizadas em
tubos de vidro e mantidas em sala climatizada a temperatura de 25 °C + 1, umidade
relativa de 70% + 10, e fotofase de 14 horas, para a emergéncia dos adultos desse
parasitoide.

As caracteristicas bioldgicas avaliadas: porcentagem de parasitismo (%P)
[(ndmero de pupas de C. includens com emergéncia de parasitoides + pupas sem
emergéncia de adultos de C. includens)/ (nimero total de pupas) x 100]; porcentagem
de emergéncia (%E) [(nGmero de pupas de C. includens com emergéncia de adultos do

parasitoide)/(nimero de pupas parasitadas) x 100]; duragdo do ciclo de vida (tempo de
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desenvolvimento do parasitoide imaturo contado a partir do dia do parasitismo até a
emergéncia do adulto); progénie total (numero de parasitoides emergidos por
hospedeiro parasitado); progénie por fémea (progénie de fémeas em funcdo do niumero
de fémeas utilizada em casa densidade avaliada); e razdo sexual (numero de
fémeas/nimero de total de adultos emergidos) (PEREIRA et al.,2021).

2.5 Analises estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado com sete tratamentos
representados pelas idades das pupas do hospedeiro C. includens com 10 repeticdes,
cada uma constituida por cinco pupas de C. includens, totalizando 50 pupas e 250
fémeas do parasitoide por tratamento. Os dados das caracteristicas biologicas avaliadas
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) a 5% de probabilidade e os valores
significativos a analise de regressdo. O melhor ajuste da equacdo para os parametros
avaliados foi baseado no modelo com todos os coeficientes significativos, ajustando-se
melhor aos dados, com base no coeficiente de determinagdo (R?), na significancia dos
coeficientes de regressdo (Bi) e da regressdo pelo teste F (p < 0,05), além de se adequar

ao fendmeno biologico estudado.
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3. RESULTADOS

O parasitismo de pupas de C. includens por fémeas de T. diatraeae
variou com a idade diferindo entre tratamentos (P= 0,005 e F= 63,8905). O parasitismo
de T. diatraeae diminuiu com o aumento da idade da pupa hospedeira, em pupas com
24 horas de idade, 100 + 0,00% seguido por aquelas com 48 e 72 horas, ambas com 92
+ 4,90% e com menor valor nas com 144 e 168 horas, 4 + 0,00% e 0,00%
respectivamente (Figura 1).

A emergéncia de T. diatraeae em pupas de C. includens variou com a idade
das pupas e diferiu entre todos os tratamentos (P= 0,0076 e F= 37,1869), com maior
emergéncia naquelas com 48 horas 91 + 5,57% e decréscimo com o aumento da idade
da pupa até 144 horas, com 20 + 22,36%, a menor porcentagem por tratamento. Pupas
com 168 horas ndo foram parasitadas e, por isso, ndo tiveram emergéncia do parasitoide
(Figura 2)

A progénie, de fémeas de T. diatraeae em pupas de C. includens, variou
com a idade das pupas dessas ultimas diferindo entre todos os tratamentos (P= 0,0260 e
F=15,5993), com maior valor de pupas com 48 horas, 85,08 + 14,19 individuos de cada
uma e o menor naquelas de pupas com 144 horas, 3,76 + 3,76 individuos por pupa
(Figura 3).

A duracdo do ciclo de vida e a razdo sexual de T. diatraeae foram
semelhantes entre tratamentos com média geral de 21,34 + 0,12 dias e 0,9560 * 0,00
respectivamente (P>0,05) (Quadro 1).

A longevidade de fémeas de T. diatraeae, emergidas de pupas de C.
includens de diferentes idades, diferiu entre todos os tratamentos (P= 0,0155 e F= 22,
5967), com maior e menor valores no tratamento com pupas de 72 horas, 12,3 + 1,11
dias, e no com pupas de 144 horas com 6,9 + 1,12 dias, respectivamente. Esse
parametro ndo foi avaliado para pupas de 168 horas devido a falta de parastismo nas
mesmas.

A longevidade de machos de T. diatraeae, emergidos de pupas de C.
includens com diferentes idades diferiu entre todos os tratamentos (P= 0,0493 e F=
9,6637). Esse parametro foi maior no tratamento com pupas de 72 horas, 11,4 + 1,17
dias e menor com pupas de 144 horas, 4,6 = 0,60 dias. A falta de parasitismo e
emergéncia de T. diatraeae com pupas de 168 horas de idade impediu a avaliacdo da

longevidade, desse parasitoide, neste tratamento.



38

4. DISCUSSAO

O potencial de C. includens como hospedeiro para a criacdo de T. diatraeae
é alto e a utilizacdo desse parastoide no manejo dessa praga deve ser estudado.

O maior parasitismo em pupas de C. includens com 24, 48 e 72 horas
demonstra uma preferencia do parasitoide T. diatraeae por pupas hospedeiras mais
jovens. Isto é semelhante ao relatado para o parasitoide Tetrastichus howardi (OLLIFF,
1893) (Hymenoptera: Eulophidae) parasitando C. includens (BARBOSA et al., 2022),
mas difere dos parasitoides Palmistichus elaeisis (Delvare; LaSalle, 1993)
(Hymenoptera: Eulophidae) parasitando pupas de Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae) (PEREIRA, et al., 2009) e T. howardi parasitando pupas de D.
saccharalis (COSTA, et al., 2014) sem a interferéncia da idade das mesmas nesse
parametro. No entanto, o parasitismo de pupas de Eoreuma loftini (Dyar) (Lepidoptera:
Crambidae) por Pediobius furvus (Gahan, 1928) (Hymenoptera: Eulophidae) foi maior
naquelas com meia idade (PFANNENSTIEL et al., 1996). A qualidade nutricional dos
hospedeiros para parasitoides esta relacionada a espécie, tamanho e idade da pupa dos
mesmos (HARVEY & STRAND, 2002). Parasitoides identificam, por estimulos fisicos
e quimicos, a qualidade do hospedeiro durante a oviposicdo, preferindo pupas
hospedeiras mais jovens com melhor nutricdo para seus imaturos (WANG & LIU, 2002;
HE et al. 2011; TANG et al., 2015). O reduzido parasitismo em pupas com 144 horas e
0 ndo parasitismo naquelas com 168 horas pode estar relacionada a qualidade do
hospedeiro decrescente com com o final do periodo pupal, e menos favoravel para o
desenvolvimento de parasitoides (PONCIO et al, 2018).

A maior emergéncia T. diatraeae, de pupas de C. includens com 48 horas
seguidas daquelas com 24 horas mostra equilibrio entre a suscetibilidade e idade do
hospedeiro, garantindo uma maior eficiéncia de parasitismo (PONCIO et al., 2018). A
maior emergéncia de pupas mais novas pode estar relacionada com a qualidade
nutricional do hospedeiro diminuindo com o tempo devido a fatores morfologicos e
fisiolégicos das pupas (WANG & LIU, 2002). Isto é semelhante ao relatado para T.
diatraeae parasitando pupas de Diaphania hyalinata L. (Lepidoptera: Crambidae), com
maior emergéncia de pupas com 24 e 48 horas (SILVA et al., 2015) e de P. elaeisis
parasitando pupas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), com maior emergéncia (MARTINS et al., 2019).
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A reduzida progénie de T. diatraeae, emergida de pupas de de C. includens
com 24 horas de idade pode estar relacionada com a fisiologia da pupa, com pupas mais
jovens sendo mais suscetiveis aos danos fisicos no parasitismo ou ndo sobrevivendo aos
venenos e outras substancias introduzidas pelo parasitoide durante parasitismo,
enquanto as mais velhas se adaptam a este processo (COLINET et al., 2005; TANG et
al., 2015).

A duracéo do ciclo de vida de T. diatraeae foi semelhante ao de com pupas
de D. saccharalis (RODRIGUES et al., 2013) e de Tenebrio molitor L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) (FAVERO et al., 2014). O ciclo de vida, desse parasitoide, semelhante
no hospedeiro de origem (D. saccharalis) e com pupas de C. includens indica ser este
ultimo uma alternativa para a criacdo de T. diatraeae.

A razdo sexual (predominancia de fémeas em relacédo a populacédo/progénie
total) da progénie de T. diatraeae em pupas de C. includens é importante para o controle
biolégico, pois as fémeas controlam insetos pragas, através do parasitismo
(RODRIGUES et al., 2013; KUMAR et al., 2016; FERNANDES, 2018).

A maior longevidade, de descendentes de pupas mais novas € benéfica para
insetos por aumentar o tempo para localizar e controlar o inseto-praga (PRATISSOLI et
al., 2007; COSTA et al., 2014). Pupas mais velhas produziram individuos com uma
menor longevidade devido ao menor valor nutricional das mesmas (SILVA, et al.,
2015; PEREIRA et al., 2021).

O fato de T. diatraeae conseguir parasitar e se desenvolver com éxito em
diferentes idades de pupas do mesmo hospedeiro demonstra a eficiéncia desse agente de
controle bioldgico. Trichospilus diatraeae parasitara pupas de C. includens em campo
(pupas até 144 horas) o parasitoide podera parasitar a mesma, evitanto assim o gasto
energético que é utilizado no processo de procura de uma pupa adequada. Estes dados
sdo importantes para a criacdo massal desse parasitoide com o uso de varias pupas para

a reproducdo do mesmo e nem sempre de mesma idade.
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5. CONCLUSAO

Fémeas de T. diatraeae parasitaram e se desenvolveram em pupas de C.
includens até 144 horas, sendo aquelas com 24 a 72 horas de idade as mais adequadas

para a multiplicacdo desse parasitoide.
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Quadro 1: Ciclo de vida (ovo — adulto) (CV) e razdo sexual (RS) de Trichospilus
diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae) de diferentes idades a 25 + 2°C, 70 £ 10% de
umidade relativa e fotofase de 14 h

Trat 24 48 72 96 120 144 168 M.G! C\V.2

Cv* 2162+ 2163+ 21,01+ 2160+ 21,17+ 210+ _ 21,34+ 1,33
0,36 0,27 0,32 0,40 0,26 0,00 0,12 %

RS* 094+ 094+ 096+ 0,95+ 096+ 0,95+ _ 0,95+ 1,03
0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 %

N.S* — Néo significativo pela analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de probabilidade. M. G.1 -
Média geral.
C.V.2 — Coeficiente de variacéo.
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Figura 1. Parasitismo (%) de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em
pupas de Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) com diferentes
idades a 25+2°C, 70£10% de umidade relativa e fotofase de 14 h. (P= 0,005
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Figura 2. Emergéncia (%) Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) com
variagdo na idade das pupas de Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), a 25+2°C, 70+10% de umidade relativa e fotofase de 14 h. (P =
0,0076 e F = 37,1869)
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Figura 3. Progénie total (niUmero de descendentes emergidos) de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em funcdo da variacdo na idade das pupas de
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae), a 25+2°C, 70+10% de
umidade relativa e fotofase de 14 h. (P = 0,0260 e F = 15, 5993).
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Figura 5. Longevidade de machos (dias) de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) em funcdo da variacdo na idade das pupas de Chrysodeixis
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e fotofase de 14 h. (P =0,0493 e F = 9,6637).
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CAPITULO I
REPRODUCAO DE Trichospilus diatracae (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)
EM PUPAS DE Chrysodeixis includens (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) APOS
DIFERENTES PERIODOS SO REFRIGERACAO

RESUMO

O armazenamento de pupas em baixa temperatura conserva e prolonga o
desenvolvimento do inseto. Este processo permite produzir parasitoides, continuamente,
compensando épocas com escassez de hospedeiro ou periodos inesperados de alta
demanda. O endoparasitoide Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942, é
um parasitoide pupal, de insetos pragas. Chrysodeixis includens (Walker, [1858]), €
conhecida como lagarta falsa medideira da soja. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
parasitismo, emergéncia, duracdo do ciclo de vida, nimero de parasitoides emergidos
por pupa de C. includens (progénie), razdo sexual e longevidade de fémeas e machos de
T. diatraeae em pupas de C. includens, previamente, armazenadas a 7,86 = 2 °C por
diferentes periodos. Trezentos e cinguenta pupas de C. includens, com 24h de idade,
foram armazenadas em geladeira a 7,86 + 2 °C, por zero, cinco, dez, 15, 20, 25 e 30 dias
e, apos o periodo de armazenamento, individualizadas com uma fémea de T. diatraeae
de 48 horas, em tubos de vidro (8,5 x 2,5 cm) por um periodo de 24h a 25°C e 12 h de
fotofase. As fémeas de T. diatraeae foram, retiradas dos tubos ao final do periodo de
exposicdo ao parasitismo, e mantidas na temperatura citada até a emergéncia de seus
descendentes para avaliacdo das caracteristicas biologicas. Fémeas de T. diatraeae
parasitaram e produziram progénie em pupas de C. includens armazenadas a 7,86°C em
todos os periodos de armazenamento, sendo o até 15 dias, o mais indicado para a
producdo massal desse parasitoide.

Palavras-chave: Eulophidae, falsa-medideira, parasitoide, temperatura
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CHAPTER Il
REPRODUCTION OF Trichospilus diatraecae (HYMENOPTERA:

EULOPHIDAE) IN PUPES OF Chrysodeixis includens
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) AFTER DIFFERENT PERIODS OF
REFRIGERATION

ABSTRACT

Storage of pupae at low temperature conserves and prolongs insect development. This
process makes it possible to continuously produce parasitoids, compensating for periods
with host shortages or unexpected periods of high demand. The endoparasitoid
Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942, is a pupal parasitoid of insect
pests. Chrysodeixis includens (Walker, [1858]), is known as the soybean bollworm. The
objective of this work was to evaluate the parasitism, emergence, duration of the life
cycle, number of parasitoids emerged per pupa of C. includens (progeny), sex ratio and
longevity of females and males of T. diatraeae in pupae of C. includens, previously
stored at 7.86 = 2 °C for different periods. Three hundred and fifty pupae of C.
includens, 24 hours old, were stored in a refrigerator at 7.86 + 2 °C, for zero, five, ten,
15, 20, 25 and 30 days and, after the storage period, individualized with a 48-hour
female T. diatraeae, in glass tubes (8.5 x 2.5 cm) for a period of 24h at 25°C and 12h of
photophase. The females of T. diatraeae were removed from the tubes at the end of the
period of exposure to parasitism, and kept at the mentioned temperature until the
emergence of their descendants for evaluation of the biological characteristics. Females
of T. diatraeae parasitized and produced progeny in pupae of C. includens stored at
7.86°C in all storage periods, with up to 15 days being the most suitable for the mass
production of this parasitoid.

Keywords: Eulophidae, parasitoid, temperature, false-meter.
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1. INTRODUCAO

Parasitoides sdo eficientes em programas de controle biolégico em
diferentes culturas. A criagdo e multiplicacdo de parasitoide necessitam de infraestrutura
adequada, priorizando a alta qualidade e baixo custo na criacdo desses insetos e seus
hospedeiros (TIAGO et al., 2019; SILVA, et al., 2019).

O sucesso de programas de controle bioldgico depende da criacdo de
parasitoides em larga escala. Para essa criacdo massal é necessario o desenvolvimento
de técnicas adequadas de armazenamento para aumentar a disponibilidade de
hospedeiros e parasitoides ao longo do ano (SILVA et al., 2019).

O armazenamento de pupas em baixa temperatura permite se conservar e
prolongar a duragdo do estadio de desenvolvimento do inseto, pela reducéo da atividade
metabolica (KONDUR, 2020). O armazenamento em baixas temperaturas visa
armazenar o hospedeiro sem afetar as caracteristicas bioldgicas do parasitoide, como
parasitismo, emergéncia, progénie (PASTORI, et al., 2013). Este processo permite
produzir ao longo do ano parasitoides, compensando épocas com escassez de
hospedeiros ou periodos inesperados de alta demanda (PEREIRA et al., 2021).

O endoparasitoide Trichospilus diatracae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae), é um parasitoide de pupas, de diferentes insetos pragas.
Esse inimigo natural foi descrito no sul da india em exemplares coletados de pupas de
Diatraea venosata (Walker, 1863) (Lepidoptera: Crambidae) conhecida como broca da
haste de gramineas (CHERIAN & MARGABANDHU, 1942). A sequir, foi relatado em
diferentes paises e hospedeiros e, no Brasil seu primeiro registro foi em pupas de
Arctiidae (PARON & BERTI-FILHO, 2000).

Trichospilus diatraecae foi registrado parasitando diversos lepiddpteros,
incluindo Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (PEREIRA et al., 2008) e Melanolophia
consimilaria (Walker, 1860) (Lepidoptera: Geometridae) (ZACHE et al., 2010) e
Iridopsis panopla Prout, 1932 (Lepidoptera: Geometridae) (LUCCHETTA, et al., 2022)
em plantios de eucalipto. Pupas de pragas de importancia agricola como Diatraea
saccharalis (Fabr., 1794) (Lepidoptera: Pyralidae), Heliothis armigera (Huebner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae), Anticarsia gemmatalis Hulbner, 1818 (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
(PARON & BERTI-FILHO, 2000), Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera:
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Noctuidae) (ZACHE, et al., 2012), Helicoverpa armigera (Hibner, 1805)
( Lepidoptera : Noctuidae) (OLIVEIRA, et al., 2016) foram aptas para o
desenvolvimento de T. diatraeae em trabalhos de campo e laboratorio. Além disso,
parasitou e se desenvolveu em pupas Tenebrio molitor L. 1758 Coleoptera:
Tenebrionidae) em laboratério (FAVERO et al., 2014).

Chrysodeixis  includens (Walker,  [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecida como lagarta falsa medideira da soja, é polifaga danificando plantas de 28
familias, incluindo soja (Glycine max (L.) Merril), algoddo (Gossypium hirsutum L.),
tabaco (Nicotiana tabacum L.), feijdo (Phaseolus vulgaris L.), girassol (Helianthus
annus L.) e corda-de-viola (Ipomoea sp.) (ANDRADE et al., 2016). Essa praga é
controlada, principalmente com inseticidas quimicos, porém sua resisténcia a inseticidas
foi relatada, tornando necessario se utilizar outros métodos de controle no seu manejo.
Entomopatdgenos, parasitoides e predadores tem sido relatado controlando,
naturalmente, essa praga, principalmente nas fases de ovo, lagarta e pupa (BUSS et al.,
2022; PEREIRA et al., 2018).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a progénie de T. diatraeae em pupas

de C. includens, previamente, armazenadas a 7,86 £ 2 °C por diferentes periodos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagdo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LECOBIOL) (22° 11°56,56”” S, 54° 56’ 1,396” W) da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2. Criacéo do hospedeiro para conducao dos experimentos

Duzentas pupas sexadas (125 fémeas e 75 machos) de C. includens, da
criagdo estoque do LECOBIOL, foram acondicionadas em gaiolas de PVC (25 cm de
diametro por 30 cm de altura) revestidas de papel sulfite rosa, usado para a oviposicao.
Uma tela de protecdo na parte superior foi colocada para evitar a fuga dos insetos
adultos e um frasco de 50ml com solucdo agua e mel a 10% tampado com um furo no
centro onde foi colocado um pedaco de algoddo para os adultos se alimentarem. As
folhas com postura foram retiradas da gaiola dos adultos, cortadas em tiras longitudinais
e colocadas em dieta artificial (GREENE et al., 1976) em recipientes de 30cm de
comprimento por 20 cm de largura e 10cm de altura. Apds a completa eclosdo das
lagartas (cerca de trés dias), as folhas de sulfite foram retiradas dos recipientes, para
evitar que as lagartas recém-eclodidas ndo chegassem até a dieta, ocasionando, portanto,
a morte das mesmas por inanicdo (MORANDO, 2014; BARBOSA, 2022).

A dieta foi trocada sempre que tivesse indicios de perda de umidade e as
lagartas eram passadas da dieta velha (Seca e escura) para a nova com auxilio de um
pincel de cerdas macias. O cuidado durante 0 manuseio nos primeiros instares é crucial,
pois as lagartas sao muito frageis (MORANDO, 2014; BARBOSA, 2022).

As pré-pupas de C. includens foram retiradas e acondicionadas em
recipientes cobertos com papel umedecido para evitar o canibalismo por outras lagartas
de ultimo instar, até se transformarem em pupas. A fase pupal durou em media dez dias
em laboratdrio. As pupas foram sexadas e separadas para a criagdo desse inseto e/ou
para a manutencdo da criacdo dos parasitoides. Duzentas pupas foram colocadas em
duas placas de acrilico em gaiola de PVC para a emergéncia dos adultos de C. includens
(MORANDO, 2014).
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As gaiolas foram posicionadas sobre iluminacgéo artificial para a estimulagao
da copula e da oviposi¢do. A iluminacdo foi através de duas lampadas fluorescentes
dispostas paralelamente (MAXXI® F 18W T8 Rosa do tipo Gro-lux e SYLVANIA® F
20W T10 5000K Luz do dia Plus) ligadas por um timer com um fotoperiodo de 14
horas de luz (BARBOSA, 2022).

2.3. Criacéo do parasitoide para o experimento

Adultos de T. diatraeae foram obtidos da criacdo estoque do laboratério.
Pupas de T. molitor (com 24 horas de idade) e de D. sacharallis (com 24 a 72 horas de
idade), foram expostas ao parasitismo por cinco fémeas desse parasitoide com 48 horas
de idade (protocolo de criacdo estabelecido no LECOBIOL), mantidos em tubos de
ensaio (8,0 x 2,0 cm) tampados com algoddo e contendo uma goticula de mel puro
(alimento para os insetos), a 25 + 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 14
horas até a emergéncia da progénie para manter a criagdo do parasitoide (VARGAS et
al., 2013).

2.4. Desenvolvimento experimental do armazenamento de pupas

Pupas de C. includens foram armazendas em refrigerador (Consul Frost Free
modelo CRB36) foi adicionado uma caixa de isopor na parte inferior dentro do mesmo
com um termdmetro em seu interior.

Trezentos e cinquenta pupas de C. includens, divididas em sete placas de
Petri com 50 pupas pesadas com 24h de idade, em cada uma, foram armazenadas na
parte inferior da geladeira, dentro da caixa de isopor, a 7,86 + 2 °C, por zero, cinco, dez,
15, 20, 25 e 30 dias (Anexo 5). As pupas foram, apds o periodo de armazenamento,
deixadas por 30 minutos em temperatura ambiente e, apds isso, individualizadas com
uma fémea de T. diatraeae de 48 horas de idade, acasalada e alimentada, em tubos de
vidro (8,5 x 2,5 cm) por 24h a 25°C e 14 h de fotofase. Ao final do periodo de
exposicdo ao parasitismo, as fémeas de T. diatraeae foram retiradas dos tubos e as
pupas de C. includens mantidas na temperatura citada, até a emergéncia dos
descendentes de T. diatraeae para avaliacdo das seguintes caracteristicas biologicas
(Anexo 6). Porcentagem de parasitismo [(numero de pupas que ndo emergiram adultos
de C. includens)/ (nmero de pupas) x 100]; porcentagem de emergéncia [(numero de
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pupas de C. includens com emergéncia de adultos do parasitoide)/ (nUmero de pupas
parasitadas) x 100]; duracdo do ciclo de vida (da exposi¢do da pupa ao parasitismo até a
emergéncia de adultos do parasitoide); 0 nimero de parasitoides emergidos por pupa
(progénie); a razdo sexual (=Q/ @ + &); e longevidade de fémeas e machos (periodo da
emergéncia até a morte dos adultos) (PEREIRA et al., 2021). Machos e fémeas do
parasitoide foram separados de acordo com as caracteristicas morfologicas de suas
antena (fémeas com insercdo das antenas na parte central da cabeca em formato de V e
nos machos, lateralmente, em formato de U) e no aparelho bucal mais desenvolvido da
fémea (PARON, 1999) (Anexo 3).

A mortalidade natural de pupas de C. includens foi calculada nas mesmas
condicdes ambientais do experimento e usada para corrigir a ocasionada pelo
parasitoide (ABBOTT, 1925). Isso foi feito com 50 pupas ndo parasitadas,
individualizadas em tubos de vidro e submetidas as mesmas condi¢des ambientais dos
experimentos. O numero de adultos de C. includens emergidos foi determinado. A
longevidade de T. diatraeae foi avaliada com 10 fémeas escolhidas ao acaso nos
descendentes de cada tratamento individualizadas em tubos de vidro e alimentados com

goticulas de mel puro dispersas no interior do tubo de vidro.

2.5 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com sete tratamentos (seis periodos de armazenamento mais a testemunha com pupas
ndo armazenadas com 24h de idade) e dez repeti¢cdes, tendo cada repeticdo um grupo de
cinco pupas de C. includens individualizadas, totalizando 50 pupas por tratamento. Os
dados de parasitismo, emergéncia, duragdo do ciclo de vida, nimero de parasitoides
emergidos por pupa de C. includens (progénie), razdo sexual e longevidade de fémeas e
machos de T. diatraeae foram submetidos a analise de variancia e, quando
significativos a 5% de probabilidade a andlise de regressdo. A equacdo que melhor se
ajustar aos dados foi escolhida com base no coeficiente de determinagdo (R2), na
significancia dos coeficientes de regressao (Pi) e na andlise de variancia de regressao

pelo teste F (ao nivel de 5% de probabilidade).
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3. RESULTADOS

Adultos de C. includens emergiram de 96% das pupas desse inseto
separadas no teste de mortalidade natural. A temperatura média diaria no experimento
foi de 7,86 £ 2°C

O parasitismo (%), a duracdo do ciclo (ovo-adulto), razdo sexual e
longevidade de fémeas foram semelhantes entre tratamentos avaliados, com média geral
de 88,86 £ 2,89%, 21,30 + 0,33 dias, 0,9751 + 0,00 e 7,64 £ 0,40 dias, respectivamente
(Quadro 1).

Trichospilus diatracae emergiu de pupas de C. includens em todos os
tratamentos, porém seu namero variou por periodo de armazenamento diferindo entre
tratamentos (P= 0,0152 e F= 13,1354), diminuindo com o aumento do periodo de
armazenamento das pupas de C, includens e com o maior valor sem armazenamento, 88
+ 6,11%, e o menor com 30 dias de armazenamento 54 + 8,49% (Figura 1).

A progénie total (P= 0,0059 e F= 21,0693) variou com os periodos de
armazenamento diferindo em todos os tratamentos e com relacdo direta ao aumento do
periodo de armazenamento. A maior progénie foi sem armazenamento, 143,25 + 4,04, e

a menor com 30 dias de armazenamento, 84,05+ 14,77 individuos (figura 2).
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4. DISCUSSAO

O parasitismo médio de 88,86 + 2,89 indica que pupas de C. includens
podem ser utilizadas para multiplicar o parasitdide T. diatraeae. O parasitismo de
pupas de C. includens, ap6s armazenadas a 7,86 °C, em todos os tratamentos demonstra
caracteristicas apropriadas para o parasitismo dessas pupas (HARVEY et al., 2013;
OLIVEIRA, et al., 2016).

A emergéncia de T. diatraeae em todos os tratamentos e com maiores
valores naquele sem armazenamento, enquanto no tratamento com pupas armazenadas
por 30 dias teve menor emergéncia. O efeito do periodo de armazenamento das pupas
na emergéncia de T. diatracae é semelhante ao relatado para pupas de Anticarsia
gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) (PASTORI et al., 2013). No
entanto, o armazenamento por periodos longos pode causar alteracbes fisicas,
bioquimicas e morfologicas nas pupas hospedeiras, modificando a qualidade nutricional
do hospedeiro, e consequentemente o desenvolvimento do parasitoide diminuindo sua
emergéncia (TIAGO et al., 2019).

A semelhanca na duracdo do ciclo de vida de T. diatraeae em pupas
armazenadas de C. includens, indica que o desenvolvimento do parasitoide ndo foi
afetado pelo do periodo de armazenamento (PASTORI et al., 2013).

A redugdo da progénie com o aumento do periodo de armazenamento indica
impacto negativo do aumento do mesmo (PASTORI et al., 2013). A viabilidade da
progénie de T. diatraeae em pupas com mais de 20 dias de armazenamento se mostra
viavel, tendo um periodo maior que o relatado para Tetrastichus howardi (Olliff, 1893 )
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas armazenadas de Tenebrio molitor (Linnaeus,
1758) (Coleoptera: Tenebrionidae), (TIAGO et al., 2019). O aumento do periodo de
armazenamento a frio pode causar danos nas células da pupa, reduzindo sua qualidade
nutricional e reacGes metabolicas (PEVERIERI et al., 2015). Alem disso, pode dessecar
0 hospedeiro transformando os nutrientes livres, em nutrientes mais complexos e de
dificil absorcéo pelo parasitoide (PEVERIERI et al., 2013).

A razdo sexual e longevidade de vida de fémeas semelhantes com os
periodos de armazenamento é importante pois quanto maior o nimero de fémeas maior

o controle biologico, pois parasitoides fémeas controlam os insetos praga. A maior
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longevidade de fémeas é importante para aumentar a area de forrageamento e encontro
do inseto-praga (VARGAS et al., 2013; SCHEINER & MARTIN, 2020).

O armazenamento de pupas facilita manter hospedeiros viaveis por periodos
mais longos e sua oferta naqueles mais escassos, ou quando se tem uma demanda maior

de producéo dos parasitoides.
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5. CONCLUSAO

Fémeas de T. diatraeae parasitaram e se desenvolveram em pupas de C.
includens ap6s armazenadas a 7,86°C em todos os periodos de armazenamento, mas o

de 15 dias foi 0 mais indicado para a producao desse parasitoide em larga escala.
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Quadro 1: Parasitismo (%), ciclo de vida (ovo — adulto), razdo sexual (RS) e
longevidade (Long.) de fémeas de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae) ap6s armazenamento a 7,86 °C, 70 £ 10% de
umidade relativa e armazenamento por 0, 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 dias

Dias Parasitismo  Ciclo (dias) RS Long. ¢
0 96+2,67 20,82+0,37 0,97+0,00 6,60+0,58
5 841581  20,27+0,31 0,97+0,00 7,9040,36
10 90+3,33  20,83+0,25 0,96+0,01 8,80+0,49
15 90+3,33  22,26+0,54 0,97+0,00 7,60+0,73
20 94+427  22,06+0,31 0,98+0,00 7,0040,48
25 94+3,06 20,55+0,46 0,97+0,01 9,20+0,44
30 7446,70  22,3310,24 0,97+0,00 6,40+0,37
Média 88,86+2,89  21,30+0,33 0,97+0,00 7,64+0,40

geral

C.V. 8,61% 4,13% 0,52% 14,01%

ns — N&o significativo pela andlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de

probabilidade. C.V. — Coeficiente de variacéo.

65



Emergéncia de T. diatreaea (%)

66

90 -
80 -
70
60
50
() /C\)bservado
4071 —— y=83,2536 - 1,44464x
R>=0,7243
30 -
0 5 10 15 20 25 30

Periodo de armazenamento de pupas de C. includens a 7,86 °C (dias)

Figura 1. Emergéncia (%) Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) com

variacdo no periodo de armazenamento em baixa temperatura de pupas de
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae), a 7,86°C, ap0és
armazenamento por 0, 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 dias,
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Figura 2. Progénie total (nimero de descendentes emergidos) de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) com variacéo no periodo de armazenamento em
baixa temperatura de pupas de Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae), a 7,86°C
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CAPITULO IV
SELETIVIDADE DE INSETICIDAS UTILIZADOS NO CONTROLE DE
LAGARTAS DA SOJA AO PARASITOIDE PUPAL Trichospilus diatracae
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

Artigo publicado na revista Insects como parte das exigéncias do Programa de P6s
Graduacdo em Agronomia

RESUMO

Testes de seletividade de inseticidas sdo importantes para se determinar a mortalidade
da entomofauna benéfica. O objetivo foi avaliar a seletividade de inseticidas, utilizados
no manejo de lagartas desfolhadoras na cultura da soja no Brasil, para fémeas do
parasitéide pupal Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae). Acefato, azadiractina, Bacillus thuringiensis (Bt), deltametrina, lufenuron,
teflubenzurom e tiametoxam + lambda-cialotrina, nas maiores concentracdes conforme
recomendacdes do fabricante para o manejo de Chrysodeixis includens (Walker, [1858])
(Lepidoptera: Noctuidae) na cultura da soja, foram utilizados, sendo o controle com
agua. Os produtos e a agua foram borrifados em folhas de soja, deixadas para secar
naturalmente, e colocadas cinco folhas por gaiola (cilindro de vidro com 3,50 cm de
diametro x 25,00 cm de comprimento), com 10 fémeas de T. diatraeae. Os dados de
mortalidade do parasitoide, apds 24 horas de exposicdo, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste de Tukey HSD (a=
0.05). Curvas de sobrevivéncia, para esse inimigo natural, foram elaboradas entre 24 e
120 horas apos exposicao aos tratamentos utilizando o método de Kaplan-Meier, sendo
0s pares das curvas comparadas pelo teste log-rank a 5% de probabilidade. Os
inseticidas azadiractina, Bt, lufenuron e teflubenzuron ndo causaram mortalidade de T.
diatraeae em 24 horas de contato e, portanto, sdo seletivos para esse parasitoide. A
deltametrina e tiametoxam, e lambda-cialotrina foram pouco téxicos de acordo com a
mortalidade de T. diatraeae e o acefato, toxico, causando 100% de mortalidade desse
parasitoide.

Palavras-chave: Eulophidae, parasitoide, pesticida.
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CHAPTER IV
SELECTIVITY OF INSECTICIDES USED TO CONTROL SOYBEAN
CATERPILLARS TO THE PUPA PARASITOID Trichospilus diatraeae
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)

ABSTRACT

Insecticide selectivity tests are important to determine the mortality of the beneficial
entomofauna. The objective was to evaluate the selectivity of insecticides used in the
management of defoliating caterpillars in the soybean culture in Brazil, for females of
the pupal parasitoid Trichospilus diatraesae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae). Acephate, azadirachtin, Bacillus thuringiensis (Bt),
deltamethrin, lufenuron, teflubenzuron and thiamethoxam + lambda-cyhalothrin, at the
highest concentrations according to the manufacturer's recommendations for the
management of Chrysodeixis includens (Walker, [1858]) (Lepidoptera: Noctuidae) in
the soybean culture, were used, being the control with water. The products and water
were sprayed on soybean leaves, left to dry naturally, and placed in each cage (glass
cylinder 3.50 cm in diameter x 25.00 cm in length) with 10 females of T. diatraeae. The
data off parasitoid mortality, after 24 hours of exposure, were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and the means compared using the Tukey HSD test (a= 0.05).
Survival curves for this natural enemy were prepared between 24 and 120 hours after
exposure to the treatments using the Kaplan-Meier method, and the pairs of curves
compared using the log-rank test at 5% probability. The insecticides azadirachtin, Bt,
lufenuron and teflubenzuron did not cause mortality of T. diatraeae in 24 hours of
contact and, therefore, are selective for this parasitoid. The toxicity of deltamethrin and
thiamethoxam + lambda-cyhalothrin was low according to the mortality of T. diatraeae
and acephate toxic, causing 100% mortality of this parasitoid.

Keywords: Eulophidae, parasitoid, pesticide.
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1. INTRODUCAO

A monocultura da soja (Glycine max (L) Merril) favorece a reproducdo e
desenvolvimento de insetos pragas, com destaque para lagartas de lepidopteros que se
alimentam de folhas, flores e frutos e, consequentemente, reduzem a produtividade
dessa planta (BORGES et al., 2021).

Inseticidas sdo o principal método utilizado no manejo de insetos
desfolhadores na cultura da soja, com menor custo inicial, facil aplicagdo e alta
eficiéncia (MACIEL et al., 2022). O Manejo Integrado de Pragas (MIP) defende o uso
combinado de diferentes métodos de controle (NIKOUKAR & RASHED, 2022),
incluindo o e quimico (FARRAR et al., 2018). Produtos seletivos que causem alta
mortalidade a pragas e baixo impacto a insetos benéficos devem ser preferidos
(BUENO et al., 2017).

Bioinseticidas, como azadiractina e Bacillus thuringiensis, com menor dano
ao meio ambiente e toxicidade a organismos ndo-alvo, além de degradacdo mais rapida,
podem complementar o uso de inseticidas sintéticos (AMARO et al., 2015;
CHAUDHARY et al., 2017).

O inseticida acefato, do grupo dos inibidores de acetilcolinesterase com
mecanismo de agdo inibindo a agdo de enzimas acetilcolinesterases, aumentando os
impulsos nervosos do inseto e acarretando uma hiperexcitacdo e a morte, é muito
utilizado. Azadiractina, um inseticida obtido da planta Azadirachta indica A. Juss, é do
grupo dos compostos com modo de acdo desconhecida ou incerta e utilizado como
forma alternativa aos inseticidas sintéticos. Bacillus thuringiensis, inseticida bioldgico
do grupo dos disruptores microbianos da membrana do meséntero, ¢ formado por
bactérias que, ap6s ingeridas, liberam cristais que se dissolvem em proteinas toxicas no
intestino dos insetos destruindo a membrana do meséntero e causando infec¢éo
generalizada (septicemia) e a morte do individuo. A deltametrina € um inseticida do
grupo dos moduladores de canais de sodio com mecanismo de acdo das diamidas por
liberacdo descontrolada de célcio intracelular, causando hiperexcitacdo, paralisia e
morte do inseto. Lufenuron e teflubenzuron sdo inseticidas do grupo de inibidores da
biossintese de quitina impedindo o crescimento e desenvolvimento do inseto com
mecanismo de agdo, principalmente, relacionado com o processo de ecdise causando

falhas ou acelerando a ecdise. A mistura de thiamethoxam + lambda- cialotrina, o
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primeiro um inseticida neonicotinoide do grupo dos moduladores competitivos de
receptores nicotinicos da acetilcolina e mecanismo de ag&o atuando nas células nervosas
do inseto imitando a acetilcolina, estimulando as células nervosas, causando
hiperexcitacdo nervosa e morte do inseto (AGROFIT 2022; IRAC 2022).

Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae) foi obtido de pupas de Diatraae venosata (Walker, 1863) e descrito no Sul
da India em 1942 (CHERIAN & MARGABANDHU, 1942). Esse parasitoide é polifago
e utilizado em programas de controle bioldgico na cultura da soja parasitando e se
reproduzindo em pupas de lepidopteros pragas (OLIVEIRA et al.,, 2018), como
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae) (ANDRADE et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2018), Helicoverpa armigera (Hibner, 1805) (Lepidoptera:
Noctuidae) (OLIVEIRA et al., 2016), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) e
Heliothis virescens (Fabricius, 1781) (Lepidoptera: Noctuidae) (PARON & BERTI-
FILHO, 2000).

A alta taxa de parasitismo em diferentes hospedeiros e a baixa especificidade de
T. diatraeae permitem sua multiplicacdo massal (FAVERO et al. 2014). Além disso,
este parasitoide pode estar presente, naturalmente, em campo como agente importante
em programas de controle bioldgico aplicado (OLIVEIRA et al. 2018).

Os efeitos de inseticidas em T. diatraeae sdo pouco conhecidos, destacando a
necessidade de serem estudados para acdes bioldgicas conservativas e/ou controle
inundativo visando aumentar o sucesso do MIP (CARDOSO et al. 2021).

O objetivo do estudo foi avaliar a seletividade de inseticidas, registrado para
a cultura da soja, ao parasitoide Trichospilus diatraeae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizagdo do experimento

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LECOBIOL) (22° 11°56,56” S, 54° 56° 1,396” W) da Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.2 Semeadura de soja [Glycine max (L.) Merrill]

Sementes de soja foram semeadas em vasos de sete litros com 2/3 de solo
(Latossolo vermelho distroferrico) e 1/3 de matéria organica (esterco de galinha), onde
as plantas emergidas foram mantidas em casa de vegetacdo até o estadio fenoldgico V4

(trés trifolios completamente desenvolvidos, ou quatro nés) (Anexo 7).

2.3 Sistema ASPECLE

O sistema “Avaliacdo de Pesticidas Seletividade em Condigdes de
Laboratério Estendido (ASPECLE)” (SANOMIA et al.,, 2020) foi adaptado da
Organizacao Internacional para o Controle Biol6gico (IOBC) e padrdo para testes de
seletividade de inseticidas a parasitoides em laboratorio.

As gaiolas utilizadas foram formadas por cilindros de vidro (Borossilicato,
Laborglas™, Sao Paulo, SP, Brasil) (3,50 cm de didmetro x 25,00 cm de comprimento)
vedados com tecido voil e uma tampa plastica nas duas extremidades do cilindro
perfurado e com uma mangueira do sistema de ventilacdo conectada a mesma. Este
sistema de ventilacdo é formado por um tubo central ligado a um compressor/aspirador
(Bomba vacuo Dia-Pump Fanem™, Sio Paulo, SP, Brasil) e a 24 mangueiras (12 do
lado esquerdo e 12 do lado direito) onde as gaiolas experimentais de vidro foram
acopladas. O sistema de ventilagdo e a bomba facilitam a troca gasosa nas gaiolas
reduzindo o acumulo de gases toxicos (Figura 1) (ROCHA & CARVALHO, 2004).

2.4 Inseticidas utilizados
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Cinco inseticidas quimicos e dois bioinseticidas, recomendados para o
controle de lagartas desfolhadoras da soja, foram utilizados nas concentragbes maximas

recomendadas na bula dos mesmos (Quadro 1).
2.5 Criagdo e manutencao de Trichospilus diatraeae

Adultos de T. diatraeae foram obtidos da criacdo estoque do LECOBIOL e
mantidos em tubos de vidro (8,5 x 2,5 cm) tampados com algoddo e com uma goticula
de mel puro. Cada pupa de D. saccharalis, com 24h de idade, foi exposta ao parasitismo
por cinco fémeas de T. diatraeae de 48 a 72 horas de idade, durante 24 h a 25 + 2 °C,
umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 14 horas em camara climatizada. Os
parasitoides emergidos foram alimentados com goticulas de mel e deixados por 48 a 72
horas para acasalamento. As fémeas, apdés o acasalamento, foram separadas e
alimentadas para manutencdo da criacdo e/ou realizacdo dos bioensaios (FAVERO et
al., 2014).

2.6 Exposicao de Trichospilus diatraeae aos diferentes inseticidas

Os inseticidas/bioinseticidas foram diluidos em agua na concentracao
maxima indicada na bula do fabricante e pulverizados sobre plantas de soja no estadio
fenoldgico V4 seguindo a metodologia da International Organization for Biological and
Integrated Control (IOBC) (HASSAN et al., 2000), com um pulverizador manual de
pressdo (Brudden Pratical 2000®) (Anexo 8). Os produtos foram aplicados até o
escorrimento foliar nas plantas e estas deixadas para secar a sombra em ambiente
aberto. As plantas de soja foram coletadas e separadas por tratamento e levadas para
laboratério, onde cinco folhas, dessa planta, foram colocadas por gaiola. Dez fémeas de
T. diatraeae, com 48 horas de idade e alimentadas, foram colocadas no interior de cada

gaiola (Anexo 9) com um pedaco de algodao umedecido com agua.

2.7 Mortalidade de Trichospilus diatraeae

Dez fémeas de T. diatraeae com 48 horas, acasaladas e alimentadas, foram
colocadas por gaiola totalizando 120 fémeas por tratamento. O namero de individuos
mortos foi contabilizado ap6s 24 horas por tratamento.

Os inseticidas foram classificados de acordo com as normas do IOBC,
utilizando os dados de mortalidade em 24 horas, em laboratorio: Classe 1- indcuo
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(<30%); Classe 2— pouco nocivo (30-79%); Classe 3— moderadamente nocivo (80—
99%); e Classe 4— nocivo (>99%) (STERK et al., 1999).

Os dados de mortalidade de T. diatraeae, apds 24 horas de exposic¢do, foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas utilizando o teste
de Tukey HSD (0= 0.05) com o programa estatistico SASM-AGRI (CANTERI et al.,
2001).

2.8 Sobrevivéncia de Trichospilus diatraeae

Dez fémeas de T. diatraecae com 48 horas de idade, acasaladas e
alimentadas, foram colocadas por gaiola totalizando 120 fémeas, com doze repeticdes,
por tratamento. O experimento durou 120 horas e 0 nimero de individuos vivos foi
contado, diariamente, a cada avaliagdo. Os parasitoides imoveis foram tocados com um
pincel e considerados mortos se continuassem imoveis.

Os valores foram submetidos ao Proc LIFETEST do SAS (SAS Institute
2001) para estimar as médias de sobrevivéncia, as quais foram comparadas por pares
utilizando o teste de Log-Rank (a= 0,05). Os dados de sobrevivéncia foram utilizados
para construir as curvas de sobrevivéncia de T. diatraeae utilizando o método Kaplan-

Meier com o programa Sigma Plot 10.0.
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3. RESULTADOS

A mortalidade de T. diatraeae, nas primeiras 24 horas, foi nula com os
inseticidas azadiractina, Bacillus thuringiensis, lufenuron, teflubenzurom, e no controle
e de 100,00%, 41,67% e 60,00% com os inseticidas acefato, deltametrina e tiametoxam
+ lambda — cialotrina, respectivamente (Quadro 2).

A sobrevivéncia do parasitoide T. diatraeae variou (P<0,05) entre os
tratamentos (y2 = 953.86; GL= 7; P<0.0001) (Figura 2) com valores, entre 24 a 120
horas de 0 + 0; 114,55 + 1,40; 112,60 + 1,81; 67,80 £ 3,85; 115,38 + 1,62; 118,78 +
0,65; 36,80 £ 1,63 e 115,16 + 1,43 horas para os inseticidas acefato, azadiractina,
Bacillus thuringiensis, deltametrina, lufenuron, teflubenzuron, tiametoxan + lambda —
cialotrina e controle, respectivamente (Figura 3).

A sobrevivéncia, ap6s 120 horas, de T. diatraeae foi de 72,0%, 66,0%,
69,0%, 77.5%, 80,0%, 20,0%, 0,0% e 0,0 no controle, Bacillus thuringiensis (BT),
azadiractina, lufenuron, teflubenzuron, deltametrina, tiametoxam +lambda-cialotrina e

acefato, respectivamente (Figura 2).
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4. DISCUSSAO

A falta de mortalidade de fémeas de T. diatraeae, em 24 horas, pela
azadiractina, classifica esse inseticida como néo toxico a esse parasitoide (STERK et al.
1999). A azadiractina é um tetranortriterpendide e com seus derivados, utilizado no
manejo de pragas agricolas como repelente, antialimentar e interferindo no
desenvolvimento das gonadas sexuais femininas reduzindo ou impedindo a oviposigéo
(MORGAN, 2009; CHAUDHARY et al., 2017). Além disso, a auséncia de mortalidade
de T. diatraeae pode estar relacionada a forma de contaminacdo pela azadiractina que
age, principalmente, por ingestdo (CARDOSO et al., 2021) e o parasitoide s6 teve
contato com residuos deste inseticida nas folhas de soja. De forma semelhante, a
mortalidade zero de fémeas de T. diatraecae com o Bacillus thuringiensis kurstaki
classifica esse inseticida como ndo toxico (STERK et al. 1999). Essa bactéria é um
bioinseticida especifico para lagartas de Lepidoptera e, apds ingerida, libera suas
toxinas que se ligam em receptores na parede do intestino rompendo a mesma e
causando septicemia (NASCIMENTO et al., 2018). A sobrevivéncia de T. diatraeae se
deve a elevada especificidade das toxinas do B. thuringiensis var. kurstaki para
lepidopteros e, também, por ser improvavel a ingestdo de residuos secos dessa bactéria
pulverizada sobre as folhas de soja (AMARO et al., 2015). A mortalidade zero de
fémeas de T. diatracae, em 24 horas, classifica os inseticidas lufenuron e
teflubenzurom, do grupo benzoilureia, como ndo toxicos para esse parasitoide (STERK
et al. 1999). Esses inseticidas ndo afetam insetos adultos por serem reguladores de
crescimento inibindo a sintese de quitina (SOUZA et al., 2018). Isto é semelhante ao
relatado para os inseticidas lufenuron e novaluron, do mesmo grupo e, também,
especificos para larvas e ninfas de insetos, com o parasitoide Diachasmimorpha
longicaudata (Ashmead, 1905) (Hymenoptera: Braconidae) (PAZINI et al., 2017,
CARDOSO et al., 2021). A morte de 100% das fémeas de T. diatraeae, ap0s 24 horas,
com acefato, classifica esse inseticida como toxico (STERK et al., 1999). Esse
inseticida, como outros organofosforados, inibe a acetilcolinesterase (AChE) no sistema
nervoso causando paralisia e morte de insetos (SCHLESENER et al., 2019), semelhante
na relatado para o parasitoide Palmistichus elaeisis Delvare & La Salle, 1993
(Hymenoptera: Eulophidae) com o inseticida malathion (CRUZ et al., 2017). A
mortalidade de fémeas de T. diatraeae pela deltametrina e tiametoxam + lambda-
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cialotrina em 24 horas, classifica esses inseticidas com, levemente, toxicos (STERK et
al., 1999). Esses inseticidas, dos grupos piretroide e neonicotinoide agem mantendo os
canais de sodio abertos causando hiperexcitacdo e bloqueando o sistema nervoso do
inseto e ou se ligam a acetilcolina (ACh) transformando-a em nAChRs causando
diferentes sintomas, incluindo hiperexcitacdo, letargia e paralisia, respectivamente
(PANIZI et al., 2017). Piretroides e neonicotinoides atuam no sistema nervoso e na
respiracdo em todas as fases de desenvolvimento do inseto (BARROS et al., 2018;
SCHLESENER et al., 2019).

A maior sobrevivéncia do parasitoide T. diatraeae até 24 horas com 0s
inseticidas confirma a seguranga para inimigos naturais, apos exposi¢cdo aos mesmos
(LIU et al., 2022). Acefato é um organofosforado, grupo com compostos inseticidas,
geralmente com largo espectro, baixa seletividade causando elevada mortalidade de
inimigos naturais, como parasitoides (PAIVA et al., 2018). Inseticidas botanicos como
azadiractina sdo considerados como seguros para inimigos naturais, ndo causando
mortalidade significativa dos parasitoides Trichogramma nubilale Ertle & Davis, 1975
(Hymenoptera:  Trichogrammatidae) e Trichospilus pupivorus Ferriere, 1930
(Hymenoptera: Eulophidae) (CHEN et al., 2013; SILVA et al., 2020). Bacillus
thuringiensis mesmo ingerido, ndo causou mortalidade ou reduziu a sobrevivéncia do
parasitoide Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
(AMARO et al.,, 2015). A baixa mortalidade de T. diatracae e a reducdo da
sobrevivéncia desse parasitdide até 120 horas com deltametrina confirmam efeitos letais
de seus residuos (COSTA et al., 2020). Isto € semelhante ao relatado para Trichopria
anastrephae Lima, 1940 (Hymenoptera: Diapriidae) com sobrevivéncia de 10% apds
120 horas de exposicdo a esse inseticida e de Pachycrepoideus vindemmiae
(RONDANI, 1875) (Hymenoptera: Pteromalidae) com 100% de mortalidade
(SCHLESENER et al., 2019). No entanto, a deltametrina ndo reduziu a sobrevivéncia
de Palmistichus elaeisis (Delvare e LaSalle, 1993) (Hymenoptera: Eulophidae)
(COSTA et al., 2020).

O lufenuron e teflubenzuron, do grupo benzoiluréia, sdo reguladores de
crescimento em insetos e ndo afetam a sobrevivéncia de inimigos naturais adultos (LIU
et al., 2022). A reduzida sobrevivéncia de T. diatraeae com o tiametoxam+ lambda-
cialotrina se deve a toxidade desses inseticidas como relatado para Telenomus podisi

Ashmead, 1893 (Hymenoptera: Platygastridae), com mortalidade total de seus
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individuos a partir do contato direto com residuos desse inseticida no substrato
(TURCHEN et al., 2016).

A alta sobrevivéncia de T. diatraecae, ap6s 120 horas, com o BT,
azadiractina, lufenuron e teflubenzuron, pode ser devido ao modo de acdo desses
inseticidas e ao comportamento desse parasitoide (POTIN et al., 2021) pois 0 BT é mais
especifico para um grupo de insetos e os lufenuron e teflubenzuron agem, apenas, nas
fases jovens do inseto (CHAUDHARY et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018;
SOUZA et al., 2018). Ao final das 120 horas a mortalidade, nestes tratamentos, pode
estar relacionada aquela natural deste parasitoide, com longevidade média de 8,28 +
1.01 dias (FAVERO et al., 2014). A morte de todos os parasitoides com o inseticida
acefato em 24 horas confirma a elevada toxicidade deste inseticida (CARDOSO et al.,
2021). Além disso, a menor sobrevivéncia, com o0s inseticidas deltametrina e
tiametoxam + lambda-cialotrina se deve a persisténcia de seus residuos secos nas folhas
e 0 contato direto do parasitoide aumentando sua mortalidade no decorrer dos dias
(PANIZI et al., 2017; COSTA et al., 2022).

Inseticidas indcuos sdo aqueles usados, concomitante a T. diatraeae pois as
condigdes de contato mais extremo entre o inseticida e o parasitoide foram avaliadas.
Inseticids ndo devem ser aplicados quando ao mesmo tempo que se faz a soltura do
parasitoide. Testes em campo devem ser realizados onde o impcto de inseticidas deve
ser menor devido a degradacdo natural ou ao menor contato do parasitide ecom o0s
mesmos. Isto permitira se formular um MIP com a utilizacdo de T. diatraeae com outras

formas de controle de pragas, inclusive inseticidas.
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5. CONCLUSOES

Bacillus thuringiensis, azadiractina, lufenuron e teflubenzuron foram
considerados indcuos, a deltametrina e o tiametoxam + lambda-cialotrina pouco tdxico
e 0 acefato toxico para o parasitoide T. diatraeae nas condicGes avaliadas.

Impactos subletais ndo foram determinados e, por isso, testes adicionais
com esses produtos quimicos devem ser realizados para se avaliar seu efeito na
longevidade, fecundidade, comportamento de acasalamento e forrageamento desse

parasitéide antes de sua inclusdo em programas de MIP.
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Figura 1: Sistema Avaliacdo de Pesticidas Seletividade em Condi¢des de Laboratério
Estendido (ASPECLE).
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Quadro 1. Ingredientes ativos (I.As), nomes comerciais (NM), grupo quimico, produto
comercial (PC), concentracdo de ingrediente ativo (l.A.) e classificagdo
toxicoldgica (CT) dos inseticidas acefato, azadiractina, Bacillus
thuringiensis (B.t.), deltametrina, lufenuron, teflubenzurom (Teflub.) e
tiametoxam + lambda-cialotrina (T. + Lc) recomendados para o controle de
lagartas desfolhadoras na cultura da soja (AGROFIT, 2022)

l.As. N.C. Grupo quimico PCt IA2  CT3
Acefato Acefato Nortox®  Organofosforado 667 450 v
Azadiractina Neem Citromax®  Tetranortriterpenoide 2000 2,4 v
B.t. Dipel WP® Microbioldgico 500 16 \Y,
Deltametrina Decis 25 EC Piretroide 400 16 v
Lufenuron MATCH" EC Benzoiluréia 374 18,7 \Y
Teflub. Nomolt® 150 Benzoilureia 200 30 \Y;
T. + Lc. Engeo Pleno . S Neo*. + Piretroide 200 282+ IV
21,2

1PC: Produto comercial em g ou ml por 200 L ha™. 21A: Ingrediente ativo em g ou ml
por 200 L ha, 3CT: Classe toxicoldgica (I: extremamente toxico; 11: altamente toxico;
I11: moderadamente toxico; IV: pouco tdxico; V: produto improvavel de causar dano
agudo). *Neo. (Neonicotinoide)



Quadro 2. Porcentagem de mortalidade (média * erro padrdo) e classe de toxidade
(CT) para fémeas de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)
em teste de seletividade de acordo com a Organizacdo Internacional para
Controle Bioldgico (I0OBC) em diferentes inseticidas (Tratamentos)

Tratamentos Mortalidade (%) CT
Acefato 100.00 + 0.00a 4
Azadiractina 0.00 + 0.00d 1
Bacillus thuringiensis 0.00 £ 0.00d 1
Controle 0.00 £ 0.00d 1
Deltametrina 41.67 = 4.50c 2
Lufenuron 000£000d 1
Teflubenzurom 0.00 £ 0.00d 1
Tiametoxam + Lambda-cialotrina 60.00 £ 4.47b 2
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*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Classes 1- indcuo (<30%); 2— levemente tdxico (30-79%); 3— moderadamente toxico

(80-99%); 4— toxico (>99%) (Sterk et al. 1999).
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Figura 02. Sobrevivéncia, até 120 horas, de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:

Intervalo de avaliagdo (horas)
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Eulophidae) apds exposicdo aos inseticidas, acefato (Acefato), azadiractina
(Aza), Bacillus thuringiensis (BT), deltametrina (Delta), lufenuron (Luf),
teflubenzuron (Teflu), tiametoxam +lambda-cialotrina (T. + LC) e o
controle (Agua). Pares de comparacOes entre curvas de sobrevivéncia
estimadas pelo método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank

(P < 0,05)
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Figura 03. Sobrevivéncia em horas (Média + EP) de Trichospilus diatracae
(Hymenoptera: Eulophidae) entre 24 e 120 horas de exposicdo aos
inseticidas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos aumentam o conhecimento sobre o
desenvolvimento e reproducdo de Trichospilus diatraeae. Sendo inéditos e relacionados
ao parasitismo de pupas de C. includens por fémeas de T. diatraeae.

O periodo de 24 horas de contado do parasitoide com pupas hospedeiras ndo
é suficiente e outros mais prolongados ndo afetam as caracteristicas biologicas de T.
diatraeae. Isto é importante em criacbes por diminuir o tempo gastro com a
manipulacdo e criacdo de T. diatraeae. Este parasitoide, em condi¢cGes de campo, tem
mais que 24 horas, para encontrar, parasitar e se desenvolver em pupas de C. includens
apos liberado.

A idade da pupa de C. includens afetou o desenvolvimento de T. diatraeae,
sendo recomendada a utilizacdo daquelas com, até, 96 horas de idade.

Pupas de C. includens podem ser armazenadas em baixa temperatura sem
alteracdo dos parametros bioldgicos até o 15° dia e, depois desta data, a emergéncia do
parasitoide fica comprometida.

Os inseticidas Bacillus thuringiensis, azadiractina, lufenuron e
teflubenzuron foram indcuos a T. diatraeae, podendo ser utilizados no manejo bioldgico
integrado de C. includens.

Os resultados obtidos s&o importantes e contribuem para o aprimoramento
da multiplicacdo visando a obtencdo parasitdide de T. diatraeae com qualidade para
estudos cientificos ou criacdo em larga escala visando sua utilizacdo em programas de

controle bioldgico, principalmente, de C. includens.
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ANEXOS

Anexo 1: Trichospilus diatraeae sobre uma pupa de Chrysodeixis includens.

Anexo 2: Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)sobre (A) e parasitando
pupa de Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae).
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Anexo 3: Dimorfismo sexual de Trichospilus diatraesae (Hymenoptera: Eulophidae)
Diferenca entre machos e fémeas de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae). 1.A: Fémeas com olhos em formato riniforme de coloracéo
vermelho vivo, mandibulas desenvolvidas. 2. A: Macho com olhos em
formato arredondado de coloracdo vinho e mandibula pouco desenvolvida.
1.B: Fémea com insercdo das antenas a partir do mesmo ponto. 2.B: macho
com insercdo das antenas a partir de dois pontos.
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Anexo 4: Composicao da dieta artificial para manutencdo das lagartas de Chrysodeixis
includes (Lepidoptera: Noctuidae) (Adaptada de GRENNE et al., 1976).

Composicgéo da dieta artificial para manutencdo das lagartas de Chrysodeixis
includes (Lepidoptera: Noctuidae)

Ingredientes Quantidade (g / mL)
Germe de trigo 45,00 ¢
Levedura 28,159
Proteina de soja 22,509
Caseina 22509
Acido Sorbico 1,35 ¢
Acido Ascorbico 2,70 g
Metil parahidroxibenzoato (nipagin) 2,25 ¢
Tetraciclina 0,099
Agar 17,509
Feijdo (carioca ou tipo branco) 56,259
Solucdo vitaminica* 7,0 mL
Formaldeido 2,7 mL
Agua destilada 900 mL

*Composicao da mistura vitaminica de Vanderzant

Niacianamida 1,000 mg
Pantotenado de célcio 1,000 mg
Tiamina HCI 0,250 mg
Riboflavina 0,500 mg
Piridoxina HCI 0,250 mg
Acido folico 0,250 mg
Biotina 0,250 mg

Vitamina B12 0,250 mg
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Anexo 5: Pupas de 24 horas foram pesadas e separadas em grupos com 50 pupas e
colocadas em placas de Petri. Essas placas foram acondicionadas em uma
caixa de isopor na parte inferior da geladeira, por zero, cinco, 10, 15, 20, 25
e 30 dias. A temperatura e umidade foram medidas usando termo
higrémetro digital.
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Anexo 6: Uma pupa do tratamento (sem armazenamento, ou armazenada a 5, 10, 15,
20, 25 ou 30 dias), mais uma fémea de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) foram adicionadas em tubos de vidros. Depois
de 24 horas o parasitoide foi retirado, e a pupa hospedeira mantida no tubo
até a emergéncia dos parasitoides. No total foram 50 pupas e 50 parasitoides
fémeas por tratamento



Anexo 8: Pulverizadores manuais de pressdo, com os tratamentos de inseticidas
tratamento com agua.
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Anexo 9: Fémeas de Trichospilus diatraeae (ymenoptera: Eulophidae) sobre folhas de
soja, dentro da gaiola do sistema ASPECLE.



