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RESUMO GERAL

Himenopteros parasitoides tém sido relacionados como inimigos naturais, dentre
esses, 0s parasitoides Palmistichus elaeisis Delvare e Lasalle, 1993, Tetrastichus
howardi (OIliff, 1893) e Trichospilus diatraeae Cherian e Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) sdo relatados no controle de pragas de importancia
agricola, especialmente, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae). Juntamente com os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, 1912 (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Clavicipitaceae) estes parasitoides podem
regular populacdes de insetos apds aplicagdes inundativas e inoculativas. Por isto,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar se os fungos entomopatogénicos B. bassiana e
M. Anisopliae prejudicam o desenvolvimento destes eulofideos e a sobrevivéncia
de fémeas adultas. No primeiro trabalho experimento I, fémeas de cada espécie de
parasitoide foram individualizadas em tubos de vidro, contendo uma superficie de
contato de papel filtro (3 cm de largura x 3 cm de comprimento) tratada com as
concentracdes de 1 x 10°on. mL?, 5 x 10°%on. mL™?, 10 x 10%on. mL™ dos
produtos & base de B. bassiana e M. anisopliae , sendo as mortalidades diaria e
confirmada avaliadas. No experimento Il, as fémeas dos eulofideos foram
expostas as mesmas trés concentracdes dos bioinseticidas por 48 horas. Apés a
exposicdo, cinco fémeas dos parasitoides de cada tratamento foram
individualizadas em tubos de ensaio juntamente com uma pupa de D. saccharalis
e o parasitismo foi permitido por 24 horas. No segundo trabalho, pupas do
hospedeiro foram expostas ao parasitismo por trés fémeas de cada espécie de
parasitoide por 72 h, depois, as pupas parasitadas foram acondicionadas,
individualmente, em tubos de vidro e tampados com algoddo, sendo que no
interior de cada tubo, foi inserido uma superficie de contato tratada com 1 mL de
suspensdo flingica nas concentracdes de 1 x 10%con. mL™, 5 x 10%on. mL™, 10 x
10°con. mL™ dos produtos & base de B. bassiana e M. anisopliae e acondicionados
em cémara climatizada (BOD). Por fim, no terceiro trabalho, pupas de D.

saccharalis foram individualizadas e inseridas em orificios pré-perfurados em um



colmo amarrado na planta de cana-de-agUcar, posteriormente foram pulverizadas
as formulacdes dos dois entomopatogenos separadamente na concentracdo de 5,5
x 10° con. mL™ e ent#o a touceira de cana foi coberta, individualmente, com uma
gaiola de “voil”, sendo posteriormente liberadas 102 fémeas dos parasitoides por
pupa separadamente. O parasitismo foi permitido por quatro dias e, apds esse
periodo, as pupas foram retiradas dos colmos e levadas ao laboratério para
avaliacdo da porcentagem de parasitismo, porcentagem de emergéncia, a duracéo
do ciclo de vida, progénie e a razdo sexual. No primeiro trabalho foi possivel
concluir que os fungos entomopatogénicos reduziram a longevidade de fémeas de
P. elaeisis e T. diatraeae com maior mortalidade para a espécie T. howardi. No
entanto, este fato ndo influenciou o parasitismo e a emergéncia de P. elaeisis, T.
howardi e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis. No segundo trabalho, a
emergéncia de T. howardi e T. diatraeae ndo foi comprometida pelos fungos
entomopatogénicos, porém a espécie P. elaeisis foi afetada, no entanto, a duragédo
do ciclo de vida, progénie e razdo sexual destes parasitoides ndo foram afetadas
apos exposicdo aos entomopatdgenos no interior das pupas. No terceiro trabalho,
os fungos entomopatogénicos na concentracdo de 5,5 x 10° com. mL™ nio
prejudicaram o parasitismo de pupas D. saccharalis pelos parasitoides da familia
Eulophidae em plantas de cana-de-aclcar. De maneira geral, os fungos B.
bassiana e M. anisopliae nas concentracdes testadas sdo compativeis com 0s

parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae.

Palavras chave: Palmistichus elaeisis, Tetrastichus howardi, Trichospilus

diatraeae, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae



GENERAL ABSTRACT

Hymenoptera parasitoids have been reported as natural enemies, among these, the
parasitoids Palmistichus elaeisis Delvare and Lasalle, 1993, Tetrastichus howardi
(Olliff, 1893) and Trichospilus diatraeae Cherian and Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae) are reported in the control of pests of agricultural
importance, especially, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae). Along with the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, 1912 (Cordycipitaceae) and Metarhizium anisopliae
(Metchnikoff, 1879) Sorokin, 1883 (Clavicipitaceae) these parasitoids can
regulate insects populations after inundative and inoculative applications.
Therefore, the objective of this study was to evaluate whether the
entomopathogenic fungi B. bassiana and M. anisopliae detrimental to the
development of these Eulophidae parasitoids and the survival of adult females. In
the experiment | first work, females of each species of parasitoid were
individualized in glass tubes, containing a contact surface of filter paper (3 cm
wide x 3 cm length) treated with concentrations of 1 x 10°con. mL™?, 5 x 10%con.
mL?, 10 x 10°con. mL™ of products based on B. bassiana and M. anisopliae, and
the daily and confirmed mortality were assessed. In the experiment |1, the females
of Eulophidae parasitoids were exposed to the same three concentrations of
biopesticides for 48 hours. After exposure, five female parasitoids of each
treatment were individualized in test tubes along with a pupa of D. saccharalis
and the parasitism was allowed for 24 hours. In the second work, pupae of the
host were exposed to parasitism by three females of each species of parasitoid for
72 h, after the parasitized pupae were placed individually, in glass tubes and
capped with cotton, and inside each tube, It was inserted a contact surface treated
with 1 mL of fungal suspension with concentrations of 1 x 10°%on. mL?, 5 x
10%on. mL?, 10 x 10%on. mL™? of products based on B. bassiana and M.
anisopliae and placed in a growth chamber (BOD). Finally, in the third work,
pupae of D. saccharalis were individualized and inserted into pre-drilled holes in

stalks of the sugarcane plant, were subsequently sprayed formulations of two



entomopathogens separately at a concentration of 5.5 x 10° con. mL™ and then the
sugarcane plant was covered individually with a cage of fabric "voil”, and later
102 parasitoids female per pupae was separately released. The parasitism was
allowed for four days and after this period, the pupae were removed from the
stalks and taken to the laboratory for evaluation of parasitism, emergence
percentage, the duration of the life cycle, progeny and the sex ratio. In the first
study it was concluded that the entomopathogenic fungi reduced the longevity of
females of P. elaeisis and T. diatraeae with higher mortality for the species T.
howardi. However, this fact did not influence the parasitism and the emergence of
P. elaeisis, T. howardi and T. diatraeae in pupae of D. saccharalis. In the second
work, the emergence of T. howardi and T. diatraeae was not compromised by
entomopathogenic fungi. However the species P. elaeisis was affected, but the
duration of the life cycle, the progeny of these parasitoids and sex ratio were not
affected after exposure to entomopathogens inside the pupae. In the third work,
the entomopathogenic fungi at a concentration of 5.5 x 10° con. mL™ did not
prevent the parasitism of pupae of D. saccharalis by Eulophidae parasitoids in
sugarcane plants. In general, the fungi B. bassiana and M. anisopliae in the tested
concentrations are compatible with the parasitoid P. elaeisis, T. howardi and T.

diatraeae.

Key words: Palmistichus elaeisis, Tetrastichus howardi, Trichospilus diatraeae,

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae



INTRODUCAO GERAL

O setor sucroalcooleiro apresenta posicdo de destaque no cenario
socioecondémico brasileiro, dada sua importancia na geracdo de renda e empregos
para o Brasil. A expansdo das areas destinadas ao cultivo de cana-de-agucar se
justifica pela crescente demanda dos produtos derivados dessa cultura,
principalmente, agucar, etanol e bioeletricidade (Conab 2015).

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
conhecida como broca-da-cana, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) e Mahanarva
posticata (Stal, 1855) (Hemiptera: Cercopidae) denominadas popularmente como
cigarrinha-das-raizes e cigarrinha-das-folhas, respectivamente, sdo insetos-praga
gue causam prejuizos na cultura da cana-de-aclcar (Botelho 1992; Dossi et al.
2006; Kassab et al. 2015).

A utilizacdo de agentes biolégicos como fungos entomopatogénicos e
parasitoides tem sido um método bastante explorado no controle das cigarrinhas e
da broca respectivamente. Himenopteros parasitoides tém sido relacionados como
inimigos naturais, dentre esses, os parasitoides Palmistichus elaeisis Delvare e
Lasalle, 1993, Tetrastichus howardi (OIliff, 1893) e Trichospilus diatraeae
Cherian e Margabandhu, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) sdo relatados no
controle de pragas de importancia agricola, especialmente, D. saccharalis (Vargas
et al. 2011; Chicera et al. 2012; Rodrigues et al. 2013).

Juntamente com os parasitoides, os fungos entomopatogénicos podem
regular populacdes de insetos em aplicaces inundativas e inoculativas (Kurtti e
Keyhani 2008). Metarhizium anisopliae (Metchnikoff, 1879) Sorokin, 1883
(Clavicipitaceae), fungo entomopatogénico aplicado em canaviais do Brasil, reduz
populacbes de M. fimbriolata para niveis inferiores aos de dano econdémico
(Loureiro et al. 2005). Além disso, D. saccharalis € suscetivel a Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin, 1912 (Cordycipitaceae) e M. anisopliae e o
contato dos fungos entomopatogénicos com a broca da cana-de-agucar pode afetar
as caracteristicas bioldgicas deste inseto-praga (Wenzel et al. 2006; Oliveira et al.
2008; Hayashida et al. 2014).



InteracBes sinérgicas entre patdgenos e inimigos naturais aumentam a
eficacia de controle de pragas, considerando que interacdes antagdnicas as
reduzem (Fuentes-Contreras e Niemeyer 2000; Stolz et al. 2002; Rossoni et al.
2014a, 2014b). Dessa forma, entender os padrées de mortalidade e as interagdes
entre os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae e 0s inimigos
naturais P. elaeisis, T. howardi e T. diatracae € importante para se aprimorar

programas de controle bioldgico com esses organismos.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
A cultura da cana-de-acgucar no Brasil

A cana-de-acUcar chegou ao Brasil em 1502 a partir de mudas da llha da
Madeira, e o cultivo ficou estagnado por falta de mdo-de-obra e de interesse da
populagdo que tinha sua economia voltada ao extrativismo de madeira e a
descoberta de minas de ouro e prata (Corréa 1926).

A agroindustria de cana-de-acucar no Brasil s6 comecgou a se desenvolver
com a construcdo dos engenhos na regido nordeste e a partir de 1535 este setor ja
havia conquistado o monopdlio mundial de producdo de aglcar e, assim
contribuia com o desenvolvimento do pais (Corréa 1935). Atualmente, a cultura
tem grande importdncia econbmica para alguns paises das Ameéricas,
especialmente, para o Brasil (Smeets et al. 2008) que se destaca como um dos
principais produtores mundiais do complexo sucroalcooleiro e o pais com maior
competitividade no custo de producdo de acucar e alcool (Carvalho e Oliveira
2006; Sandoval e Send 2010).

Com a criacdo do Instituto do Alcool e Aclcar (IAA) por Getilio Vargas
em 1933, o setor passou a ser regulamentado e a receber incentivos para producéo
e exportacao do agucar o que favoreceu o crescimento do setor e em 1955, a area
ocupada pela cana-de-agucar no Brasil atingia cerca de 1 milhdo de hectares
(Rosseto 2008).

Atualmente a &rea cultivada no Brasil com cana-de-agucar é de 9.057,2 mil
hectares que devera ser colhida e destinada a atividade sucroalcooleira na safra

2015/16. A producéo de cana-de-agucar alcangou 663,11 milhdes de toneladas na



ultima safra com um aumento de 4,5% de producdo em relacdo a safra 2014/2015
(Conab 2015). A producdo de acucar no Brasil chegou a 35,56 milhGes de
toneladas na safra 2014/15, estima-se que para a safra 2015/16 ocorrera um
aumento de 5,8%, chegando a 37,63 milhdes de toneladas (Conab 2015; Biosul
2015).

A producdo de etanol total consolidou-se em 28,66 bilhdes de litros na
safra 2014/15 e esta estimado em 28,82 bilhdes de litros para safra 2015/16, um
aumento de 156,94 milhGes de litros, ou 0,5%. Sendo que o etanol anidro,
utilizado na mistura com a gasolina, deve ter um aumento de 355,17 milhdes de
litros e o etanol hidratado, utilizado nos veiculos flex fuel, a expectativa é de
reducdo de 1,2%, quando comparado com a producdo da safra anterior, o que
equivale a menos 198,23 milhdes de litros (Conab 2015).

O estado de Mato Grosso do Sul possui 7,9% (713,7 mil hectares) da area
plantada ocupando a quarta posi¢do no ranking nacional da producéo de cana-de-
acucar (Conab 2015). Neste estado, o potencial para crescimento da producéo do
etanol, quer seja como aditivo a gasolina ou em veiculos flex fuel, € um dos
maiores do pais. As 22 usinas de acgucar e alcool atuais processaram 47 milhdes de
toneladas de cana e com os novos empreendimentos industriais o volume ira
passar de 1,9 bilhdo de litros na safra 2009/2010, para 5,9 bilhdes de litros na
safra 2015 (Biosul 2015).

Um fator limitante a producéo sucroalcooleira € o ataque de insetos-praga
que causam dano a cultura da cana-de-aclcar. Dentre estes insetos, sdo
considerados os mais importantes D. saccharalis, conhecido como broca-da-cana,
M. fimbriolata e M. posticata (Stal, 1855) (Hemiptera: Cercopidae) denominadas
popularmente como cigarrinha-das-raizes e cigarrinha-das-folhas, respectivamente
(Botelho 1992; Mendonga 2005; Dossi et al. 2006; Sandoval e Send 2010).

A broca-da-cana-de-acUcar Diatraea saccharalis
Diatraea saccharalis € a principal praga da cana-de-agucar, ocorrendo em
todo hemisfério oeste onde a cultura € cultivada. Esta especie também ataca outras



culturas de importéncia econdémica como o milho, o sorgo e o arroz (Pinto et al.
2006).

A broca da cana-de-aclcar tem como sua provavel origem a Ameérica
Central e do Sul. O adulto é uma mariposa com asas em forma de “Vs” invertidos
quando fechadas, sendo as anteriores de coloragdo amarelo-palha, com alguns
desenhos pardacentos e as asas posteriores esbranquicadas, sua longevidade é de
aproximadamente cinco dias. Os machos se diferenciam das fémeas por serem de
menor tamanho e apresentarem maior pigmentacdo nas asas, além de possuirem
cerdas no ultimo par de pernas (Téran et al. 1983; Botelho e Macedo 2002; Gallo
et al. 2002).

A fémea realiza a postura nas folhas da cana, com nimero de ovos variavel
de cinco a 50, colocados em massas. Os 0vos sdo muito sensiveis a dessecacao,
podendo tornar-se ressecados em umidades menores que 70% e duram entre
quatro a doze dias até a eclosdo. As lagartas recém-eclodidas alimentam-se
inicialmente do parénquima foliar, convergindo posteriormente para a bainha e,
apos a primeira ecdise, penetram no colmo pela sua parte mais tenra (Gallo et al.
1988; Gallo et al. 2002; Pinto et al. 2006).

A duracéo do estagio larval de D. saccharalis pode variar de 50 a 90 dias
podendo ocorrer até seis ecdises, 0 estdgio de pupa dura de 10 a 11 dias e a
longevidade de adultos de trés a sete dias variando em funcdo da temperatura. As
lagartas possuem trés pares de pernas toracicas, quatro pares de falsas pernas
abdominais e mais um par de falsas pernas anais. Apresentam coloracdo branco-
leitosa, capsula cefalica marrom-escura e linhas marrons dispostas ao longo do
corpo (Botelho 1985; Téran et al. 1983; Mélo e Parra 1988; Botelho e Macedo
2002).

As injdrias diretas causadas por D. saccharalis podem ocasionar perda na
biomassa e morte das gemas apicais das plantas pela abertura de galerias,
ocasionando perda de peso da cana. Em canas novas podem causar o “coragao
morto” (Macedo e Botelho 1988; Gallo et al. 2002; Dinardo-Miranda et al. 2011,
2012). O dano indireto deve-se a reducdo da producao de agUcar e alcool devido a

microrganismos que invertem o agucar ou contaminam o caldo extraido dos



colmos atacados (Macedo e Botelho 1988; Gallo et al. 2002; Simdes et al. 2012;
Rossato et al. 2013).

As perdas provocadas pela broca da cana-de-aclUcar para cada 1% de
intensidade de infestacdo dessa praga séo de 0,25% de acucar, 0,20% de &lcool e
0,77% de peso (Gallo et al. 2002).

Inseticidas quimicos sdo pouco eficientes para o controle de D.
saccharalis, cujas lagartas de primeiro instar migram para o colmo da cana-de-
acucar, ficando protegidas das aplicacdes (Cirelli e Penteado Dias 2003; Antigo et
al. 2013; Oliveira et al. 2014) e isso tem motivado a busca por outros métodos de
controle, visando reduzir a densidade populacional desse lepiddptero-praga, como

a utilizacdo de parasitoides (Rodrigues et al. 2013).

Aspectos taxondmicos e bioldgicos de Palmistichus elaeisis, Trichospilus
diatraeae e Tetrastichus howardi

Parasitoides sdo eficientes reguladores de pragas agricolas, apresentam
menor custo (Favero et al. 2013, 2014) e risco ambiental (Barrat et al. 2010) para
o controle de insetos em relacdo aos inseticidas quimicos.

Dentre estes inimigos naturais, a familia Eulophidae é uma das mais
diversas dentro de Chalcidoidea e se destaca como sendo importante para o
controle bioldgico, pois ao se desenvolver dentro do hospedeiro leva-o a morte
(Noyes 2003; Pereira et al. 2010; Munro et al. 2011). Esta familia pertence a
ordem Hymenoptera e é constituida de 297 géneros e 4472 espécies distribuidas
em cinco subfamilias: Entiinae, Eulophinae, Entedoninae, Tetrastichinae e
Opheliminae (Noyes 2003). Sdo insetos pequenos e abundantes em todas as
regides tropicais e temperadas, sendo em sua maioria parasitoides que possuem
diferengas em sua biologia, pois se desenvolvem em estagios adulto e imaturo em
uma diversidade de hospedeiros de diferentes taxons incluindo mais de 100
familias e 10 ordens de artropodes (Lasalle 1994; Schauff et al. 1997; Munro et
al. 2011).

Estes inimigos naturais podem ser endoparasitoides ou ectoparasitoides,

ou seja, se desenvolvem dentro ou fora de seus hospedeiros; coinobiontes ou
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idiobiontes, eles podem permitir que seu hospedeiro cresga enquanto eles se
desenvolvem ou podem se desenvolver em hospedeiros mortos ou paralisados; séo
solitarios ou gregarios; primarios que se desenvolvem em hospedeiros nédo
parasitados ou hiperparasitoides que se desenvolvem em outros parasitoides; ou
ainda podem ser especialistas ou generalistas 0 que ressalta ainda mais a
importancia desses individuos como controladores bioldgicos (Gauthier et al.
2000; Parra et al. 2002; Hansson 2004).

Palmistichus elaeisis e T. diatraeae parasitam e se desenvolvem em
insetos das familias Riodinidae (Delvare e Lasalle 1993; Zaché et al. 2011a),
Geometridae (Pereira et al. 2008a; Zaché et al. 2010; Pereira et al. 2011; Pastori
et al. 2012), Noctuidae (Bittencourt e Berti-filho 2004; Andrade et al. 2010),
Arctiidae (Delvare e Lasalle 1993; Zaché et al. 2013), Saturniidae (Pereira et al.
2008b; Pastori et al. 2012), Lymantriidae (Zache et al. 2011b; Zaché et al. 2012a),
Nymphalidae (Boucek 1976; Zaché et al. 2012b; Tavares et al. 2013), Crambidae
(Bittencourt e Berti-filho 2004; Chichera et al. 2012; Glaeser et al. 2014; Silva et
al. 2015) e Tenebrionidae (Zanuncio et al. 2008; Favero et al. 2013).

Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae) foi
registrado se desenvolvendo em insetos das familias Plutellidae, Noctuidae,
Pyralidae (Kfir et al. 1993; Lasalle e Polaszek 2007; Silva-Torres et al. 2010),
Sphingidae (Barbosa et al. 2015) e Crambidae (Gonzalez et al. 2003; Pereira et al.
2015). Uma peculiaridade desse parasitoide é a sua capacidade de parasitar as
fases de larva e pupa do hospedeiro D. saccharalis (Vargas et al. 2011; Pereira et
al. 2015). Além da habilidade de penetrar nas galerias produzidas nas plantas de
cana-de-acucar por este lepiddptero (Felix et al. 2005).

Palmistichus elaeisis é um endoparasitoide de pupas, preferencialmente de
lepiddpteros, com habito gregario que foi relatado em mais de 20 espécies
(Pereira et al. 2009). Alguns aspectos da biologia de P. elaeisis foram descritos
por Bittencourt & Berti Filho (2004) em hospedeiros como D. saccharalis,
Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818, Heliothis virescens (Fabricius, 1781),
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e Thyrinteina arnobia (Stoll,

1782) (Lepidoptera: Geometridae). Os autores descrevem 0s ovos deste inimigo



11

natural como hialinos, lisos e apresentando a regido anterior mais estreita. O
periodo de incubacdo de aproximadamente 48 horas. As larvas do 1° instar apodes
com a cuticula transparente, as larvas dos 2° 3° e 4° instares com coloracédo
esbranquicada e segmentagdo bem definida. O estadgio larval com
aproximadamente 8,04 + 0,17 dias. A pré-pupa com cor branca e apéndices
pigmentados. O estagio de pré-pupa de aproximadamente 24 horas, sendo o
periodo pupal de 9,8 + 0,17 dias. Relatando que até a diferenciacdo sexual que
ocorre a partir do 14° dia de desenvolvimento, a coloracdo das pupas €
esbranquicada e com olhos vermelhos, sendo as pupas de fémeas, geralmente,
maiores em comprimento do que as dos machos, ocorrendo mais tarde o
escurecimento do tegumento e dos olhos. O desenvolvimento pos-embrionario
apresenta quatro instares larvais, sendo estes determinados pela distribuicdo de
frequéncias das medidas de capsula cefalica das fases larvais (Bittencourt e Berti
Filho 2004).

Trichospilus diatraeae € um parasitoide pupal, gregario, sendo
principalmente primario (Boucek 1976; Bournier 1975; Paron e Berti Filho 2000).
Os imaturos de T. diatraeae foram caracterizados por Paron (1999) a partir da
dissecacdo de pupas de D. saccharalis onde foi observado que os ovos deste
parasitoide tém em média 0,2 mm de comprimento, sdo hialinos, sem
esculturacdes e alongados nas extremidades. O periodo de incubacdo dura
aproximadamente 24 horas. As larvas de 1 e 2 dias tém em média 0,35 mm de
comprimento, apresentam cuticula transparente, tornando-se esbranquigcada no
estadio seguinte, com segmentacdo do corpo bem definida. O estagio larval nesse
hospedeiro dura de 7 a 8 dias. A pré-pupa tem em média 2,3 mm de comprimento
é branca e tem cabeca, térax e abdome bem definidos. O periodo de pré-pupa e
pupa duram de 9 a 10 dias. A pupa recém-formada apresenta apéndices alares e
olhos que sdo inicialmente de coloracdo rosacea tornando-se vermelhos. Os
adultos deste inimigo natural s&o de coloragdo castanha amarelada e tem
dimorfismo sexual acentuado. As fémeas possuem a insercdo das antenas na parte
central da cabeca e os machos lateralmente, além disso, a forma do abdome das

fémeas é arredondada, sendo nos machos mais estreito (Paron 1999).
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Tetrastichus howardi € um endoparasitoide preferencialmente de pupas,
com habito gregario que parasitam uma ampla gama de hospedeiros
particularmente no laboratdrio, e sdo capazes de agir como parasitoides primario
ou secundério (Baitha et al. 2004; Lasalle e Polaszek 2007; Prasad et al. 2007).
Os ovos deste parasitoide sdo pequenos em tamanho, com 0,28 e 0,30 mm de
comprimento e 0,08 mm de largura, branco leitoso e levemente granulado
internamente, com uma extremidade mais estreita. Uma fémea coloca 26 ovos em
cada hospedeiro esta fase dura cerca de 2 dias. A fase larval passa por trés
instares, as larvas de 1° instar sdo esbranquigadas e medem aproximadamente 0,8
mm, de 2° instar sdo de cor creme com corpo ligeiramente curvado e segmentagéo
nitida e medem entre 1,2 e 2,0 mm e as de 3° instar sdo semelhantes as de 2° instar
na cor e formato do corpo e medem entre 2,5 e 2,9 mm, essa fase dura cercade 5 a
6 dias. As pupas sdo esculpidas, de cor amarelo palido, escurecendo com o
desenvolver dos individuos, assim como acontece com os olhos e ocelos,
passando de amarelo claro ao laranja e mais tarde para o vermelho, para
finalmente tornar-se vermelho escuro pouco antes da emergéncia adulto, isto
acontece em 8 a 9 dias, sendo este o tempo da fase de pupa. O comprimento
médio do corpo das fémeas é de 1,98 mm, os machos medem 1,53 mm podendo
variar com o hospedeiro e nimero de individuos, os adultos emergem do
hospedeiro entre 16 a 18 dias depois do parasitismo. Nas pupas ja formadas pode
se reconhecer 0 sexo dos parasitoides, pois os machos tem o flagelo antenal
branco com o Ultimo antendémero preto e as fémeas tem todo o flagelo antenal
preto (Gonzalez et al. 2003).

Fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae e a
interagdo com os parasitoides

Os fungos entomopatogénicos sdo microrganismos muito heterogéneos.
Pertencem a diferentes grupos sistematicos e possuem diferengas em sua biologia.
No entanto, todos eles sdo patogénicos em relagcdo aos insetos, e sua eficacia em
infectar seus hospedeiros pode se tornar um fator regulador da abundéancia de

insetos. Sdo geralmente encontrados no solo, em cadaveres de insetos e folhas em
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decomposicéo de florestas em todo o mundo, no entanto a diversidade em
florestas temperadas destes entomopatdgenos € relativamente mais baixa em
comparacdo com florestas tropicais (Evans 1982; Grunde-Cimerman et al. 1998;
Aung et al. 2008).

Em contraste com outros entomopatogenos (bactérias e virus), que entra
nos insetos através do alimento, fungos entomopatogénicos infectam seus
hospedeiros através do tegumento. A infeccdo envolve: a aderéncia do esporo
sobre o tegumento dos insetos, a penetracdo no tegumento pelo tubo de
germinacdo, o desenvolvimento do fungo no interior do corpo do inseto e a
colonizagdo da hemocele do hospedeiro pelas hifas fungicas. O processo de
penetracdo do tegumento dos insetos é um resultado de uma pressdo mecanica e
da atividade enzimatica do tubo de germinacdo que secreta lipases, proteases e
quitinases. A morte do inseto € geralmente um resultado de danos mecénicos
causados pelo crescimento do micélio dentro do inseto (mumificacdo) e das
toxinas produzidas e disseminadas pelo patdgeno. Apos a morte do hospedeiro, o
fungo coloniza o cadaver e durante 2 a 3 dias forma as hifas aéreas e depois
ocorre a esporulacéo e a disseminacao dos esporos no ambiente (Hajek e St. Leger
1994).

Estes entomopatogenos destacam-se por ocasionar aproximadamente 80%
das doencas ocorridas em insetos e apresentarem varias vantagens em relacao aos
demais métodos de controle, como variabilidade genética, infeccdo em diferentes
estagios do desenvolvimento do hospedeiro, penetracdo via tegumento e
propagulos de alta capacidade de disseminacdo. Ocorrem na natureza cerca de 90
géneros e mais de 700 espécies de fungos entomopatogénicos destacando-se B.
bassiana e M. anisopliae que ha muito tempo vem sendo estudados e aplicados
para controlar insetos-praga. Para que este controle seja eficiente se faz necessario
0 conhecimento de todos os fatores envolvidos como: bioecologia do inseto,
aspectos técnicos e fisioldgicos da cultura, 0 ambiente onde ele vive, quais sdo seu
inimigos naturais e como estes fatores interagem entre si (Alves 1998).

Ha uma crescente demanda por inseticidas comerciais baseados em fungos

entomopatogénicos uma vez que podem ser produzidos em larga escala de forma
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barata e com vida util significativas sendo também faceis de armazenar e aplicar.
A utilizacdo mais usual do fungo é atraves de formulagdes contendo os conidios
puros ou contendo conidios em Gleo vegetal emulsionavel, ou ainda distribuindo
os grdos infestados diretamente, geralmente por avido (Borgio e Bency 2011,
Kassab et al. 2012; Kassab et al. 2015).

Beauveria bassiana e M. anisopliae podem ser usados no controle de
nuUMerosos insetos pragas agricolas e urbanos de diferentes ordens como: Isoptera,
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera e Diptera sendo estes insetos susceptiveis a
infeccdo por estes entomopatdgenos. Espera-se ver combinacdes entre agentes de
controle microbiano com outras tecnologias (em combinagdo com semioquimicos,
pesticidas quimicos suaves, outros inimigos naturais, plantas resistentes, etc.) o
que ira melhorar a eficacia e a sustentabilidade das estratégias de controle (Hasan
2014).

Interacfes entre os agentes de controle (parasitoides, predadores e
entomopatogenos como Vvirus, bactéria e fungos) podem ocorrer, pesquisas
realizadas comprovam que fungos entomopatogénicos ndo causam impacto sobre
0 desenvolvimento de parasitoides (Rossoni et al. 2014a, 2014b). Estes agentes de
controle biolégico podem agir sinergicamente ou antagonicamente. Interagdes
sinérgicas entre patdgenos e inimigos naturais aumentam a eficacia de controle,
considerando que interacfes antagdnicas a reduz (Fuentes-Contreras e Niemeyer
2000; Stolz et al. 2002). As interacdes entre hospedeiro-parasitoide-patégeno
estdo presentes em muitos sistemas e podem ter papel significativo sobre
populacdes e comunidades ecoldgicas. Entender os resultados destas interacdes,
os padrdes de mortalidade e os agentes bioldgicos presentes, podem ajudar a
implementar programas de controle bioldgico, dai a necessidade de
aperfeicoamento e selecdo de patdgenos especificos (Almeida et al. 1998; Santos
Jr. et al. 2006a; Roy e Cottrell 2008).

Os isolados ideais de patdgenos utilizados como myco-inseticidas devem
ter uma estreita gama de hospedeiros, ndo infectando grupos benéficos de
artropodes e ndo apresentando riscos de desenvolver grandes epizootias em

espécies ndo-alvo apds ser liberado no ambiente. A avaliacdo do perigo que 0s



15

entomopatdgenos podem representar para os artropodes ndo-alvo é feita em
diversas etapas. Primeiramente, isolados individuais sdo selecionados de acordo
com a patogenicidade aos artropodes ndo-alvo. Estes testes sdo feitos em
laboratério e altas doses dos patdgenos sdo expostas a potenciais hospedeiros. Se
0 patégeno apresentar viruléncia, experimentos em niveis mais elevados sdo
realizados na tentativa de avaliar de forma mais realista os efeitos da exposi¢édo
em condic¢des de campo. Tais experimentos combinam bioensaios em semi-campo
com observacgdes de campo em grande escala (Danfa e Van Der Valk 1999).

Trabalhos de interacdo entre patdgenos e inimigos naturais sugerem que 0
fungo B. bassiana afeta negativamente parasitoides como: Cotesia americanus
(Lepeletier, 1825) (Hymenoptera: Braconidae) (Vazquez 2002), Anisopteromalus
calandrae (Howard, 1881) e Lariophagus distinguendus (Forster, 1841)
(Hymenoptera: Pteromalidae) (Hansen e Steenberg 2007), Encarsia formosa
Gahan, 1924 (Hymenoptera: Aphelinidae) (Barrera et al. 2013), Diaeretiella
rapae (Mcintoch, 1855) (Hymenoptera: Braconidae) (Martins et al. 2014),
Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera: Eulophidae) (Santos Jr.
et al. 2006a), Aphidius colemani Viereck, 1912 (Hymenoptera: Braconidae)
(Emami et al. 2013), Aphidius matricariae Haliday, 1834 (Hymenoptera:
Braconidae) (Rashki et al. 2009), Apoanagyrus lopezi De Santis, 1964
(Hymenoptera: Encyrtidae) e Bracon hebetor Say, 1857 (Hymenoptera:
Braconidae) (Danfa e Van Der Valk 1999) e Trybliographa rapae (Westwood,
1835) (Hymenoptera: Figitidae) (R&nnbéck et al. 2015). M. anisopliae afeta
negativamente os parasitoides: Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912)
(Hymenoptera: Eulophidae) (Santos Jr. et al. 2006a) e Trichogramma galloi
Zucchi, 1988 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Broglio-Micheletti et al.
2006a, 2006b).

Outros trabalhos demonstram a inocuidade de B. bassiana a parasitoides
como: Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) (Rossoni et
al. 2014a, 2014b), Trichogramma pretiosum Riley, 1879, Trichogramma galloi
Zucchi, 1988 e Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner, 1983

(Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Potrich et al. 2009a, 2009b; Polanczyk et al.
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2009, 2010), Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera:
Eulophidae) (Santos Jr. et al. 2006b), Spathius agrili Yang, 2005 (Hymenoptera:
Braconidae) e Tetrastichus planipennisi Yang, 2006 (Hymenoptera: Eulophidae)
(Dean et al. 2012). Sendo M. anisopliae in6cuo a Cotesia flavipes (Cameron,
1891) (Hymenoptera: Braconidae) (Hayashida et al. 2012; Rossoni et al. 2014a,
2014b), Trichogramma pretiosum Riley, 1879, Trichogramma galloi Zucchi,
1988 e Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner, 1983 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Potrich et al. 2009a, 2009b; Polanczyk et al. 2009, 2010),
Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera: Eulophidae) (Santos Jr.
et al. 2006b), Spalangia cameroni Perkins, 1910 (Hymenoptera: Pteromalidae)
(Nielsen et al. 2005), Psyttalia concolor (Szépligeti, 1910) e Psyttalia cosyrae
(Wilkinson, 1927) (Hymenopetra: Braconidae) (Ekesi et al. 2005) e Phradis
morionellus (Holmgren, 1860) (Hymenoptera: Ichneumonidae) (Husberg &
Hokkanen 2001).

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

OBJETIVO GERAL
Avaliar se os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae
prejudicam a sobrevivéncia de fémeas adultas e o desenvolvimento de P. elaeisis,

T. diatraeae e T. howardi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o periodo de sobrevivéncia das fémeas adultas de P. elaeisis, T.

diatraeae e T. howardi quando em contato com B. bassiana e M. anisopliae.
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Averiguar a capacidade de parasitismo e de emergéncia de P. elaeisis, T.
diatraeae e T. howardi ap0s o contato com B. bassiana e M. anisopliae.

Verificar se os fungos B. bassiana e M. anisopliae prejudicam o
desenvolvimento de P. elaeisis, T. diatracae e T. howardi em pupas de D.
saccharalis.

Constatar a capacidade de parasitismo e de emergéncia de P. elaeisis, T.
diatraeae e T. howardi em pupas de D. saccharalis em planta de cana-de-agUcar

apos a aplicacédo de B. bassiana e M. anisopliae.

HIPOTESES
1- A exposicao das fémeas de P. elaeisis, T. diatraeae e T. howardi aos fungos
entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae afeta a longevidade desses

parasitoides.

2- Os aspectos biologicos de P. elaeisis, T. diatraeae e T. howardi em pupas de D.
saccharalis sdo comprometidos apds o contato desses parasitoides com os fungos

B. bassiana e M. anisopliae.

3- Apés a aplicacdo de B. bassiana e M. anisopliae, os parasitoides P. elaeisis, T.
diatraeae e T. howardi parasitam as pupas de D. saccharalis em plantas de cana-

de-agUcar.

Esta Tese estd de acordo com as “Normas para Redagdo de Dissertagdes e Teses”
do Programa de PoOs-Graduacdo em Entomologia e Conservacdo da

Biodiversidade da Universidade Federal da Grande Dourados.
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Resumo

Os fungos Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Cordycipitaceae) e
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Clavicipitaceae) sdo usados
como agentes bioldgicos e podem afetar Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle,
Tetrastichus howardi (Olliff) e Trichospilus diatraeae Cherian e Margabandhu
(Hymenoptera: Eulophidae). O objetivo deste trabalho foi avaliar a interacao
desses agentes de controle biologico. No primeiro experimento, fémeas de cada
espécie de parasitoide foram individualizadas em tubos de vidro, contendo uma
superficie de contato de papel filtro tratada com os entomopatdgenos nas
concentracdes de 1 x 10°%on. mL™, 5 x 10°con. mL™ e 10 x 10°%on. mL™, sendo
posteriormente avaliadas as mortalidades diaria e confirmada. No segundo
experimento, fémeas das diferentes espécies de eulofideos com 24 horas de
emergéncia foram expostas as mesmas concentracdes dos bioinseticidas por 48
horas. Apos a exposicdo, cinco fémeas dos parasitoides de cada tratamento, foram
individualizadas em tubos de ensaio juntamente com uma pupa de Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) com 24 horas e 0 parasitismo
foi permitido por mais 24 horas, sendo entdo avaliado o parasitismo e a
emergéncia. Os fungos entomopatogénicos reduziram a longevidade de fémeas de
P. elaeisis e T. diatraecae com maior mortalidade para a espécie T. howardi. No
entanto, este fato ndo influenciou o parasitismo e a emergéncia de P. elaeisis, T.

howardi e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis.
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Introducéo

Parasitoides sd@o importantes inimigos naturais para manter o equilibrio das
populacdes de insetos-praga em agroecossistemas (Pennacchio e Strand 2006). No
Brasil, levantamentos faunisticos de familias de himenopteros parasitoides
ocorreram em diferentes sistemas agricolas e em areas protegidas (Padua et al.
2014). A familia Eulophidae apresenta 4.472 espécies descritas em todo 0 mundo
(Noyes 2003) e algumas espécies desses himendpteros podem ser utilizados em
programas de controle bioldgico (Pereira et al. 2010).

Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle e Trichospilus diatraeae Cherian e
Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) parasitam e se desenvolvem em insetos
das familias Riodinidae (Delvare e Lasalle 1993; Zaché et al. 2011a),
Geometridae (Pereira et al. 2008a; Zache et al. 2010; Pereira et al. 2011; Pastori
et al. 2012), Noctuidae (Bittencourt e Berti-Filho 2004; Andrade et al. 2010),
Arctiidae (Delvare e Lasalle 1993; Zaché et al. 2013), Saturniidae (Pereira et al.
2008b; Pastori et al. 2012), Lymantriidae (Zaché et al. 2011b; Zaché et al. 2012a),
Nymphalidae (Boucek 1976; Zaché et al. 2012b; Tavares et al. 2013) e
Tenebrionidae (Zanuncio et al. 2008; Favero et al. 2013).

Tetrastichus howardi (Olliff) (Hymenoptera: Eulophidae) foi registrado se
desenvolvendo em insetos das familias Plutellidae, Noctuidae, Pyralidae (La Salle
e Polaszek 2007) e Sphingidae (Barbosa et al. 2015). Além disso, esses eulofideos
parasitam e se desenvolvem em pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius)

(Lepidoptera: Crambidae), que os caracterizam como importantes agentes de



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

Rossoni et al. 39

controle biologico da broca da cana-de-aclcar (Gonzalez et al. 2003; Chichera et
al. 2012; Glaeser et al. 2014, Pereira et al. 2015).

Diatraea saccharalis € uma das principais pragas da cana-de-acucar das
Ameéricas e do Brasil, ocorrendo em todos os estagios fenoldgicos dessa cultura
(Pereira et al. 2015). As injdrias diretas causadas por D. saccharalis se devem as
galerias abertas no interior dos colmos da cana-de-actcar, o que pode reduzir a
produtividade das plantas (Pinto et al. 2009; Dinardo-Miranda et al. 2012).

Assim, a utilizacdo de parasitoides € importante para o manejo de D.
saccharalis e 0 uso de fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin
(Clavicipitaceae) pode aumentar a eficiéncia de controle da broca e,
consequentemente, reduzir as infestaces dessa praga em plantios de cana-de-
acucar (Wenzel et al. 2006; Oliveira et al. 2008; Zappelini et al. 2010). Além
desse ultimo fungo ser amplamente utilizado para controle da cigarrinha das
raizes Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) (Kassab et al.
2015). Estes agentes podem infectar diferentes fases de desenvolvimento dos
hospedeiros, como ovos, larvas, pupas e adultos, sendo que a maioria possui um
mecanismo de penetracdo especializado via tegumento, caracteristica vantajosa
guando comparados com outros grupos de patdgenos que infectam o inseto apenas
via oral (Hajek e St. Leger 1994).

Dessa forma, estudos relacionados a interagdo dos agentes de controle
como fungos e parasitoides precisam ser realizados para esclarecer a coexisténcia

de ambos no mesmo ambiente, definindo a forma de suas interacOes, sejam elas
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sinérgicas ou ndo (Alves 1998; Santos Jr. et al. 2006; Rossoni et al. 2014a,
2014b). O sucesso do método de controle bioldgico depende do entendimento
mais abrangente possivel sobre os organismos envolvidos, tanto pragas como
inimigos naturais. Este fato nos motivou a investigar se produtos a base dos
fungos entomopatogénicos B. bassiana e de M. anisopliae podem causar efeitos
negativos sobre a biologia de P. elaeisis, T. diatraeae e T. howardi, parasitoides
de D. saccharalis.

Materiais e métodos

O experimento foi conduzido nos laboratorios de Controle Bioldgico de
insetos (LECOBIOL) e de Microbiologia da Universidade Federal da Grande

Dourados (UFGD) em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Produtos comerciais de B. bassiana e M. anisopliae

Os bioinseticidas usados no experimento foram Ballvéria WP® (isolado de
B. bassiana - IBCB 66) e Metié WP® (isolado de M. anisopliae - IBCB 425),
ambos, fornecidas pela empresa Ballagro Agro Tecnologia Ltda, sendo que 0s

dois obtiveram mais de 95% de viabilidade dos esporos.

Criacdo do hospedeiro D. saccharalis
Ovos de D. saccharalis foram retirados da criagdo do LECOBIOL da
UFGD e acondicionados em frascos de vidro (8,5 cm de didametro x 13 cm de

altura), contendo dieta artificial (ANEXO 1) para alimentacdo das lagartas recém
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eclodidas, onde elas permaneceram até o ultimo instar. Essas lagartas foram
transferidas para gerbox (6,5 cm de didmetro x 2,5 cm de altura) com dieta de
realimentacdo (ANEXO 2) até a formacao das pupas. As pupas foram recolhidas
dos gerbox e colocadas em potes plasticos transparentes (retangular de 500 ml e
14,2 x 9,8 x 4,7 cm) onde permaneceram até a fase adulta. Os adultos foram
sexados e 50 adultos (30 fémeas e 20 machos) foram colocados em gaiolas de
tubos de PVC (10 cm de diametro x 22 de altura), revestidos internamente com
folhas de papel sulfite, utilizado como substrato para oviposicdo dos ovos. Estes
tubos foram fechados com folha de papel sulfite e elastico. Os ovos foram
coletados diariamente, lavados com solucdo de sulfato de cobre a 1% e
armazenados em sala climatizada a temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa
(UR) de 70 + 10% e fotofase de 14 horas. Os procedimentos utilizados na criacao
de D. saccharalis estdo de acordo com a metodologia proposta por Parra (2007)

(ANEXO 3).

Criacéo dos eulofideos P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

Populacdes de P. elaeisis, T. howardi e T. diatracae foram mantidas
separadamente em tubos de vidro (2,5 cm de diametro x 8,5 cm de altura) vedados
com algoddo e alimentados com goticulas de mel puro. Para manutencdo da
criacdo destes parasitoides, pupas de D. saccharalis com 24-48 horas de idade
foram expostas as fémeas dos parasitoides. As pupas parasitadas (tanto do
hospedeiro natural quanto do hospedeiro alternativo) foram individualizadas em

tubos de vidro e mantidas em cadmara climatizada a 25 + 2°C, 70 + 10% de
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umidade relativa e fotofase de 14 horas, até a emergéncia de adultos (Vargas et al.

2011; Chichera et al. 2012) (ANEXO 3).

Desenvolvimento experimental
Experimento I. Efeito de bioinseticidas a base de B. bassiana e M. anisopliae
sobre adultos dos parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

Neste experimento foi quantificada a mortalidade de fémeas das trés
espécies de eulofideos expostas a diferentes doses de B. bassiana e M. anisopliae.
Para isto, fémeas dos parasitoides recém-emergidas de pupas de D. saccharalis
foram expostas as formulacdes dos fungos. Os tratamentos utilizados no
experimento foram compostos pela 1) Testemunha (ndo tratada), 2) Metie® - 1 x
10° con. mL?, 3) Metié® - 5 x 10° con. mL™%, 4) Metié® - 10 x 10° con. mL™, 5)
Ballvéria® - 1 x 10° con. mL?, 6) Ballvéria® - 5 x 10° con. mL™e 7) Ballvéria® -
10 x 10° con. mL™. O ensaio experimental foi composto por delineamento
inteiramente casualizado com 7 tratamentos e 5 repeti¢es cada uma composta por
10 fémeas dos parasitoides de cada espécie, totalizando 50 insetos por tratamento.
As fémeas foram colocadas em tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm x 8,5 cm
capacidade de 27 mL) contendo uma gota de mel para a alimentacdo, das mesmas.
Além disso, quadrados de papel filtro (3 cm de largura x 3 cm de comprimento)
foram tratados com 1 mL de suspensdo fungica dos produtos, utilizando uma
micropipeta, apds secarem foram inseridos no interior dos tubos de vidro para que
0s parasitoides entrassem em contato com o patdégeno (Rossoni et al. 2014a,

2014b). Em seguida, os tubos contendo os parasitoides de cada tratamento e a
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testemunha foram acondicionados em camara climatizada tipo BOD a 25 + 2°C,
14 h de fotofase e 70 + 10 % umidade relativa.

A acdo dos bioinseticidas foi avaliada diariamente observando-se a
mortalidade dos insetos. Cada inseto apds a morte foi transferido para microtubos
tipo Eppendorf com algodao hidrofilo umedecido com agua destilada esterilizada.
Os microtubos foram mantidos em camaras climatizadas (BOD) a 25 + 2°C, com
fotofase de 14 horas e 70 + 10% de UR, para verificacdo do crescimento do
entomopatogeno e confirmacdo da mortalidade do inseto ocasionada pelo mesmo.

As mortalidades diaria e confirmada dos parasitoides (ocasionada pela
colonizagdo dos fungos no inseto) foram avaliadas e os dados da mortalidade total

(mortalidade diaria e confirmada) submetido a analise estatistica.

Experimento II. A exposicdo de fémeas de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae a
bioinseticidas compromete o parasitismo e a emergéncia desses parasitoides?
Neste experimento foi verificado o parasitismo e a emergéncia da progénie
de fémeas das trés espécies de eulofideos apds exposicdo as diferentes doses de B.
bassiana e M. anisopliae. Para isto, fémeas com 24 horas de emergéncia de P.
elaeisis, T. howardi e T. diatraeae foram expostas as concentraces de 1 x 10°
con. mL™, 5 x 10%con. mL™, 10 x 10° con. mL™ dos produtos comerciais Metié® e
Ballvéria® por 48 horas. A exposicdo das fémeas parasitoides aos produtos foi
feita por meio de uma superficie de papel filtro (3 cm de largura x 3 cm de
comprimento) tratada com 1 mL de suspenséo fungica de cada produto, utilizando

uma micropipeta, essas superficies apos secarem foram inseridas em um tubo de
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ensaio de fundo chato (2,5 cm x 8,5 cm capacidade de 27 mL) contendo uma
goticula de mel para alimentacdo dos parasitoides e tampado com algodéo
hidrofilo (Rossoni et al. 2014a, 2014b). Os tratamentos foram armazenados em
camara climatizada tipo BOD a 25 + 2°C, 14 h de fotofase e 70 = 10 % umidade
relativa. O ensaio experimental foi composto por delineamento inteiramente
casualizado com 7 tratamentos e 5 repeticGes cada uma composta por 10 fémeas
dos parasitoides sendo cada espécie individualmente, totalizando 50 insetos por
tratamento.

Apds o periodo de 48 horas, cinco fémeas de cada repeticdo dos diferentes
tratamentos, foram individualizadas em tubos de ensaio, juntamente com uma
pupa de D. saccharalis de 24 horas e o parasitismo foi permitido por 24 horas.
Posteriormente, essas fémeas foram mortas e as pupas armazenadas até a
emergéncia dos adultos em camara climatizada tipo BOD a 25 + 2°C, 14 h de
fotofase e 70 = 10 % umidade relativa até a emergéncia dos parasitoides adultos.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 7 tratamentos e 25
repeticdes, cada uma composta por 1 pupa parasitada por cada espécie de
parasitoide separadamente.

A porcentagem de parasitismo em pupas de D. saccharalis por fémeas
expostas aos tratamentos e a porcentagem de emergéncia dos parasitoides nas

pupas parasitadas foram avaliadas.
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Anélise estatistica

Para se avaliar os dados do experimento | foi utilizada a comparacdo das
médias dos valores de mortalidade total pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, essa avaliacdo foi feita separadamente para cada espécie de
parasitoide expostas as diferentes concentracdes dos fungos entomopatogénicos.
Né&o foi feita a interacdo entre os valores de mortalidade total obtidos com as trés
especies de eulofideos expostas as duas espécies de fungos entomopatogénicos
nas diferentes concentracdes, pois ocorrem diferencas nos aspectos biologicos,
desses individuos, o que poderia gerar erro na forma de interpretacdo dos dados.

Da mesma forma, para fazer a andlise das médias dos valores de
porcentagem de parasitismo e emergéncia do experimento Il foi utilizado o teste
de Tukey a 5% de probabilidade, ndo foi realizada a transformacéo dos dados e
cada analise foi feita, separadamente, para as diferentes espécies de parasitoides e
fungos entomopatogénicos, evitando possiveis erros que seriam cometidos na

interpretacdo dos dados.

Resultados

Experimento I. Efeito de bioinseticidas a base de B. bassiana e M. anisopliae
sobre adultos dos parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

A mortalidade acumulada das fémeas de P. elaeisis expostas a diferentes
concentracdes do fungo M. anisopliae ndo diferiu da testemunha com 24, 48, 72,

96 e 120 horas apds exposicdo (HAE). A concentragdo de 1 x 10° con. mL*
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obteve o0 menor valor de mortalidade acumulada apo6s 144, 168, 192 e 216 HAE,
ndo diferindo estatisticamente dos valores de mortalidade das outras duas
concentracdes. Nos periodos de exposicdo, ou seja, 240, 264, 288 e 312 HAE néo
houve diferencas estatisticas entre os tratamentos (Tabela 1).

As concentracfes do fungo entomopatogénico B. bassiana ndo causaram
mortalidade nas fémeas de P. elaeisis as 24, 48, 72, 96 e 120 HAE. Além disso, a
mortalidade acumulada para a concentracéo de 10 x 10° con. mL™, nos periodos
de 144, 168, 192 e 216, obteve o menor valor e foi semelhante as outras duas
concentracdes do fungo. A mortalidade acumulada 240, 264, 288 e 312 HAE
foram semelhantes entre os tratamentos (Tabela 1).

A exposicdo de fémeas de T. howardi as concentracdes de 1 x 10° con.
mL?, 5 x 10° con. mL™, 10 x 10° con. mL™ de M. anisopliae ndo influenciou a
mortalidade acumulada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 HAE. A menor
mortalidade acumulada foi constatada na concentragdo de 10 x 10° con. mL™ s
120, 144 e 168 HAE. Estes valores foram diferentes estatisticamente da
testemunha e semelhante a de mortalidade das outras duas concentra¢fes, com
excecdo do periodo de 120 HAE. Apos o periodo de 192 horas de exposi¢do ao
patdgeno, somente as fémeas de T. howardi da testemunha sobreviveram,
persistindo até 312 HAE (Tabela 2).

Os periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 HAE das fémeas de T. howardi ao
fungo entomopatogénico B. bassiana ndo influenciaram na mortalidade desse
parasitoide. Foi obtido apds 144 HAE, na concentracdo de 5 x 10° con. mL?, o

menor valor de mortalidade acumulada de fémeas dos parasitoides (48%)
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diferindo estatisticamente da testemunha. A mortalidade acumulada em 168, 192,
216 e 240 HAE foi menor no tratamento 10 x 10° con. mL™, porém os valores ndo
diferiram estatisticamente das outras concentraces. Apos o0 periodo de 264 horas
de exposicdo ao patdgeno, somente as fémeas de T. howardi da testemunha
sobreviveram, persistindo até 312 horas (Tabela 2).

N&o houve mortalidade acumulada de fémeas de T. diatraeae quando em
contato com M. anisopliae a 24, 48 e 72 HAE. A concentracdo de 10 x 10° con.
mL* obteve a menor mortalidade acumulada 96 e 120 HAE diferindo
estatisticamente dos valores de mortalidade das outras duas concentracdes. Nos
demais periodos de exposi¢do aos 144, 168, 192, 216, 240, 264, 288 e 312 HAE,
ndo ocorreram diferencas estatisticas entre os valores de mortalidade acumulada
de fémeas de T. diatraeae (Tabela 3).

O contato de fémeas de T. diatraeae com diferentes concentracfes de B.
bassiana nao influenciou na mortalidade desse parasitoide até 96 HAE. Apds 120,
144 e 168 horas de exposicdo ao patdgeno os valores de mortalidade acumulada
foram menores na concentracdo de 5 x 10° con. mL™?, sendo que a 120 e 168 HAE
este valor da mortalidade ndo diferiu estatisticamente da testemunha e nem da
concentracdo de 1 x 10° con. mL™ diferindo apenas da concentragéo 10 x 10° con.
mL™ que obteve os maiores valores de mortalidade acumulada. Nos periodos de
192, 216, 240, 264, 288 e 312 HAE, os valores de mortalidade acumulada das
fémeas estavam todos proximos a 100% néo diferindo estatisticamente entre eles

e a testemunha em todos os periodos (Tabela 3).
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Experimento I1. A exposicdo de fémeas de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae a
bioinseticidas compromete o parasitismo e a emergéncia desses parasitoides?

O parasitismo de fémeas de P. elaeisis expostas as concentracfes de B.
bassiana e M. anisopliae variou entre 8 e 52% , sendo que o0 maior valor ocorreu
na concentracdo de 5 x 10° con. mL™ de M. anisopliae. A porcentagem de
emergéncia da progénie variou entre 35 e 80%, a qual foi maior na concentracéo
de 10 x 10°con. mL™ de M. anisopliae (Tabela 4).

As fémeas de T. howardi realizaram o parasitismo em 80 a 100% das
pupas, ndo sendo observado efeito das concentracBes de B. bassiana e M.
anisopliae. A porcentagem de emergéncia da progénie variou entre 90 e 100%
sem diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 4).

O parasitismo de T. diatraeae expostos a estes fungos entomopatogénicos
variou entre 96 e 100%, sem diferenca estatistica. A porcentagem de emergéncia

da progénie em T. diatraeae foram de 100% para todos os tratamentos (Tabela 4).

Discussao

Experimento |. Efeito de bioinseticidas a base de B. bassiana e M. anisopliae
sobre adultos dos parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

A menor mortalidade acumulada de P. elaeisis e T. diatraeae demonstra
gue os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae ndo interferiram na
longevidade de fémeas desses parasitoides. Por outro lado, as fémeas do

parasitoide T. howardi tiveram sua longevidade reduzida quando expostas as
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diferentes concentracdes de B. bassiana e M. anisopliae. Diferentes espécies de
hospedeiros ndo sdo igualmente susceptiveis a infeccdo de uma espécie ou isolado
especifico de um patogeno. Isto pode ser atribuido as diferencas na composicéao da
parede do corpo dos insetos e no comportamento, ao grau de esclerotizacdo das
estruturas da cuticula e a falta de umidade presente no momento da penetracao
dos entomopatogenos, que podem ser considerados como fatores importantes na
mortalidade causada pelos fungos entomopatogénicos nesses individuos (Hajek e
St. Leger 1994; Alves 1998).

Além disso, € importante destacar que a compatibilidade de B. bassiana e
M. anisopliae com P. elaeisis e T. diatracae também foi observada para as
espécies de parasitoides Trichogramma atopovirilia Oatman e Platner,
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) (Polanczyk et al. 2009; Rossoni
et al. 2014a, 2014b). Por outro lado, a espécie de parasitoide T. howardi foi
afetada pelos fungos B. bassiana e M. anisopliae, 0 que contraria 0s resultados
obtidos para espécie Tetrastichus planipennisi Yang (Hymenoptera: Eulophidae)
gue é do mesmo género, a qual nao foi susceptivel a infeccdo por B. bassiana em
condicdes de laboratdrio (Dean et al. 2012).

Em outro estudo, o parasitoide Spathius agrili Yang (Hymenoptera:
Braconidae) foi pouco susceptivel ao fungo B. bassiana com uma diferenca média
de 13% a mais de mortalidade nos tratamentos em relacdo aos grupos controle

(Dean et al. 2012). Estes resultados séo diferentes dos obtidos no nosso estudo,
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pois o fungo B. bassiana causou 100% de mortalidade nas fémeas de T. howardi
expostas as concentracdes do entomopatdgeno.

De maneira geral, as espécies de fungos entomopatogénicos M. anisopliae
e B. bassiana, nas concentracfes, causaram maior mortalidade nas trés espécies de
eulofideos somente 96 horas ap0s a exposicdo dos parasitoides ao
entomopatogeno. Isto é importante, pois esse periodo (96 horas) é suficiente para
que as fémeas dos eulofideos parasitem seus hospedeiros, 0 que ndo compromete
a eficiéncia bioldgica desses inimigos naturais, como foi relato por Costa et al.
(2014) para a espécie T. howardi e Pereira et al. (2008a, 2008b) para P. elaeisis e
T. diatraeae. Além disso, destaca-se que os parasitoides eulofideos permaneceram
em contato direto com os fungos entomopatogénicos dentro de tubos de ensaio
por todo o periodo de sobrevivéncia, fato que ndo ocorre comumente no campo
onde, a chance do inseto entrar em contato direto com o entomopatégeno € menor.
Assim, acredita-se que, em condicdes de campo, esses dois métodos de controle
podem ter acdo sinérgica para o manejo de D. saccharalis em cultivos de cana-de-

acucar.

Experimento Il. A exposicdo de fémeas de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae a
bioinseticidas compromete o parasitismo e a emergéncia desses parasitoides?
Beauveria bassiana e M. anisopliae ndo influenciaram negativamente o
parasitismo das fémeas e emergéncia da progénie das trés espécies de eulofideos,
0 que pode indicar a compatibilidade desses parasitoides com o0s fungos

entomopatogénicos. Isto é importante, pois a compatibilidade desses parasitoides
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com os fungos entomopatogénicos pode maximizar a eficiéncia de controle da
broca em condic¢des de campo. Além disso, a compatibilidade de parasitoides com
entomopatogenos foi confirmado com a espécie T. atopovirilia, onde os imaturos
desse inimigo natural, presentes no interior dos ovos de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ndo foram afetados pelo contato com o0s
bioinseticidas Boveril WP PL63 (B. bassiana) e Metarril WP E9 (M. anisopliae)
na concentracdo 10’ conidios mL™ (Polanczyk et al. 2010). Autores sugerem que
o0 contato dos fungos com estagios mais avancados do hospedeiro parasitado e/ou
com o inimigo natural ndo reduz a emergéncia do parasitoide (Mesquita e Lacey
2001; Rashki et al. 2009).

O contato dos entomopatdégenos com os parasitoides ndo afetou o
parasitismo e a emergéncia desses eulofideos em pupas do hospedeiro D.
saccharalis, isto pode ter relacdo com 0s compostos quimicos presentes na
superficie da cuticula dos insetos, os quais impediram o desenvolvimento do
patdgeno no hospedeiro e inimigos naturais. Além disso, isto pode ter relagdo,
com presenca de agua, ions, acidos graxos e nutrientes encontrados na superficie
da cuticula do inseto, os quais sdo importantes para a germinacao dos conidios e,
posterior, colonizacdo do fungo no hospedeiro (Latge et al. 1987; Hassan et al.
1989; Shahid et al. 2012). No entanto, isto ndo deve ser generalizado, pois, alguns
inimigos naturais podem ter seu parasitismo reduzido quando em contato com M.
anisopliae e B. bassiana como relatado para o parasitoide Oomyzus sokolowskii

(Kurdjumov) (Hymenoptera: Eulophidae) sobre larvas de Plutella xylostella
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(Linnaeus) obtendo reducdo de 92,7% e 85,1%, respectivamente (Santos Jr. et al.
2006).

Para a espécie de P. elaeisis pode-se observar diferencas estatisticas entre
os valores encontrados, porém acreditamos que o periodo de parasitismo (24
horas) néo foi suficiente. Este fato influenciou nos baixos valores de parasitismo e
emergéncia e acreditamos que o aumento no periodo de parasitismo seria
suficiente para aumentar o parasitismo de P. elaeisis em pupas de D. saccharalis.
Isto foi confirmado para a espécie de eulofideo T. howardi em lagartas de D.
saccharalis em que o maior periodo de exposicdo do parasitoide ao hospedeiro
favoreceu o aumento do parasitismo e da emergéncia da progénie (Costa et al.
2014).

A seguranca de fungos entomopatogénicos para 0s seres humanos, 0 meio
ambiente e organismos nao-alvo é claramente um critério importante para ser
levado em consideracdo e cada sistema inseto-fungo deve ser revisto e
considerado em cada caso (Shahid et al. 2012). No entanto, algumas pesquisas
existentes sugerem que ocorram efeitos minimos de fungos entomopatogénicos
em insetos ndo-alvos, sendo eles, uma alternativa mais segura para uso no manejo
integrado de pragas (MIP) aos inseticidas quimicos (Goettel e Hajek 2000; Pell et
al. 2001).

Acredita-se  que a exposicdo dos parasitoides aos  fungos
entomopatogénicos ndo comprometa a localizagcdo do hospedeiro pelo parasitoide
e 0 reconhecimento prévio do hospedeiro como ideal, etapas que esse inimigo

natural realiza antes de parasitar seu hospedeiro. Isto é importante, pois, em
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condicdes de campo, o parasitismo por si s é suficiente para impedir a
continuacdo do ciclo de vida de D. saccharalis, o que pode contribuir

significativamente para a diminuicdo da densidade populacional dessa praga.

Concluséao

Fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae reduziram a
longevidade de fémeas de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae.

A exposicdo das fémeas a B. bassiana e M. anisopliae ndo comprometeu o
parasitismo e a emergéncia de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae em pupas de

D. saccharalis.
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Tabela 1. Mortalidade acumulada (% + EP) de fémeas do parasitoide Palmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae) apds exposicdo as concentracdes de

Beauveria bassiana (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae).

Metarhizium anisopliae

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE (n)

Testemunha 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a  0,00£0,00 a 0,00£0,00b  12,00+2,07b  40,00£2,34b  58,00+2,43b  88,00£321a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50

1x10°con.mL™ 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 2,00+447a  10,00+1,56a 40,00+1,20ab 72,00+2,67ab 88,00£321a 96,00+2,67a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50

5x 10°con.mL™ 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00£0,00a  38,00+1,99a 70,00£2,39a 96,00+2,88ab 98,00+245a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50

10x10°conmL®  0,00£000a 0,00£000a 0,00£0,00a 0,000,002 2,00+447a  24,00+138a 74,00t+1,29a 100,00£0,00a 100,00+000a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00¢0,00a 50
C.V. - - - - - 85,62 53,51 40,81 29,99 -

Beauveria bassiana

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE (n)

Testemunha 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a  0,00£0,00 a 0,00£0,00b  12,00+2,07b  40,00£2,34b  58,00+2,43b  88,00£321a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50

1x10°con.mL™ 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00a  20,00+1,34a  56,00+2,23a 78,00+2,62a  98,00+2,54a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50

5x 10° con.mL™ 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00a  20,00£1,70a  50,00£2,34a  92,00+2,94a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50

10x10°conmL®  0,00£000a 0,00£000a 0,00£0,00a 0,000,002 000£0,00a  12,00+303a 26,00+2,71b  68,00+321a 88,00+2,90a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00:0,00a 50
C.V. - - - - - 117,07 89,91 50,67 28,54 -

C.V. — Coeficiente de variacao.

HAE — Horas apds exposi¢ao.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(n) — NUmero de fémeas de Palmistichus elaeisis utilizadas para avaliar a mortalidade.
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Tabela 2. Mortalidade acumulada (% + EP) de fémeas do parasitoide Tetrastichus howardi (Hymenoptera: Eulophidae) apds exposicdo as concentracdes de

Beauveria bassiana (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae).

Metarhizium anisopliae

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE (n)

Testemunha 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00c  0,00+0,00c  0,00%0,00b 16,00+3,10b 42,00+1,75b 66,00£1,48b 78,00£1,83b 78,00+1,83b 100,00£0,00a 50
1x10°con.mL™ 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 4,00+4,00a 42,00+3,74a 58,00£3,74ab 76,00+2,07a 100,00£0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50
5x 10° con.mL™ 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 14,00+3,79a 70,00+1,40b 100,00+1,40a 100,00£0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00 a 100,00£0,00a 50
10x10°con.mL®  0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00£0,00a 38,00£3,32a 50,00+332ab 76,00£1,84a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50

C.v. - - - - 41,25 70,13 34,69 19,36 31,05 26,09 16,09 16,09

Beauveria bassiana

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE (n)

Testemunha 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a  0,00+0,00b  0,00+0,00b 16,00+3,10b 42,00+1,75b 66,00+1,48b 78,00£1,83b 78,00+1,83b 100,00£0,00a 50
1x10°con.mL™ 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 56,00+1,76a 86,00+3,14a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50
5x 10°con.mL™ 0,00+0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 10,00+4,32a 48,00+2,44a 66,00+2,39a 98,00+2,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 50
10x10°con.mL™®  0,00:0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 0,00£0,00a 6,00£2,07a 54,00+271a 64,00£352a 98,00+2,00a 98,00+2,00a 98,00+2,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50

C.V. - - - - - 95,42 62,04 20,71 31,35 34,65 16,09 16,09

C.V. — Coeficiente de variacao.

HAE — Horas apds exposicao.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(n) — NUmero de fémeas de Tetrastichus howardi utilizadas para avaliar a mortalidade.
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Tabela 3. Mortalidade acumulada (% * EP) de fémeas do parasitoide Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) ap0s exposicdo as concentracdes de

Beauveria bassiana (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae).

Metarhizium anisopliae

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE (n

Testemunha 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00£0,00a 2,00£325b 20,00£325c 74,00£2,77a 76,00£3,03a 94,00£334a 98,00x325a 98,00+325a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50
1x10%con.mL™ 0,00£0,00a 0,00+0,00a 0,00+0,00a 26,00+2,13a 72,00+2,88a 88,00£327a 98,00+325a  98,00£3,25a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50
5x10° con.mL™ 0,00£0,00a 0,00£0,00a 0,00+0,00a 26,00+2,21a 52,00+2,24a 80,00£3,25a 80,00+4,22a  98,00+325a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 50

10x10%conmL™  0,00£000a 0,00+0,00a 0,00£000a 0,00+000h 40,00+4,49b 68,00+2,48a 82,00£220a 100,00£0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50
CV. - - - 184,44 104,42 - - - - - -
Beauveria bassiana

Tratamentos 24 HAE 48 HAE 72 HAE 96 HAE 120 HAE 144 HAE 168 HAE 192 HAE 216 HAE 240 HAE 264 HAE 288 HAE 312 HAE )

Testemunha 0,00£000a 0,00£000a 0,00£0,00a 2,00+325a 20,00+325b 74,00+277b 76,00+303b 94,00:334a 98,00:325a 98,00+325a 100,00:0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 50
1x10°conmL™  0,00£0,00a 000:0,00a 0,00:000a 6,00+347a 26,00+271b 64,00£1,81b 7800+3,19b 90,004,142 100,00+000a 100,00+000a 100,00+000a 100,00+0,00a 100,00+000a 50
5x10°conmL®  0,00£000a 0,00:000a 000£000a 2,00+325a 14,00:2,96b 48,00£1,75c 64,00£199b 100,00£000a 100,00£000a 100,00:0,00a 100,00:0,00a 100,00£0,00a 100,00:0,00a 50
10x10°conmL™  0,00£000a 000£0,00a 0,00:0,00a 14,00+138a 68,00+2,59a 100,00+0,00a 100,00:0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00£000a 100,00£000a 100,00:0,00a 50
| C.V. - - - - 116,19 50,09 43,25 - - - -

C.V. — Coeficiente de variacao.

HAE — Horas ap0s exposicao.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

(n) — NUmero de fémeas de Trichospilus diatraeae utilizadas para avaliar a mortalidade.
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Tabela 4. Parasitismo (% + EP) e Emergéncia (% + EP) de parasitoides eulofideos apds

0 contato com as concentracdes dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana

(Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae).

Palmistichus elaeisis

Tratamentos

Parasitismo Emergéncia

Parasitismo Emergéncia

Testemunha

1 x 10°con. mL*
5 x 10°con. mL™*
10 x 10° con. mL™

Metarhizium anisopliae (M.a.)

Beauveria bassiana (B.b.)

8,00+4,89b  40,00+4,49 b
16,00+1,16 ab 40,00+4,49 b
52,00+3,56 a 79,32+3,72a
28,00+2,95ab 80,00+£3,25a

8,00+4,89¢c  40,00+4,49b
28,00+2,95ab 70,00+2,08 a
28,00+2,95ab 43,32+1,55 b
48,00+1,16a 35,00+2,39 b

C.v. 61,12 66,91 67,43 45,07
Tetrastichus howardi
Tratamentos Parasitismo Emergéncia Parasitismo Emergéncia
Metarhizium anisopliae (M.a.) Beauveria bassiana (B.b.)
Testemunha 92,00+3,25a 100,00+0,00 a 92,00+3,25a 100,00+0,00 a

1 x 10%con. mL*
5x 10° con. mL™
10 x 10° con. mL*

100+0,00 a  100,00+0,00 a
88,00+4,89a 96,00+4,00 a
96,00+4,00 a 100,00+0,00 a

80,00+1,56a 90,00+1,15a
96,00+4,00 a 100,00+0,00 a
92,00+4,89a  95,00+5,00 a

Trichospilus diatraeae

Tratamentos

Parasitismo Emergéncia

Parasitismo Emergéncia

Testemunha
1x10%con. mL*
5x 10° con. mL*
10 x 10°con. mL™

Metarhizium anisopliae (M.a.)

Beauveria bassiana (B.b.)

100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
96,00+4,00 a 100,00+0,00 a
100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
96,00+4,00 a 100,00+0,00 a

100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
100,00+0,00 a 100,00+0,00 a
100,00+0,00 a 100,00+0,00 a

C.V. — Coeficiente de variacao.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.
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Resumo

Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, Tetrastichus howardi (Olliff) e
Trichospilus diatraeae Cherian e Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) séo
promissores no controle de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae). Além disso, os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin (Clavicipitaceae) séo utilizados para controlar a broca e as cigarrinhas da
cana. Este fato nos motivou a investigar se 0s entomopatégenos comprometem o0s
aspectos biologicos desses eulofideos. Para isto, pupas de D. saccharalis (24 h de
idade) foram expostas ao parasitismo de trés fémeas de cada espécie por 72 h.
Depois disso, as pupas parasitadas foram acondicionadas, individualmente, em
tubos de vidro e tampados com algodao. No interior de cada tubo, foi inserido
uma superficie de contato tratada com 1 mL de suspensdo fungica nas
concentragdes de 1 x 10°%on. mL™, 5 x 10%on. mL?, 10 x 10°%on. mL™ de B.
bassiana e M. anisopliae. Os tubos foram acondicionados em BOD a 25+2°C, 14
h de fotofase e 70+£10 % U.R. A emergéncia de T. howardi e T. diatraeae néo foi
comprometida pelos fungos entomopatogénicos, porém a espécie P. elaeisis foi
afetada. A duracdo do ciclo de vida, progénie e razdo sexual de P. elaeisis nao
foram afetadas apds exposicao. Para as espécies T. howardi e T. diatraeae ocorreu
pouca variacdo da duragdo do ciclo de vida, progénie e razdo sexual. De maneira
geral, a exposicdo dos eulofideos aos fungos entomopatogénicos, no interior de
pupas de D. saccharalis, ndo compromete os aspectos biologicos desses

parasitoides.
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Introducéo

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar e as principais
pragas dessa cultura sdo Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera:
Crambidae) e Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) (Kassab et
al. 2014, 2015; Rossoni et al. 2014a, 2014b). As injarias diretas causadas por D.
saccharalis podem ocasionar perda na biomassa e morte das gemas apicais das
plantas de cana-de-acUcar (Dinardo-Miranda et al. 2011, 2012). O dano indireto
deve-se a reducdo da producdo de aclcar e alcool, devido a presenca de
microrganismos nos colmos atacados (Simdes et al. 2012; Rossato et al. 2013).

Inseticidas quimicos sdo pouco eficazes em controlar D. saccharalis, pois
as lagartas de primeiro instar, alimentam-se das folhas do cartucho e,
posteriormente, migram para o colmo da cana-de-agucar, ficando protegidas das
aplicacdes (Antigo et al. 2013; Oliveira et al. 2013). Isso tem motivado a busca
por outros métodos de controle, visando reduzir a densidade populacional desse
lepidoptero-praga, como a utilizacdo de parasitoides (Rodrigues et al. 2013).

Um amplo complexo de microhimendpteros tem sido relacionado como
inimigos naturais de D. saccharalis e os parasitoides Palmistichus elaeisis
Delvare e LaSalle, Tetrastichus howardi (Olliff) e Trichospilus diatraeae Cherian
e Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) podem controlar essa praga (Cruz et
al. 2011; Chicera et al. 2012; Vargas et al. 2014; Pereira et al. 2015). Além disso,
agentes de controle microbiano sdo utilizados para combater as populagfes da

broca, especialmente, os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana
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(Balsamo) Vuillemin (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin (Clavicipitaceae). Este ultimo fungo, anteriormente conhecido como
Entomophthora anisopliae (basidnimo), € um fungo que cresce naturalmente nos
solos em todo 0 mundo e causa doencga em Vvarios insetos (Xu et al. 2015).

Diatraea saccharalis é suscetivel a B. bassiana e M. anisopliae e o contato
com esses fungos entomopatogénicos afetam as caracteristicas bioldgicas da broca
da cana-de-acucar (Williams et al. 2013; Hayashida et al. 2014). Além disso, o
fungo entomopatogénico M. anisopliae € produzido em arroz e aplicado em
canaviais do Brasil para reduzir populacdes de M. fimbriolata (Loureiro et al.
2005).

Fungos entomopatogénicos e os parasitoides eulofideos P. elaeisis, T.
howardi e T. diatraeae podem ser utilizados no controle de D. saccharalis e as
interacbes entre hospedeiro-parasitoide-entomopatégeno podem afetar estes
inimigos naturais de forma sinergica ou antagénica (Roy e Cottrell 2008).

Estudos relacionados a interacdo dos agentes de controle como fungos e
parasitoides necessitam de pesquisas para esclarecer a coexisténcia de ambos no
mesmo ambiente, definindo a forma de suas interacdes (Santos Jr et al. 2006;
Rossoni et al. 2014a, 2014b; Ibrahim 2015). Este fato nos motivou a investigar se
os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae comprometem o
desenvolvimento de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae em pupas de D.

saccharalis.
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Materiais e métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratérios de Controle Bioldgico
de Insetos (LECOBIOL) e de Microbiologia da Universidade Federal da Grande

Dourados (UFGD) em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

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

As formulacdes utilizadas no experimento foram os produtos comerciais
Ballvéria WP® (isolado de B. bassiana - IBCB 66) e Metié WP® (isolado de M.
anisopliae - IBCB 425), ambas, fornecidas pela empresa Ballagro Agro
Tecnologia Ltda. As duas formulagbes comerciais obtiveram mais de 95% de

viabilidade dos esporos.

Multiplicacdo do hospedeiro D. saccharalis

Ovos de D. saccharalis foram retirados da criacdo do LECOBIOL da
UFGD e acondicionados em frascos de vidro (8,5 cm de didametro x 13 cm de
altura), contendo dieta artificial (ANEXO 1) a base de germe de trigo, farelo de
soja e levedura de cana (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen;
Saccaromycetales: Saccaromycetaceae) para alimentacdo das lagartas recém
eclodidas, onde elas permaneceram até o ultimo instar. Essas lagartas foram
transferidas para gerbox (6,5 cm de didmetro x 2,5 cm de altura) com dieta de
realimentacdo (ANEXO 2) a base de farelo de soja e levedura de cana até a

formagé&o das pupas. As pupas foram recolhidas dos gerbox e colocadas em potes
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plasticos transparentes (retangular de 500 mL e 14,2 x 9,8 x 4,7 cm) onde
permaneceram até a fase adulta. Os adultos foram sexados e 50 adultos (30
fémeas e 20 machos) foram colocados em gaiolas de tubos de PVC (10 cm de
diametro x 22 de altura), revestidos internamente com folhas de papel sulfite,
utilizado como substrato para oviposicdo dos ovos. Estes tubos foram fechados
com folha de papel sulfite e elastico. Os ovos foram coletados diariamente,
lavados com solucdo de sulfato de cobre a 1% e armazenados em sala climatizada
a temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14
horas. Os procedimentos utilizados na criacdo de D. saccharalis estdo de acordo

com a metodologia proposta por Parra (2007) (ANEXO 3).

Multiplicacdo dos parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

Populacdes de P. elaeisis, T. howardi e T. diatracae foram mantidas
separadamente em tubos de vidro (2,5 cm de didametro x 8,5 cm de altura) vedados
com algoddo e alimentados com goticulas de mel puro. Para manutencdo da
criacdo destes parasitoides, pupas de D. saccharalis com 24 a 48 horas de idade
foram expostas as fémeas dos parasitoides por 24 horas. Apos esse periodo as
pupas foram individualizadas em tubos de vidro e mantidas em camara
climatizada a 25 + 2°C, 70 + 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas, até a

emergéncia de adultos (Vargas et al. 2011; Chichera et al. 2012) (ANEXO 3).
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Desenvolvimento Experimental

Pupas de D. saccharalis com 24 horas (h) de idade foram expostas ao
parasitismo por trés fémeas de cada uma das espécies de parasitoide por 72 h. As
fémeas parasitoides utilizadas no experimento apresentavam 24 h de idade para a
espéecie T. howardi (Pereira et al. 2015) e T. diatraeae (Pastori et al. 2013), 72 h
para P. elaeisis (Andrade et al. 2012) sendo, este o melhor periodo para a
utilizacdo dessas espécies, devido a maior presenca de ovocitos. As pupas de D.
saccharalis parasitadas pelos eulofideos foram acondicionadas, individualmente,
em tubos de vidro (1,5 cm de diametro x 10 cm de altura) e posteriormente, estes
foram tampados com algodéo hidrofilico.

No interior de cada tubo, foi inserido uma superficie de contato (papel
filtro 1 cm de largura x 9 cm de comprimento) tratada com 1 mL de suspensao
fangica, utilizando uma micropipeta (Rossoni et al. 2014a, 2014b), nas
concentracdes de 1 x 10°on. mL?, 5 x 10°%on. mL™?, 10 x 10%on. mL™ dos
produtos comerciais Ballvéria® (B. bassiana) e Metié® (M. anisopliae). Em
seguida os tubos de ensaio foram acondicionados em camara climatizada tipo
BOD a 25 * 2°C, 14 h de fotofase e 70 £ 10 % umidade relativa até a emergéncia
dos parasitoides. As superficies de contato permaneceram nos tubos durante um
periodo de 96 h e entdo foram retiradas. O experimento foi composto por 6
tratamentos e uma testemunha [testemunha (parasitismo sem fungo)] com 10
repeticdes, cada repeticdo foi composta por 5 pupas de D. saccharalis
previamente parasitadas pelos inimigos naturais, totalizando 50 pupas por

tratamento.
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A porcentagem de emergéncia da progénie, progénie (numero de
parasitoides emergidos por pupa), duracdo do ciclo de vida (tempo de
desenvolvimento do parasitoide imaturo contado a partir do dia do parasitismo até
a emergéncia do adulto), razdo sexual (nimero de fémeas da progénie dividido
pelo numero total da progénie) e longevidade em dias dos individuos emergidos
das pupas de D. saccharalis (para a avaliacdo da longevidade foram selecionados
ao acaso 20 fémeas e 20 machos de cada espécie de parasitoide de cada

tratamento) foram avaliadas.

Anélise estatistica

Para se avaliar os dados do experimento foi utilizada a comparacdo das
médias dos aspectos biologicos pelo teste de Scott-Knott com até 5% de
probabilidade, essa avaliacdo foi feita separadamente para cada espécie de
parasitoide expostas as diferentes concentracdes dos fungos entomopatogénicos.
Néo foi realizada a interacdo entre os valores obtidos (aspectos bioldgicos) com as
trés espécies de eulofideos expostas as duas espécies de fungos
entomopatogénicos nas concentracGes, pois ocorrem diferencas na biologia,

desses eulofideos, o que poderia gerar erro na forma de interpretacdo dos dados.

Resultados

A emergéncia de T. howardi e T. diatraeae nado foi afetada pelos fungos B.

bassiana e M. anisopliae (Tabela 1). Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e
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M. anisopliae afetaram a emergéncia do parasitoide P. elaeisis, o que variou de
59,66 + 0,26 a 98,00 £ 0,47 respectivamente (Tabela 1). No entanto, a duracéo do
ciclo de vida, progénie e razdo sexual de P. elaeisis ndo foram afetadas pelos
fungos entomopatogénicos (Tabela 1). A longevidade das fémeas de P. elaeisis
ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, porem a longevidade de machos
variou entre 9,95 + 1,01 a 14,80 + 0,29 dias (Tabela 1).

A duracdo do ciclo de vida de T. howardi em pupas de D. saccharalis apos
contato com os fungos entomopatogénicos variou entre 17,50 + 0,04 e 18,87 £
0,18 dias (Tabela 1). A progénie de T. howardi que foram expostas as
concentracdes de B. bassiana e M. anisopliae variou entre 123,80 + 2,44 e 146,82
+ 2,84 individuos, sendo o maior valor encontrado na testemunha (Tabela 1). A
razdo sexual de T. howardi variou de 0,82 + 0,05 a 0,92 + 0,09, para todos 0s
tratamentos (Tabela 1). A longevidade de machos e de fémeas de T. howardi foi
afetada pelos fungos entomopatogénicos com valores variando de 8,80 + 0,53 a
19,95 £ 0,78 dias para as fémeas e 11,90 = 0,90 a 39,00 + 0,97 dias para 0s
machos (Tabela 1).

A duracdo do ciclo de vida de T. diatraeae foi de 17,80 + 1,74 e 19,30 £
0,06 dias, ap6s a exposicdo aos fungos entomopatogénicos com diferenca
estatistica entre os tratamentos (Tabela 1). A progénie de T. diatraeae em pupas
de D. saccharalis ap0s contato com os fungos entomopatogénicos variaram de
283,10 + 2,88 a 307,66 + 2,89 individuos para todos os tratamentos (Tabela 1). A
razdo sexual de T. diatraeae variou de 0,90 + 0,08 a 0,93 £ 0,19, para as

concentragfes dos fungos entomopatogénicos (Tabela 1). A longevidade de
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machos e fémeas de T. diatracae ndo foram diferentes estatisticamente entre os

tratamentos (Tabela 1).

Discussao

A menor variacdo na emergéncia de T. howardi e T. diatraeae apds o
contato com os fungos B. bassiana e M. anisopliae sugere que a exposicao das
pupas parasitadas aos bioinseticidas ndo afetam essa caracteristica bioldgica. Este
fato foi observado com os parasitoides Trichogramma galloi Zucchi
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) em ovos de D. saccharalis tratados com o
isolado IPA 159E (Broglio-Micheletti et al. 2006) e com a espécie Cotesia
flavipes (Cameron) (Hymenoptera: Braconidae) exposta aos bioinseticidas
Biometha WP Plus® (M. anisopliae), Biovéria G® (B. bassiana), Metarril WP ©
(M. anisopliae), Boverril WP ® (B. bassiana) e Metié WP® (M. anisopliae)
(Rossoni et al. 2014a, 2014b). Os parasitoides Psyttalia concolor (Szépligeti) e
Psyttalia cosyrae (Wilkinson) (Hymenopetra: Braconidae) emergiram com
sucesso a partir de Ceratitis capitata (Weidemann) e Ceratitis cosyra (Walker)
(Diptera: Tephritidae) expostos a M. anisopliae em solo tratado, a 0 e 183 dias
apos a aplicacao dos tratamentos, indicando que o fungo ndo teve nenhum efeito
adverso sobre o desenvolvimento dos parasitoides (Ekesi et al. 2005). Além disso,
resultados semelhantes foram observados para o parasitoide Phradis morionellus
(Holmgren) (Hymenoptera: Ichneumonidae) que se desenvolve em Meligethes

aeneus (Fabricius) (Coleoptera: Nitidulidae), em que M. anisopliae foi eficiente
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para controlar o besouro praga, mas ndo afetou o desenvolvimento do inimigo
natural (Husberg e Hokkanen 2001). Autores sugerem que a infec¢do dos fungos
entomopatogénicos sobre imaturos de parasitoides, ndo reduz a emergéncia dos
inimigos naturais, principalmente quando as larvas do parasitoide estdo mais
desenvolvidas no momento da exposi¢do ao patdgeno, pois estas larvas ganham a
competicdo pelo hospedeiro devido a uma baixa susceptibilidade a esta infeccao
(Mesquita e Lacey 2001; Rashki et al. 2009).

Por outro lado, as fémeas do parasitoide P. elaeisis tiveram a emergéncia
reduzida quando expostas as concentracfes de B. bassiana e M. anisopliae. No
entanto, isto ndo deve ser generalizado, pois, outras caracteristicas bioldgicas, tais
como: duragdo do ciclo, progénie, razdo sexual ndo foram afetadas pelos fungos
entomopatogénicos, sendo semelhante a espécie C. flavipes expostas aos fungos
B. bassiana e M. anisopliae (Rossoni et al. 2014a, 2014b). Parasitoides podem ser
susceptiveis a infeccdo por fungos entomopatogénicos, mas isto ndo os impede de
se reproduzir, permitindo, assim que fungos e parasitoides sejam usados
simultaneamente (Nielsen et al. 2005).

A duracdo do ciclo de vida de T. howardi e T. diatraeae em pupas de D.
saccharalis apds a exposi¢cdo aos fungos entomopatogénicos variou. No entanto, a
variacdo observada nos tratamentos foi pequena, ou seja, de 1,28 dias para a
espécie T. diatraeae e de 0,78 dias para T. howardi, 0 que pode indicar que essa
alteracdo ndo tem relagdo com os entomopatdgenos, mas sim com a biologia
desses eulofideos, fato que foi comprovado com estes parasitoides (Rodrigues et

al. 2013; Costa et al. 20144, 2014b; Glaeser et al. 2014; Pereira et al. 2015). Por
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outro lado, Aphidius colemani (Viereck) (Hymenoptera: Braconidae) teve seu
tempo de desenvolvimento diminuido quando seu hospedeiro Myzus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) foi tratado com suspensdao de B. bassiana
(Emami et al. 2013).

A progénie de T. howardi e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis apés
a exposicdao aos fungos entomopatogénicos foi influenciada. A variacdo na
progénie foi de aproximadamente, 24 individuos entre os tratamentos para estas
duas espécies de eulofideos e acreditamos que isto ndo tem relacdo com os fungos
entomopatogénicos. Autores sugerem que 0 numero de individuos produzidos
pode ter relacdo com a quantidade de ovos e de toxina injetada no momento da
oviposicdo das fémeas parasitoides, a resposta imunologica e a biomassa do
hospedeiro (Andrade et al. 2010; Cusumano et al. 2010; Harvey et al. 2013).
Assim, doses inadequadas de toxinas injetadas pelas fémeas, podem influenciar na
menor e/ou maior progénie de parasitoides no hospedeiro (Cusumano et al. 2010;
Harvey et al. 2013). Além disso, os hemdcitos do hospedeiro podem encapsular
0s ovos e larvas de parasitoides e isto pode ter relacdo com a progénie do inimigo
natural, o que pode justificar a variacdo obtida nesse aspecto bioldgico nos
tratamentos desse estudo (Strand, 2008; Andrade et al. 2010). Por outro lado,
pequenas variacGes na biomassa dos hospedeiros utilizados para a multiplicacao
de parasitoides podem influenciar nas caracteristicas biologicas de inimigos
naturais, o que foi comprovado com a espécie T. diatracae em pupas de D.

saccharalis (Glaeser 2011).
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A razdo sexual de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae em pupas de D.
saccharalis apds o contato com B. bassiana e M. anisopliae, esteve acima de 0,82
e isto € importante, pois o valor de 0,50 € o minimo exigido no controle de
qualidade (Navarro 1998), o que pode sugerir que os fungos entomopatogénicos
sdo inocuos aos parasitoides. Além disso, a elevada razdo sexual maximiza a
eficiéncia de parasitismo nas liberacbes de campo, uma vez que as fémeas
parasitoides sdo responsaveis pela geracdo subsequente (Rodrigues et al. 2013;
Costa et al. 2014a, 2014b; Barbosa et al. 2015). Por outro lado, a menor razédo
sexual pode comprometer a eficiéncia de parasitismo de T. howardi, pelo menor
nimero de fémeas produzidas (Pereira et al. 2009a, 2009b, 2010, 2011). Assim,
acreditamos que a variacdo da razdo sexual dos eulofideos por pupa observada
nesse experimento, pode estar relacionada a disponibilidade de recurso do
hospedeiro, como relatado para T. diatraesae em pupas de D. saccharalis e
Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae) (Chichera et al. 2012;
Favero et al. 2013, 2014), P. elaeisis em pupas de Anticarsia gemmatalis Hubner
(Lepidoptera: Erebidae), Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae) e D.
saccharalis (Pereira et al. 2009a, 2009b, 2010, 2013; Chichera et al. 2012) e T.
howardi em pupas de D. saccharalis (Vargas et al. 2011; Costa et al. 2014a;
Pereira et al. 2015) e Erinnyis ello (Linnaeus) (Lepidoptera: Sphingidae) (Barbosa
et al. 2015).

A longevidade de fémeas de P. elaeisis e T. diatracae em pupas de D.
saccharalis ap6s a exposicdo aos bioinseticidas ndo foi influenciada. No entanto,

ocorreu a diminuicdo da longevidade de ambos os sexos de T. howardi e machos
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de P. elaeisis. Autores sugerem que essa caracteristica bioldgica tem uma
correlagdo positiva com o0 aumento no parasitismo em condi¢bes de campo
(Pratissoli et al. 2007). Dessa forma, a maior longevidade pode aumentar a
probabilidade das fémeas parasitoides encontrar hospedeiros e realizar o
parasitismo. No entanto, acredita-se que a diminuicdo desse aspecto biologico
para T. howardi e P. elaeisis ndo compromete a cOpula e o parasitismo desses
inimigos naturais, pois 0s machos desses individuos sobreviveram por 9 e 11 dias
nos tratamentos com menores valores para P. elaeisise T. howardi,
respectivamente e as fémeas de T. howardi sobreviveram por pelo menos 8 dias
no tratamento com menor periodo de vida.

De maneira geral, a exposicdo de pupas parasitadas por P. elaeisis, T.
howardi e T. diatraeae aos fungos entomopatogénicos ndao comprometeu o
desenvolvimento e as caracteristicas bioldgicas desses inimigos naturais, 0 que é
importante, pois, em condicdes de campo pode ocorrer o contato dos
entomopatégenos com pupas parasitadas por esses parasitoides. Como as
caracteristicas (a emergéncia, duracdo do ciclo de vida, progénie e razdo sexual)
tém correlacdo com a qualidade bioldgica de parasitoides, acreditamos que esses
inimigos naturais sdo compativeis com os fungos entomopatogénicos B. bassiana

e M. anisopliae.
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Concluséao

A exposicdo de pupas de D. saccharalis parasitadas por P. elaeisis, T.
howardi e T. diatraeae aos fungos entomopatogénicos nao comprometeram o
desenvolvimento desses parasitoides.

Fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae permitiram a
emergéncia, duracdo do ciclo de vida, progénie, razdo sexual e longevidade de P.

elaeisis, T. howardi e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis.
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Tabela 1. Aspectos bioldgicos (+ EP) dos parasitoides eulofideos emergidos de

pupas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)

expostas as

concentracdes de Beauveria bassiana (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae

(Clavicipitaceae).
Palmistichus elaeisis
Tratamentos Emergéncia (%) Duragdo do Progénie Razio Sexual Longevidade (diaf)
ciclo de vida (dias) (n° de insetos) Machos Femeas
Testemunha 97,50+0,79 a 21,43+0,06 a 98,96+0,09 a 0,92+2.43 a 11,90+1,21 b 12,40+0,97 a
1x10° con. mL™” de B.b 86,50+0,60 a 22,16=0,44 a 93,98+0,03 a 0,87+0,92 a 10,55+1,19 b 12,00+£1,05 a
5x10°con. mL”de B.b 59,66+0,26 ¢ 21,88+0,28 a 104,50+0,09 a 0,92+ 0,18 a 14,45+1,12 a 13,40+ 0,57 a
10 x 10° con. mI" de B.b 67,49+0,57 ¢ 21,52+0,35 a 94,82+0,20 a 0,89+2,63 a 13,25+0,16 a 13,15+0,44 a
1x10° con. mL" de Ma 78,83+0,28 b 22,70=0,53 a 88.,86=0,05 a 094=2,01a 9.95+1,01b 11,20+1.,46 a
5x10° con. mL” de Ma 91,50+0,59 a 21,98+0,30 a 98,50=0,10 a 0,94+2.47 a 11,60+1,57 b 13,40+0,96 a
10 x 10° con. mL" de M.a 98,00+0,47 a 21,98+0,32 a 101,82+0,15a 091+231a 14,80+=0,29 a 12,75+0.10 a
P 0,01 ns ns ns 0,05 ns
cVv 19,36 - - - 21,53 -
Terrastichus howardi
Tratamentos Emergeéncia (%) Durago do Progénie Razio Sexual Longevidade (diaf)
ciclo de vida (dias) (n° de insetos) Machos Fémeas
Testemunha 100,00+0,00 a 17,50=0,04 ¢ 146,822 84 a 0,86=0,01 b 39,00+0,97 a 19.95+0.78 a
1x10° con. mL™” de B.» 96,00+ 2,66 a 17,96+0,12 b 137,71£271 a 0,87+0,02 b 23,65+0,50 b 14,90+0,62 b
5x10° con. mL' de B.b 100,00+0,00 a 18,12+0,03 b 144304284 a 0,92+ 0,09 a 31,15+0,95 a 18,75+0,53 a
10 x 10° con. mL™" de B.b 100,00+0,00 a 18,28+0,18 b 141,46+£2,87 a 0,820,05 b 13,85=1,99 ¢ 8.80+0,53 b
1x10° con. mL" de Ma 100,00-+0,00 a 18,08+0,20 b 127,77£2,34 b 0,85+0,04 b 12,95+0,60 ¢ 11,400,446 b
5%10° con. mL™ de M.a 100,00+0,00 a 17,54=0,19 ¢ 123,80£2,44 b 0,92+0,07 a 11,90=0,90 ¢ 12,10=0,79b
10 x 10° con. mL "' de M.a 98,00+2,00 a 18,87+0,18 a 139,59+2.18 a 0,83+0,05 b 25,00+1,62 b 18,80+0,39 a
P ns 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01
cVv - 2,71 14,82 9,24 23,28 21,52
Trichospilus diatraeae
Tratamentos Emergéncia (%) Duragdo do Progénie Razio Sexual Longevidade (diaf)
ciclo de vida (dias) (n° de insetos) Machos Fémeas
Testemunha 100,00+0,00 a 19,30=0,06 a 299,08+2,04 a 0,93+0,04 a 9,60=0,74 a 17,50+1,90 a
1x10° con. mL™” de B.b 100,00-+0,00 a 18,76=0,02 b 283,10+2,88 b 0,92+0,02 a 9,90+0,23 a 13,40+0,95 a
5x10° con. mL™" de B.b 100,00+=0,00 a 17.80=1,74 £ 284,16+2,62 b 0,90=0,08 b 10,50=0,52 a 14,95+1,90 a
10 x10°con. mL" de B.b 98,00+2,00 a 18,02+0,05 e 301,53+2,48 a 0,91+0,11 b 9,05+0,52 a 12,30+1,50 a
1x10° con. mL” de Ma 100,000,00 a 18,44=0,08 ¢ 302,54+1,60 a 0,92+0,06 a 8.00+0,28 a 15,95+0.90 a
5x10° con. mL” de Ma 100,00+0,00 a 18,16=0,97 d 307,66+2,89 a 0,92+0,05 a 8,45+0,59 a 14,65+1,97 a
10 x 10° con. mL™" de M.a 100,00-+0,00 a 18,30=0,06 d 303,18+2.45a 0,93+0,19 a 9,75+0,54 a 17,50+1,96 a
P ns 0,01 0,01 0,05 ns ns
cVv - 1,20 12,21 2,01 - -

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de

Scott-Knott com até 5% de probabilidade.
con. mL™* — conidios de B. bassiana e/ou M. anisopliae por mL
C.V. — Coeficiente de variacao.
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Resumo

InteracOes sinérgicas ou antagdnicas podem ocorrer entre agentes de controle
bioldgico. O objetivo deste trabalho foi investigar como Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Metchnikoff)
Sorokin (Clavicipitaceae) interagem com os parasitoides Palmistichus elaeisis
Delvare e LaSalle, Tetrastichus howardi (Olliff) e Trichospilus diatraeae Cherian
e Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) em planta de cana-de-agucar. Pupas
de Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) foram
individualizadas e inseridas em orificios pré-perfurados em colmos de cana.
Posteriormente, os mesmo foram fixados nas plantas e as formulacbes foram
pulverizadas separadamente na concentracdo de 5,5 x 10° con. mL™ e entdo a
touceira de cana foi coberta, individualmente, com uma gaiola de “voil”, nas quais
foram liberadas 102 fémeas dos parasitoides por pupa. O parasitismo foi
permitido por 96 horas, entdo as pupas foram retiradas dos colmos e levadas ao
laboratdrio para avaliacdo. Ndo ocorreu diferenca estatistica no parasitismo para
nenhuma das trés espécies em nenhum dos tratamentos e ndo foi observada
emergéncia em nenhum dos tratamentos para P. elaeisis, porém T. howardi obteve
50% e T. diatraeae 25% de emergéncia das pupas no tratamento com B. bassiana.
As demais caracteristicas avaliadas como ciclo de vida, progénie e razdo sexual
possuiu valores semelhantes aqueles encontrados em trabalhos realizados em
laboratério com T. howardi e T. diatraeae em pupas de D. saccharalis indicando

que os fungos néo influenciaram o desenvolvimento dos parasitoides.
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Introducéo

A utilizagdo de agentes bioldgicos tem sido um método bastante explorado
no controle das cigarrinhas e broca da cana-de-aglcar em canaviais brasileiros
(Almeida et al. 2007; Zappelini et al. 2010; Kassab et al. 2012a; Rossoni et al.
2014a). O método de controle bioldgico tem como finalidade manter as espécies
de pragas em niveis tecnicamente aceitaveis através da introducao de um predador
natural, parasitoide ou microrganismo que Ihe cause doenca especifica ou morte
(Van Driesche e Bellows 1996; Conceicdo e Silva 2011).

Nos ultimos anos, se observou uma crescente demanda pelo uso de
inseticidas  bioldgicos, especialmente, aqueles a base de fungos
entomopatogénicos, uma vez que podem ser produzidos massalmente, de forma
barata e com vida util relativamente alta, o que facilita 0 armazenamento e a sua
posterior aplicacdo no campo (Borgio e Bency 2011; Kassab et al. 2012b).

Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) destaca-se como
um importante inseto-praga na cultura da cana-de-acUcar (Barbosa et al. 2011). A
mecanizacdo da colheita das areas destinadas ao cultivo da cana-de-acUcar
proporcionou o acimulo de palhada sobre o solo e os restos culturais, associados a
elevada temperatura e umidade favoreceu o desenvolvimento das populacdes de
M. fimbriolata (Dinardo-Miranda et al. 1999; Dinardo-Miranda et al. 2003;
Dinardo-Miranda e Gil 2007). Atualmente, o fungo entomopatogénico

Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin (Clavicipitaceae) é o principal
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agente de controle biolégico desse inseto-praga em cana-de-acucar (Kassab et al.
2012a, 2012b).

Outra importante praga da cana-de-agUcar € a broca Diatraea saccharalis
(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae). As perdas provocadas por D. saccharalis
podem comprometer a producdo em 0,25% de acUcar, 0,20% de alcool e 0,77%,
isto para cada 1 % da intensidade de infestacdo da praga em canaviais (Gallo et al.
2002). No entanto D. saccharalis € suscetivel a Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin (Cordycipitaceae) e M. anisopliae e o0 contato dos fungos
entomopatogénicos com a broca da cana-de-acucar pode afetar as caracteristicas
bioldgicas desta praga (Destéfano et al. 2004; Wenzel et al. 2006; Oliveira et al.
2008; Williams et al. 2013).

Além disso, himendpteros parasitoides tém sido relatados como
importantes inimigos naturais de D. saccharalis, destacando-se os parasitoides
Palmistichus elaeisis Delvare e LaSalle, Tetrastichus howardi (Olliff) e
Trichospilus diatraeae Cherian e Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae) (Cruz
et al. 2011; Chicera et al. 2012; Rodrigues et al. 2013; Costa et al. 2014; Pereira
et al. 2015).

Dessa forma, as interacGes podem ocorrer em condi¢des de campo entre 0s
parasitoides e fungos entomopatogénicos. No entanto, essas interacdes podem ser
sinérgicas (quando agregam valores ao controle do inseto-praga) ou antagénicas
(quando estes organismos competem e prejudicam o controle bioldgico) (Alves
1998; Fuentes-Contreras e Niemeyer 2000; Stolz et al. 2002; Roy e Cottrell 2008;

Rossoni et al. 2014b). Este fato nos levou a investigar como 0s agentes bioldgicos
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B. bassiana e M. anisopliae interagem com os parasitoides P. elaeisis, T. howardi

e T. diatraeae em plantas de cana-de-agucar.

Materiais e métodos

As multiplica¢des dos insetos foram conduzidas no laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LECOBIOL) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) e o experimento foi conduzido em plantios comerciais de cana-de-acucar
da Usina S3o Fernando Actcar e Alcool, com a variedade SP81-3250 em

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, no ano de 2014.

Obtencéo dos bioinseticidas B. bassiana e M. anisopliae

Os fungos utilizados no experimento foram os produtos comerciais
Ballvéria WP® (isolado de B. bassiana - IBCB 66) e Metié WP® (isolado de M.
anisopliae - IBCB 425), fornecidos pela empresa Ballagro Agro Tecnologia Ltda.

Os dois obtiveram mais de 95% de viabilidade dos esporos.

Multiplicacdo de D. saccharalis

Ovos de D. saccharalis foram acondicionados em frascos de vidro (8,5 cm
x 13 cm), contendo dieta artificial (ANEXO 1) a base de germe de trigo, farelo de
soja e levedura de cana para alimentagdo das lagartas recém eclodidas, onde elas
permaneceram até o ultimo instar. Essas lagartas foram transferidas para gerbox

(6,5 cm de didmetro x 2,5 cm de altura) com dieta de realimentagdo (ANEXO 2)
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a base de farelo de soja e levedura de cana até a formacdo das pupas. As pupas
foram recolhidas dos gerbox e colocadas em potes plasticos transparentes
(retangular de 500 mL e 14,2 x 9,8 x 4,7 cm) onde permaneceram até a fase
adulta. Os adultos foram sexados e 50 adultos (30 fémeas e 20 machos) foram
colocados em gaiolas de tubos de PVC (10 cm de didmetro x 22 de altura),
revestidos internamente com folhas de papel sulfite, utilizado como substrato para
oviposicdo dos ovos. Estes tubos foram fechados com folha de papel sulfite e
elastico. Os ovos foram coletados diariamente, lavados com solucdo de sulfato de
cobre a 1% e armazenados em sala climatizada a temperatura de 25 + 2°C,
umidade relativa (UR) de 70 + 10% e fotofase de 14 horas. Os procedimentos
utilizados na criacdo de D. saccharalis estdo de acordo com a metodologia

proposta por Parra (2007) (ANEXO 3).

Multiplicacdo de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae

Populacdes de P. elaeisis, T. howardi e T. diatracae foram mantidas
separadamente em tubos de vidro (2,5 cm x 8,5 cm) vedados com algodéao e
alimentados com goticulas de mel puro. Para manutencdo da criacdo destes
parasitoides, pupas de D. saccharalis com 24 a 48 horas de idade foram expostas
as fémeas dos parasitoides. As pupas parasitadas foram individualizadas em tubos
de vidro e mantidas em cémara climatizada a 25 = 2°C, 70 + 10% de umidade
relativa e fotofase de 14 horas, até a emergéncia de adultos (Chichera et al. 2012;

Costa et al. 2014) (ANEXO 3).
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Desenvolvimento Experimental

Trés pupas de D. saccharalis, com biomassa entre 160 e 220 mg (Glaeser
2011) e com até 24 horas de idade foram individualizadas e inseridas em 3
orificios pré-perfurados em um colmo (cana-de-acucar 30 cm) amarrado na
planta de cana-de-acucar (ANEXO 4 A, B). Apds a insercdo das pupas, foram
pulverizadas formulac6es de bioinseticidas a base de B. bassiana e M. anisopliae
separadamente com um pulverizador costal na concentragdo de 5,5 x 10° con. mL"
! (média das recomendacBes mais utilizada em campo). A touceira de cana foi
coberta, individualmente, com uma gaiola de (4,0 x 0,75 x 0,75 metros),
confeccionada com tela de “voil”, sendo posteriormente liberadas 102 fémeas de
P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae por pupa com 24 h de idade separadamente
(ANEXO 4 C, D). O numero de fémeas parasitoides usadas no experimento de
semi campo foi padronizado e 0 mesmo foi baseado nos estudo de Barbosa et al.
(2014), que encontrou como sendo a melhor densidade em plantios de cana-de-
acucar para a espécie T. howardi em pupas de D. saccharalis. O parasitismo foi
permitido por quatro dias (96 horas) com a média da temperatura maxima de
31,3°C, média da temperatura minima de 20,5°C e média da umidade relativa de
77% nestes dias (Fig. 2) e, apds esse periodo, as pupas foram retiradas dos colmos
e levadas ao laboratdrio e mantidas em cdmara climatizada (BOD) a 25 + 2°C, 70
+ 10% de umidade relativa e fotofase de 14 horas, até a emergéncia de adultos
para a avaliagdo da porcentagem de parasitismo. Os tratamentos foram: 1) PeMa
(P. elaeisis com M. anisopliae), 2) PeBb (P. elaeisis com B. bassiana), 3) Pe (P.

elaeisis parasitismo sem fungo), 4) ThMa (T. howardi com M. anisopliae), 5)
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ThBb (T. howardi com B. bassiana), 6) Th (T. howardi parasitismo sem fungo),
7) TdMa (T. diatraeae com M. anisopliae), 8) TdBb (T. diatraeae com B.
bassiana), 9) Td (T. diatraeae parasitismo sem fungo) e 10) Testemunha do
hospedeiro. Cada tratamento foi representado por 5 touceiras com trés pupas cada,
totalizando 15 pupas (repeticbes). O delineamento amostral foi DBC
(delineamento em blocos ao acaso).

A porcentagem de parasitismo (descontando-se a mortalidade natural do
hospedeiro), a porcentagem de emergéncia, o ciclo de vida (tempo de
desenvolvimento do parasitoide dentro do hospedeiro), progénie (numero de
parasitoides emergidos das pupas) e a razdo sexual (nimero total de fémeas
dividido pelo namero total da progénie) foram avaliadas. Os dados originais
(parasitismo (%)) foram transformados em raiz de (x + 0,5), submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
porém para uma melhor visualizacdo dos resultados os dados originais foram
mantidos na figura (Fig. 1 A, B, C). As demais caracteristicas bioldgicas (a
emergéncia, a duracdo do ciclo de vida, progénie e a razdo sexual) dos
parasitoides eulofideos sdo apenas apresentadas, pois, os dados foram

insuficientes para a conducdo das analises estatisticas.

Resultados

A porcentagem de parasitismo realizado pelas fémeas de P. elaeisis foi de

14% na testemunha e de 20% nos demais tratamentos. Os parasitismo de T.



161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

Rossoni et al. 102

diatraeae foi de 13,33% na testemunha, 26,64% no tratamento com B. bassiana e
13,40% no tratamento com M. anisopliae. As fémeas de T. howardi parasitaram
14% das pupas nos trés tratamentos. No entanto, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os valores da porcentagem de parasitismo entre a testemunha e 0s
tratamentos com B. bassiana e M. anisopliae para nenhuma das espécies de
parasitoides (Fig. 1 A, B, C).

Nas pupas parasitadas por P. elaeisis ndo foi observada emergéncia de
parasitoides. No entanto, ocorreu a emergéncia de adultos de T. howardi em 50%
das pupas e em 25% das pupas para T. diatraeae, ambos no tratamento com B.
bassiana (Tabela 1).

As caracteristicas bioldgicas dos parasitoides que emergiram do tratamento
com B. bassiana foram avaliadas, nos demais tratamentos ndo foi observada
emergéncia. A duragdo do ciclo de vida de T. howardi foi de 18 dias e de T.
diatraeae foi de 19 dias. O nimero de individuos da progénie foi de 190 adultos
de T. howardi, sendo 172 fémeas e 18 machos e 270 adultos de T. diatraeae,
sendo 248 fémeas e 22 machos. A razdo sexual foi de aproximadamente, 0,90 para

ambas as espécies de parasitoides (Tabela 1).

Discussao

O parasitismo de P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae ndo foi afetado

pelos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae. No entanto, os

valores de parasitismo foram baixos (entre 13 e 26%) e isto pode estar relacionado
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a fatores abiodticos como temperatura, radiacdo solar e chuvas (Elzen et al. 1987,
Dinardo-Miranda et al. 2014) e bidticos como a idade do parasitoide (Oliveira et
al. 2012), o numero de fémeas liberadas por hospedeiro (Sampaio et al. 2001) e a
capacidade deste inimigo natural localizar este hospedeiro. Além disso, a
densidade de fémeas de parasitoides por hospedeiro utilizada neste experimento
pode ndo ter sido adequada e as caracteristicas biologicas dos parasitoides
também pode ter influenciado nestes resultados. Esse fato foi comprovado e
autores sugerem que a densidade inadequada de parasitoides por hospedeiro pode
afetar a progénie (Foerster et al. 2001; Chong e Oetting 2006), razdo sexual da
progénie (Choi et al. 2001), duracgéo do ciclo de vida (ovo-adulto) (Barbosa et al.
2008, 2010), longevidade de adultos (Silva-Torres e Matthews 2003), bem como
a capacidade de busca e a dispersdo dos inimigos naturais em agroecossistemas
(Barbosa 2014).

A emergéncia dos parasitoides T. howardi e T. diatraeae das pupas de D.
saccharalis em touceiras de cana-de-agUcar tratadas com B. bassiana sugere que
ndo foi os fungos entomopatogénicos que diminuiu o parasitismo e o
desenvolvimento desses eulofideos. Sendo importante ressaltar que o sistema
imunoldgico do hospedeiro pode ter encapsulado os ovos dos parasitoides e
impedido o desenvolvimento dos imaturos do inimigo natural. Além disso,
acreditamos que o fato do numero de fémeas parasitoides por hospedeiro ter sido
menor que o necessario pode ter influenciado no menor parasitismo e emergéncia
dos parasitoides eulofideos, pois a inje¢do inadequada de toxinas liberadas pelas

fémeas parasitoides no momento da oviposi¢do pode ndo ter sido suficiente para
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neutralizar as defesas imunolégicas do hospedeiro (Schmid-Hempel 2005; Pastori
et al. 2012).

Palmistichus elaeisis foi o Unico parasitoide que ndo obteve emergéncia de
progénie das pupas de D. saccharalis em nenhum dos tratamentos. Ele é um
parasitoide preferencialmente de lepiddpteros desfolhadores e foi registrado em
pupas de Thyrinteina arnobia (Stoll) (Lepidoptera: Geometridae) na cidade de
Vicosa (MG) (Pereira et al. 2008a; Rodrigues et al. 2013), onde a média das
temperaturas anuais sao menores que as registradas em Dourados (MS), o que
pode ter influenciado na emergéncia desse inimigo natural. Além disso, apesar de
trabalhos conduzidos em laboratério demonstrarem a capacidade deste inimigo
natural parasitar e emergir das pupas de D. saccharalis (Bittencourt e Berti Filho
1999, 2004; Chichera et al. 2012), ndo existem informacdes de estudos que
atestem o parasitismo e o desenvolvimento de P. elaeisis neste lepidoptero em
condicdes de campo, o que pode justificar a baixa porcentagem de parasitismo e a
falta de emergéncia nas pupas parasitadas pelo eulofideo.

As demais caracteristicas avaliadas como ciclo de vida, progénie e razao
sexual apresentou valores semelhantes aqueles encontrados em trabalhos
realizados em laboratério com T. howardi e T. diatracae em pupas de D.
saccharalis (Costa et al. 2014; Vargas et al. 2014; Rossoni et al. 2016), indicando
que os fungos ndo influenciaram o desenvolvimento dos parasitoides. Este fato
pode estar relacionado & maior aclimatacdo desses inimigos naturais para as
condigdes de campo. O parasitoide T. howardi foi registrado em Dourados (MS)

(Vargas et al. 2011) e o inimigo natural T. diatraeae apresenta distribuigéo
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cosmopolita, encontrado em varias localidades do Brasil (Pereira et al. 2008b;
Melo et al. 2011; Zaché et al. 2011, 2012).

As menores taxas de parasitismo, nas condi¢cdes de campo, registradas com
as trés espécies quando comparadas com as obtidas em laboratério podem ter
relacdo com os fatores abidticos como o vento, a chuva, a baixa umidade relativa
do ar e alta temperatura que podem afetar o voo dos parasitoides, 0s niveis de
parasitismo e a longevidade (Li et al. 2006; Chapman et al. 2009). Além disso,
outro fato que influenciou os resultados desse experimento foi a elevada taxa de
predacdo das pupas de D. saccharalis durante o experimento de campo, 0 que
pode ter reduzido a concentracdo de cairomonios emitidos por estas pupas e
influenciado a percepcdo do numero de hospedeiros a disposicao, dificultando a
localizagdo deles e o parasitismo (Pastori et al. 2013).

Os resultados demonstraramm que os fungos B. bassiana e M. anisopliae
nha concentracdo de 5,5 x 10° con. mL™ ndo prejudicaram o parasitismo de D.
saccharalis por P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae, pois os valores desta
caracteristica biologica ndo variaram quando comparado a testemunha, sendo
assim, existe compatibilidade entre esses agentes biologicos fato que foi
comprovado em trabalhos de laboratorio (Rossoni et al. 2016). Trabalhos de
compatibilidade entre agentes de controle bioldgico constituem-se como uma
etapa importante quando se pretende estabelecer um programa de controle de
pragas dentro de uma cultura, como estes trés eulofideos estdo sendo estudados
para controle da broca da cana D. saccharalis, os resultados séo relevantes para o

uso e/ou aprimoramento do programa de controle bioldgico da broca da cana.
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Concluséao

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae na concentracéo de 5,5 x 10° con.
mL? ndo prejudicaram o parasitismo de pupas de D. saccharalis pelos
parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae, sendo assim, estes agentes de
controle biolégico podem ser usados simultaneamente em cultivos de cana-de-

acucar.
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Figura 1. Porcentagem de parasitismo dos eulofideos em pupas de Diatraea
(Lepidoptera:  Crambidae) com  exposicdo a  fungos

entomopatogénicos em cana-de-agUcar. Dourados/MS, 2014.
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Tabela 1. Aspectos bioldgicos dos parasitoides eulofideos emergidos de pupas de
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) expostas a Beauveria bassiana

(Hypocreales: Cordycipitaceae) em cana-de-acucar.

T. diatracae T. howardi
Caracteristicas biologicas  P. elaeisis B. bassiana (n) B.bassiana (n)
(5,5 x 10° con. mL™) (5,5 x 10° con. mL™)

Emergéncia (%) - 25 50
Ciclo de vida (dias) - 19 18
Progénie (individuos) - 270 1 190 1
Fémeas (individuos) - 248 172

Machos (individuos) - 22 18

Razéo Sexual (0,00 - 1,00) - 0,92 0,90

(n) — corresponde a nimero de pupas parasitadas com emergéncia em cada
tratamento.



120

CONCLUSOES GERAIS

Os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae reduziram a
longevidade de fémeas de P. elaeisis e T. diatraeae com maior mortalidade para a
espécie T. howardi. No entanto, isto ndo comprometeu o parasitismo e a
emergéncia destes eulofideos em pupas de D. saccharalis.

A exposicdo das pupas de D. saccharalis parasitadas por P. elaeisis, T.
howardi e T. diatraeae a estes entomopatdgenos nao comprometeram o
desenvolvimento desses parasitoides e permitiu a emergéncia, duragdo do ciclo de
vida, progénie, razao sexual e longevidade destes inimigos naturais.

Beauveria bassiana e M. anisopliae na concentragdo de 5,5 x 10°con. mL™
ndo prejudicaram o parasitismo de pupas D. saccharalis pelos parasitoides P.

elaeisis, T. howardi e T. diatraeae em plantios de cana-de-agUcar.
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CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo dos parasitoides eulofideos aos fungos entomopatogénicos
ndo compromete a localizagcdo do hospedeiro pelo parasitoide e o reconhecimento
prévio do hospedeiro como ideal, etapas que esse inimigo natural realiza antes de
parasitar seu hospedeiro. Isto é importante, pois, em condi¢des de campo, 0
parasitismo por si sé é suficiente para impedir a continuacdo do ciclo de vida de
D. saccharalis, 0 que pode contribuir significativamente para a diminuicdo da
densidade populacional dessa praga.

O contato de pupas parasitadas por P. elaeisis, T. howardi e T. diatraeae
com os fungos entomopatogénicos ndo comprometeu o desenvolvimento e as
caracteristicas bioldgicas desses inimigos naturais, 0 que € importante, pois, em
condicBes de campo pode ocorrer 0 contato dos entomopatégenos com pupas
parasitadas por esses parasitoides. Como as caracteristicas (a emergéncia, duracao
do ciclo de vida, progénie e razdo sexual) tém correlacdo com a qualidade
biolégica de parasitoides, acreditamos que esses inimigos naturais sao
compativeis com os fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.

Os resultados obtidos, nesse trabalho, incrementam o conhecimento
relacionado ao controle bioldgico de D. saccharalis em cana-de-agucar. Além
disso, a maior contribuicdo, desse estudo, é a possibilidade da associacdo dos
parasitoides eulofideos com os bioinseticidas a base de M. anisopliae e B.
bassiana para 0 manejo das populac¢fes da broca em canaviais, pois evidenciamos
gue em laboratério e semi campo o contato desses dois agentes biolégicos nao

prejudica a eficiéncia dos parasitoides.
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ANEXO 1. Dieta artificial de alimentacdo modificada de Parra (2007) para a

criacdo de lagartas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Ingredientes Quantidade* Finalidade
Farelo de soja 300¢g Proteina
Germe de trigo 150 g Proteina
Levedura de cana 2259 Proteina
Acucar 205¢g Carboidrato
Nipagin 159 Conservante
Acido ascorbico 8¢ Vitamina
Cloreto de colina 290 Vitamina
Sais de wesson 159 Sais minerais
Caragenato 659 Espessante
Vita gold 3mL Solucéo vitaminica
Solucéo vitaminica 40 mL Solucéo vitaminica
Formol 6 mL Anticontaminante
Tetraciclina 1 comprimido Anticontaminante
Wintomylon 1 comprimido Anticontaminante
Agua destilada 38L Solvente

* Quantidade de ingredientes para 12 frascos de vidro (capacidade de 500 mL)

Fonte: Tese de Doutorado em Agronomia, Costa D.P. 2013.
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ANEXO 2. Dieta artificial de realimentacdo modificada de Parra (2007) para a

criacdo de lagartas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae).

Ingredientes Quantidade* Finalidade
Farelo de soja 540 ¢ Proteina
Levedura de cana 400 g Proteina
Acucar 360 g Carboidrato
Nipagin 409 Conservante
Acido ascorbico 8¢ Vitamina
Cloreto de colina 8¢ Vitamina
Caragenato 150 g Espessante
Vita gold 7 mL Solucéo vitaminica
Solucéo vitaminica 40 mL Solucéo vitaminica
Acido acético 65 mL Anticontaminate
Formol 14 mL Anticontaminante
Tetraciclina 1 comprimido Anticontaminante
Wintomylon 1 comprimido Anticontaminante
Agua destilada 6,4 L Solvente

* Quantidade de ingredientes para 7 bandejas (capacidade de 1000 mL)

Fonte: Tese de Doutorado em Agronomia, Costa D.P. 2013.
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ANEXO 3. Multiplicagdo do hospedeiro D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae)
e dos parasitoides P. elaeisis, T. howardi e T. diatraesae (Hymenoptera:
Eulophidae).
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ANEXO 4. Experimento semi campo “Interacdes de Beauveria bassiana
(Cordycipitaceae) e Metarhizium anisopliae (Clavicipitaceae) com parasitoides
eulofideos (Hymenoptera) em plantas de cana-de-agucar”. Dourados/MS, 2014.
(A — Colmo perfurado para insercdo das pupas; B — Unidade de parasitismo e
liberacdo, na planta de cana-de-agUcar; C e D — Gaiola de tecido “voil” cobrindo a

planta de cana-de-agucar).
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ANEXO 5. Normas do periédico “The Canadian Entomologist™, escolhido para a

possivel publicacdo dos artigos da Tese.

The Canadian Entomologist
Instructions to authors

General

Articles for publication in The Canadian Entomologist are accepted in
either English or French. Manuscripts from all disciplines of entomology will be
considered, unless they have been submitted for prior or simultaneous publication
elsewhere. Manuscripts must contain significant new findings of fundamental and
(or) general entomological interest. Low priority is given to confirmatory studies,
such as investigations of local interest, techniques (unless of broad application),
range extensions, and new records. Authors should deposit voucher specimens,
documenting the identity of the organisms studied, in recognised institutions and
to note these repositories in their papers. Information on voucher specimens is
available at: http://www.biology.ualberta.ca/bsc/briefs/brvouchers.htm.

Types of paper

Reviews (10-15 printed pages) should deal with topics of general interest
or current importance, and should be synthetic rather than comprehensive in
emphasis. Reviews will be solicited by the Editor-in-Chief. Proposal for
unsolicited reviews should be emailed to the Editor-in-Chief and will be
considered following the procedure detailed here: http://www.esc-
sec.ca/canent/review-articles.pdf.

Articles should report the results of original observations or research in
any aspect of entomology. The material should not have been previously
published elsewhere, except in a preliminary form. Non-analytical items such as
lists of specimens or bibliographies will normally not be considered.

Notes (1-3 printed pages) are concise but complete descriptions of an
investigation, limited in scope, that will not be included in a later paper; therefore,
they may not be used for publishing preliminary data. They should be as
completely documented as a standard paper, both by reference to the literature and
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by description of the experimental procedures employed. An abstract is required,
but other usual subheadings, such as Introduction, Discussion, etc., should not be
included.

Forum (3-6 printed pages) articles should be short, providing a chance for
suggesting hypotheses, challenging current thinking on issues, discussing new
ideas or ways of interpreting existing information, or responding to forums

previously published in The Canadian Entomologist.

Submission of manuscripts for review

Manuscripts should be submitted using the ScholarOne Manuscripts
system, found at the following web-site address:
http://mc.manuscriptcentral.com/tce. Manuscripts should be prepared as a
Microsoft Word document in advance of logging on and uploading to the
ScholarOne Manuscripts system. For peer-review purposes, Figures may be
embedded in the document following the list of figure captions, or Figures can be
uploaded separately. Figures in a Word document should be inserted as JPEG
(JPG) or GIF files. Do not insert uncompressed files (e.g., BMP, TIFF) and do not
“cut” the images from other applications and “paste” them into the document, as
this can result in an excessively large file. Reduced resolution is recommended for
the review process. All text should use True Type fonts. Please contact the Editor-

in-Chief if you are unable to submit a manuscript using ScholarOne Manuscripts.

Copyright transfer

Before an accepted manuscript can be published, all authors are required to
complete and sign a “Journal Transfer of Copyright” form assigning all rights to
the Entomological Society of Canada:
http://journals.cambridge.org/images/fileUpload/documents/TCE_ ctf.pdf.

Letters of permission for any “personal communication” cited by the
authors must also be emailed to the Editor-in-Chief prior to final manuscript
acceptance. These must state clearly that the originator of the personal
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communication has read the text, agrees with its wording, and gives permission to

cite it.

Open Access
Authors also have the option to publish their manuscripts via Open Access.
The Open Access Copyright Transfer form can be accessed here:

http://journals.cambridge.org/images/fileUpload/documents/TCE_ctf oa.pdf.

Peer review / evaluation

In the ScholarOne Manuscripts system, authors are asked to suggest
appropriate reviewers; this is strongly encouraged to help with the review process.
Each submission is assigned by the Editor-in-Chief, based on its topic, to a
Subject Editor, who is responsible for the peer-review process of the article.
Authors may indicate a preferred Subject Editor during the submission process.
The Subject Editor selects at least two reviewers and does not disclose their
names unless explicitly authorised to do so by the reviewer. Information on the
status of a submission can be checked directly by the authors through the
ScholarOne Manuscripts system or by contacting the Editor-in-Chief. Depending
on the reviewers’ reports, a manuscript will be returned to the author(s) for

revision or considered unsuitable.

Submission of accepted manuscripts

Accepted manuscripts are uploaded to ScholarOne Manuscripts and
continue to production directly from the ScholarOne Manuscripts system.
Formatting must be in the manner indicated below. Specific details for final figure

preparation are in the section ‘Illustrations for accepted manuscripts’.

Cambridge Journals Language Editing Service
Cambridge recommends that authors have their manuscripts checked by an
English language native speaker before submission; this will ensure that

submissions are judged at peer review exclusively on academic merit. We list a


http://journals.cambridge.org/images/fileUpload/documents/TCE_ctf_oa.pdf

129

number of third-party services specialising in language editing and / or translation,
and suggest that authors contact as appropriate. Use of any of these services is
voluntary, and at the author’s own expense.
http://journals.cambridge.org/action/stream?pageld=8728&level=2&menu=Autho
rs&pageld=3608

Manuscript format
General

Manuscripts that do not conform to the requirements outlined below will
be returned to the author(s) for modification. The Editor-in-Chief will assess the
English/French language quality and substandard papers will be returned to
authors. Manuscripts should be double-spaced throughout (including footnotes,
captions, synonymies, and reference lists), should contain only 12-point font, and
all margins should be at least 35 mm. The first page of the manuscript should have
only the title and the authors’ names, affiliations, telephone numbers, and email
addresses. Each page of the manuscript should have the first author’s name and
the page number in the upper right-hand corner. Pages should be numbered
sequentially to the very last page, including pages with tables, figures, and
appendices. Line numbers are requested, and should be numbered sequentially
from page 2 (Abstract). Spelling of English words should conform to the usage
recommended in the Oxford English Dictionary. Canadian/British spellings
should be wused (e.g., labelled not Ilabeled, acknowledgements not
acknowledgments, colour not color, minimised not minimized, etc.). Use The
Torre-Bueno Glossary of Entomology (1989 or later) as a reference for definitions
of entomological terms. Dates in the text should be written as 1 April 1991, 28
June 2003, etc. Dates in Type material or Material examined sections of
taxonomic papers should be written 1.iv.1991, 28.vi.2003, etc., except when in
quotes. In the text, figures are cited as “(Fig. 1)”, “(Figs. 1-5)”, etc. Footnotes
should be kept to an absolute minimum. Where essential, they should be typed at

the bottom of the page to which they refer and separated from the text by a line.
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All genus-level and species-level taxa should include scientific authorities
when mentioned first in the abstract and in the body of the text (but not in the
title). For arthropods they should be followed by the order and family placement
(e.g., “the genus Strobilomyia Michelsen (Diptera: Anthomyiidae), including
Strobilomyia varia (Huckett)””), whereas for plants they should be followed only
by family placement (e.g., “Quercus velutina Lamarck (Fagaceae)”). The
Missouri Botanical Garden Tropicos webiste should be used as an authority file
for plant names: http://www.tropicos.org/. When using common names for
insects, the official Entomological Society of Canada list (Common Names of
Insects in Canada, available from http://www.esc-sec.ca/ee/index.php/cndb)
should be followed.

Abbreviations and symbols for words, phrases, and terms are in general
those recommended in Scientific Style and Format: The CBE Style Manual for
Authors, Editors, and Publishers, Sixth Edition (1994) (Council of Biology
Editors, Inc., Chicago, Illinois 60603, United States of America). The Systeme
international d’unités (SI) for measurements and weights should be used. This
system is explained and other useful information is given in the Metric Practice
Guide (2000), published by the Canadian Standards Association (178 Rexdale
Boulevard, Toronto, Ontario, Canada MOW 1R3).

Taxonomic papers must conform to requirements of the International
Code of Zoological Nomenclature:
http://www.nhm.ac.uk/hosted-sites/iczn/code/. Authors are urged to regroup
pertinent information on newly described or revised taxa under the following
main sections (if applicable), which preferably should be introduced in the order
given here: Synonyms, Type material or Material examined, Diagnosis,
Description, Variation, Etymology, Natural history, Hosts and distribution, and
Discussion (Comments or Remarks). When describing a new taxon (species or
genus), authors are to place the taxon in proper context by providing a key or a
modified couplet of an existing key, where possible. Single species descriptions,
without significant value-added components (e.g., richly illustrated key,

phylogenetic analyses), will not be considered. When proposing formal
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supraspecific taxa, authors must justify these using cladistic methods. Ideally a
formal cladistic analysis will be conducted, but in exceptional cases a list of
synapomorphic character states with documentation of plesiomorphic character
states in the outgroup(s) will be acceptable. Authors are encouraged to provide
information on primary types as it appears on labels. Primary types must be
deposited in prominent institutional collections unless there are exceptional
circumstances. It is strongly recommended that authors deposit secondary types
among different institutional collections so they are easily accessible by the

scientific community.

Title and abstract

When the name of an organism is given in the title, use either its common
name or its scientific name (without scientific authority), not both. All types of
papers must be preceded by an abstract no longer than 200 words. Abstracts are
only required in the language in which a paper has been submitted; i.e., either
English or French. Should authors wish to submit a translation of their abstract

they are welcome to do so.
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