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RESUMO

SILVA, Isabel Moreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2012.
Produtos naturais e o parasitoide Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae) no controle de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae).
Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: José Eduardo Serrdo, Teresinha Vinha
Zanuncio e Germano Ledao Demolin Leite.

Cucurbitaceae apresenta plantas dicotiledoneas com importancia alimenticia, econdmica
e social. Diaphania hyalinata (Linnacus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae), pode causar
perdas na producdo por danos a folhas e frutos e se destaca entre as pragas dessa
familia. Seu controle ¢ realizado principalmente com inseticidas quimicos, porém
métodos menos agressivos ao ambiente vem sendo estudados. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o desenvolvimento de Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu, 1942
(Hymenoptera: Eulophidae), o efeito da densidade de parasitismo e da idade da pupa na
reprodugdo desse parasitoide no hospedeiro natural D. hyalinata, além de avaliar a
toxicidade de Oleos essenciais e do produto comercial Azamax® nas fases de ovo,
lagarta e pupa dessa praga. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Controle Bioldgico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa,
Minas Gerais. No primeiro estudo, aspectos reprodutivos de T. diatraeae foram
avaliados. Dez pupas de D. hyalinata com 48 horas de idade foram individualizadas ¢
expostas ao parasitismo por dez fémeas do parasitoide, cada uma, por 24 horas. O
parasitismo e a emergéncia de progénie foram de 100% e 90%, respectivamente. A
duracdo do ciclo de vida de T. diatraeae foi de 19,11 + 0,11 dias com 167,78 + 23,79
descendentes por pupa e razdo sexual de 0,94 + 0,01. No segundo estudo, cada
tratamento (densidade de parasitoide e idade de pupa) teve 12 repeti¢des. Pupas de D.
hyalinata foram expostas a diferentes densidades de fémeas de T. diatraeae (1:1, 4:1,
8:1, 12:1, 16:1, 20:1 e 24:1) por 24h. A densidade do parasitoide ndo afetou a
porcentagem de parasitismo e a emergéncia de T. diatraeae. O aumento da densidade de
T. diatraeae reduziu a progénie, razdo sexual, longevidade e a céapsula céfalica de
fémeas e machos desse parasitoide. A durag@o do ciclo de T. diatraeae foi proporcional
ao aumento da densidade de suas fémeas. O efeito da idade de pupas foi avaliado com
estas isoladas com diferentes idades (24, 48, 72, 96, 120 e 144h) e expostas por 24h a
oito parasitoides cada uma. A idade das pupas de D. hyalinata ndo afetou a porcentagem

de emergéncia, o parasitismo, a razdo sexual e a longevidade (fémeas e macho) de T.
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diatraeae. O aumento da idade das pupas reduziu a descendéncia, ciclo de vida e a
capsula cefalica de T. diatraeae. No terceiro estudo, cada fase do desenvolvimento de
D. hyalinata recebeu diferentes concentragdes de oOleos essenciais (canela, cravo,
laranja) e do produto Azamax® (variando de 0,25% a 25%) diluidos em acetona e o
controle teve, apenas, acetona. Discos de papel com 20 ovos foram pulverizados com
cada material, utilizando-se quatro discos por tratamento, cada um representando uma
repeti¢do. Discos de folhas de abobora foram imersos em cada tratamento e oferecidos
as lagartas no terceiro estadio de D. hyalinata, com quatro repeti¢des de 10 lagartas
cada. Pupas dessa praga foram imersas por cinco segundos em cada um dos tratamentos,
com quatro repeticdes de 10 pupas cada. As CLsode 1,70; 0,97; 40,08 e 1,18 uL/ml para
ovos, ¢ 14,07; 48,92; 90,31 e 6,18 uL/ml para pupas e CLgy de 6,17; 2,38 e 648,50 ¢
15,67 pL/ml para ovos e 269,06; 642,23; 1079,63 e 16,08 pL/ml para pupas
respectivamente, foram estimados para os 6leos de canela, cravo, laranja e do produto
Azamax”. Apenas a toxidade dos 6leos de canela e cravo com valores para CLsy de
10,82 e 18,75 uL/ml respectivamente ¢ CLg para os 0leos de cravo (46,21 uL/ml) e
canela (37,21 pL/ml) foram estimados para lagartas de D. hyalinata devido a baixa
mortalidade nos outros tratamentos até o tempo avaliado. Trichospilus diatraeae
parasitou ¢ produziu progéniec em pupas de D. hyalinata e apresenta potencial para seu
controle por ndo discriminar pupas por idade e até oito parasitoides por pupa sao
favoraveis para o desenvolvimento desse parasitoide. O produto comercial Azamax®
mostrou potencial para o controle dessa praga. O 6leo de canela foi mais toxico nas

fases de lagarta e pupa e o de cravo mais toxico para ovos de D. hyalinata.



ABSTRACT

SILVA, Isabel Moreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012. Natural
products and Trichospilus diatraeae parasitoid (Hymenoptera: Eulophidae) in
control Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae). Adviser: José¢ Cola
Zanuncio. Co-advisers: José Eduardo Serrdo, Teresinha Vinha Zanuncio and Germano
Ledao Demolin Leite.

The family Cucurbitaceae presents dicotyledonous plants with food, economic and
social importance. Diaphania hyalinata (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) can
reduce yield by damaging leaves and fruits of these plants. This pest is controlled
primarily with chemical insecticides, but less aggressive methods are been studied. The
aim was to evaluate the development of Trichospilus diatracae Cherian &
Margabandhu (Hymenoptera: Eulophidae), the effects of density on parasitism age of
the pupae of D. hyalinata on reproduction of the parasitoid, besides evaluating the
toxicity of both essential oils and the commercial product Azamax® on eggs, larvae and
pupae of this pest. The experiments were developed at the Laboratory of Biological
Control of Insects (LCBI) of the Institute of Biotechnology Applied to Agriculture
(BIOAGRO) of the University Federal of Vigcosa (UFV) in Vigosa, Minas Gerais. In the
first study, reproductive aspects of T. diatraeae were evaluated. Ten 48 hours old D.
hyalinata pupae were individualized and exposed to parasitism by ten females of this
parasitoid during 24 hours. The parasitism and emergence of the progeny was 100% and
90% respectively. Duration of the life cycle of T. diatraeae was 19.11 £ 0.11 days with
167.78 + 23.79 offspring per pupae and sex ratio of 0.94 + 0.01. The second study
(parasitoid density and age of pupae) had 12 replications per treatment. Pupae of D.
hyalinata were exposed to different densities of T. diatraeae (1:1, 4:1, 8:1, 12:1, 16:1,
20:1 and 24:1) females for 24 hours. Parasitoid density did not affect percentage of
parasitism and emergence of T. diatraeae. Increasing density of T. diatraeae reduced
progeny, sex ratio, longevity and width of head capsule of females and males of this
parasitoid. The duration of the life cycle of T. diatraeae was proportional to density
increased of its females. The effect of pupae age was assessed with isolating them with
different ages (24, 48, 72, 96, 120 and 144h) and being exposed for 24 hours to eight
parasitoids each. Age of D. hyalinata pupae did not affect percentage of emergence,
parasitism, sex ratio and longevity of T. diatraeae females and males. Increasing pupae
age reduced offspring, life cycle and head capsule of T. diatraeae. In the third study,

each development stage of D. hyalinata received different concentrations of essential



oils of cinnamon, clove, orange and the Azamax® product (0.25% to 25%) dissolved in
acetone and the control with only, acetone. Paper disks containing 20 eggs were sprayed
with each material on four disks per treatment each representing a replication. Squash
leaves were immersed pretreatment and provided to third instar D. hyalinata caterpillars
of with four replications of 10 larvae each. Moth pupae were immersed for five seconds
in each treatment, with four replications of 10 pupae each. The LCsy was 1.70, 0.97,
40.08 and 1.18 pL/ml for eggs, 14.07, 48.92, 90.31 and 6.18 pL/ml for pupae and LCyg
was 6.17, 2.38, 648.50 and 15.67 puL/ml for eggs and 269.06, 642.23, 1079.63 and 16.08
uL/ml for pupae, respectively, with cinnamon, clove and orange oils and Azamax”™. The
toxicity of cinnamon and clove oils had values for LCsy of 10.82 and 18.75 pL/ml
respectively and for the LCyg of clove oil (46.21 puL/ml) and cinnamon (37.21 pL/ml)
were estimated for caterpillars of D. hyalinata due to the low mortality on the other
treatments. Trichospilus diatraeae parasitized and produced offspring in pupae of D.
hyalinata and have the potential to control pupae of this insect. Pupae age is not
discriminate by this the parasitoid and up to eight parasitoids per pupae are favorable for
its development. The commercial product Azamax” has potential to control this pest.
The cinnamon oil was more toxic for larvae and pupae and clove oils more toxic to eggs

of D. hyalinata.
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Introducéo Geral

A olericultura inclui bulbos, frutos, folhosas, raizes e tubérculos ricos em
substancias com propriedades funcionais na prevengao e controle de doengas (Achu et
al., 2005). A familia Cucurbitaceae inclui espécies de importancia econdmica para o
pais, principalmente em regides tropicais com, cerca de, 118 géneros e 825 espécies
(Lira et al., 2005) constituindo alimentos ricos em nutrientes, agucares, vitaminas e
amido (kim et al., 2012). No Brasil, a melancia (Citrullus lanatus), abobora (Cucurbita
moschata), abobrinha (Cucurbita pepo) e moranga (Cucurbita maxima), ocupam
parcela significativa do agronegocio brasileiro, estimado em R$ 300 milhdes anuais
(Leite et al., 2011).

Plantas da familia Cucurbitaceae sdo atacadas por pragas em, praticamente, todo
o ciclo vegetativo e reprodutivo levando a perdas na produgdo (Dhillon et al., 2005;
Baccia et el., 2006; HansPetersen et al., 2010). Diaphania spp. sdo pragas chave e
danificam folhas, ramos, brotos ¢ frutos de Cucurbitaceae (Moura et al., 2008;
HansPetersen et al., 2010).

Diaphania nitidalis (Cramer, 1782) (Lepidoptera: Crambidac) ataca
preferencialmente frutos, o que torna o controle mais dificil, seus danos estdo
relacionados a abertura de galerias e apodrecimento da polpa, inviabilizando a
comercializa¢dao (Moura et al., 2008), enquanto Diaphania hyalinata (Linnaeus,1758)
(Lepidoptera: Crambidae) prefere folhas e hastes (HansPetersen et al., 2010) reduzindo
a area fotossintética e, consequentemente, a produtividade (Guillaume e Boissot, 2001).
Reduc¢do da area foliar por imaturos de D. hyalinata diminuiram o peso dos frutos de
abobora (McSorley e Waddill, 1982).

Diaphania hyalinata apresenta ampla distribuigdo geografica no continente
americano (Suris et at., 1997; Gonring et al., 2003; Moura et al., 2008; Melo et al.,
2011). Este inseto sofre metamorfose completa, com as fases de ovo, lagarta, crisdlida e
adulto. Mariposas apresentam 30 mm de envergadura e 15 mm de comprimento, asas
com coloracdo branca semitransparentes no centro ¢ faixa escura retilinea nos bordos.
Fémeas ovipositam nas folhas, ramos, flores ou frutos e as lagartas eclodem em trés a
quatro dias com coloracdo esverdeada e duas listras brancas em estadio mais avancado
passando por cinco instares com duragdo de 10 a 14 dias. A fase de pupa ocorre no solo

ou sobre folhas secas. O periodo completo do ciclo é de 25 a 30 dias. Variagcdes na



duragdo dos estadios podem ocorrer em razao das condi¢cdes ambientais (Hernandez et
al., 1995; Moura et al., 2008).

O controle de D. hyalinata ¢ realizado principalmente com inseticidas quimicos,
0 que aumenta o custo de producdo e pode causar problemas como o ressurgimento de
pragas, resisténcia de insetos, morte de inimigos naturais e intoxicagdo do homem, da
agua e do solo (Guillaume e Boissot, 2001; Isman, 2000, 2006).

Inseticidas sintéticos podem deixar residuos toxicos nos alimentos o que leva a
pressdo da sociedade por produtos livres de agrotoxicos e estratégias com menor
impacto para o ambiental e a saide (Moreira et al., 2007; Brunherotto et al., 2010). O
controle bioldgico e os inseticidas botanicos sdo citados com exemplos para 0 manejo
integrado de praga (Venzon et al., 2007; Pereira et al., 2008; Birah et al., 2010; Zaché et
al., 2010; Luna et al., 2011).

Eulophidae, a maior familia em Chalcidoidea, tem 4.472 espécies de 297
géneros em areas temperadas e tropicais caracterizados como ectoparasitas (Eulophinae
e Euderinae) ou endoparasitas (Entedoninae e Tetrastichinae) (Talebi et al., 2011) de
ovos, larvas ou pupas (Fernandes et al., 2010; Pereira et al., 2010; Pratissoli et al., 2010;
Polanczyk et al., 2011).

Trichospilus diatraesae Cherian & Margabandhu, 1942 (Hymenoptera:
Eulophidae), originario da Asia, parasita pupas, principalmente, da ordem Lepidoptera
(Ubaidillah, 2006; Pereira et al., 2008). Sua ocorréncia foi registrada em 1942 na India
em Diatraea venosata (Walker) (Lepidoptera: Crambidae) (Cherian e Margabandhu,
1942) e no Brasil, pela primeira vez, em pupas de Lepidoptera da familia Arctiidae
(Paron e Berti-Filho, 2000).

O habito generalista de T. diatraeae proporciona a esse inimigo natural
promissor no controle de pragas, porém suas caracteristicas bioldgicas e capacidade
reprodutiva podem ser afetadas por fatores climaticos, disponibilidade de alimentos e
aspectos relacionados a densidade de parasitismo e a qualidade e idade do hospedeiro
(Brodeur e Boivin, 2004; Pandey e Tripathi, 2008; Chaisaeng et al., 2010). Porém testes
em laboratorio sdo necessarios para verificar o desempenho de inimigos naturais na
praga alvo antes de liberagdes em campo (Paron e Berti-Filho, 2000; Wang e Liu, 2002;
Foelkel et al., 2008; Duan et al., 2011).

Fatores bidticos, como a densidade do parasitoide por pupa e idade do
hospedeiro podem afetar a produgdo de descendentes (Matos Neto et al., 2004), a

porcentagem de emergéncia (Pereira et al., 2010), a razdo sexual da progénie (Choi et
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al., 2001), a duracao do ciclo (Gu et al., 2003) e a capacidade de parasitismo (Pereira et
al., 2010).

Plantas com propriedades inseticidas podem, também, ser usadas no controle de
pragas, principalmente, em cultivos organicos e na agricultura familiar (Coitinho et al.,
2011).

Plantas das familias Asteraceae, Lauraceae, Meliaceae, Myrtaceae, Piperaceae e
Rutaceae apresentam ampla diversidade no Brasil e possuem compostos secundérios
que causam repeléncia, deterréncia na alimentacdo e oviposi¢do, interferéncia no
desenvolvimento ¢ mortalidade de pragas, tornando-as promissoras para descoberta de
novos inseticidas botanicos (Huang et al., 2002; Viegas Jr., 2003; Isman, 2006; Birah et
al., 2010; Paranagama e Gunasekera, 2011).

Estudos com extratos botanicos ou 6leos essenciais em organismos pragas visam
a obtencdo de moléculas com propriedades inseticidas para formulagcdo de produtos
sintéticos ou o uso direto no controle de pragas (Isman, 2000; Viegas Jr, 2003;
Jayaprakasha e Rao, 2011).

Oleos essenciais podem ser inibidores da alimentagdo, toxicos ou interferir na
biologia da espécie-alvo (Isman, 2006; Seljasen ¢ Meadow, 2006; Bizzo et al., 2009;
Birah et al.,, 2010). A acdo negativa nos insetos esta relacionada a compostos
secundarios presentes em plantas para defesa contra microrganismos e insetos
herbivoros (Chapman, 2003). O composto azadiractina do nim (Schmutterer, 1990;
Isman, 2006); o engenol de plantas de cravo e canela (Costa et al., 2005; Jayaprakasha e
Rao, 2011) e o limoneno de citros (Karr e Costs, 1988; Tripathi et al., 2003) sdo citados
como exemplos. Extrato de nim e o6leos de cravo, canela e laranja podem causar
repeléncia, fagoinibicdo e morte em insetos (El-Sayed et al., 1991; Andrade-Coelho et
al., 2009; Brunherotto et al., 2010; Paranagama et al., 2011; Ribeiro et al., 2010;
Coitinho et al., 2011).

Algumas plantas tém sido testadas para o manejo de D. hyalinata, extratos
aquosos de folhas e sementes de cinamomo e de folhas de pessegueiro bravo +
pimenteira ndo foram eficientes para controle desta praga (Bavaresco, 2007). Porém
extratos de Ageratum conyzoides apresentou atividade inseticida contra essa espécie
praga (Moreira et al., 2007). O que demostra efeitos adversos dos produtos naturais
usados de acordo com a espécie de planta usada, assim, inseticidas naturais devem ser

estudados a fim de maximizar a eficiéncia no controle de D. hyalinata.



O mercado cada vez mais exigente demanda produtos livres de agrotoxicos, o
que pode ser conseguido através de inseticidas botinicos e inimigos naturais no controle
de pragas, contribuindo para a sustentabilidade da producao agricola e a redu¢ao do uso
de inseticidas sintéticos.

A necessidade de métodos alternativos de controle de D. hyalinata justifica a
realizacdo desse trabalho com objetivo de avaliar o desenvolvimento do parasitoide T.
diatraeae em pupas desse hospedeiro natural ¢ a toxicidade do produto comercial a base
de nim (Azadirachta indica) (Azamax®) e dos 6leos essenciais de cravo (Syzygium
aromaticum), canela (Cinnamomum zeylanicum) e laranja (Citrus sinensis) para
controle dessa praga.

A introducdo desta tese estda de acordo com as normas da revista cientifica
“Pesquisa Agropecudria Brasileira”, com adaptagdes para as “Normas de Redacdo de

Tese” da Universidade Federal de Vigosa.
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Nota Cientifica

Desenvolvimento e reproducao de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:

Eulophidae) em pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae)

Resumo - O endoparasitoide gregario Trichospilus diatraeae Cherian & Margabandhu;
1942 (Hymenoptera: Eulophidae) foi relatado em campo parasitando pupas de
Diaphania hyalinata (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) em condigdes
naturais, tornando-o promissor no controle bioldgico dessa praga. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a reprodugdo e o desenvolvimento de T. diatraeae no hospedeiro
natural D. hyalinata. Dez pupas de D. hyalinata (112,2 = 1,78 mg), com 48 horas de
idade, foram individualmente expostas ao parasitismo por 10 fémeas de T. diatraeae
com 72 horas de idade por 24 horas. O parasitismo foi de 100% em pupas de D.
hyalinata com 90% de emergéncia da progénie. A duragio do ciclo de vida (ovo-adulto)
foi de 19,11 £ 0,11 dias. A progénie foi de 167,78 + 23,79 descendentes por pupa e a
razdo sexual de 0,94 + 0,01. Trichospilus diatraeae apresenta potencial para o controle

de pupas de D. hyalinata.

Termos para indexagdo: Controle bioldgico aplicado, Diaphania hyalinata, Lepidoptera,

Parasitoide pupal.

Abstract - The gregarious endoparasitoid Trichospilus diatraeae Margabandhu &
Cherian, 1942 (Hymenoptera: Eulophidae) was reported in pupae of Diaphania
hyalinata (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) under natural conditions, making
it a promising biological control agent of this pest. The aim of this study was to evaluate
breeding and development of T. diatraeae on the natural host D. hyalinata. Ten pupae
of D. hyalinata (112.2 £ 1.78 mg), with 48 hours old were individually exposed to
parasitism by 10 T. diatraeae 72 hours old females with 24 hours. Parasitism was 100%
in pupae of D. hyalinata with 90% emergence of progeny. Duration of the life cycle
(egg to adult) was 19.11 £ 0.11 days. Progeny was 167.78 + 23.79 individuals per pupae
and the sex ratio was 0.94 + 0.01. Trichospilus diatraeae has potential to control pupae

of D. hyalinata.

Index terms: Biological control, Diaphania hyalinata, Lepidoptera, pupal parasitoid
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As brocas das cucurbitaceas Diaphania hyalinata (Linnacus, 1758) ¢ Diaphania
nitidalis (Cramer, 1782) (Lepidoptera: Crambidae) podem danificar plantas da familia
Cucurbitaceae (Moura et al., 2008; Hanspetersen et al., 2010). Suas lagartas abrem
galerias nos frutos causando o apodrecimento da polpa, deixando-os improprios para o
consumo e facilitando a entrada de patogenos (Gonring et al., 2003), enquanto os danos
em folhas reduzem a area fotossintética e o potencial produtivo da planta (McSorley e
Waddill, 1982; Hanspetersen et al., 2010).

Cucurbitaceae sdo atacadas por pragas, praticamente, durante todo o ciclo
fenolégico, levando ao uso de agrotdxicos, podendo deixar nos frutos, normalmente,
consumidos in natura, grande quantidade de residuos. Além disso, o controle quimico
pode afetar os inimigos naturais, impactar o meio ambiente e ocasionar a resisténcia e
ressurgimento de pragas (Schreiner, 1991; Guillaume e Boissot, 2001; Baptista et al.,
2008; Tran e Ueno, 2012).

Inseticidas quimicos podem, também, comprometer a polinizagdo natural das
Cucurbitaceae (Serra e Campos, 2010), plantas dessa familia, geralmente, apresentam
flores unissexuais com polen pesado e pegajoso impedidos de serem transferidos pelo
vento, necessitando de um vetor para assegurar a polinizacdo (Nepi e Pacini, 1993;
Malerbo-Souza et al., 1999).

Parasitoides, predadores e entomopatdogenos (fungos, bactérias e virus), no
manejo de pragas em sistemas agricolas sustentaveis, podem regular populagdes de
pragas (Gonring et al., 2003; Castillo et al., 2009; Aruna e Manjunath, 2010). Diphania
hyalinata pode ser controlada por inimigos naturais nas fases de ovo, lagarta e pupa
(Gonring et al., 2003; Melo et al., 2007, 2011; Polanczyk et al., 2011). Pupas dessa
espécie foram predadas em campo por Labidus coecus (Latreille, 1802) (Hymenoptera:
Formicidae) e Hogna sp. (Araneae: Lycosidae) e parasitadas por Polycyrtus sp.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) e Trichospilus diatraeaea Cherian & Margabandhu,
1942 (Hymenoptera: Eulophidae) (Gonring et al., 2003; Melo et al., 2011).

O sucesso do parasitismo esta relacionado a fatores que garantam a reproducao e
a continuidade da espécie, como a localizacdo, selecdo e superagdo da resposta imune
do hospedeiro (Andrade et al., 2010), além de nutrientes para suas necessidades
fisiologicas e nutricionais (Brodeur e Boivin, 2004). Parasitoides da familia Eulophidae
emergiram em pupas de Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Bombycidae),
Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) (Pereira et al., 2010a),

Tenebrio molitor Linnacus, 1758 (Coleoptera: Tenebrionidae) (Zanuncio et al., 2008) e
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Sarsina violascens (Herrich-Schaeffer, 1856) (Lepidoptera: Lymantriidae) (Zaché et al.,
2011b).

Trichospilus diatraeae ¢ um parasitoide generalista preferencialmente de pupas
de Lepidoptera. Esse inimigo natural parasitou em campo pupas de D. hyalinata,
mostrando seu potencial para o controle dessa praga (Melo et al., 2011), mas parametros
bioldgicos desse parasitoide em D. hyalinata ndo sao conhecidos. Por tanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e reprodugdo de T. diatraeae em pupas de
D. hyalinata.

Trichospilus diatraeae e D. hyalinta tem sido mantidos em criacdes massais
laboratorio de Controle Bioldgico de Insetos do Departamento de Biologia Animal da
Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais. Dez pupas de D. hyalinata
(112,2 + 1,78 mg), com 48 horas de idade, foram individualmente expostas ao
parasitismo em tubos de vidro (2,2 x 14,0 cm) por dez fémeas de T. diatraeae
(densidade do parasitoide determinada de acordo com o peso do hospedeiro) com 72
horas de idade em sala climatizada a 25 + 2,2 °C, 70 + 10,8% de umidade relativa e
fotofase de 12 horas (Pereira et al., 2010a).

Apds 24 horas, as fémeas de T. diatraeae foram retiradas dos tubos, as pupas
mantidas nas mesmas condi¢des controladas até o final do experimento e a emergéncia,
dos descendentes, foi observada diariamente (Pereira et al., 2010a).

A duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto), a porcentagem de parasitismo, a
porcentagem de emergéncia, o numero de descendente e a razdo sexual (RS= ntimero de
fémeas/nimero de adultos) foram avaliados (Pereira et al., 2010b). O sexo dos adultos
foi determinado com base na morfologia da antena e abdome dos parasitoides (Paron,
1999).

Trichospilus diatraeae parasitou D. hyalinata e inviabilizou a emergéncia desse
hospedeiro de 100% das pupas oferecidas. Pupas de Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Pyralidae), A. gemmatalis, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) e Heliothis virescens (Fabricius, 1777) (Lepidoptera: Noctuidae), Euselasia
eucerus (Hewitson, 1872) (Lepidoptera: Riodinidac) e¢ S. violascens apresentaram
parasitismo de 95,3 a 100% por esse parasitoide. (Paron e Berti-Filho, 2000; Zaché¢ et
al., 2011a; Zaché et al., 2011b). Isto demostra o potencial de T. diatraeae para o
controle de diferentes familias de Lepidoptera praga, caracteriza seu habito generalista e
permite sua permanéncia no campo mesmo quando o hospedeiro preferido estiver em

baixa populagao.
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A porcentagem de emergéncia foi de 90%. Isto indica que T. diatraeae superou
a resposta imunologica das pupas (mecanismo de defesa de pupa para encapsular ovos
do parasitoide) (Schmid-Hempel, 2005; Li et al., 2007; Andrade et al., 2010). Sugerindo
qualidade nutricional adequada das pupas e baixa capacidade de defesa de D. hyalinata
favorecendo o desenvolvimento dos imaturos dos parasitoides. Porém, a qualidade do
hospedeiro ndo ¢ o unico fator que influéncia a emergéncia, e variagdes neste parametro
foram relatados em decorréncia do aumento da densidade (dois para 20 parasitoides)
(Chaisaeng et al., 2010), idade da fémea (1, 4 e 20 dias de idade) (Aung et al., 2010) e
idade do hospedeiro (17 a 96h) (Imandeh, 2006).

A progénie de T. diatraeae foi proporcional ao peso da pupa quando comparada
a outros hospedeiros com 167,78 + 23,79 descendentes por pupa de D. hyalinata e
208,3+ 4,5; 194,7 + 6,8; 186,7 + 2,8; 170,7 = 1,3 em pupas de S. frugiperda, D.
saccharalis, A. gemmatalis ¢ H. virescens respectivamente (Paron e Berti-Filho, 2000),
mostrando ajuste do nimero da prole ao alimento disponivel, reduzindo assim, a
competicdo entre imaturos (Zaviezo e Mills, 2000). Pupas maiores e mais pesadas
suportam maior progénie por terem maior quantidade de recursos (Fidgen et al., 2000;
Liu et al., 2011), mas apresentam maior poder de defesa imunologica, o que pode
reduzir a sobrevivéncia de imaturos dos parasitoides (Strand e Pech, 1995, Pereira et al.,
2010D).

O ciclo de vida (ovo- adulto) de T. diatraeae foi de 19,11 £ 0,11 dias, menor que
com pupas de S. violascens 25,7 + 0,8 dias (Zaché et al., 2011b) e semelhante aquele
com E. eucerus (18,4 + 0,98 dias) (Zach¢ et al., 2011a). A menor duragdo do ciclo de
vida ¢ desejavel para criacdes massais, desde que ndo afete o parasitismo e o
desenvolvimento dos imaturos. O hospedeiro pode influenciar no tempo de
desenvolvimento dos parasitoides, como relatado, para Palmistichus elaeisis Delvare &
LaSalle, 1993 (Hymenoptera: Eulophidae) e Trichogramma pratissolii Querino &
Zucchi (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Zago et al., 2006; Zanuncio et al., 2008;
Silva et al., 2009). A densidade de fémea e o tamanho do hospedeiro, também, podem
afetar o ciclo de vida de parasitoides (Pereira et al., 2010b), pois cada um suporta um
limite de ovos do inimigo natural e valores acima dessa densidade podem causar
competicdo entre imaturos por nutrientes e afetar o ciclo de vida (Caron et al., 2010;
Pereira et al., 2010b). O controle do nimero de posturas por fémea, principalmente em
hospedeiros menores, ¢ importante para o desenvolvimento da progénie (Zaviezo e

Mills, 2000).
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A razao sexual de T. diatraeae foi de 0,94 + 0,01 (proporgdo de fémea). Esse
parametro, também, ndo diferenciou para P. elaeisis e Melittobia clavicornis (Cameron,
1908) (Hymenoptera: Eulophidae) avaliados em diferentes hospedeiros (Zanuncio et al.,
2008; Gonzalez et al., 2004), sugerindo que o hospedeiro ndo afeta a propor¢ao de
fémeas emergidas de Eulophidae podendo ser uma caracteristica dessa familia. Maiores
valores na razdo sexual sdo desejados e estdo relacionados ao incremento do niimero de
fémeas e a eficiéncia do controle bioldgico (Uckan e Giilel, 2002). Parasitoides
gregarios, normalmente, tendem a ter maiores propor¢des de fémeas e assim podem
produzir, apenas, o nimero necessario de machos para garantir a perpetuacao da espécie
(Hamilton, 1967).

Pupas de D. hyalinata sdo hospedeiros adequados para o desenvolvimento de T.
diatraeae podendo ser utilizadas em criagdes massais desse Hymenoptera. E T.

diatraeae apresenta potencial para programas de controle biologico dessa praga.
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CAPITULO I

Densidade de parasitismo e idade da pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae) sobre o inimigo natural Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae)
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Densidade de parasitismo e idade da pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae) sobre o inimigo natural Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:
Eulophidae)

Resumo - Parasitoides da familia Eulophidae dependem de recurso dos hospedeiros para
para seu desenvolvimento. O desenvolvimento de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) esta diretamente relacionado a fatores biodticos e abioticos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e o parasitismo de T. diatraeae
com diferentes densidades e idade de pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae). No primeiro ensaio, diferentes densidades de parasitoides com 72h (1:1,
4:1, 8:1, 12:1, 16:1; 20:1, 24:1) foram expostas por 24h a pupas de D. hyalinata com
48h de idade, com 12 repeti¢des, cada uma com uma pupa dessa praga. A densidade do
parasitoide ndo afetou a porcentagem de parasitismo e a emergéncia desse inimigo
natural. A progénie, razdo sexual, longevidade e largura da cépsula céfalica de machos e
fémeas apresentaram menores valores com o incremento da densidade de T. diatraeae.
A duracdo do ciclo (ovo-adulto) foi proporcional ao aumento da densidade. No segundo
ensaio, o efeito da idade de pupa (24, 48, 72, 96, 120 e 144h) na biologia de T.
diatraeae foi avaliado. Doze pupas de D. hyalinata, de cada uma dessas idades, foram
expostas por 24h a oito parasitoides com 72 horas. As idades das pupas de D. hyalinata
ndo afetaram a porcentagem de emergéncia, o parasitismo, a razdo sexual e a
longevidade (machos e fémeas) de T. diatraeae. A descendéncia, largura da capsula
cefalica e o ciclo de vida de T. diatraeae foram prejudicados com o aumento da idade
das pupas de D. hyalinata. Densidades de, até oito parasitoides por pupa sdo favoraveis
para criacdo massal desse parasitoide e T. diatraeae nao discriminou pupas mais velhas

de D. hyalinata.

Termos para indexagdo: Eulophidae, Diaphania hyalinata, Parasitismo, Controle

bioldgico.

Abstract - Parasitoids of the family Eulophidae depend on resources of their hosts for
larva development. Development of Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae)
is related to biotic and abiotic factors. The objective of this study was to evaluate
development and parasitism of T. diatraeae with different densities and age of
Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) pupae. The first experiment had
different densities of 72h old parasitoids (1:1, 4:1, 8:1, 12:1, 16:1, 20:1, 24:1) exposed
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for 24 hours to 48h old D. hyalinata pupae with 12 replications each with one host
pupae. Density of the parasitoid did not affect percentage of parasitism and emergence
of this natural enemy. Progeny, sex ratio, longevity and width of head capsules of males
and females had lower values with increasing density of T. diatraeae. Life cycle
duration (egg-adult) was proportional to density increase of this parasitoid. In the
second experiment, the effect of pupae age (24, 48, 72, 96, 120 and 144h) on the
biology of T. diatraeae was evaluated. Twelve pupae of D. hyalinata per ages were
exposed for 24h to eight 72 hours old parasitoid. Age of D. hyalinata pupae did not
affect percentage of emergence, parasitism, sex ratio and longevity (males and females)
of T. diatraeae. Head capsules and life cycle of T. diatraeae were affected by increasing
age of D. hyalinata pupae. Density, up to eight parasitoids per pupa, favore mass
rearing of this parasitoid and T. diatraeae did not discriminate older pupae of D.

hyalinata.

Index terms: Eulophidae, Diaphania hyalinata, Parasitism, biological control.

Introducéo

Insetos como Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae),
Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767) (Lepidoptera: Noctuidae), Diaphania spp.
(Lepidoptera: Crambidac) e Anastrepha grandis (Macquart, 1846) (Diptera:
Tephritidade) podem causar danos as diversas partes de plantas da familia
Cucurbitaceae desde a germinacdo a colheita, o que diminui a produgdo pelos danos
diretos e indiretos (Dhillon et al., 2005; HansPetersen et al., 2010).

Diaphania hyalinata (Linnacus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) é praga chave
das Cucurbitaceae e ataca, preferencialmente, folhas e hastes (McSorley e Waddill,
1982; Guillaume e Boissot, 2001) reduzindo a area fotossintética de plantas dessa
familia. Redugdo de 32,4% no peso de frutos foi relatada na producdo de Cucurbita
pepo, por danos as folhas causadas por imaturos de D. hyalinata (McSorley e Waddill,
1982).

Brocas das cucurbitaceas sdo controladas, basicamente, com inseticidas
quimicos afetando também os inimigos naturais (Giolo et al., 2005; Ahmad et al.,
2011). O controle biologico com parasitoides e predadores ¢ uma alternativa menos
agressiva ao ambiente e pode ser usado no controle de praga (Gonring et al, 2003;

Pratissoli et al., 2010; Melo et al., 2011).

24



Dentre os agentes bioldgicos, parasitoides da familia Eulophidae podem ser
utilizados no controle de pragas das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Foelkel
et al., 2008; Barbosa et al., 2010; Duan et al., 2011). Trichospilus diatraeae (Cherian &
Margabandhu, 1942) (Hymenoptera: Eulophidae) parasita, principalmente, Lepidoptera,
e vem sendo estudado para o controle bioldgico de pragas de cana-de-agucar, milho e
algoddo na Africa, Asia e Américas (Bouéek, 1976).

O primeiro registro de T. diatraeae foi em 1942 em Diatraea venosata (Walker)
(Lepidoptera: Crambidae) (Cherian e Margabandhu, 1942) e, a seguir, em pupas da
familia Noctuidae (Bennett et al., 1987), Pyralidae (Boucek, 1976, Bennett et al, 1987),
Nymphalidae (Boucek, 1976), Geometridae (Bennett et al., 1987), Pieridae (Torres-
Bauza, 1994) e¢ Arctiidae (Paron e Berti-Filho, 2000). No Brasil, em condigdes de
campo, T. diatraeae foi encontrado em pupas de Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae) (Pereira et al., 2008), Melanolophia consimilaria Walker,
1860 (Lepidoptera: Geometridae) (Zaché et al., 2010) e D. hyalinata (Melo et al., 2011).

O uso de parasitoides em programas de controle bioldgico depende se o
hospedeiro apresenta caracteristicas adequadas para o desenvolvimento dos seus
imaturos (Husni ¢ Honda, 2001; Gonzalez et al., 2004; Abe, 2009). Trichospilus
diatraeae parasita pupas de D. hyalinata em condi¢des naturais, mostrando a
importincia de estudos para programas de controle biologico dessa praga (Melo et al.,
2011). Parasitoides como Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
(Pratissoli et al., 2010) e espécies da familia Tachinidae foram, também, relatados no
controle de ovos ¢ larvas de D. hyalinata (Gonring et al., 2003).

Estudos como capacidade de parasitismo, desenvolvimento e comportamento
sobre o hospedeiro devem ser desenvolvidos para se maximizar a eficiéncia do controle
bioldgico de pragas (Melo et al., 2011). Trabalhos com Hymenoptera buscam a melhor
densidade de parasitoide e idade de hospedeiro para o desenvolvimento de inimigos
naturais (Husni e Honda, 2001; Imandeh, 2006; Chong e Oetting, 2006; Hansan et al.,
2009; Pereira et al., 2010).

O sucesso reprodutivo, a producdo de descendentes (Chong e Oetting, 2006;
Ghimire e Phillips, 2010), a razdo sexual da progénie (Chaisaeng et al., 2010), a taxa de
parasitismo (Pereira et al., 2010), a porcentagem de emergéncia (Chaisaeng et al., 2010)
e o tempo de desenvolvimento dos imaturos (Pereira et al., 2010) dependem da
densidade de parasitoides por hospedeiro. O ajuste nessa densidade pode evitar a

resposta de defesa por encapsulacdo do hospedeiro (Andrade et al., 2010) e satisfazer as
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condi¢des nutricionais para o desenvolvimento do parasitoide (Pereira et al., 2009). O
superparasitimo em altas densidades do parasitoide pode comprometer o
desenvolvimento dos imaturos devido a competicdo por alimento (Dorn e Beckage,
2007; Caron et al., 2010; Pereira et al., 2010).

A idade do hospedeiro pode, também, afetar o parasitismo e a emergéncia da
progénie (Husni e Honda, 2001; Wang e Liu, 2002; Abe, 2009). Parasitoides dependem
do hospedeiro como Unico recurso para o desenvolvimento de sua prole e a qualidade
nutricional dos mesmos podem afetar parametros biologicos da progénie (Husni e
Honda, 2001; Amalin et al., 2005; Imandeh, 2006; Caron et al., 2010).

O conhecimento do efeito da densidade e idade da pupa de D. hyalinata no
parasitismo ¢ desenvolvimento de T. diatraeae podera fornecer dados comportamentais
importantes para a eficiéncia do controle biologico.

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

diatraeae com diferentes densidades do parasitoide e idade de pupas de D. hyalinata.
Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Controle Biologico de Insetos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vicosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Criacdo de Diaphania hyalinata: Lagartas foram mantidas em potes plasticos
(3.000 ml) com tampa furada, vedada com organza e alimentadas, diariamente, com
folhas de chuchu (Sechium edule) da eclosio até a fase de pré-pupa em sala climatizada
25 + 2,2°C, 70 + 10,8%. As pré-pupas foram transferidas para embalagens plésticas
(3.000mL) forradas com papel toalha até a pupacdo e transferidas para gaiolas de
madeira (33 x 33 x 33 cm) com as laterais teladas e fechadas para emergéncia dos
adultos. Esses adultos foram alimentados com solugdo nutritiva embebida em algodao
colocado no fundo da gaiola sobre uma placa de Petri (Greene et al., 1976). Folhas de
abobora foram colocadas no interior das gaiolas para realizacdo de posturas que foram
coletadas e colocadas nos potes plasticos para continuidade da criacao (Pratissoli et al.,

2008).

Criacdo de Trichospilus diatraeae: Adultos de T. diatraeae foram mantidos em

tubos de vidro (14 x 2,2cm) tampados com algoddo com goticulas de mel como
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alimento. Pupas do hospedeiro alternativo, Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae), foram retiradas da criacdo estoque do LCB/DBA/UFV e
expostas ao parasitismo por fémeas de T. diatraeae na propor¢ao 1:10 (pupa/
parasitoide) por 24 horas a temperatura de 25 + 2,2°C, umidade relativa de 70 + 10,8% e
fotofase de 12 horas (Pereira et al., 2010). Pupas de A. gemmatalis foram oferecidas
para manuten¢do da criacdo do parasitoide em laboratério apds a emergéncia dos
descendentes.
Efeito da densidade de T. diatraeae

Doze pupas de D. hyalinata (peso entre 100 a 120 mg) com 48 horas de idade
foram expostas, cada uma, a fémeas de T. diatraeae com 72 horas de idade nas
densidades de 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 parasitoides por pupa. Cada pupa foi
individualizada em tubo de vidro tampado com algoddo. Apds 24h, os parasitoides
foram descartados e os tubos armazenado em sala a 25 + 2,2°C, 70 + 10,8% de umidade
relativa e fotofase de 12 horas até a emergéncia dos adultos (Pereira et al., 2010).
Efeito da idade do hospedeiro D. hyalinata

Doze pupas de D. hyalinata (peso entre 100 a 120 mg) com 0, 24, 48, 96, 120 ¢
144 horas de idade foram expostas, cada uma, por 24 horas a oito fémeas de T.
diatraeae com 72 horas. As pupas foram individualizadas em tubos de vidro (14,0 x 2,2
cm) tampados com algoddo em sala climatizada a 25 + 2,2°C, 70 + 10,8% de umidade
relativa e fotofase de 12 horas até a emergéncia dos adultos do parasitoide ou do
lepiddptero (Pereira et al., 2009).
Parametros avaliados

A duracdo do ciclo de vida (ovo-adulto); a porcentagem de parasitismo; a
porcentagem de emergéncia; o nimero de parasitoides emergidos; a razdo sexual (RS=
numero de fémeas/numero de adultos), a largura da capsula cefélica e a longevidade de
machos e de fémeas de T. diatraeae foram avaliada (Pereira et al., 2010). O sexo foi
determinado pelas caracteristicas morfoldgicas da antena e abdome desses parasitoides
(Paron, 1999) e o tamanho da cépsula cefilica e do corpo medidos com ocular
micrométrica acoplada a microscopio estereoscopio.
Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com 12 pupas de D. hyalinata por tratamento (densidade do parasitoide e idade do
hospedeiro). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em nivel de

5% de significancia e quando significativos a analise de regressdo. A porcentagem de
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parasitismo ¢ a emergéncia de T. diatraeae de pupas de D. hyalinata foram submetidos

a analise de variancia ndo-paramétrica e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.
Resultados

Efeito da densidade de Trichospilus diatraeae

A porcentagem de parasitismo e a emergéncia de T. diatraeae em pupas de D.
hyalinata ndo variaram com a densidade de fémeas desse parasitoide, com 100% de
pupas parasitadas. A emergéncia foi de 66,67% nas densidades 16:1 e 24:1; 75% na de
20:1; de 83,33% nas de 1:1 e 4:1 e de 92,67% nas de 8:1 e 12:1 (Figura 1).

A progénie de T. diatraeae por pupa de D. hyalinata foi em média de 83,89 a
202,18 descendentes por pupa, sendo afetada pela densidade do parasitoide (F=
24,2022; P= 0,0058; R*= 0,9237). O numero de descendentes aumentou com a
densidade de, até, oito parasitoides por pupa, e tendéncia de redugdo a partir deste valor
(Figura 2).

A durag¢do do ciclo (ovo-adulto) de T. diatraeae em pupas de D. hyalinata
aumentou com a densidade do parasitoide (F= 8,20252; P= 0,0352; R’= 0,6213), de
17,10 a 19,33 dias (Figura 3). O niimero de fémeas de T. diatraeae foi, inversamente,
proporcional ao aumento da densidade (F= 14,1534; P=0,0131; R’*= 0,7390), de 0,90 a
0,98 para as densidades de 24:1 e 1:1 respectivamente (Figura 4).

A longevidade de fémeas (F=40,1052; P=0,0014; R*= 0,8891) ¢ de machos (F=
54,4475; P= 0,0007; R*= 0,9152) de T. diatraecae diferiram entre tratamentos. A
longevidade de fémeas e machos de T. diatraeae variou em média de 4,9 a 13,[4e¢ 54 a
13,93 dias, respectivamente (Figura 5).

A largura da cépsula cefalica de fémeas e machos diferiu entre tratamentos. A
largura da cépsula cefalica de fémeas (F=42,0775; P=0,0013; R’= 0,8939) e de machos
(F= 45,8178; P= 0,0011; R>= 0,9016) de T. diatraeae diminuiu com o aumento da
densidade desse parasitoide, variado de 0,29 a 0,44 para machos e 0,36 a 0,48 para

fémeas (Figura 6).
Efeito da idade do hospedeiro

A idade da pupa de D. hyalinata nio afetou o parasitismo e a emergéncia de T.

diatraeae (Figura 7).
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A progénie de T. diatraeae foi maior com pupas jovens de D. hyalinata (dias de
idade) (F=138,036; P= 0,0003; R’*= 0,9718), com média de 257,46 descendentes com
pupas com 24h e 186,36 com aquelas com 144h (Figura 8).

O ciclo de vida de T. diatraeae (ovo-adulto) foi menor com o aumento da idade
do hospedeiro (F=49,9171; P=0,0197, R2=0,952O), variando em média de 17,1 a 18,55
dias (Figura 9).

A razdo sexual dos adultos emergidos de pupas de D. hyalinata foram
semelhantes com pupas de diferentes idades de D. hyalinata, com média de 0,91 a 0,94
(propor¢do de fémeas) (Tabela 1).

A largura da cépsula cefalica de fémeas (F=49,9171; P= 0,0197; R2=0,8241) e
macho (F=13,9139; P=0,0203; R*= 0,7767) diminuiu com o aumento da idade de pupa
de D. hyalinata (Figura 10), mas longevidade de fémeas e machos desse parasitoide foi

semelhante com o aumento da idade do hospedeiro (Tabela 1).
Discusséo

Efeito da densidade de Trichospilus diatraeae

O parasitismo de 100% das pupas de D. hyalinata em todos os tratamentos
difere do relatado para aquelas de Tenebrio molitor Linnaeus, 1785 (Coleoptera:
Tenebrionidae) e Bombyx mori Linnaeus 1758 (Lepidoptera: Bombycidae) parasitadas
por T. diatraeae ¢ Palmistichus elaeisis Delvare & LaSalle, 1993 (Hymenoptera:
Eulophidae), respectivamente, na densidade 1:1 (parasitoide/pupa) (Favero, 2009;
Pereira et al., 2010). Hospedeiros podem apresentar mecanismos distintos de defesa
contra os parasitoides (Favero, 2009) ou o maior tamanho de B. mori pode exigir maior
numero de parasitoides para neutralizar o sistema imunologico de sua pupa (Strand,
2008). Fémeas de parasitoides injetam toxinas durante a oviposi¢do para escapar do
sistema de defesa do hospedeiro (Uckan et al., 2004) e, em razdo da maior massa das
pupas de B. mori, a dose da toxina por uma tnica fémea pode nao ser suficiente para
evitar o encapsulamento de seus ovos (Pereira et al., 2010). Por outro lado, apenas, uma
fémea de T. diatraeae pode inviabilizar pupas de D. hyalinata e produzir descententes,
facilitando sua criacdo massal em laboratorio e controle no campo.

A porcentagem de emergéncia da prole de T. diatraeae foi semelhante entre
tratamento (densidade de parasitoide). A porcentagem de emergéncia esta relacionado a

fatores como a combinagdo de aceitabilidade e sobrevivéncia da prole (Abe, 2009) e o
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aumento da densidade favorece o desenvolvimento de imaturos por diminuir a defesa do
hospedeiro (Van Alphen e Visser, 1990). Pupas de A. gemmatalis apresentaram redugéo
no numero de hemocitos (células de defesa) circulantes na hemolinfa com o aumento da
densidade do parasitoide (Andrade et al., 2010). A reducdo da emergéncia a partir de
doze parasitoides, por pupa, sugere a ocorréncia de superparasitimo (Chaisaeng et al.,
2010), como verificado em pupas de B. mori e larvas de Sitophilus zeamais
Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae), parasitadas por P. elaeisis e
Anisopteromalus  calandrae  Howard, 1881 (Hymenoptera: Pteromalidae)
respectivamente em densidades mais elevadas (Chaisaeng et al., 2010; Pereira et al.,
2010).

O maior nimero de descendentes de T. diatraeae na densidade de oito
parasitoides por pupa de D. hyalinata pode ser devido a oviposi¢do de mais de uma
fémea no mesmo hospedeiro em comparagdo aos tratamentos 1:1 e 4:1
(parasitoide/pupa) sendo o habito gregario dos parasitoides ajuda a romper o sistema
imunoldgico do hospedeiro (Paron e Berti-Filho, 2000; Andrade et al., 2010). Porém, a
queda da progénie com o incremento da densidade do parasitoide pode ser devido a
competicdo por espaco e alimento, indicando o limite da capacidade do hospedeiro
como verificado para o ectoparasitoide larval Habrobracon hebetor (Say, 1836)
(Hymenoptera: Braconidae) (Ghimire e Phillips, 2010). Redu¢des em sete vezes no
parasitismo e nove vezes na progénie foram observadas com os hospedeiros expostos a
maior densidade de parasitoides (Chong e Oetting, 2006). A densidade de uma para
varias fémeas do parasitoide T. diatraeae aumentou a progénie em pupas de Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), A. gemmatalis, Heliothis
virescens (Fabricius, 1777) e Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Paron e Berti-Filho, 2000).

O maior nimero de machos emergidos de pupas de D. hyalinata em maiores
densidades pode ser devido ao parasitismo por varias fémeas no mesmo hospedeiro
como verificado, também, para o Anagyrus sp. (Hymenoptera: Encyrtidae) (Chong e
Oetting, 2006). Isto mostra que a razdo sexual pode variar com a densidade de
parasitoides sendo que as fémeas podem “escolher” o sexo da progénie de acordo com
fatores como a disponibilidade e tamanho do hospedeiro, idade da fémea do parasitoide
e presenca de competidores (Wylie, 1965; Rosenheim, 1996), com ovos ndo fertilizados
produzindo machos e os fertilizados, fémeas (Rosenheim, 1996). Sendo que a medida

que aumenta a taxa de posturas, mas ovos ndo fertilizados sao colocados (Wylie, 1965).

30



A maior razdo sexual (propor¢do de fémea) facilita o manuseio em criagdes ou
liberagdes massais, pois parasitoides fémeas devem ser selecionadas.

A duragdo do ciclo de vida de T. diatraeae foi diretamente proporcional a
densidade desse parasitoide mostrando que o aumento da concorréncia por nutrientes
pode prolongar esta fase (Consoli € Vinson, 2002, Melo et al., 2009) como visto para os
parasitoides Cotesia glomerata (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera: Braconidae) (Gu et al.,
2003) e Nasonia vitripennis (Walker, 1836) (Hymenoptera: Pteromalidae) (Melo et al.,
2009). O desenvolvimento de T. diatraeae foi estudado em condi¢cdes ambientais
controladas, mas fatores como a qualidade do hospedeiro (Gonzélez et al., 2004) e da
fémea do parasitoide (Silva et al., 2008; Sagarra et al., 2001) e o tempo de exposi¢ao
(Barbosa et al., 2010) podem afetar seu ciclo de vida.

A longevidade e a largura da cépsula cefilica de machos e fémeas foram
inversamente proporcionais ao aumento da densidade de parasitoide. O tamanho do
parasitoide, tanto da fémea quanto do macho, podem estar relacionada com a aptidao
reprodutiva, sendo a competi¢cao por alimento na fase de imaturos podem comprometer
a fecundidade e a longevidade dos adultos (Antolin et al., 1995; Milonas, 2005).
Menores densidades podem explorar melhor os recursos nutricionais do hospedeiro,
indicando maior qualidade da prole em comparagdo a4 maiores densidades (Chong e
Oetting, 2006). O tamanho do hospedeiro também pode influenciar sobre o tamanho

final dos adultos emergidos e assim como sua fecundidade (Milonas, 2005).

Efeito da idade do hospedeiro

Normalmente a maior taxa de parasitismo ¢ observada em hospedeiro com
desenvolvimento inicial (Pratissoli e Oliveira, 1999; Wang e Liu, 2002). A porcentagem
de parasitismo e emergéncia de T. diatraeae com pupas de D. hyalinata com diferentes
idades (24 a 144h) difere do observado para Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae) com maior taxa de parasitismo em hospedeiros mais novos
(Pratissoli e Oliveira, 1999, Wang e Liu, 2002). O hospedeiro pode evitar o parasitismo
pela encapsulagdo dos ovos por hemocitos, porém parasitoides podem se defender deste
mecanismo com substancias liberadas pela fémea durante a oviposi¢do (Strand e Pech,
1995; Li et al., 2007). A idade mais avangada de pupas de D. hyalinata nao reduziu o
taxa de parasitismo ¢ a emergéncia de T. diatraeae, sugerindo baixa capacidade de

defesa contra o parasitoide. Resultados semelhantes foram observados para P. elaeisis e
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T. diatraeae em pupas de B. mori com até 96 horas de idade (Pereira et al., 2009), mas
pupas em estddio mais avang¢ado (144h) podem, também, ser parasitadas por T.
diatraeae. Brachymeria lasus (Walker, 1841) (Hymenoptera: Chalcididae) também foi
incapaz de descriminar pupas por idade, podendo ser um comportamento adaptativo e
vantajoso do parasitoide em condi¢do de baixa densidade do hospedeiro (Husni e
Honda, 2001).

A queda de progénie dos parasitoides em pupas mais velhas pode se dever a
queda na qualidade nutricional das mesmas (Minot e Leonard, 1976; Pereira et al.,
2009). Mudangas fisioldgicas e morfoldgicas influenciam a aceitabilidade e adequagao
do hospedeiro por parasitoides (Wang e Liu, 2002) como relatado para a menor
progénie com o aumento da idade de pupas de Exorista sorbillans Wiedemann, 1830
(Diptera: Tachinidae) e B. mori parasitadas por Nesolynx thymus (Girault, 1916)
(Hymenoptera: Eulophidae) e P. elaeisis respectivamente (Hansan et al., 2009; Pereira
et al., 2009).

A menor durag@o do tempo de desenvolvimento de T. diatraeae com o aumento
da idade do hospedeiro D. hyalinata se deve ao fato do estadio avangado do hospedeiro
ter acelarado o ciclo de vida dos imaturos. No entanto, o aumento da idade do
hospedeiro nao afetou o tempo de desenvolvimento dos parasitoides B. lasus e
Melittobia acasta (Walker, 1839) (Hymenoptera: Eulophidae) (Husni e Honda, 2001;
Imandeh, 2006). A reduzida variacdo neste pardmetro (média de 17,1 a 18,55 dias)
indica que a duragdo do ciclo de vida pode ndo ser um bom indicador da qualidade da
progénie.

A razdo sexual de T. diatraeae foi semelhante para as diferentes idades de pupa
de D. hyalinata. Este fato mostra que T. diatraeae nao alterou a relagdo de sexo de sua
prole em resposta a variagdo de idades pupais e sugere que a taxa de postura por fémea
do parasitoide foi adequada ao hospedeiro, ndo ocorrendo o superparasitismo (Husni e
Honda, 2001; Chong e Oetting, 2006).

A menor largura da capsula cefalica de T. diatraeae com o incremento da
densidade de suas fémeas indica que pupas mais velhas podem ter menor qualidade
nutricional (Pereira et al., 2009), porém a reducao da prole em pupas mais velhas
reduziu a competicdo entre imaturos, o que pode ter contribuido para ndo afetar a
longevidade dos parasitoides como observado para Gronotoma micromorpha (Perkins,
1910) (Hymenoptera: Eucoilinae) (Abe et al., 2009).
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Conclusodes

Altas densidades por pupa podem comprometer o desenvolvimento da prole de
T. diatraeae. A densidade de, até, 8:1 ¢ ideal para o desenvolvimento desse parasitoide
em pupas de D. hyalinata, quando se obtem maiores porcentagens de emergéncia ¢
progénie. A partir desta densidade, estes valores e o de outros parametros como a razao
sexual, longevidade e tamanho dos parasitoides tendem a serem desfavordveis para o
desenvolvimento de T. diatraeae.

Pupas mais velhas de D. hyalinata sdo hospedeiros adequados para manter a
longevidade da prole do parasitoide T. diatraeae e sugere que esse parasitoide pode

utilizar os nutrientes de hospedeiros com diferentes idades.
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Figura 1. Parasitismo e emergéncia da progénie de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) com 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 fémeas por pupa de Diaphania
hyalinata (Lepidoptera: Crambidae). Barras seguidas de mesma letra maiuscula ou
minuscula por parametro nao diferem pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

(p<0,05).
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Figura 2. Média (+ EP) da progénie de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera:

Eulophidae) com 1, 4, 8, 12, 16, 20 ¢ 24 fémeas por pupa de Diaphania hyalinata

(Lepidoptera: Crambidae) (F= 24,2022; P= 0,0058; R*1y.= 0,9237).
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Figura 3. Média (+ EP) da duragdo do ciclo (ovo-adulto) de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) com 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 fémeas por pupa Diaphania
hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) (F= 8,2025; P=0,0352; R*r= 0,6213).
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Figura 4. Média (= EP) da razdo sexual de Trichospilus diatracae (Hymenoptera:
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Figura 5. Média (= EP) da longevidade de fémeas (A) e machos (B) de Trichospilus

diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) com 1, 4, 8, 12, 16, 20 ¢ 24 fémeas desse

parasitoide por pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) (F= 40,1052;

P=0,0014; R%1, = 0,8891) (A), (F= 54,4475; P= 0,0007; R2pro= 0,9152) (B).
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Figura 6. Média (+ EP) da largura da capsula cefalica de fémeas (A) ¢ machos (B) de

Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) com 1, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 fémeas

desse parasitoide por pupa de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) (F=

42,0775; P=0,0013; R1a= 0,8939) (A), (F= 45,8178; P=0,0011; R2pe= 0,9016) (B).
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Figura 7. Parasitismo e emergéncia da progénie de Trichospilus diatraeae
(Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae) com 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de idade. Barras seguidas de mesma
letra maiuscula ou mindscula por parametro ndo diferem pelo teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis (p<0,05).
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Figura 9. Média (+ EP) da duragdo do ciclo de vida (ovo-adulto) em dias de
Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diaphania hyalinata
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de Trichospilus diatracae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas de Diaphania
hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) com 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas de idade
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0,7767) (B).
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Tabela 1. Longevidade de fémeas (LFém.) e machos (LMach.) e razdo sexual (RS)

(média + erro padrao) de Trichospilus diatraeae (Hymenoptera: Eulophidae) em pupas
de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae) com 24, 48, 72, 96, 120 ¢ 144 horas

de idade (Ida.hor.)
Ida.hor. LFém. (dias)™ LMach. (dias)™ RS™
24 11,20 + 0,83 9,73 £0,26 0,94 £ 0,01
48 10,30 £ 0,73 1047 0,5 0,94 + 0,01
72 10,25 + 0,64 10,0 7+ 0,41 0,92 +0,01
96 11,00 + 0,53 11,67 £0,52 0,92 £0,01
120 10,65 + 0,80 10,33 £0.70 0,93 £0,01
144 10,50 £ 0,61 10,80 £ 0,82 0,94 + 0,01

"Nao significativo pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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CAPITULO 111

Produtos naturais no controle de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae)
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Produtos naturais no controle de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae)

Resumo - Oleos essenciais representam uma alternativa para o controle de pragas e a
reducdo de inseticidas quimicos sintéticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade de oleos essenciais (OE) de canela, cravo, laranja e do produto comercial
Azamax” para ovos, lagartas e pupas da praga das Cucurbitaceae Diaphania hyalinata
(Lepidoptera: Crambidae). Diferentes concentracdes de cada produto (tratamento)
(0,25% a 25%) diluidos em acetona foram aplicadas em cada fase do desenvolvimento
de D. hyalinata, enquanto o controle teve, apenas, acetona. Discos de papel com 20
ovos de D. hyalinata foram pulverizados com cada tratamento, utilizando-se quatro
discos por tratamento, cada um representando uma repeti¢do. Na fase imatura, discos de
folhas de abobora foram imersos nos OE e no produto Azamax® e oferecidos as
lagartas, com quatro repetigdes de 10 lagartas cada uma. Pupas de D. hyalinata foram
imersas por cinco segundos em cada tratamento, com quatro repeti¢des de 10 pupas
cada uma. As CLs, dos 6leos de canela, cravo, laranja e do produto Azamax® foram de
1,70; 0,97; 40,08 e 1,18 puL/ml para ovos e de 14,07; 48,92; 90,31 ¢ 6,18 uL/ml para
pupas e as CLgy de 6,17; 2,38 648,50 e 15,67 ulL/ml para ovos e 269,06; 642,23;
1079,63 e 16,08 pL/ml para pupas respectivamente. Os valores da CLs, foram de 10,82
e 18,75 uL/ml para canela e cravo respectivamente e CLgg para os 6leos de cravo (46,21
puL/ml) e canela (37,21 ul./ml) para lagarta de D. hyalinata, os quais ndo foram obtidos
para os demais tratamentos devido a baixa mortalidade dos mesmos no tempo estimado.
O produto comercial Azamax® mostrou potencial para o controle de D. hyalinata. O
6leo de canela foi mais toxico para lagartas e pupas e o de cravo para de ovos de D.

hyalinata.

Termos para indexagao: Azamax®, Diaphania hyalinata, Oleos essenciais, Produtos

naturais

Abstract - Essential oils represent an alternative for pest control and to reduce use of
synthetic chemical insecticides. The objective of this study was to evaluate the toxicity
of essential oils (EO) of cinnamon, clove, orange and the commercial product Azamax®
on eggs, pupae and larvae of the Cucurbitaceae, Diaphania hyalinata (Lepidoptera:
Crambidae). Different concentrations of each product (treatment) (0.25% to 25%)
dissolved in acetone were applied to each stage of D. hyalinata and the control had

only, acetone. Paper disks with 20 eggs of D. hyalinata were sprayed per treatment with
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four disks per treatment, each representing a replication. Pumpkin leaf discs were
immersed in the OE and in Azamax® and offered to larvae with four replications of 10
larvae each. Pupae of D. hyalinata were immersed for five seconds per treatment with
four replications with 10 pupae each. The LCsy of the oils of cinnamon, clove, orange
and the Azamax”™ product were 1.70, 0.97, 40.08 and 1.18 uL/ml for eggs and 14.07,
48.92, 90.32 and 6.18 puL/ml for pupae and the LCq of 6.17, 2.38 648,50 and 15.67
pL/ml for eggs and 269.06, 642.23, 1079.63 and 16.08 pL/ml respectively for pupae.
The LCsq values were 10.82 and 18.75 pL/ml for cinnamon and cloves respectively, and
the LCyy of clove (46.21 pL/ml) and cinnamon (37.21 pL/ml) oils for caterpillar D.
hyalinata, that of the other treatments were not obtained due to its low mortality. The
commercial product Azamax® showed potential to control D. hyalinata. The cinnamon

oil was more toxic to larvae and pupae and clove for eggs of D. hyalinata.

Index terms: Azamax”, Diaphania hyalinata, Essential oils, Natural products

Introducao

Diaphania hyalinata (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Crambidae) ¢ praga-chave
de espécies de Cucurbitaceae e pode causar perda total na producao por danificar folhas,
hastes e frutos de plantas dessa familia (Gonring et al., 2003; Hanspetersen et al., 2010).
Produtores convencionais dispdoem de grande gama de produtos quimicos para o
controle de pragas e doengas, mas na producdo agroecoldgica dispdem de poucas
opcdes, tornando o uso de inseticidas botdnicos um recurso para o controle de pragas
(Coitinho et al., 2011; Leite et al., 2011).

Inseticidas naturais foram utilizados para o controle de pragas desde a década de
40, quando os quimicos sintéticos ganharam mais espago (Viegas Jr., 2003). Porém com
os problemas advindos do uso de agrotoxicos os produtos naturais vém se destacando na
industria de defensivos como uma alternativa para os produtores rurais reduzirem os
prejuizos na produgdo e riscos a saude de trabalhadores (Isman, 2006; Chaieb et al.,
2007).

Oleos essenciais sdo compostos volateis derivados do metabolismo secundario
de plantas e, em geral, apresentam grande espectro de acdo, controlando insetos-pragas,
mastigadores (lagartas, formigas e imaturos de Coleoptera), sugadores (acaros, pulgdes,

percevejos) e minadores (imaturos de moscas e Lepidoptera) (Kainulainen et al. 2002;
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Isman, 2000; 2006; Prajapati et al., 2005; Assis et al., 2011; Baniadami et al., 2011;
Verza et al., 2011).

Pesquisas com inseticidas botanicos e Oleos esséncias visam a obtengdo de
inseticidas naturais para o controle de pragas e/ou de moléculas para a produgdo de
produtos sintéticos (Hedin, 1982; Isman, 2000; Park et al., 2002). Plantas produzem
substancias com acdo inseticida, fagonibitoria e reguladora do crescimento de insetos
(Viegas Jr. 2003; Isman, 2006; Tarelli et al., 2009).

Plantas como a caneleira, craveiro, laranjeira e o nim produzem 6leos essenciais
com atividade inseticidas, mas toxidade variavel com a espécie praga (Bruce et al.,
2004; Birah et al., 2010; Zewde e Jembere, 2010; Paranagama e Gunasekera, 2011).
Alguns destes 6leos, como o Azamax” de plantas de nim, sio comercializados para o
controle de insetos.

O nim, Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) possui o maior numero de
estudos sobre metabdlitos para uso como inseticidas botanicos. Origindria do Sul e
sudeste da Asia, essa planta apresenta crescimento rapido atingindo até 25 m, em areas
de clima tropical e subtropical (Schmutterer, 1990). Sua acdo sobre insetos deve-se a
presenga da azadiractina, um triterpeno encontrado, principalmente, em seus frutos
(Isman, 2006). A azadiractina possui boa eficacia contra pragas agricolas (Viegas Jr.,
2003, Seljasen e Meadow, 2006; Roel et al., 2010) com atividade de repeléncia,
antioviposi¢ao, esterilidade, anormalidades anatomicas e interrup¢do no crescimento de
espécies de Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Lepidoptera (Koul, 2004; Venzon et al.,
2007; Andrade-Coelho et al., 2009; Roel et al., 2010).

O cravo, Syzygium aromaticum, originaria da India, familia Myrtaceae, é
cultivada no Brasil, principalmente, nos estados de Sdo Paulo e Bahia para fins
culindrios devido ao aroma e sabor, conferido pelo eugenol (Costa et al., 2005). O
eugenol ou extratos de S. aromaticum apresentam atividade inseticida contra pragas de
grdos armazenados (Huang et al., 2002); Trichoplusia ni (Hiibner, 1803) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Jiang et al., 2012); Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Birah et al., 2010); Callosobruchus chinensis (Linnaeus, 1758)
(Coleoptera: Bruchidae) (Zia et al., 2011); Brevicoryne brassicae (Linnaeus, 1758)
(Hemiptera: Aphididae) (Baniadami et al., 2011) e larvas de Culex pipiens Linnaeus,
1758 e Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) (El-Hag et al., 1999; Costa
et al., 2005).
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A caneleira (Cinnamomum zeylanicum), arvore tropical, da familia Lauraceae, é
originaria de regides do Sri Lanka e Asia Tropical (Jayaprakasha et al., 2000).
Cinnamomum zeylanicum possui mais de 80 compostos em suas folhas, flores e cascas
de frutas e raizes, sendo o engenol a principal substancia com poder inseticida extraida
de suas folhas (Jayaprakasha e Rao, 2011). Oleos esséncias de C. zeylanicum causam
repeléncia, mortalidade e redug@o na oviposigdo de Sitophilus zeamais Motschulsky,
1885 (Coleoptera: Curculionidae) ¢ Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775)
(Coleoptera: Bruchidae) (Coitinho et al., 2011; Paranagama e Gunasekera, 2011) e
mortalidade em Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781) e Suidasia pontifica
Oudemans, 1905 (Acari: Astigmata) (Assis et al., 2011).

O Oleo de laranjeira (Citrus sinensis), familia Rutaceae, inibiu a oviposigdo e
causou a morte dos adultos de pragas de graos armazenados (Zewde e Jembere, 2010),
além de inibir o desenvolvimento da mosca-branca (Ribeiro et al., 2010) e de
cochonilhas (Hollingsworth, 2005). Seu principio inseticida esta relacionado ao
limoneno, naturalmente encontrado em plantas citricas (Ibrahim et al., 2001). Essa
substancia pode ser toxica através da penetracdo na cuticula do inseto (contato), no
sistema respiratorio (efeito fumigante) e pelo aparelho digestivo (efeito ingestao) (Prates
et al., 1998).

A avaliacdo de oleos vegetais ¢ importante para a descoberta de moléculas
visando a formulagdo de inseticidas para se minimizar o uso de inseticidas sintéticos e
os impactos ambientais (Moreira et al., 2007).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxidade do produto comercial base de
nim (Azamax®) em D. hyalinata e selecionar, entre os Oleos essenciais de S.
aromaticum (cravo), C. zeylanicum (canela) e C. sinensis (laranja), o mais eficiente

contra D. hyalinata.
Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Controle Biologico de Insetos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Criacédo de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae): Lagartas foram
mantidas em potes plasticos (3.000 mL) com a tampa furada, vedada com organza e

alimentadas diariamente com folhas de chuchu (Sechium edule) da ecloséo até a fase de
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pré-pupa em sala climatizada a 25 + 2,2°C, 70 + 10,8% de umidade relativa e fotofase
de 12 horas. As pré-pupa foram transferidas para embalagens plasticas (3.000mL)
forradas com papel toalha até a pupacdo e colocadas em gaiolas de madeira (33 x 33 x
33 cm) com as laterais teladas e fechadas para emergéncia dos adultos, os quais foram
alimentados com solucao nutritiva embebida em algodao no fundo da gaiola sobre uma
placa de Petri (Greene et al., 1976). Folhas de abdbora foram colocadas no interior das
gaiolas para realizacdo de posturas, que foram coletadas e colocadas em potes plasticos
para continuidade da criagdo (Pratissoli et al., 2008).

Obtencédo dos 6leos

Os oleos essenciais de canela (C. zeylanicum), cravo (S. aromaticum) e laranja
(C. sinensis) foram adquiridos da empresa Viessence Comércio de Produtos Naturais
Ltda (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil) extraidos pelo fornecedor em escala
industrial por hidrodestilagdo. O 6leo a base de nim utilizado foi o produto comercial

Azamax “ e as solu¢des preparadas conforme metodologia descrita (Souza et al. 2007).

Avaliacao de extratos botanicos sobre ovos, larvas e pupas de Diaphania hyalinata
Posturas

A faixa de resposta da mortalidade foi obtida com bioensaios para se verificar as
concentragdes de 6leo com baixa (proximo a 0%) e alta (proximo a 100%) mortalidade.
Quatro pedagos de folhas de papel com 20 ovos cada de D. hyalinata com até 24 horas
foram cortados com posturas desse inseto. Cada um dos 6leos botanicos (canela, cravo e
laranja) e o produto a base de nim (Azamax“) foram diluidos em acetona nas
concentragdes de 0,25%, 0,5%, 1%, 5%, 10% e 15% e na acetona pura (testemunha) e
aplicados sobre cada grupo das posturas, deixando secar ao ar livre por 30 minutos e,
em seguida, individualizadas em placas de Petri (8,5 cm de diametro). A viabilidade dos
ovos foi avaliada diariamente por seis dias, tempo suficiente para eclosdao das larvas
daqueles vivos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des, cada uma com 20 ovos (Tavares et al., 2011).
Lagartas

A faixa de mortalidade de lagartas de 0 até 100% foi obtida em testes
preliminares. Os 0leos essenciais de canela, cravo e laranja e o produto natural a base de
nim (Azamax”) foram diluido em acetona no momento da montagem dos experimentos.
Discos com 2,5 cm de diametro foram feitos de folhas de abobora coletadas no Insetario

da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Esses discos foram imersos por dez
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segundos nos 6leos botanicos nas concentragdes de 1%, 5%, 10%, 15% e 20% e na
acetona pura (testemunha) e deixados secar ao ar livre por 30 minutos. Um disco e uma
lagarta de terceiro estadio de D. hyalinata foram colocados por placa de Petri (8,5 cm de
diametro). A mortalidade das lagartas foi avaliada ap6s 24 h ¢ 48h do contato com os
produtos. O delinecamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeti¢oes, cada uma com 10 lagartas de D. hyalinata (Baskar e Ignacimuthu, 2012).
Pupas

As faixas de mortalidade de pupas de 0 at¢ 100% foram obtidas por testes
preliminares. Os 6leos essenciais de canela, cravo e laranja e o produto natural a base de
nim (Azamax"™) foram diluidos em acetona no momento da montagem do experimento,
nas concentra¢des de 1%, 5%, 10% ¢ 15%, 20% e 25%. Pupas de D. hyalinata foram
mergulhadas por cinco segundos nos extratos botanicos nas diferentes concentragdes e
em acetona pura (testemunha) e deixadas secar ao ar livre por cerca de 10 minutos para
evaporacao do solvente. Apds este periodo, foram acondicionadas em tubos de vidro
(8,5 x 2,5 cm) e acompanhada a emergéncia dos adultos de D. hyalinata. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, tendo 10
pupas de D. hyalinata cada uma (Cosme et al., 2009).
3.1.4 Analise estatistica

A viabilidade das posturas ¢ pupas e a mortalidade das lagartas de D. hyalinata
foram corrigidas com a formula de Abbott (Abbott, 1925). Esses valores foram
submetidos a analise de Probit como programa de andlises estatisticas SAS (SAS
Institute, 1989). As equagdes de regressdo e os limites de confianga de 95% (Finney,
1971) foram calculados pela analise de probit para se obter as CLsy e CLg utilizando-se

0 PROC PROBIT do SAS (SAS Institute 1997).
Resultados

A acetona ndo apresentou atividade toxica para ovos, lagartas ou pupas de D.
hyalinata.

A fase de ovos foi mais sensivel aos 6leos essenciais de canela, cravo, laranja e
do produto comercial a base de nim Azamax®, com CLs de 1,70; 0,97; 40,08 ¢ 1,18
pL/ml e CLyy de 6,17; 2,38 e 648,50 e 15,67 puL/ml respectivamente (Tabela 1). A

inclinagdo das curvas de concentracdo-mortalidade para os ovos tratados com oleos de
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canela (2,29 + 0,52) e cravo (3,24 + 0,48) foram maiores que para os com nim (1,14 £
0,30) e laranja (1,06 £ 0,13) (Tabela 1).

A CLsp e CLgg do 6leo de laranja e do produto Azamax® para lagartas ndo foram
estimadas devido a baixa mortalidade das mesmas nesse tratamento até o periodo de
48h. As CLsy foram de 10,82 uL/ml para o 6leo de canela e 18,75 pL/ml para o de
cravo. A CLgg para os 6leos de cravo foi de 46,21 pL/ml e a do dleo de canela de 37,21
pL/ml (Tabela 2). A inclinagdo das curvas de concentragdo-mortalidade do 6leo de
cravo foi de 3,27 = 0,45 e 2,39+ 0,44 para o 6leo de canela (Tabela 2).

As CLsg para pupas foram de 14,07; 48,92; 90,31 e 6,18 pL/ml para os 6leos de
canela, cravo, laranja e nim (Azamax"), respectivamente e a CLoy de 269,06; 642,23;
1079,63 e de 16,08 puL/ml para os 6leos de canela, cravo, laranja ¢ para o Azamax®
respectivamente (Tabela 3). Os valores inclinagdo das curvas de concentragdo-

mortalidade foram de 1,00 £0,29; 1,15+ 0,25; 1,19 £ 0,20 e 3,08+ 0,77 para os 6leos de

canela, cravo, laranja e para o produto Azamax" respectivamente (Tabela 3).
Discusséo

Oleos essenciais sio misturas volateis de hidrocarbonetos com diversos grupos
funcionais com atividade inseticida (Isman, 2000). A rapidez da ag¢do dos Oleos
essenciais pode estar relacionada a uma resposta neurotdxica como interferéncia do
neuromodulador octopamina de invertebrados (Isman, 2006), sendo dependente da
composi¢do quimica de cada um e da fase de desenvolvimento da praga (Banchio et al.,
2003; Zapata et al., 2006; Jiang et al., 2012). A acetona ndo apresentou toxidade para D.
hyalinata por ndo causar efeito nas posturas, nos imaturos e pupas desse inseto.

A acdo ovicida do produto comercial a base de nim, o Azamax®, para D.
hyalinata, com CLso de 1,18 ul/ml e CLoy de 15,67 ul/ml foi maior que a dos dleos
essenciais de canela e laranja, porém menor em relagdo ao 6leo de cravo. O extrato de
nim apresentou atividade ovicida para Spodoptera frugiperda Smith, 1797
(Lepidoptera: Noctuidac) e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Pyralidae) (Tavares et al., 2010b), Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) (Verkerk e Wright, 1993); Sesamia calamistis Hampson, 1910
(Lepidoptera: Noctuidae) e Eldana saccharina Walker, 1865 (Lepidoptera: Pyralidae)
(Bruce et al., 2004). No entanto, extratos de nim e cravo ndo apresentaram efeito sobre

posturas de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae) e Mononychellus
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tanajoa (Bondar, 1938) (Acari: Tetranychidae) respectivamente, indicando que estes
ovos ndo apresentaram sensibilidade a esses produtos (Trindade et al., 2000; Gongalves
et al., 2001).

A toxidade em ovos de D. hyalinata a todos os 6leos testados e por ser o estagio
mais sensivel aos 6leos essencias e ao produto Azamax”, seguida da fase de lagarta e
pupa mostra que a camada lipidica ou cerosa na parte interna do cérion, possivelmente
um dos fatores de retencao de substincias toxicas e responsavel pela insensibilidade aos
produtos com a¢do ovicida (Smith e Salkeld, 1966; Trindade et al., 2000) ndo evitou a
acdo dos oleos testados contra essa praga. A morte dos embrides pode ter ocorrido pela
penetracao dos produtos no interior dos ovos, mas o efeito ovicida varia com a espécie
do inseto, estrutura do ovo, concentragdo do produto e substincia usada (Verkerk e
Wright, 1993; Tavares et al., 2010b; Trindade et al., 2000).

Maiores valores da inclinagdo na curva de concentracdo-mortalidade verificados
para os ovos tratados com Oleos de canela e cravo que para os tratados com nim e
laranja indicam maior homogeneidade nos dois primeiros tratamentos (canela e cravo),
ou seja, pequenas variacdes nas doses causam grandes variagdes na mortalidade
mostrando maior susceptibilidade na fase de ovo aos 6leos essenciais de canela e cravo
com aumento das concentragdes (Kerns e Gaylor 1992).

A toxicidade de 6leos de canela e cravo para os imaturos, com CLsy de 10,82 e
18,75 ul/ml e CLyy de 37,21 e 46,21 pl/ml respectivamente, mostra atividade inseticida
destes oleos, provavelmente, pelo eugenol, componente majoritario dos 6leos essenciais
de cravo e canela, confirmando o potencial inseticida deste composto secundario
(Jayaprakasha e Rao, 2011; Akhtar et al., 2012). Os oléos essenciais dessas plantas
apresentaram atividades inseticidas contra S. litura (Birah et al., 2010) e T. ni (Akhtar et
al., 2012). A inclinagdo das curvas de concentragdo-mortalidade do 6leo de cravo (3,27
+ 0,45) foi maior que o 6leo de canela (2,39+ 0,44) sugerindo maior homogeneidade a
populacdao de D. hyalinata. O eugenol, provavelmente, foi o responsavel pela ago
inseticida em lagartas, assim como observado para ovos ¢ pupas de D. hyalinata.

O baixo indice de mortalidade de lagartas de D. hyalinata no tratamento com
nim e laranja com até 48 horas de exposi¢cdo a estes produtos ndo permitiu estimar as
CLso e CLyg para este estadio, e as mesmas pararam de alimentar com o aumento das
concentragdes dos produtos. Apesar de baixa mortalidade o desenvolvimento das
sobreviventes foi prejudicado para os dois tipos de 6leos, mostrando que o tempo de

48h pode ter sido insuficiente para observar o efeito letal desses produtos. A
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mortalidade de imaturos com folhas impregnadas com nim ou 6leos de laranja pode
estar relacionado a deterréncia alimentar por compostos secundarios como a
azadiractina e limoneno respectivamente (Ruberto et al., 2002; Isman, 2006; Verza et
al., 2011). Este efeito de supressor de apetite foi, também, verificado para larvas de S.
frugiperda e P. xylostella expostas a 6leos de plantas citricas e ao Neemix 4.5° (produto
comercial a base se nim) respectivamente (Ruberto et al., 2002, Charleston et al., 2006).
Podendo levar a morte, com o tempo, por inani¢do alimentar, tornar as lagartas mais
frageis a predagdo e ao parasitismo ou afetar seu desenvolvimento e a reprodugdo dos
adultos (Bruce et al., 2004; Vianna et al., 2009). O aumento da concentragdo de
limoneno reduziu o niamero de ovos de Trioza apicalis Forster, 1848 (Hemiptera:
Triozidae), confirmando o efeito repelente desse composto para o psilideo da cenoura
(Kainulainen et al., 2002). A deterréncia alimentar em insetos pode estar relacionada a
acdo primaria com a¢ao nos quimioreceptores que reduzem o aproveitamento alimentar
ou, secundarios pelos efeitos fisioldgicos apods a ingestdo ou contato com o composto
toxico (Mordue e Nisbet, 2000). A azadiractina apresenta principalmente efeito de
deterrente alimentar e regulador de crescimento, podendo impedir que o inseto atinja a
fase adulta (Mordue ¢ Blackell, 1993) como S. frugiperda (Tavares et al., 2010a); P.
xylostella, (Charleston et al., 2006); S. calamistis e E. saccharina (Bruce et al., 2004).

O impacto dos 6leos essenciais (canela, cravo e laraja) e do produto Azamax”
mostra que penetraram nas pupas afetaram a viabilidade das mesmas. As CLsy € CLgg
mostram que o 6leo de canela foi mais toxico para pupas de D. hyalinata, seguido dos
de cravo e laranja. O produto comercial Azamax”, também apresentou toxidade com
CLso e CLgg de 6,18 e 16,08 pl/ml respectativamente, sendo o mais sensivel as pupas
em resposta ao aumento da concentragdo, apresentando maior inclinacdo da curva de
concentragio-mortalidade (3,08 + 0,77). Oleos essencias inibem ou afetam o
desenvolvimento de pupas (Tanzubil e Mccafferry, 1990; Brunherotto e Vendramim,
2001; Alvarenga et al., 2012) como a reducdo da emergéncia de adultos de larva
minadora por extratos de Melia azedarach (Banchio et al., 2003).

O o6leo de C. sinensis foi menos toxico por necessitar de maiores concentragdes
dos produtos (6leos ¢ Azamax") para causar mortalidade de 50% e 90% de D. hyalinata
independente da fase de desenvolvimento. O limoneno ¢ o principal componete do 6leo
essencial de plantas citricas e a principal substancia com agdo inseticida (Tripathi et al.,
2003; Hafeez e Akram, 2011). Este composto secundario ¢ da classe dos terpenos

associados a agdo supressora de apetite ou inibidora de crescimento em insetos (Viegas
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Jr, 2003). Oleos de citros foram toxicos para pragas de grdos armazenados como
Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Bostrichidae), Sitophilus oryzae
(Linnaeus, 1763) (Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium castaneum (Herbst., 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae) (Tripathi et al., 2003) ¢ para larvas de Aedes albopictus
(Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae) (Hafeez et al., 2011).

Conclusodes

Oleos essenciais representam uma alternativa para o manejo de D. hyalinata em
substituicio aos produtos sintéticos convencionais. O produto Azamax®, usado
comercialmente como fagodeterrente, comprovou deterréncia alimentar para lagartas e
acdo toxica em ovos e pupas de D. hyalinata.

Todos os 6leos afetaram as fases de ovo, largarta e pupa de D. hyalinata, mas os
6leos de canela e cravo foram mais toxicos e o de laranja o menos toxico. A toxidade
desses 0leos variou com sua concentracdo ¢ fase do desenvolvimento de D. hyalinata. O

6leo de canela foi mais toxico para lagartas e pupas e o de cravo para ovos desse inseto.
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Tabela 1. Toxidade de 6leos essenciais de canela, cravo e laranja e do produto a base de

nim (Azamax") em ovos de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae)

Tratamento CLs (IC) CLy (IC) X Inclinagao + EP p
(ul/ml) (ul/ml)

Canela 1,70 6,17 6,26 2,29 +0,52 0,3943
(1,37-2,16) (3,94-18,73)

Cravo 0,97 2,38 7,73 3,24+ 0,48 0,6548
(0,74-1,14) (2,00-3,11)

Laranja 40,08 648,50 23,48 1,06 +0,13 0,1726

(29,26-59,50) (327,74- 187,10)
Nim 1,18 15,67 15,46 1,14 + 0,30 0,1162

(Azamax®)  (0,53-1,69)  (7,66-126,52)

IC= Intervalo de confianga de 95%, X’= Quiquadrado, EP= Erro padrio da média, p=
Probabilidade.

Tabela 2. Toxidade de 6leos essenciais de canela, cravo e laranja e do produto a base de

nim (Azamax”) em imaturos de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidae)

Tratamento CLs (IC) CLogo(IC) X? Inclinagao = EP p
(ul/ml) (ul/ml)
Canela 10,82 37,21 11,82 2,39+ 0,44 0,30
(6,78-14,80) (26,56-64,99)
Cravo 18,75 46,21 13,66 3,27+ 0,45 0,19
(14,75-23,85) (35,18 -68,27)
Laranja NA NA NA NA NA
Nim NA NA NA NA NA
(Azamax")

NA, Nao aplicavel (mortalidades foram muito baixos para calcular valor CLsy € CLgy).
IC= Intervalo de confianga de 95%, X’= Quiquadrado, EP= Erro padrio da média, p=
Probabilidade
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Tabela 3.Toxidade de dleos essenciais de canela, cravo e laranja e do produto a base de

nim (Azamax") para pupas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Crambidac)

Tratamento CLs (IC) CLy (IC) X Inclinagao + P
(ul/ml) (ul/ml) EP
Canela 14,07 269,06 10,43 1,00 +0,29 0,4040
(3,51-24,94)  (111,29- 4849,87)
Cravo 48,92 642,23 13,40 1,15+ 0,25 0,4957
(30,68-75,85)  (279,01-4718,81)
Laranja 90,31 1079,63 24,62 1,19+0,20 0,3153
(63,86-126,75) (554,57-3771,42)
Nim 6,18 16,08 4,53 3,08+ 0,77 0,9203
(Azamax®)  (4,55-7,65) (11,09-36,52)

IC= Intervalo de confianga de 95%, X’= Quiquadrado, EP= Erro padrio da média, p=

Probabilidade
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Conclusbes gerais

Trichospilus diatraeae pode ser utilizado para muitiplicagdo no hospedeiro
natural D. hyalinata e apresenta potencial para o controle biologico dessa praga.

Até oito individuos de T. diatraeae por pupa de D. hyalinata ¢ adequado para
multiplicagdo desse parasitoide, embora menores densidades possam ser usadas.

Trichospilus diatraeae nao descrimina pupas mais velhas de D. hyalinata, o que
aumenta seu potencial para o controle bioldgico dessa praga.

O produto comercial Azamax® foi eficiente, principalmente, no controle de ovos
e pupas de D. hyalinata, mas a taxa de mortalidade de imaturos desse inseto foi baixa
nas primeiras 48 horas de contato, necessitando de um maior periodo de avaliagdo para
verificar seu efeito sobre as lagartas.

Os o6leos de S. aromaticum (canela); C. zeylanicum (cravo) e C. sinensis (laranja)
reduziram a viabilidade dos ovos e a emergéncia dos adultos de D. hyalinata. O 6leo de
canela foi mais toxico para lagartas e pupas e o de cravo para posturas, com menores

valores de CLsy e CLgg para essas fases do desenvolvimento de D. hyalinata.
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