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RESUMO

Controle biologico de Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927, o bicho-furao-dos-

citros, com o parasitoide de ovos Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner 1983

No final da década de 1980 houve danos significativos a citricultura brasileira em
consequéncia dos danos causados pelo bicho-furdo-dos-citros, Gymnandrosoma aurantianum
Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae), muito provavelmente em decorréncia dos
desequilibrios causados pelas excessivas aplicagdes de produtos quimicos para o controle das
cigarrinhas transmissoras da Clorose Variegada dos Citros (CVC). No entanto, na década
seguinte (1990), foi desenvolvido um método de amostragem de adultos da praga, por meio
de um feromonio sintético patenteado como Ferocitrus Furdo®, com o qual foi possivel
racionalizar e diminuir as aplicacdes de inseticidas. Dessa forma, a citricultura paulista evitou
perdas de mais de U$ 1,3 bilhdo no periodo de 2001-2012. No entanto, apds 2004, com o
aparecimento do greening no Brasil, as aplicagdes de produtos quimicos novamente se
intensificaram, agora para o controle da Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera:
Psyllidae), transmissora da doenca. Portanto houve uma nova explosdo populacional do
bicho-furdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar uma op¢ao de controle biologico do
bicho-furdo-dos-citros, por meio do parasitoide de ovos Trichogramma. Foi feita uma selecao
de espécies de Trichogramma (Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983,
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 e Trichogramma galloi Zucchi, 1988) quanto ao
potencial de parasitismo. A espécie selecionada foi 7. atopovirilia. Foram liberadas, em
condi¢des de campo, trés quantidades do parasitoide (150.000, 600.000 e 2.400.000/ha) por
meio de drones georreferenciados. Avaliou-se diariamente a oviposicao de G. aurantianum e
observou-se 0 pico de oviposi¢do, em laboratério, para a determinacdo do momento de
liberagdo dos parasitoides com base na coleta de adultos na armadilha de feromonio. Apoés tais
determinagdes, liberaram-se uma, duas e trés vezes a quantidade da qual houve maior
parasitismo. Paralelamente, foram realizados testes de seletividade de produtos sobre a
espécie T. atopovirilia, que eventualmente possam ser aplicados em citros. De acordo com os
resultados obtidos, 7. atopovirilia (linhagem ATP) apresentou maior potencial de controle do
bicho-furdo-dos-citros. A quantidade de 150 mil parasitoides da espécie 7. atopoviriilia por
hectare, em 3 liberagdes, a intervalos semanais, foi a mais adequada. O drone utilizado na
liberagdo permitiu uma dispersdo homogénea dos parasitoides em citros. O momento ideal
para a realizag¢do da primeira liberag@o foi entre o quinto e sétimo dias apds a constatagdo do
nivel de controle na armadilha de feromoénio. Os produtos quimicos ciantraniliprole,
sulfoxaflor, abamectina, a mistura ciantraniliprole + abamectina e o fungo entomopatogénico
Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora, foram seletivos ao
parasitoide e poderdo ser utilizados mesmo com a liberagdo de 7. atopovirilia desde que se
respeite um intervalo de 3 a 7 dias entre aplicagdes de tais produtos, apos a liberacdo do
parasitoide.

Palavras-chave: Praga dos citros, Parasitoide de ovos, MIP, Controle biologico, Liberacao de
Trichogramma, Seletividade



ABSTRACT

Biological control of Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 with the egg parasitoid

Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983

The citrus fruit borer, Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera:
Tortricidae) became a key pest for citrus growers in Sdo Paulo state in the late 1980s,
probably due to biological imbalances caused by excessive application of insecticides to
control the vectors of Citrus Variegated Chlorosis (CVC). At the end of the 1990s, a
pheromone was developed to rationalize the control of G. aurantianum, patented as Ferocitrus
Furdo® and used successfully since the end of 2001, preventing losses of more than U$1.3
billion to Sao Paulo citrus growers during 2001-2012. However, after 2004, with the first
records of citrus greening in Brazil and massive applications of chemical products to control
Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Psyllidae), there was a new population
explosion of the citrus fruit borer. Thus, the objective of this study was to evaluate an option
for biological control of the citrus fruit borer, using the egg parasitoid 7Trichogramma. For this
purpose, a laboratory population of the pest reared on an artificial diet was established. The
Trichogramma species Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983; Trichogramma
pretiosum Riley, 1879; and Trichogramma galloi Zucchi, 1988 were evaluated regarding their
potential for parasitism. The effectiveness of three quantities of parasitoids (150,000, 600,000,
and 2,400,000/ha) released from a drone was determined under field conditions. The
oviposition of G. aurantianum was evaluated daily and the oviposition peak was observed to
determine the optimum time to release the parasitoids, based on collection of adults in the
pheromone trap. After these determinations, 150,000 parasitoids of the selected species T.
atopovirilia were released once, twice, and three times, starting when the control level was
reached in the field traps. At the same time, the selectivity of products that may eventually be
applied to citrus crops was tested against 7. atopovirilia. According to the results, it is
recommended to release 150,000 7. atopovirilia parasitoids per hectare, 3 times, at weekly
intervals. The optimum time to conduct the first release of 7. atopovirilia is 5 to 7 days after
determination of the control level in the pheromone trap used to monitor G. aurantianum. The
chemical products ciatraniliprole, sulfoxaflor, abamectin, and a mixture of cyantraniliprole +
abamectin, and the entomopathogenic fungus Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B.
Shrestha & Spatafora can be used together with 7. atopovirilia, as long as there is a 3 to 7-day
interval between applications of these products and releases of the parasitoid.

Keywords: Citrus Pest, Egg parasitoid, IPM, Biological control, Release of Trichogramma,
Selectivity



1. INTRODUCAO

Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae), o bicho-
furdo-dos-citros, tornou-se uma praga chave para a citricultura paulista no final da década de
1980, principalmente devido aos desequilibrios biologicos causados pela aplicacdo excessiva
de produtos quimicos para controle dos vetores da Clorose Variegada dos Citros (CVC)
(Parra et al. 2005).

Contudo, pesquisas lideradas pelo Departamento de Entomologia e Acarologia da
ESALQ, com o apoio do Fundecitrus e a participagdo da UFV (Universidade Federal de
Vigosa) e Universidade da Califérnia — UC Davis, chegaram a um pacote tecnoldgico, com a
identificacdio de um feromoénio sexual visando ao controle do bicho-furdo. O produto,
Ferocitrus Furdo, foi utilizado com sucesso desde o final de 2001 e evitou perdas de mais de
1,3 bilhdo de doélares no periodo de 2001-2012 (Bento et al. 2016) na regido centro-sul do
Brasil. No entanto, ap6s 2004, com os primeiros registros do greening (Huanglongbing -
HLB) no Brasil e o grande niimero de aplicacdes de produtos quimicos para controle do
vetor, o psilideo Diaphorina citri Kuwayma, 1908 (Hemiptera: Psyllidae), houve uma nova
explosdo populacional do bicho-furdo na citricultura paulista (Bento et al. 2019).

Atualmente, no Brasil, estima-se um prejuizo anual na ordem de 80 milhdes de
ddlares, em decorréncia dos danos causados pelo bicho-furdo somados aos danos das moscas-
das-frutas (Bento 2019). Perdem-se anualmente cerca de 30 milhdes de caixas de laranja,
nimero proximo as perdas causadas pelo greening (Fundecitrus 2023a).

Hoje o manejo do bicho-furdo ¢ realizado basicamente com a aplicacdo de
inseticidas na forma de “calendario”, com aplicagdes semanais ou quinzenais. O
monitoramento com feromonio sexual, ferramenta imprescindivel para o controle dessa
praga, deixou de ser utilizado pela maioria dos produtores de laranja. A indisponibilidade do
feromonio sintético (Ferocitrus Furdo®), a fragilidade da armadilha em condi¢des de campo
(pela chuva e calor) e a falta de transferéncia da tecnologia ao agricultor, levaram a descrenca
da tecnologia para o controle de G. aurantianum entre os citricultores.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar mais uma alternativa de controle do
bicho-furdo-dos-citros, por meio do parasitoide de ovos, Trichogramma spp. (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Para tal estudo, foi estabelecida uma popula¢do da praga criada em
dieta artificial em condi¢des de laboratério (Greene et al. 1976; Garcia & Parra 1999).
Realizou-se a selecdo da espécie Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983 com
base em seu parasitismo (Bowen & Stern 1996; Geremias 2008). Foi determinada a

quantidade de parasitoides a serem liberados por hectare e o nimero de liberagdes por meio
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de drone, uma inovagdo para a citricultura brasileira. Apos tais determinagdes foram
realizadas as liberagdes, j& mencionadas, deste parasitoide via drone a partir do nivel de
controle estabelecido para o bicho-furdo, por meio da armadilha de feromonio (feromdnio
sexual Ferocitrus Furdo®), baseado em estudos preliminares realizados por Carvalho (2003) e
Gomez-Torres (2005).

Paralelamente, foram realizados estudos de seletividade de produtos quimicos que
futuramente serdo utilizados na citricultura brasileira, sobre o parasitoide de ovos, pois o
agricultor continua a utilizar inseticidas para controle do psilideo e outras pragas, embora
disponha-se de outras alternativas ndo quimicas. A libera¢do do parasitoide em conjunto com
aplicagdes de inseticidas seletivos para diversas pragas dos citros, aliados ao monitoramento
por meio de armadilhas de feromdnio, podera se tornar um novo pacote tecnologico para o
controle de G. aurantianum no Brasil e, como consequéncia, diminuir os prejuizos causados

por esta praga a citricultura brasileira.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Panorama citricola no Brasil e em outras partes do mundo

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranjas, sendo que trés em cada cinco copos
de suco de laranja consumidos no mundo, sdo provenientes da producdo brasileira, que
basicamente esta concentrada no estado de Sao Paulo (72% da produg¢do) e parte no sul de
Minas Gerais. Das mais de 300 milhdes de caixas de laranja produzidas nacionalmente por
ano, cerca de 30% da producgdo sdo destinadas ao mercado in natura e o restante (70%) ¢
destinado a industria (Fundecitrus 2023a). Na segunda colocacdo, em termos de
produtividade, estdo os EUA, que vém sofrendo com a queda da producdo de laranja nos
ultimos anos em decorréncia do greening (HLB) e das condi¢des climaticas adversas que
podem atingir a Florida. A safra de 2020/2021 foi marcada como a de menor producdo nos
ultimos 50 anos (1,2 bilhdo de litros de suco de laranja). No estado da Flérida se concentra
pouco mais de 80% da produg@o nacional americana e o restante dos pomares estd dividido
entre California e Texas. O destino da producdo ¢ similar o do Brasil (30% para o mercado in
natura € 70% para a industria) (Noticias Agricolas 2021).

De acordo com o USDA (United States Department of Agriculture), a produ¢do de
laranjas na China (3 colocada) vem aumentando anualmente; assim, na safra 2020/2021
foram atingidos 7,5 milhdes de toneladas naquele pais, devido ao aumento no plantio de
arvores citricas nos ultimos anos (Citrus BR 2021). O pais asidtico tem um cenario um pouco
diferente do ocidente (Brasil e EUA) quanto ao destino das frutas produzidas, pois 90% da
producdo sao destinados ao mercado in natura e 10% destinados a industria.

O Meéxico, quarto colocado em termos de produtividade, tem um cenério parecido
com o da China, quanto ao destino da producdo, 70% sao destinados ao mercado in natura e
30% a industria (HF Brasil 2021).

De forma geral, a produgao citricola no mundo tem crescido, embora ainda enfrente
alguns problemas, pois devido ao grande niimero de pragas presentes nos pomares de
laranjas, aplica-se muito inseticida (Parra et al. 2022). Ao longo da historia diferentes
problemas fitossanitarios foram registrados na citricultura mundial, sendo que o greening ¢ o
maior deles e ainda ndo existem técnicas capazes de acabar com o problema, embora existam
algumas medidas que quando utilizadas conjuntamente, tém grande chance de redugdo dos
danos (Ayres et al. 2018).

Os americanos tém “competido” pela lideranca da produgao citricola com o Brasil,
usando diferentes técnicas de controle do greening. O Brasil, por sua vez, vem adotando

medidas mais abrangentes, com resultados mais promissores.
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No cenario atual da citricultura, a segunda praga de maior importancia na cultura
dos citros no Brasil ¢ o bicho-furdo-dos-citros, Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927, ao
lado das moscas-das-frutas, embora em outros paises, a referida praga ndo seja
economicamente importante, sendo que no Brasil as perdas anuais chegam a 80 milhdes de

doélares, conforme comentado anteriormente.

2.2. Bioecologia e comportamento de G. aurantianum

Os adultos apresentam uma envergadura de 17 mm (Fonseca 1934), as asas sdo de
coloracdo marrom escura e geralmente as asas das fémeas s3o mais escuras em relagdo as
asas dos machos, tendo uma mancha caracteristica marrom clara (Prates & Pinto 1988). Além
da coloragdo das asas, ¢ possivel distinguir o sexo da espécie de outras formas. Na fase larval
os machos apresentam manchas testiculares no dorso. Nos adultos, diferenciam-se pelo
tamanho, sendo as fémeas maiores do que os machos e pela abertura no ultimo segmento
abdominal das fémeas (Garcia 1998). Devido ao pequeno tamanho do referido
microlepidoptero e pela sua coloracdo marrom escuro, durante o dia, sdo dificeis de serem
visualizadas (mimetismo) (Garcia 1998). Nos horarios mais quentes do dia os adultos buscam
refugio no tergo inferior médio das plantas, geralmente sobre as folhas e ramos, buscando
uma condi¢do climatica de umidade mais elevada e temperatura mais amena (Bento et al.
2001).

O habito de copula dos individuos € noturno, com inicio da movimentacao seguida
de acasalamento, na faixa do creptsculo entre 18:00 e 20:00 horas e preferencialmente no
terco superior da planta. Oitenta por cento (80%) dos acasalamentos de G. aurantianum
ocorrem no terceiro ou quarto dias de vida do adulto. Apds o acasalamento, as fémeas
descem do topo das arvores e buscam frutos localizados na parte média da planta para
colocarem os ovos (Bento et al. 2001). As fémeas geralmente colocam um ovo por fruto,
podendo colocar até 200 ovos durante sua vida (Garcia & Parra 1999). Os ovos, por sua vez,
sdo em forma de escama (achatados) de colora¢do amarelo claro. A oviposi¢do ocorre entre
os periodos crepusculares, no nascer e por do sol (Garcia 1998; Garcia & Parra 1999).

Ao eclodir, as larvas penetram nos frutos, formando galerias ao se alimentarem. A
duragdo do periodo larval ¢ de aproximadamente 25 dias, passando por 4 ou 5 instares,
dependendo da fonte de alimento (fruto ou dieta artificial) (Garcia et al. 1998). Ao penetrar,
as lagartas inviabilizam os frutos tanto para o consumo quanto para o processamento na

industria (Parra et al. 2004a).
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Passados os 25 dias no interior dos frutos, a lagarta tece um fio de seda e desloca-se,
geralmente para o solo aonde ird pupar; a durag@o da fase de pupa ¢ de 12 a 20 dias e ocorre a
1,5 cm da superficie (Bento 2008). Dessa forma, o periodo ovo-adulto da praga varia entre 32
e 60 dias e, dependendo da regido de ocorréncia, pode dar até 8 geragdes por ano (Nakano &
Soares 1995; Garcia et al. 1998).

Essa praga esta presente nas principais regides citricolas do Brasil (estado de Sao
Paulo e sul de Minas Gerais), tendo relatos de ocorréncia em toda a América do Sul (Prates &
Pinto 1988; 1991; Zucchi et al. 1993), atacando além dos citros, frutos de: goiaba, abacate,
abacaxi, cacau, canola, cupuacu, guarand, kiwi, mamao, manga, maracujd, lichia, fruta-do-
conde e roma (Zucchi et al. 1993) e mais recentemente atacando noz pecan no Sul do Brasil
(Nava et al. 2020). Tais culturas servem, portanto, de refigio para o bicho-furdo-dos-citros,

no periodo em que ndo existam frutas citricas no campo.

2.3. Danos e importiancia econdémica

O bicho-furdo-dos-citros perfura os frutos de laranja causando a inviabilizacdo dos
mesmos para o consumo e comercializagdo e no estagio avangado do ataque os frutos caem.
Frutos atacados geralmente amadurecem mais rapidamente em relacdo aos ndo atacados.

Em altas infestagdes, a praga pode atacar frutos verdes e maduros, embora a
preferéncia seja por frutos maduros. Em frutos verdes, ao redor do orificio de entrada da
lagarta observa-se um amarelecimento e com o passar do tempo o halo amarelado torna-se
marrom claro. A praga tem preferéncia por frutos na parte externa da planta que se encontram
entre um ¢ dois metros de altura em rela¢ao ao solo (Garcia 1998).

O ataque do bicho-furdo pode ser identificado pela camada de pellets fecais, secos e
duros, ao redor do orificio de entrada das lagartas, diferente do ataque da mosca-das-frutas
(ao redor do orificio fica mole e ao apertar o fruto ¢ expelido um liquido) (Gallo et al. 2002).

O prejuizo estimado ocasionado pelo ataque de G. aurantianun é de variavel de 50 a
80 milhdes de dolares por ano no Brasil. Estima-se uma perda de 0,5 a 1,5 caixas por planta e
as maiores perdas ocorrem em regides mais quentes proximas de matas (Bento 2019). Na
safra de 2021/2022, estimou-se um prejuizo, bem maior conforme mencionado
anteriormente. De acordo com estimativa para a safra 2021/2022, em média o bicho-furdo e a
mosca-das-frutas sdo responsaveis por 4,2% do total de frutos caidos, sendo o norte e sudeste

do estado de Sao Paulo, as regides mais afetadas (Fundecitrus 2023a).
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2.4. Taticas de controle de G. aurantianum em pomares citricos

2.4.1. Monitoramento

O monitoramento de pragas ¢ uma tatica que permite avaliar a presenga e
distribuicdo das pragas em uma determinada cultura. Pode-se fazer o monitoramento por
meio de avaliagdes do dano e pela presenca da praga (Preti et al. 2021). A falta de
monitoramento de pragas faz com que o produtor gaste mais recursos com as aplicagdes
calendarizadas, como ¢ o exemplo do que ocorre com aplicagdes de inseticidas em diversas
culturas, incluindo os citros. Isso quer dizer que mesmo sem a presenca da praga, ou presenga
da praga abaixo do nivel do dano econdmico, as aplicagdes de produtos quimicos sdo feitas.

Essa medida cria um problema maior, pois as aplicagdes constantes aceleram o
processo de resisténcia de pragas as moléculas quimicas (Juache-Villagrana et al. 2022) e ao
mesmo tempo, reduzem significativamente a fauna benéfica de inimigos naturais que muitas
vezes mantém as pragas abaixo do nivel de dano economico (Perez-Alvarez et al. 2019).

Portanto, o monitoramento ¢ imprescindivel na tomada de decisdo e a maior parte
dos casos de sucesso no controle bioldgico de pragas em larga escala no Brasil s6 deram
certo porque foi desenvolvida uma metodologia de monitoramento da praga alvo (Bento et al.
2016).

Em 2000 foi desenvolvido um feroménio sexual para G. aurantianum no
Departamento de Entomologia de Acarologia da Esalq/USP, pelo professor Dr. José
Mauricio Simdes Bento e colaboradores. A tecnologia, possibilitou a tomada de decisdo para
a aplicacdo de produtos quimicos a partir do nimero de machos capturados na armadilha.
Cerca de 10 anos ap6s seu lancamento, evitaram-se perdas na ordem 1,32 bilhdo de ddlares
(Bento et al. 2016).

A armadilha com feromoénio sexual é colocada no terco superior das plantas de
citros (local do acasalamento) e semanalmente se faz a avaliagdo do niimero de adultos
capturados e dependendo da tatica de controle, estipula-se um determinado periodo para a
tomada de decisdo.

Hoje, com a tecnologia digital, o desenvolvimento de novos modelos de
monitoramento com menor uso de mao-de-obra e que sejam mais eficientes, podem prever
mais rapidamente o nivel de dano econdmico, principalmente para a utilizagdo de drones
(Iost Filho et al. 2020). As tecnologias que mais evoluiram nos ultimos anos foram o
monitoramento por sensoriamento remoto com cameras hiperespectrais acopladas em drones,

por meio de andlises de padrdes de cores em imagens de folhagens e com armadilhas de
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atracdo de adultos que automaticamente contabilizam os individuos capturados e enviam de
forma remota as informacdes coletadas (Iost Filho et al. 2020).

Essas tecnologias possibilitardo maior eficiéncia na tomada de decisdo para o
controle de pragas. Entretanto, ainda faltam técnicas, bem como, se existentes, t€ém a sua
utiliza¢do prejudicada pelo nivel cultural do agricultor.

Para o caso do bicho-furdo utilizam-se as armadilhas convencionais do tipo delta

(Bento et al. 2019).

2.4.2. Controle quimico

O controle quimico ¢ a pratica de controle predominante na agricultura brasileira e
na citricultura néo é diferente. E comum encontrarem-se pomares citricos em que se aplicam
inseticidas com ou sem a presenga de pragas e o nivel de controle muitas vezes ¢
negligenciado.

A maioria dos produtos aplicados visando ao controle do bicho-furdo-dos-citros sao
os piretroides, fosforados e espinosinas (Bento et al. 2019). Sao utilizados também alguns
reguladores de crescimento (benzoilureias como diflubenzuron e teflubenzuron e a
diacilhidrazina tebufenozide) com a vantagem de serem mais seletivos aos inimigos naturais.
Tais produtos sdo utilizados para eliminar adultos e/ou lagartas em movimento no pomar e
devem ser utilizados assim que se registrem a coleta de 8 machos na armadilha com
feromonio sexual. Preferencialmente, as aplicacdes de agroquimicos sdo realizadas ao final
do dia, momento em que os adultos estio mais expostos aos produtos e sob condi¢des
climaticas mais favoraveis (Bento et al. 2019).

Segundo o Fundecitrus, atualmente, os produtos mais utilizados para o controle de
adultos do bicho-furdo sdo: malathion, bifentrina, beta-ciflutrina e fosmete, e para o controle
de lagartas, Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 e diflubenzuron.

O mercado internacional consome grande parte do suco de laranja brasileiro e
devido as exigéncias internacionais, principalmente aquelas impostas pela Europa, sdo
restritas compras da commodity (suco de laranja) contaminada com determinados
agroquimicos. Portanto, anualmente o Fundecitrus, principal fundagdo que ampara os
produtores de citricos no Brasil, lanca uma lista de produtos que podem ou ndo serem
utilizados na citricultura (Fundecitrus 2023b). Atualmente, varios produtos estdo sendo

excluidos da lista devido a tais exigéncias.
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Uma das formas de se evitar tais problemas sera a utilizagdo de produtos seletivos
(Rakes et al. 2021). Essa medida garante a preservacdo de individuos que ocorrem
naturalmente nos pomares e permite a utilizacdo conjunta com produtos bioldgicos.

Sdo poucos os trabalhos de seletividade de produtos quimicos aos parasitoides do
género Trichogramma em citros, principalmente com produtos quimicos utilizados para o
controle do bicho-furdo. Assim, Silva (2021) avaliou os efeitos letais e sub letais dos
produtos quimicos diflubenzuron, malationa, tebufenazida, bifentrina e beta ciflutrina em
adultos e pupas de T. atopovirilia, sendo esses produtos quimicos utilizados no manejo de G.
aurantianum. Observou-se que, com excessdo de diflubenzuron e tebufenazida, os demais
produtos afetaram nocivamente algum estagio de desenvolvimento do parasitoide.

No referido estudo, observou-se que um mesmo produto pode ter classificacdes
diferentes de acordo com o teste realizado. Dessa forma, ndo se deve considerar um produto
como seletivo somente com um teste proposto, mas sim utilizar um conjuto de avaliacdes,
seja em diferentes estagios do inseto ou entre os diferentes parametros biologicos.

A seletividade de produtos sobre inimigos naturais ¢ determinada de acordo com as
classificagdes toxicologicas da IOBC/WPRS (Intenational Organization of Biological
Control) (Hassan 1997).

2.4.3. Controle cultural

Consiste na catacdo de todos os frutos atacados, nas plantas e no solo, a fim de
impedir um novo ciclo da praga. Embora a maioria dos frutos caidos ndo tenha a lagarta, pois
a maioria das lagartas descem ao solo para pupar, ¢ recomendado que esses frutos também
sejam recolhidos e destruidos (Bento et al. 2019).

Quando detectado o ataque da praga, a colheita deve ser realizada mais rapidamente.
Os frutos atacados devem ser triturados ou enterrados no meio das ruas do pomar, a pelo
menos 30 centimetros, para que as lagartas ndo sobrevivam e voltem a superficie. Se os
frutos forem jogados nas ‘““saias” das arvores, na sombra, pode favorecer a multiplica¢do de
patogenos, por exemplo Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. (Bento et al. 2019).

Esse método de controle esta caindo em desuso, pois com o passar do tempo a mao-

de-obra esta sendo reduzida nos pomares citricos.
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2.4.4. Controle biologico

Ha relatos da utilizacdo de parasitoides de ovos do género Trichogramma no Peru e
Africa do Sul, para o controle de pragas em pomares citricos (Hassan 1997). Um outro
género de Trichogrammatidae, o parasitoide de ovos Trichogrammatoidea cryptophlebiae
Nagaraja ¢ comercializado na Africa do Sul para controlar o torticideo Thaumatotibia
[(Cryptophlebia) leucotreta (Meyrick, 1913)] em citros. O referido parasitoide ¢€
comercializado e pode reduzir o dano nos frutos em até 60% (Newton & Odendaal 1990;
Malan et al. 2018).

Testes realizados no Brasil em condi¢des controladas em laboratorio e em condigdes
de campo indicam o alto potencial de Trichogramma para o controle de ovos do bicho-furdo-
dos-citros (Garcia 1998; Molina 2003; Gomez-Torres 2005; Molina et al. 2005).

Atualmente 7. pretiosum ¢é registrado para o controle do bicho-furdo-dos-citros no
Brasil, porém a dose e namero de aplicagdes, ainda carece de confirmagao cientifica.

A fase larval do bicho-furdo, por se desenvolver no interior do fruto, ¢ de dificil
controle; no entanto, a aplicagdo de B. thuringiensis a fim de atingir a lagarta antes de
penetrar no fruto, ¢ uma alternativa de controle. A aplicacdo de B. thuringiensis deve ser
realizada aos sete ou oito dias apds se constatar o nivel de controle (8 machos/armadilha)
(Bento 2019).

O braconideo Hymenochaonia sp., parasitoide larval do bicho-furdo, pode ser um
potencial agente de controle dessa praga; embora seja encontrado com frequéncia em
pomares atacados pelo bicho-furdo, pouco se sabe sobre esse inimigo natural (Garcia 1998),

com um Unico trabalho sobre a sua biologia (Milano et al. 2008).

2.5. Uso de espécies de Trichogramma em programas de controle bioldgico

Insetos pertencentes a familia Trichogrammatidae podem se desenvolver no interior
de ovos de 10 ordens de insetos (Burks 1979), especialmente os representantes do género
Trichogramma, um importante grupo de micro-himenopteros com potencial para o controle
biologico, pela caracteristica de manter a praga abaixo do nivel de dano econdmico antes que
qualquer dano seja causado a cultura (Botelho et al. 1995). O desenvolvimento pré-pupal ¢
caracterizado pelo escurecimento do ovo do hospedeiro, pela deposicdo de sais de urato,

momento em que se torna visivel o parasitismo (Consoli & Parra 1999).
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Trichogramma spp. € um dos parasitoides mais estudados no mundo (Hassan 1994;
Hassan 1997; Parra & Zucchi 1997; Basso & Grille 2009; Consoli et al. 2010; van Lenteren
2012; Vinson et al. 2015). Segundo o Museu Natural de Historia de Londres, sdo descritas
pouco mais de 230 espécies do parasitoide. Dentre as espécies conhecidas, cerca de 28 delas
foram liberadas na década de 1980, em 28 paises (van Lenteren 2012), correspondendo a
cerca de 30 milhoes de hectares ao redor do mundo (Smith 1996).

Os estudos com Trichogramma spp. foram facilitados apds a descoberta por
Flanders de que era possivel crid-lo no hospedeiro alternativo Sitotroga cerealella (Olivier,
1789) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Flanders 1927).

Os primeiros estudos com Trichogramma spp. no Brasil ocorreram na década de
1940 para controlar a broca-pequena-do-tomateiro Neoleucinodes elegantalis (Guenée)
(Lepidoptera: Pyralidae). Depois, em decorréncia do desenvolvimento de moléculas quimicas
para o controle de pragas, o controle bioldgico, de maneira geral, deixou de ser utilizado e s
entre 1975 e 1985 o referido parasitoide voltou a ser estudado para o controle de pragas em
diversas culturas (Moraes et al. 1983; Hassan et al. 1986; Hassan et al. 1988; Hassan 1994).
Em 1984 o Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP com apoio do Dr.
Jean Voegelé do INRA — Institut National de la Recherche Agronomique, iniciou estudos
inter e multidisciplinares com 7Trichogramma. Em 1988 o prof. Roberto Antonio Zucchi
descreveu a espécie Trichogramma galloi Zucchi, 1988, coletada em Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Onze anos mais tarde, foram iniciados estudos
na tentativa de uma dieta artificial para criacdo in vitro do parasitoide, com o objetivo de ndo
depender da criagdo de um hospedeiro alternativo (Consoli & Parra 1999).

Na primeira década dos anos 2000, 7. galloi foi utilizado para o controle de D.
saccharalis em grandes areas (Parra & Coelho 2022). Até meados dos anos 2000, a utilizagdo
de Trichogramma spp. no Brasil era pequena comparando-se com outros paises (Parra &
Coelho 2021); naquela época o programa de maior sucesso era a utilizacdo de 7.pretiosum
Riley, importado da Colombia, para o controle de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae), em 1990 em Petrolina, PE e Juazeiro, BA. Pouco tempo depois, liberagdes de
T. pretiosum se intensificaram para o controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)
(Parra & Zucchi 2004).

Um exemplo recente, de utilizacdo de controle bioloégico com Trichogramma spp.
no Brasil, ocorreu em 2013 com a utilizagdo de 7. pretiosum para o controle da Helicoverpa

armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Parra et al. 2015). O agricultor ndo dispunha
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de opg¢des de controle para a referida praga e acabou utilizando o parasitoide, obtendo grande
sucesso em algumas regides, ao lado de um virus para controle da lagarta (Hugo et al. 2019).

Segundo Parra (2021), o sucesso da utilizagdo de Trichogramma spp. em programas
de controle biologico aplicado ¢ dependente de acdes inter e multidisciplinares com
especialistas de diferentes areas. De acordo com o autor, deve-se levar em conta a densidade
de ovos da praga de interesse; utilizar a linhagem ou espécie de Trichogramma mais
adequada para uma determinada praga; fazer o controle da qualidade do parasitoide
produzido em laboratério; levar em consideragdo o nimero e a forma de liberagdo desses
parasitoides; acompanhar a dinamica da praga e a fenologia da planta; levar em conta a
competicao intra-guilda entre espécies de agentes de controle biologico; estudar o efeito de
produtos quimicos (seletividade) sobre Trichogramma spp. Somente apos esses estudos, em
laboratorio, semicampo e campo, pode se chegar ao agricultor para utilizacdo de um
parasitoide.

A escolha de ingredientes ativos seletivos ao parasitoide ¢ um fator determinante,
podendo limitar sua utilizagdo. Portanto, sdo necessarios testes padronizados de seletividade
respeitando as normas da IOBC para se ter sucesso nas liberagdes, caso haja aplicagcdo de
produtos quimicos, numa cultura com varias pragas, por exemplo.

Mesmo que se envolva todas essas acdes pode-se demorar anos até que uma
determinada espécie de Trichogramma chegue ao agricultor como um pacote tecnoldgico
(Parra 2021). O parasitoide 7. galloi, por exemplo, foi utilizado em pouco mais de 3 milhdes
de hectares (Parra et al. 2015) para o controle de D. saccharalis em cana-de-ac¢tcar no Brasil.
Foi estudado durante 16 anos (1984-2000) até que se tornasse disponivel ao agricultor. Tal
programa foi desenvolvido no Departamento de Entomologia e Acarologia da ESALQ/USP,
tendo inicio em 1984 e chegou ao agricultor no inicio da década de 2000 (Parra & Zucchi
2004; Parra et al. 2015).

Atualmente 2 espécies sdo registradas no Brasil, 7. pretiosum e T. galloi, sendo que
a primeira espécie ¢ utilizada para o controle de diversos lepidopteros-praga, enquanto 7.
galloi é amplamente utilizado para o controle da D. saccharalis (Agrofit, 2023).

No Brasil, foram registradas em literatura cerca de 30 espécies de Trichogramma

(Parra & Coelho, 2021).

2.6. Selecao de espécies de Trichogramma
Até a década de 1980 os programas de controle bioldgico com Trichogramma spp.

eram realizados basicamente com a coleta de uma linhagem do parasitoide sobre ovos de uma
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praga para o controle de outra espécie e segundo Hassan et al. (1994), era uma pratica
comum € sem muitos critérios, embora estime-se que nessa época tenham sido utilizadas
aproximadamente 30 espécies do género (Hassan 1997; van Lenteren 2012) em pouco mais
de 30 milhdes de hectares em todo o mundo (Smith 1996). Na mesma década iniciaram-se os
primeiros trabalhos com base na selecdo de espécies/linhagens de Trichogramma visando ao
controle bioldgico de pragas da couve (Pak 1984).

Segundo Pinto & Stouthamer (1994) a selecdo de espécies do género Trichogramma
ndo ¢ um processo trivial, pois deve-se levar em consideracdo as interagdes inter e
intraespecificas (naquela época 140 espécies eram conhecidas). Independente da época, essas
interagdes sdo, preferéncia hospedeira, comportamento de busca e parasitismo, e tolerdncia
aos fatores abioticos (Hassan 1989; Hasssan 1994).

Geralmente as espécies de Trichogramma nativas e/ou provenientes de ovos da
praga-alvo, sdo mais indicadas para o processo de selecdo de espécies, por motivos Obvios,
essas espécies estdo mais adaptadas as variagdes climaticas, a preferéncia hospedeira e até
mesmo a adaptagdo ao estaddio fenoldgico de uma determinada planta hospedeira (Hassan
1989; Hassan et al. 1994).

O processo de selecdo hospedeira parece estar relacionado ao termo Mother knows
best (Dury & Wade 2020) e pode ser definido como a capacidade das fémeas selecionarem
hospedeiros adequados ao desenvolvimento da prole (Vinson 1997).

G. aurantianum, foi objeto de estudo para a definicdo da melhor espécie de
Trichogramma para seu controle por Molina (2003) e por Gémez-Torres (2005). A primeira
autora avaliou o periodo de ovo-adulto de 13 espécies e/ou linhagens em ovos da referida
praga considerando dentre elas as espécies 7. atopovirilia e T. pretiosum como as mais
adequadas para o controle do bicho-furdo. Dois anos mais tarde, Gomez-Torres (2005)
realizou o mesmo estudo utilizando somente essas duas espécies de parasitoides. Como
resultado, em ambos os estudos, 7. atopovirilia apresentou maior capacidade de parasitismo,
aproximadamente 25 ovos parasitados por fémea e um parasitismo proximo aos 80% entre o

quinto e sexto dias.

2.7. Tecnologia de liberacao de Trichogramma

Existe uma série de fatores que devem ser levados em consideracio no
desenvolvimento de uma tecnologia de liberagdo de parasitoides, dentre elas, a arquitetura e
estadio fenoldgico da planta, condi¢cdes meteorologicas durante e apods a liberagdo, fase de

desenvolvimento na qual ¢ feita a liberagdo, momento de liberacdo, quantidade liberada,
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distribuicdo dos inimigos naturais, frequéncia e intervalo entre liberagdes (Pinto & Parra
2021).

A arquitetura e/ou estadio fenologico da planta, pode afetar diretamente na
capacidade de busca e dispersdo do agente de controle bioldgico; dessa forma os estadios
iniciais de determinadas culturas propiciam ambientes mais adequados para a dispersdo do
parasitoide, pois por motivos Obvios, o parasitoide encontrard menos barreiras para se
dispersar (Pratissoli et al. 2005; Mendoza 2007; Pinto & Parra 2021). Por outro lado, culturas
perenes, geralmente de porte maior que culturas anuais, podem dificultar a dispersdo de
Trichogramma spp. e consequentemente prejudicar seu potencial de parasitismo em campo.
Em decorréncia disso, a liberacio de um determinado inimigo natural deve ser bem
abrangente e bem distribuida na lavoura (Pinto & Parra 2021).

O clima pode ser um fator determinante no momento e/ou apds a liberagdo de
Trichogramma spp., independente da forma liberada (pupa ou adulto, em capsula ou de
forma desprotegida) (Silveira Neto et al. 1976; Haddad et al. 1999). Em alguns casos, o clima
pode ser mais importante do que a técnica de liberagdo propriamente dita (Pinto 1999). Dessa
forma, o horario de liberacao de Trichogramma spp. pode ser determinante para o sucesso de
um programa manejo de pragas; geralmente opta-se por realizar as libera¢des nos horarios de
temperaturas mais amenas (Botelho & Macedo 2002; Pinto & Parra 2002; Rddas et al. 2019).

Ao longo dos anos, espécies do género Trichogramma foram liberadas na fase
adulta (Smith 1994; Molina 2003; Gémez-Torres 2005); porém, a liberacdo de pupas no
interior de ovos de um hospedeiro alternativo vem sendo utilizada (Abd El-Hafez et al. 2014;
Gauthier et al. 2019; Martel et al. 2021), principalmente no Brasil. Tal tipo de liberagdo
cresce a cada ano, principalmente com o aumento da utilizagdo de drones para a liberacao
desses parasitoides (Croplife 2021).

A determinacdo do momento da liberagdo de parasitoides de ovos € muito
importante (Smith 1994), para algumas pragas que dispdem de tecnologias de amostragem
bem definidas, com feromonio sexual sintético (Guarnieri et al. 2011; Bento et al. 2016;
Tepa-Yotto et al. 2022), ou aquelas que, por falta da sintese de um feromdnio da espécie, sao
utilizadas armadilhas com pupas fémeas que ao emergirem atraem os machos selvagens ou
nativos, que serdo contabilizados determinando-se o nivel de controle (De Conti 2012; Pinto
et al. 2019), como ¢ feito para D. saccharalis. A partir do momento da captura de machos
adultos, e conhecendo-se a bioecologia da praga, determina-se o0 momento da liberagdo; em
outras palavras, 0 momento da liberagdo do parasitoide precisa coincidir com a presenga de

ovos no campo (Smith 1994).
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Para a definicdo da quantidade correta de parasitoides a ser liberada, deve-se
conhecer a relagdo parasitoide/praga ideal para o sucesso do programa. Inicialmente, os testes
sdo realizados em laboratorio onde se define a propor¢do parasitoide/praga (resposta
funcional). Muitas vezes, somente em condi¢des de campo ¢ possivel determinar a relagdo
ideal (Pinto & Parra 2021).

Por exemplo, o uso de 7. galloi para o controle de D. saccharalis em cana-de-
acucar: levando-se em conta que a proporcao ideal do parasitoide por ovo da praga ¢ de 1,6-
3,2:1, (Lopes 1988) e a infestagcdo da praga em campo ultrapassa os 100.000 ovos por hectare
(Pinto 1999), seriam necessarios em torno de 160.000 a 320.000 parasitoides por hectare.
Segundo (Broglio-Micheletti et al. 2007) a quantidade ideal de 7. galloi liberada esta entre
150.000 e 175.000 parasitoides por hectare. Porém, atualmente sdo liberados 50.000
parasitoides por hectare (Bertate 2017). Portanto, a determinagdo da quantidade liberada pode
ser determinante no sucesso de um programa de controle bioldgico. Hé relatos em que uma
baixa propor¢ao de parasitoides por ovo da praga ndo € efetivo; por outro lado, quantidades
excessivas de parasitoides por ovo pode prejudicar a eficiéncia do parasitoide, possivelmente
em decorréncia dos encontros entre os individuos e do aumento do tempo de busca (Broglio-
Micheletti et al. 2007; Visser et al. 1999; Carvalho 2013).

De acordo com a capacidade de dispersao do parasitoide, determina-se a sua
distribui¢do, e quanto maior for a capacidade de dispersdo menor serd a necessidade de
distribuicdo (Pinto & Parra, 2021). Com o aumento da utilizacdo dos drones para a liberacao
de parasitoides no Brasil, a metodologia de pontos por hectare tende a sofrer alteragdes pois
ha alguns programas de controle biologico em que foi substituida por simplesmente
“quantidade liberada por hectare” (Pinto & Parra, 2021). Obviamente que o conhecimento da
capacidade de dispersdo continua sendo importante, mas ¢ utilizado, no caso das aplicagdes
por meio de drones, a largura das faixas de aplicagdo e ndo mais os “pontos por hectare”.

A partir do conhecimento da bioecologia do inimigo natural e da praga alvo, ¢
possivel se determinar a frequéncia e intervalo entre as liberacdes desses artropodes. Além
disso ha espécies de Trichogramma, por exemplo, que t€ém preferéncia por ovos mais novos
da praga, portanto o intervalo entre as aplicagdes deve ser mais curto. Normalmente, no
Brasil, sdo realizadas trés liberacdes seguidas com intervalo de uma semana entre elas
(Botelho et al. 1995; Botelho et al. 1999; Carvalho 2013; Pinto & Trujillo 2019). Entretanto,
para alguns inimigos naturais o nimero pode variar entre 2 e 5 liberacdes, ou mais

(Figueiredo et al. 2015; Martel et al. 2021)
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A tecnologia de liberacdo deve estar alinhada com outras taticas de controle, pois a
maior parte dos agricultores utilizam agroquimicos; portanto, ¢ necessario que as liberagdes
desses inimigos naturais sejam realizadas nos intervalos entre as aplica¢des desses produtos,
para que se tenha sucesso no programa de manejo do artropode praga. Dessa forma, a
seletividade de agroquimicos para os agentes de controle biologico deve ser levada em

consideragao.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Selecio de espécies de Trichogramma para o controle de Gymnandrosoma
aurantianum Lima, 1927
3.1.1. Coleta de frutos atacados por G. aurantianum para manutengdo da praga em
laboratério e criacdo de Trichogramma spp.
Foram coletados frutos de laranja atacados pelo bicho-furdo-dos-citros em diferentes
cidades do estado de Sdo Paulo ao longo do ano de 2019. Foram coletados cerca de 15.000
frutos e parte desses frutos continham uma ou duas lagartas da referida praga, as quais foram
extraidas e colocadas em tubos de vidro de fundo chato (2,5 cm x 8,5 cm) com dieta artificial

de (Greene et al. 1976) (Tabela 1) até a emergéncia.

Tabela 1. Dieta artificial desenvolvida por Greene et al. (1976) utilizada para o desenvolvimento
larval do Gymnandrosoma aurantianum em condi¢des de laboratorio.

Componentes da Dieta Artificial Volume
Feijao branco 75,00 g
Germe de trigo 60,00 g
Proteina de soja 30,00 g
Caseina 30,00 g
Levedura de cerveja 30,00 g
Acido ascorbico 3,60 g
Acido sorbico 1,80 g
Metil parahidroxibenzoato (nipagin) 1,50 g
Tetraciclina 113,00 mg
Formaldeido 3,60 mL
Solugdo vitaminica* 9,00 mL
Agar 23,00 g
Agua 1200 mL

*composi¢ao da solugdo vitaminica: niacinamida, pantotenato de calcio, tiamina HCI, riboflavina,
piridoxina HCI, acido folico, biotina e vitamina B,
3.1.2. Criagado de G. aurantianum em laboratério

Logo apods a emergéncia, os adultos foram transferidos para tubos de PVC de 15 x
15 cm (gaiolas), revestidas com folha de papel sulfite. No interior dos recipientes foram
colocados 2 frascos plasticos de 2,0 % 3,5 cm com solugdo de mel a 10% para alimentagao
dos adultos e 3 frascos de vidro de 2,5 x 4,5 cm, contendo 4dgua destilada, para manutengao
da umidade relativa ambiental elevada. Em cada frasco foi colocado um rolo dental n° 2 de
algodao (Cremer®) para o fornecimento de alimento e umidade, por capilaridade (Garcia

& Parra 1999). As reposigoes de alimento e 4gua foram realizadas a cada dois dias.
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A coleta de ovos iniciou-se no quarto dia ap6s a instalacdo das gaiolas; os ovos
coletados foram inicialmente limpos com algoddo seco, para a remogao das escamas das
asas dos adultos e, posteriormente, tratados com solugdo de sulfato de cobre (10%) para a
prevencao de contaminagdo por micro-organismos (Figura 1).

Os insetos foram criados em laboratorio sob condigdes ambientais controladas de
25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70% + 10% e fotofase de 14 horas (Garcia & Parra
1999).

Do ﬁ""ﬁ.w ~ —

Figura 1. A) Gaiola de PVC contendo papel sulfite para oviposi¢do do bicho-furdo; B) Placas de
Petri com folhas de papel sulfite com posturas de bicho-furdo; e C) Transferéncia de lagartas de 1°
instar do bicho-furdo para tubo de vidro com dieta artificial.

3.1.3. Criagdo de Trichogramma spp. em laboratorio

As espécies de Trichogramma utilizadas na presente pesquisa foram provenientes da
colegdo de espécies/strains do Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Entomologia e Acarologia da Esalq/USP mantidas em ovos do hospedeiro alternativo
Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae), sendo o hospedeiro mais
indicado na literatura para criacao das espécies estudadas (Parra 2015).

Os ovos oferecidos aos parasitoides foram obtidos da criacdo de E. kuehniella mantida
no laboratério, em dieta composta por 97% de farinha de trigo integral e 3% de levedura de
cerveja em po (Parra 1997).

Os ovos de E. kuehniella foram colocados em uma cartela branca de papel (17 mm

de largura x 77 mm de altura), fixados nas cartelas com fita dupla face 3M® e inviabilizados
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por exposi¢do a luz germicida (TUV 15W/G15 T8 PHILIPS®) por 45 minutos numa distincia
de 15 cm entre a lampada e a cartela (Stein e Parra 1987).

Posteriormente, as cartelas contendo os ovos inviabilizados foram expostas as
fémeas de Trichogramma spp. em tubos de vidro (1,5 x 7cm) contendo uma gota de mel puro

e vedados com filme plastico PVC Magipack®.

3.1.4. Selec¢do de espécies de Trichogramma spp.

Foram estudadas trés espécies de Trichogramma: Trichogramma atopovirilia
Oatman & Platner, 1983, linhagem ATP, coletada em S@o José dos Pinhais, PR, Brasil
(25°32°06” S, 49°12°21” O, 906 m de altitude) (clima de temperatura com verdes amenos,
Koppen-Geiger: Cfb) em ovos de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae);
Trichogramma galloi Zucchi, 1988, coletada em ovos de Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae), em Santa Vitéria, Minas Gerais, Brasil (18°50'20” S,
50°07'15” O, 498 m de altitude) (clima tropical com invernos secos, Koppen-Geiger: Aw) e
Trichogramma pretiosum Riley, 1879, linhagem RV, coletada em ovos de Chrysodeixis
includens (Walker, 1858) (Lepidoptera: Noctuidae) no municipio de Rio Verde, Goias, Brasil
(17°47°50” S, 50°54°0” O, 739 m de altitude) (clima tropical com estacdo seca Kdppen-
Geiger: Aw). As 3 espécies foram mantidas em ovos de E. kuehniella segundo metodologia
de Parra (1997).

Trinta fémeas com 24 horas de vida de cada espécie (7. atopovirilia, T. pretiosum e
T. galloi) foram individualizadas em tubos de vidro de 2,5 de didmetro X 8,5 cm de altura,
contendo papel filtro umedecido e uma goticula de mel puro para alimentacdo das respectivas
fémeas. Diariamente, foram oferecidos 25 ovos do bicho-furdo, até a morte das fémeas de
cada espécie. Decidiu-se por essa quantidade uma vez que foi determinado por Gémez-
Torres (2005) como a capacidade maxima diaria de parasitismo.

Foram avaliados os seguintes pardmetros: parasitismos didrio e total, viabilidade,
numero de parasitoides emergidos por ovo, longevidade das fémeas e razdo sexual, esta dada
pela formula: rs= n° de fémeas/ (n° de fémeas/n® de machos). A metodologia de avaliacdo dos
referidos parametros foi a mesma utilizada por Bowen & Stern (1996) e Geremias (2008).

O experimento foi conduzido em camaras climatizadas reguladas a 25°C + 2°C,
umidade relativa (UR) de 70% £ 10% ¢ fotofase de 14 horas.

Os dados de parasitismo, nimero de parasitoides emergidos por ovo e longevidade
das fémeas foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste

post-hoc com correcdo de Bonferroni. A viabilidade e razdo sexual foram analisadas pelo
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Modelo Linear Generalizado (GLM) seguido do teste de Tukey a 5%. O software utilizado

nas andlises foi o R (R Development Core Team, 2022).

3.2. Determincio da quantidade de 7. atopovirilia a ser liberada por hectare

O experimento foi realizado em um pomar com plantas de laranja Citrus sinensis
(L.) Osbeck (Rutaceae), da cultivar “Péra Rio” em combinacdo com o porta enxerto “Sunki
Tropical” de quatro anos de idade, na Fazenda Bela Vista, localizada no municipio de Santa
Maria da Serra, SP (Figura 2).

Foi realizado um levantamento prévio no qual ndo se verificou a incidéncia de G.
aurantianum. Em pomar ndo infestado pelo bicho-furdo foi realizada uma infestagao artificial
da praga utilizando-se ovos aderidos a etiquetas plasticas (Figura 3).

A obtencdo de ovos de G. aurantianum foi realizada a partir de gaiolas de PVC
revestidas com plastico transparente como substrato de postura (Garcia et al. 1998). Os ovos
foram coletados com 24 horas, pois segundo Gémez-Torres (2005), ovos, com essa idade,
sdo preferidos para o parasitismo por 7. atopovirilia.

Para a obten¢do de pupas de 7. atopovirilia a granel, ovos de E. kuehniella foram
submetidos ao parasitismo, segundo metodologia de Stein & Parra (1987) modificada, na
qual ovos do hospedeiro alternativo foram fixados com agua destilada em cartolina plastica e
submetidos ao parasitismo em sacos plasticas. Apds 7 dias, os ovos parasitados foram
retirados da cartolina com o auxilio de um chumago de algoddo e colocados em recipiente
cilindrico de papel (15 X 6 cm) em cdmaras reguladas a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de

70 £ 10% e fotofase de 14 horas, até a liberagdo no campo.
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Figura 2. Area experimental localizada na Fazenda Bela Vista no municipio de Santa Maria da
Serra, SP, onde foram testadas diferentes quantidades do parasitoide Trichogramma atopovirilia
liberadas. Os tratamentos foram os seguintes: 45 parasitoides por ovo da praga (45:1); 180
parasitoides por ovo da praga (180:1); 720 parasitoides por ovo da praga (720:1) e Controle.
Cada quadrado, independente da cor, corresponde a 1000m>.

Segundo Carvalho (2003) quando sdo coletados 8 machos na armadilha de
feromonio, ou seja, atinge o nivel de controle, corresponde a, aproximadamente, 5 frutos
atacados por planta. Segundo estimativa da safra 22/23 do Fundecitrus (Fundecitrus 2023a), o
nimero médio de plantas por hectare ¢ de aproximadamente 600. Portanto, no presente
estudo considerou-se que hd em um hectare, cerca de 3000 ovos da praga, quando se atinge o
nivel de controle.

Desse modo, foram distribuidos 300 ovos do bicho-furdo com 24 horas em 25
pontos por parcela de 1000m?, baseando-se no numero de frutos atacados por planta por
bicho-furdo (Carvalho 2003); em cada ponto foi fixada uma etiqueta plastica (1 x 7 cm)
contendo um pedaco de pléstico transparente com 12 ovos do bicho-furdo (Figura 3). A
distribuicdo dos 25 pontos foi planejada de forma homogénea em cada parcela por meio do

software de georreferenciamento MAPinr.
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Figura 3. Etiqueta plastica com pedago de plastico transparente (indicado por seta e circulo vermelhos)
contendo 12 ovos de 24 horas de Gymmnandrosoma aurantianum, fixada em planta de laranja
localizada na Fazenda Bela Vista, localizada no municipio de Santa Maria da Serra, SP, para a
avaliacdo do parasitismo de Trichogramma atopovirilia e determinagao da quantidade de parasitoides
liberada.

Foram testadas 3 propor¢des da espécie do parasitoide selecionada no item 3.1.4 (T.
atopovirilia) por ovo da praga (G. aurantianum), sendo feita uma adaptagdo das quantidades
estudadas por Molina et al. (2005) e Gémez-Torres (2005). As proporgdes testadas foram:
T1= 45 parasitoides por ovo da praga; T2= 180 parasitoides por ovo da praga; T3= 720
parasitoides por ovo da praga e T4= Controle (ndo houve liberagao).

Para se liberar a quantidade de parasitoides ideal em cada tratamento, multiplicaram-
se as propor¢des estudadas ((45:1 (T1), 180:1 (T2) e 720:1 (T3)) pelo niimero de ovos
utilizados em cada parcela, 300 ovos do bicho-furdo; portanto, foram liberadas as
quantidades de 13.500 (T1), 54.000 (T2) e 216.000 (T3) parasitoides por parcela de 1000m?.
Para se determinar a quantidade de parasitoides por hectare, multiplicaram-se as quantidades
liberadas nas parcelas de 1000m? por 10, para a correspondéncia de liberagdo para um

hectare (10.000m?) (Figura 4).
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Determinacdo da quantidade de parasitoides liberados por hectare

O, ® ® ®

Proporgdes de Ovos por Quantidade de Quantidade de
parasitoides:ovo parcela de individuos por individuos por
1000m2 parcela de hectare
4 1000m2
45:1 (T1) 13.500 (T1) 135.000 (T1)
X = X 10
180:1 (T2) — 300 — 54.000 (T2) — 540.000 (T2)
720:1 (T3) 216.000 (T3) 2.160.000 (T3)

Figura 4. Quantidade de parastoides (7trichogramma atopovirilia) liberados por hectare de citros de
acordo com as proporcdes estudadas, T1=45:1, T2= 180:1 e T3=720:1, considerando-se o nimero de
ovos do bicho-furdo (n=300) utilizados em parcelas de 1000m?, dos quais foram multiplicados por 10
para a representacdo da quantidade por hectare (10.000m?).

Consideraram-se as quantidades de 150.000 (T1), 600.000 (T2) e 2.400.000 (T3)
parasitoides por hectare, pois a viabilidade do parasitismo pode oscilar dependendo do
material produzido. Entdo como forma de padronizag¢do nos resultados, foram considerados
os referidos “valores inteiros”. As liberacdes do parasitoide foram realizadas em periodos
sem frutos maduros. Cada tratamento constituiu-se de uma parcela de 1000m? com um
espagamento de 40 m entre elas, com quatro repeti¢des por tratamento (Figura 2). As
liberagdes foram realizadas no centro das parcelas, deste tamanho (33 x 33m), levando-se em
conta os dados de dispersdao de parasitismo determinados na literatura para 7. atopovirilia
(Gomez-Torres 2005), que ¢ de 15 metros (Figura 5).

Foram realizadas avaliagdes prévias dos padroes de qualidade do parasitoide
liberado, dos quais avaliaram-se a emergéncia, parasitismo, razdo sexual e nimero de

individuos por ovo.
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Figura 5. Delineamento experimental da liberacao de Trichogramma atopovirilia para a determinagao
da quantidade de parasitoides liberada por hectare, em uma parcela de 1000m? com plantas de laranja
sem frutos e com infestacdo artificial de ovos de Gymnandrosoma aurantianum distribuidos
uniformemente. Os retangulos brancos correspondem as etiquetas plasticas contendo 12 ovos da praga.
As setas vermelhas indicam a rota de liberagdo percorrida pelo drone na parcela; as setas em preto
indicam a capacidade de dispersdo ativa (Gomez-Torres 2005) do parasitoide a partir do ponto de
liberacao.

Foram liberadas pupas de 7. atopovirilia prestes a emergéncia utilizando-se um
dispenser de liberacdo desenvolvido pela empresa NCB. Para as libera¢des dos parasitoides
com drone, foram geradas rotas de liberacdo sobre o mapa geografico da area de interesse,

utilizando-se o software LITHI.
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Permitiu-se o parasitismo por 24h, e apds este periodo as etiquetas plasticas
contendo os ovos de G. aurantianum foram trazidas para o laboratério e colocadas em
camara climatizada regulada a 25 + 2°C, umidade relativa (UR) de 70 £+ 10% e fotofase de 14
horas. Apos 7 dias, avaliou-se o nimero de ovos parasitados considerando-se a mudanga de
cor decorrente do desenvolvimento (escurecimento) e considerou-se que o numero de ovos
ausentes foi predado em cada cartela.

O experimento foi repetido quatro vezes nas seguintes datas: dezembro de
2020, mar¢o de 2021, agosto de 2021 e setembro de 2021. Desse modo liberou-se o
parasitoide em diferentes condigdes ambientais: final de primavera e inicio de verdo, outono
e inverno.

Os dados obtidos foram analisados usando-se um Modelo Linear Generalizado
(GLM) com distribuicdo Quase-Poisson, seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey
R (R Development Core Team 2022).

Para avaliar se houve uma liberagdo homogénia de parasitoides pelo sistema de
liberacdo utilizado, ou seja, drones georreferenciados, foi feita uma matriz de distribui¢do dos
ovos parasitados em cada parcela experimental, utilizando-se o pacote matrix do programa R

(R Development Core Team 2022).

3.3. Determin¢cio do momento mais adequado para liberacdo e do numero de
liberacoes de 7. atopovirilia

Foram individualizados 25 casais de G. aurantianum em gaiolas de criagdo (tubos de
PVC) (vide item 3.1.2.) em laboratorio sob condi¢cdes ambientais controladas de 25 + 2°C,
com umidade relativa (UR) de 70 = 10% e fotofase de 14 horas (Garcia & Parra, 1999).
Avaliou-se o numero de ovos colocados por fémea diariamente, até a sua morte. Com base na
avaliag¢do da oviposicao didria, determinou-se o pico de oviposi¢ao destas fémeas, ou seja, em
quais dias de vida as fémeas colocavam mais ovos. Desta forma, este pico foi selecionado
como o momento mais adequado para liberagdo de 7. atopovirilia pela maior presenca de
ovos disponiveis no campo, correlacionando-os ao nivel de controle observado nas armadilhas
de feromonio.

Determinado o momento mais adequado da liberacdo, foi escolhida uma érea na
Fazenda Nossa Senhora do Carmo localizada no municipio de Pratania, SP, com plantas de
laranja (C. sinensis) da variedade Valéncia, com 8 anos de idade, onde havia um histérico do
ataque de frutos por G. aurantianum e onde o produtor ndo tinha utilizado agroquimicos para

o controle de pragas.



34

Foram avaliados 4 tratamentos, ou seja, 1, 2 e 3 liberagdes (Botelho et al. 1999) e um
tratamento onde ndo houve liberacdo (controle). Cada tratamento contou com 4 parcelas de
1200m? com aproximadamente 80 plantas com frutos, com um espagamento de, pelo menos,
50 m entre as parcelas. As 16 parcelas foram distribuidas num raio de 10 hectares, raio esse
coberto pela agdo de uma armadilha com feromonio sexual colocada no ter¢o superior de uma

planta (Bento et al. 2001) (Figura 6).

Legenda

M 1 liberagio
2 liberagdes
B 3 liberagdes
Controle
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Figura 6. Area experimental localizada na Fazenda Nossa Senhora do Carmo no municipio de
Pratania, SP, onde foram testados diferentes numeros de liberagdes de Trichogramma
atopovirilia para o controle do bicho-furdo, Gymnandrosoma aurantianum, apos a constatagcao
no nivel de controle determinado a partir da armadilha de feromonio para a coleta de machos da
praga. A armadilha foi instalada no centro da area experimental, sendo representada por um
triangulo branco no centro da imagem. Os tratamentos foram os seguintes: 1 liberagdo; 2
liberagdes; 3 liberagdes e o tratamento Controle. Cada quadrado, independente da cor,

corresponde a 1200m?.

3

Foram liberadas pupas de 7. atopovirilia, prestes a emergéncia, na propor¢ao de 45
parasitoides por ovo da praga (determinada no item 3.2.). A metodologia de obtengdo de
pupas de T. atopovirilia a granel, e a forma de liberacdo foi a mesma utilizada no item 3.2.
Foi determinado no item 3.3 que o pico de oviposicao da praga ocorre incialmente aos 5 dias,
sendo esse tempo considerado para liberacdo dos parasitoides apos o registro do nivel de
controle. As libera¢des foram realizadas com um intervalo de 7 dias (Botelho 1999; Martel

2021).
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Para avaliar a eficiéncia do parasitoide, foram selecionadas as 4 plantas centrais de
cada parcela, nas quais todos os frutos foram avaliados (Figura 7), anotando-se o nimero de
frutos atacados semanalmente até a colheita.

Antes da primeira avaliagdo, todos os frutos atacados foram retirados das 4 plantas
centrais de cada parcela, para que ndo houvesse interferéncia na avaliagao.

Determinou-se a porcentagem média dos frutos atacados pelo bicho-furdo ao longo

das semanas.
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Figura 7. Delineamento experimental da liberacdo de Trichogramma
atopovirilia em uma parcela de 1200m*> com plantas de laranja com frutos
maduros. As setas vermelhas indicam a rota de liberagdo percorrida pelo drone
na parcela; os quadros azuis claros indicam as 4 plantas centrais das quais
avaliaram-se todos os frutos semanalmente quanto ao dano de Gymnandrosoma
aurantianum. As setas em preto indicam a capacidade de dispersdo ativa do
parasitoide (Gomez-Torres 2005) a partir do ponto de liberagao.

A média da redugdo de frutos atacados por tratamento por semana foi analisada por
meio do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc com corre¢do de
Bonferroni. Os dados coletados da reducdo de frutos atacados ao longo das semanas foram
analisados usando um Modelo Linear Generalizado (GLM) com distribuicdo Quase-Poisson,
seguido do teste de comparagdo multipla de Tukey. Todas as analises estatisticas foram

realizadas usando R (R Development Core Team 2022).
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3.4. Seletividade de produtos a 7. atopovirilia

Na presente pesquisa, foram slecionados produtos quimicos e um fungo
entomopatogénico de acordo com a tendéncia do mercado brasileiro (Tabela 2). Assim,
optou-se por produtos que poderdo ser utilizados na citricultura em breve, seguindo a
constante mudanga da lista de protetores citricos (Protecitrus), mantida pelo Fundecitrus.

Agua destilada foi utilizada como tratamento controle.

Tabela 2. Produtos quimicos e um fungo entomopatogénico utilizados para avaliacdes de testes letal e
subletais no parasitoide Trichogramma atopovirilia de acordo com recomendagdes da IOBC/WPRS.
Doses de produtos comerciais padronizados para 2000L de calda'.

. . . Nome comercial, Concentragao . 9 Grupo
Ingrediente Ativo (i.a.) N . _1 c.l.a. ..
Formulagao (gia. L) toxicologico
Ciantraniliprole Diamida
P Minecto Pro®, SC 60+ 18 0,40
+abamectina .
+ Ivermectina
Abamectina Batent®, EC 18 0,60 Ivermectina
Espinetoram Delegate®, WG 250 0,25 Espinosina
Sulfoxaflor Verter®, SC 240 0,60 Sulfoxamina
Ciantraniliprole Benevia®, OD 100 0,75 Diamida
Flupiradifurone Sivanto®, SL 200 0,80 Butenolida
Cordyceps fumosorosea™ Challenger®, SC 85 0,10 Fungo entomo-

patogénico

"' Volume de calda utilizado na citricultura atualmente (Citricultor 2021). ? c.i.a. (%) = concentracdo do
ingrediente ativo na solugdo. *Cordyceps fumosorosea (Wize) Kepler, B. Shresha & Spatafora (ESALQ-
1296 strain)

3.4.1. Avaliacdo dos efeitos letal e subletais em adultos de T. atopovirilia

Pedagos de papel contendo 25 ovos ndo parasitados de G. aurantianum criado em
dieta artificial (3.1.1) com até 24 h de idade foram imersos por 5 segundos nas solugdes dos
diferentes produtos e tratamento controle (adgua destilada) (Tabela 2). Esses pedacos de papel
foram entdo secos em condicdo ambiente e oferecidos para uma fémea de 7. atopovirilia
previamente acasalada por 24 h em tubo de vidro (1,5 x 7 cm) contendo uma gota de mel puro
e cobertos com filme pléstico, para permitir o parasitismo (De Paiva et al. 2020). Apds 24 h,
foram oferecidos as fémeas aproximadamente 200 ovos de E. kuehniella para parasitar, os

quais foram trocados diariamente até a morte da fémea. Este experimento contou com 30
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fémeas por tratamento, cada uma considerada uma repeticdo. As fémeas foram mantidas em
sala climatizada com temperatura: 25 + 1°C, UR: 70 + 10% e fotofase de 14h.

A mortalidade, capacidade de parasitismo e longevidade das fémeas sobreviventes
foram avaliadas (De Paiva et al. 2020). O parasitismo foi avaliado com base na coloragdo dos
ovos de E. kuehniella pretos (parasitados) ou branco amarelados (ndo parasitados),
observados em microscopio estereoscopico. A porcentagem de emergéncia (nimero de ovos
com orificios em relagdo ao nimero de ovos pretos) e razdo sexual (com base nas antenas dos
adultos) também foram avaliados (Bowen & Stern 1996).

Os efeitos na prole foram avaliados com base na capacidade de parasitismo da
geracdo F1 por trés dias (nimero de ovos de E. kuehniella parasitados por cada fémea com 24
horas de idade, previamente acasalada, substituindo-se os ovos de E. kuehniella diariamente e
registrando-se a emergéncia da prole F2). Os ensaios dos efeitos subletais na prole foram
realizados com 10 repeticdes de cada tratamento, cada fémea representando uma repeticao.

Os inseticidas avaliados foram classificados em categorias toxicoldgicas, com base
em seus efeitos na redugcdo da capacidade de parasitismo do parasitoide, de acordo com as
recomendacdes do IOBC/WPRS: classe 1 = indcuo (< 30% de reducao), classe 2 = levemente
toxico (30% a 80% de redugdo), classe 3 = moderadamente toxico (> 80% a 99% de redugao)

e classe 4 = toxico (> 99% de reducdo de emergéncia) (Hassan 1997).

3.4.2. Avaliacdo dos efeitos letal e subletais em pupas de 7. atopovirilia

Pedacos de papel contendo 25 ovos de G. aurantianum foram submetidos ao
parasitismo por 24 h, sendo entdo, 7 dias apds, imersos nas solugdes dos diferentes produtos e
no tratamento controle, por 5 segundos (De Paiva et al. 2020; Asrar et al. 2022). Apds a
secagem em condi¢des ambientais naturais, os ovos foram colocados em tubos de vidro (1,5 x
7 cm) e cobertos com plastico filme para a emergéncia dos adultos. No ensaio foram usadas
30 repeti¢des por tratamento. As pupas foram mantidas em sala climatizada com temperatura
de 25 £ 1°C, UR: 70 + 10% e fotofase de 14h. A taxa de emergéncia, longevidade e razao
sexual dos adultos foram avaliadas. A toxicidade dos inseticidas, em termos de redugdo da
emergéncia, foi classificada de acordo com as recomendagdes da IOBC/WPRS (Hassan

1997).
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3.4.3. Efeitos residuais (persisténcia) de inseticidas em 7. atopovirilia

Mudas de laranjas (C. sinensis) da variedade Valéncia, com dois anos de idade,
foram pulverizadas com os produtos selecionados e com agua destilada como tratamento
controle (Tabela 2) com volume necessario para atingir o ponto de molhamento,
correspondente a aproximadamente 250 mL por planta, utilizando-se pulverizador manual
Jacto PJH (Jacto do Brasil S.A., Pompéia, SP, Brasil (Matioli et al. 2019) equipado com bico
conico FL-5VS (Teejet Technologies Company, Sdo Paulo, SP, Brasil). As plantas foram
mantidas em casa de vegetagcdo sob temperatura ambiente natural e sombreamento parcial. Os
vasos contendo as plantas foram irrigados, apenas no solo, a cada dois dias. Para fornecer
folhas suficientes, cada tratamento contou com trés plantas. O tratamento controle foi
pulverizado com agua.

Aos 3, 7, 14, 21 e 30 dias ap6s a pulverizacdo dos inseticidas, as folhas maduras de
cada tratamento foram coletadas e transportadas para o laboratorio (Ramirez-Cerén et al.
2022). Cada tratamento contou com 20 repeti¢des, cada uma consistindo em uma fémea de 7.
atopovirilia e uma folha tratada com o respectivo inseticida, colocadas em tubo de vidro (1,5
X 7 cm) com uma gota de mel puro e cobertas com filme plastico. As fémeas foram mantidas
em sala climatizada com temperatura de 25 + 1°C, UR 70 + 10% e fotofase de 14h. A
mortalidade foi avaliada 24 h ap6s a exposigdo dos parasitoides as folhas tratadas.

Os produtos que reduziram a sobrevivéncia das fémeas em menos de 30%
comparado com o tratamento controle foram classificados de acordo com a escala de
persisténcia [IOBC/WPRS, como: 1 — vida curta (< 5 dias), 2 — ligeiramente persistente (5—15
dias), 3 — moderadamente persistente (16-30 dias) e 4 — persistente (> 30 dias) (Hassan 1997).

Para as fémeas sobreviventes, ovos de E. kuehniella foram oferecidos e substituidos

diariamente por trés dias para avaliagdo do parasitismo.

3.4.4. Andlise estatistica

Os dados foram testados para normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de
variancia de Bartlett. Como os residuos nao seguiram distribui¢do normal, os dados foram
submetidos a testes ndo paramétricos. Os dados de longevidade e parasitismo foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e comparados pelo teste de Dunn com corre¢do de
Bonferroni (P<0.05). Os dados de emergéncia e razdo sexual foram comparados usando um
Modelo Linear Generalizado, binomial ou quase-binomial, dependendo do melhor ajuste para
cada conjunto de dados (P<0.05). As andlises foram realizadas com a linguagem de

programacao R versdo 4.0 (R Development Core Team 2022).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Selecao de espécies de Trichogramma para o controle de Gymnandrosoma

aurantianum Lima, 1927

No presente estudo, foram observadas diferengas estatisticas na maioria dos
parametros estudados, e apenas a longevidade das fémeas nao diferiu estatisticamente entre
as espécies de Trichogramma avaliadas (Tabela 3).

A capacidade de parasitismo da espécie Trichogramma atopovirilia Oatman &
Platner, 1983, sobre ovos de G. aurantianum foi superior as outras espécies avaliadas. Em
média, cada fémea parasitou 32 ovos, diferindo estatisticamente de Trichogramma pretiosum
Riley, 1879, que apresentou um parasitismo médio de 24 ovos, e de Trichogramma galloi
Zucchi 1988, que apresentou um parasitismo de 20 ovos por fémea, aproximadamente, ao
longo da vida (Tabela 3). O nimero de ovos parasitados por fémea variou de 10 a 70, de 2 a
64 e de 2 a 58 para T. atopovirilia, T. pretiosum e T. galloi, respectivamente.

Em estudo realizado por Molina (2003), houve uma triagem inicial de 13
espécies/strains com o objetivo de selecionar uma espécie de Trichogramma mais adequada
para o controle de G. aurantianum, com base no parasitismo, duragdo do periodo ovo-adulto
e emergéncia do parasitoide. A espécie 7. atopovirilia parasitou, em média, 23,3 ovos do
bicho-furdo e 7. pretiosum 16,8 ovos por fémea, nas primeiras 24 horas, sendo as duas
espécies consideradas como as de maior potencial de controle do bicho-furdo dentre as 13
avaliadas.

Gomez-Torres (2005), estudou as duas espécies selecionadas por Molina (2003), 7.
atopovirilia e T. pretiosum, e observou maior capacidade de parasitismo de 7. atopovirilia
em relacdo a T. pretiosum, com parasitismo médio de 24,8 e 21,0 ovos por fémea,

respectivamente, nas primeiras 24 horas.
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Tabela 3. Parametros bioldgicos e de parasitismo médio de 3 espécies de Trichogramma sobre ovos de
Gymnandrosoma aurantianum até¢ a morte das fémeas do parasitoide. Temperatura: 25+1°C;
UR=70+10% e fotofase de 14 horas

N° médio de

. A . Longevidade N
. Parasitismo Emergéncia  parasitoides mégdia das Razao
Espécies médio! (%)? emergidos . .\ sexual®
1 fémeas (dias)
por ovo

T. atopovirilia 31,86 +2,90a 56,67+0,07a 1,49+0,05a 7,63+2,17a 0,71+0,03b
T. pretiosum 23,64+3,13b 5097+0,11b 1,25+0,06b 6,93+2,54a 0,72+0,04b

T. galloi 19,86 +2,90b 45,66+0,11b 1,22+0,05b 7,33+3,57a 0,86+0,03 a

'Médias seguidas por letras mintisculas iguais no diferem entre si pelo teste nio paramétrico Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc corre¢ao de Bonferroni (P<0,05)).

’Médias seguidas por letras mintsculas iguais ndo diferem entre si através do Modelo Linear
Generalizado (GLM) com distribuigdo Quase-Poisson, seguido do teste de Tukey (P<0,05).

’Médias seguidas por letras mintsculas iguais ndo diferem entre si através do Modelo Linear
Generalizado (GLM) com distribuigdo Quase-Binomial, seguido do teste de Tukey (P<0,05).

Entretanto, Molina (2003) observou uma variagdo muito grande entre as
espécies/strains estudados e indicou a coleta de parasitoides em condigdes de campo
provenientes de ovos do bicho-furdo, pois a eficiéncia no parasitismo pode estar relacionada
com origem hospedeira, fato esse observado também por outros autores (Geremias 2008;
Bertin 2016).

No presente trabalho houve tentativas de coleta de parasitoides em campo, porém
em nenhuma das tentativas coletaram-se ovos parasitados. Talvez em decorréncia do alto
volume de aplicagdes de produtos quimicos nos pomares onde foram colocados ovos da
praga (artificialmente). Portanto, os estudos foram realizados com as referidas espécies
citadas anteriormente, sendo a espécie 7. atopovirilia coletada no Parand em Sdo José dos
Pinhais (item 3.1.4).

Existe uma série de fatores que podem estar relacionados com a adaptacdo de uma
determinada popula¢do com seu hospedeiro, como deriva genética, endogamia e seleg¢do
natural (Hopper et al. 1993; Tayeh et al. 2012). Além desses, o outro fator ¢ o
condicionamento pré-imaginal, que pode ser definido também como o principio “Hopkins”
de selecdo hospedeira, no qual geralmente uma espécie ¢ mais adaptada aos ovos da espécie
hospedeira na qual se desenvolveu (van Emden et al. 1996).

Na presente pesquisa observou-se que ambas as espécies, 1. atopovirilia e T.

pretiosum, parasitaram ao longo da vida, menos ovos de G. aurantianum em relacdo aos
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trabalhos realizados por Molina (2003) e Goémez-Torres (2005). Essas variagdes entre
linhagens de Trichogramma sao comuns, conforme Bleicher & Parra (1989).

Por outro lado, Cossentine et al. (1996), observaram um parasitismo médio abaixo
dos 30 ovos de Cydia pomonella (Linnaeus, 1758), por fémea de Trichogramma platneri
Nagarkatti, 1975, ao longo de sua vida. O microlepidoptero C. pomonella pertence & mesma
familia de G. aurantianum e as caracteristicas morfologicas de seus ovos sdo bastante
semelhantes.

No Brasil, Geremias (2008) observou um parasitismo médio de 7. galloi sobre ovos
do seu hospedeiro natural, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), na faixa de 19 a 31 ovos,
dependendo da linhagem, ao longo da vida das fémeas.

No presente estudo, os parasitoides foram criados por muitas gera¢des em laboratorio
em ovos do hospedeiro alternativo Ephestia kuehniella (Zeller, 1879), o que pode ter
diminuido, ao longo do tempo, seu potencial de parasitismo. Tal condi¢do foi observada por
Bertin (2016), na qual o fitness de T. galloi criado sobre ovos de D. saccharalis, seu
hospedeiro natural, foi maior ao longo das geragdes, em relacdo a populacao do parasitoide
criada em hospedeiro alternativo E. kuehniella. Bertin (2016) observou que os pardmetros
como a longevidade, nimero de parasitoides por ovo e emergéncia, aumentaram ao longo das
geracdes para a populacdo criada no hospedeiro natural. Além disso, ao longo das geracdes,
as populagdes criadas em ovos do hospedeiro alternativo, E. kuehniella, podem ter perdido,
seu potencial biologico, como fecundidade (parasitismo), emergéncia e longevidade.

A despeito da perda do fitness de uma populagdo de Trichogramma criada por
muitas geracdes em laboratorio, ¢ importante que se faga um controle de qualidade dos
parasitoides produzidos e, consequentemente, introdu¢des de novas populagdes a fim de
aumentar o fitness do material (Bigler 1994); isto ¢ muito importante pois atende a alta
demanda de comercializacdo dos parasitoides, utilizados em milhdes de hectares ao redor do
mundo (Smith 1996; van Lenteren 2011).

Na presente pesquisa, observou-se que a emergéncia das 3 espécies estudadas
corrobora com os resultados obtidos por Molina (2003) e Gomez-Torres (2005), portanto nao
sendo o fator viabilidade, influenciado pelo longo periodo de manutencdo das populagdes
criadas em laboratorio.

A viabilidade média de ovos de G. aurantianum das espécies estudadas oscilou de
46% e 57%, para T. galloi e T. atopovirilia, respectivamente. A espécie 1. pretiosum
apresentou 50% de viabilidade. A emergéncia de 7. atopovirilia diferiu estatisticamente de 7.

pretiosum e T. galloi (Tabela 3). Valores semelhantes foram observados por Molina (2003),
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com 54,3% para T. atopovirilia e 55,9% para T. pretiosum e por Gémez-Torres (2005), que
obteve uma viabilidade média de 59,9% de T. atopovirilia em ovos do bicho-furao.

Foi observada diferenca estatistica no nimero médio de parasitoides emergidos por
ovo de G. aurantianum. As espécies T. galloi e T. pretiosum apresentaram uma média de
1,22 e 1,24 individuos por ovo, respectivamente, sem diferenca estatistica entre elas. Por
outro lado, a espécie T. atopovirilia apresentou uma média de 1,49 individuos por ovo,
diferindo significativamente das outras espécies (Tabela 3).

As fémeas foram alimentadas com mel puro ao longo de suas vidas, porém quando
os parasitoides sao submetidos ao parasitismo sem alimento disponivel ou com fornecimento
parcial de alimento, o nimero de adultos por ovo tende a diminuir (Gémez-Torres 2005).

A longevidade média das fémeas das trés espécies de Trichogramma estudadas
oscilou de 7 a 8 dias, ndo diferindo estatisticamente entre si (Tabela 3). No entanto, houve

fémeas de T. atopovirilia e T. galloi que sobreviveram por mais de duas semanas (Figura 8).
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Figura 8. Longevidade de fé€meas de Trichogramma atopovirilia, T.
pretiosum ¢ T. galloi, parasitando ovos de Gymnandrosoma aurantianum.
Temperatura: 25 + 1°C; UR: 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

Dentre as espécies estudadas, as fémeas de 7. atopovirilia viveram em média, 8§ dias,
valor menor do que os 9,9 dias obtidos por Molina (2003) e 9,8 dias obtidos por Gémez-
Torres (2005). E importante frisar que a metodologia utilizada no presente estudo foi a
mesma utilizada pelos referidos autores, pois a longevidade esta diretamente relacionada com
disponibilidade de alimento e com fatores biodticos (temperatura, umidade relativa e

fotoperiodo) (Smith et al. 1986; Parra et al. 1991).
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A longevidade dos parasitoides ¢ uma caracteristica importante e deve ser levada em
consideragdo em programas de controle bioldgico (van Lenteren 2011), embora a maior taxa
de parasitismo acontec¢a nos primeiros dias de vida, como observado na presente pesquisa.

Considerando-se a agdo de 7. atopovirilia sobre os ovos de bicho-furdo, 80% do
parasitismo ocorreu nos trés primeiros dias, enquanto para as demais espécies essa a mesma
porcentagem de parasitismo foi observada entre o quarto e quinto dias (Figura 9).

Molina (2003) e Goémez-Torres (2005) observaram 80% dos ovos parasitados por 7.

atopovirilia e T. pretiosum entre o quinto e sexto dias.
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Figura 9. Parasitismo médio diario e acumulado de trés espécies de Trichogramma sobre ovos de
Gymnandrosoma aurantianum ao longo da vida das fémeas. A= T. atopovirilia, B= T. pretiosum, C=
T. galloi. Temperatura: 25 + 1°C; UR: 70 £ 10% e fotofase de 14h.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos dos diferentes pardmetros biologicos
avaliados, selecionou-se a espécie 7. atopovirilia como a de maior potencial para o controle

de G. aurantianum, corroborando com resultados obtidos anteriormente por Gémez-Torres

(2005).
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4.2. Determinacio da quantidade do parasitoide 7. atopovirilia a ser liberada por
hectare

Nas propor¢des de 45 e 180 parasitoides por ovo, o que correspondentes a 150 mil e
600 mil parasitoides/ha, observou-se maior parasitismo em campo em 24 horas, sobre ovos de
G. aurantianum infestados artificialmente, ndo diferindo estatisticamente entre os 2
tratamentos. Por outro lado, a partir de 720 parasitoides por ovo da praga registrou-se menor
parasitismo (Tabela 4).

Dessa forma, a medida em que se aumentou a quantidade de parasitoides liberados,
houve uma diminui¢do no parasitismo (Tabelas 4 e 5). Observou-se uma média de
aproximadamente um ovo parasitado por ponto nos tratamentos 45 e 180 parasitoides/ovo

(Tabela 4).

Tabela 4. Média de ovos de Gymnandrosoma aurantianum parasitados por
Trichogramma atopovirilia por ponto da parcela, liberado por drone em
condi¢do de campo, no municipio de Santa Maria da Serra, SP, de quatro
liberagdes em épocas diferentes do ano.

Tratamentos Meédia de ovos parasitados/ponto

45 parasitoides por ovo 0,908 = 0,0863 a
180 parasitoides por ovo 0,734+ 0,0711 a
720 parasitoides por ovo 0,338 £0,0557 b
Controle (sem liberagao) 0,0775 £ 0,0256 c

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste
GLM com distribuicao Quasi-Poisson, seguido pelo teste Tukey (p<0,05).

Nao houve diferenca estatistica na média de ovos parasitados quando se liberou 45
parasitoides por ovo entre as quatro estagdes do ano. A propor¢ao de 180 parasitoides por ovo
foi mais eficiente no inverno em relagdo as demais estagcdes. A média de ovos parasitados foi
igual nas quatro estacdes quando se liberou a propor¢do de 720 parasitoides/ovo. No
tratamento controle, sem liberagdao, também nao houve diferenga estatistica entre as estagoes
(Tabela 5). O maior nimero de ovos parasitados ocorreu no inverno (Tabela 5). E conveniente
salientar que o parasitoide 7. atopovirilia foi coletado em uma regido fria do Brasil (vide item
3.1.4), e o potencial de parasitismo de Trichogramma spp. pode estar relacionado as

condigoes climaticas caracteristicas do local de onde foi coletado (Bleicher & Parra, 1989).
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Tabela 5. Média de ovos de Gymnandrosoma aurantianum parasitados por Trichogramma atopovirilia
por ponto, liberado por drone em condigdo de campo, no municipio de Santa Maria da Serra, SP, apds
liberagdes em épocas diferentes do ano.

Meédia de ovos parasitados por ponto

(45:1) (180:1) (720:1) Controle
Primavera 0,96+0,166 Aa 0,68 +0,132 ABa 0,18 £0,0730 Ac 0,06 +0,0600 Ac
Verdo 0,99+0,184 Aa 0,63 +0,135 ABa 0,46 +0,116 Aa 0,07 +£0,0326 Ac

Outono 0,59+0,122Aa  0,41+0,108 Bab 0,33 +0,0965 Aab 0,05+ 10,0330 Ac
Inverno 1,09 £ 0,206 Aa 1,21+0,174 Aa 0,48 +£0,164 Ab 0,13 +£0,0691 Ac

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste GLM com
distribuicao Quasi-Poisson, seguido do teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas representam a
comparacao entre estacdes do ano e letras mintsculas entre os tratamentos.

No presente estudo a utilizagdo de drones permitiu uma liberagdo homogénea na area
e pode-se observar a distribuicdo do parasitismo dos ovos de bicho-furdo infestados
artificialmente através de uma matriz de distribui¢do dos ovos parasitados (Figura 10). A
maior quantidade de ovos parasitados ¢ sinalizada pela cor vermelha e a menor quantidade de
ovos parasitados estd sinalizado pela cor branca, no interior de cada retangulo correspondendo
as respectivas parcelas dos tratamentos.

A partir deste valor, pode-se constatar que houve maior eficiéncia do parasitoide no
inverno, com uma média superior de parasitismo, exatamente coincidindo com a proveniéncia
do parasitoide, tendo sido coletado em uma regido fria.

Desta forma, a maior eficiéncia com 45 e 180 parasitoides por ovo em relagdo a 720
parasitoides por ovos pode estar relacionado a um superparasitismo neste ltimo caso.

De um modo geral, houve homogeneidade na distribuicdo de parasitoides feita por
drones georreferenciados. Entretanto, observa-se pela Figura 10 que houve um maior

parasitismo no inverno (maior nimero de pontos vermelhos) (Figura 10 D).
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Figura 10. Matriz de distribuicdo dos ovos de Gymnandrosoma aurantianum parasitados por
Trichogramma atopovirilia em cada parcela em pomar de laranja (célula retangular) na area estudada
(utilizando-se uma escala de 5 x 5 metros para cada célula/parcela) realizada pelo pacote matrix do
programa R (R Development Core Team, 2022). A intensidade da cor vermelha indica maior ou menor
numero de ovos parasitados. As areas em branco indicam que nio foram observados ovos parasitados.
As areas em cinza representam a regido de buffer (espagamento entre as parcelas). A= Croqui da
disposi¢do dos tratamentos na area; B=Libera¢do do parasitoide realizada no dia 12/2020 (Verao);
C=Liberag¢ao do parasitoide realizada no dia 03/2021 (Outono); D=Liberacdo do parasitoide realizada
no dia 08/2021 (Inverno); E=Libera¢do do parasitoide realizada no dia 09/2021 (Primavera).
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A auséncia de ovos nas cartelas coletadas no campo foi considerada como uma
provavel predacdo, especialmente por formigas e larvas de neurdpteros presentes nas etiquetas
que continham ovos do bicho-furdo (Figura 11). Considerando-se a média de ovos predados
por ponto ndo houve diferenca entre os tratamentos, nas quatro liberagdes (Tabela 6).
Entretanto quando se considerou separadamente, observou-se que a maior predagdo ocorreu

no verao e outono (Tabela 7).

Tabela 6. Média de ovos de Gymnandrosoma aurantianum possivelmente
predados no municipio de Santa Maria da Serra, SP, em quatro épocas
diferentes do ano.

Tratamentos Meédia de ovos predados/ponto

45 parasitoides por ovo 7,32 +£0,163 a
180 parasitoides por ovo 7,08 £0,155 a
720 parasitoides por ovo 6,77 £ 0,154 a
Controle (sem liberagao) 7,23+0,172 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo
teste GLM com distribuicdo Quasi-Poisson, seguido do teste de Tukey
(p<0,05). Letras maiusculas representam a comparacao entre estacdes do ano e
letras mindsculas entre os tratamentos.

Tabela 7. Média de ovos de Gymmnandrosoma aurantianum possivelmente predados em pomar de
laranja no municipio de Santa Maria da Serra, SP, em épocas diferentes do ano.

Média de ovos possivelmente predados por ponto

(45:1) (180:1) (720:1) Controle
Primavera 6,94 + 0,364 Bb 7,59 + 0,327 Ba 6,61+ 0,327 Bb 7,04 + 0,350 Bb
Verao 7,13+ 0,364 Bb 7,63 + 0,268 Ba 8,18+ 0,270 ABa 9,15+0,283 Aa

Outono 8,18+0,349 Ab 6,78 £ 0,362 Bab 6,43 £ 0,329 Bb 6,55+ 0,396 Bb
Inverno 7,03 £ 0,274 Bb 6,24 + 0,259 Bb 6,20 £ 0,450 Bb 6,17 £ 0,254 Bb

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste GLM com
distribuicao Quasi-Poisson, seguido do teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas representam a
comparacao entre estacdes do ano e letras mintsculas entre os tratamentos.
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Vi
Figura 11. Larvas de neurdptero predando ovos de Gymnandrosoma aurantianum
em pomar de laranja para determinacdo da quantidade de Trichogramma
atopovirilia liberada por hectare.

Geralmente as quantidades de Trichogramma spp. liberadas visando ao controle de
pragas em frutiferas ¢ maior, podendo chegar a milhdes de parasitoides por ha (Oatman &
Platner 1985; Newton & Odendaal 1990), quando comparadas com culturas anuais, como
cana-de-agtcar, soja e milho (Ivan et al. 2017; Martel et al. 2021; Pinto & Parra 2021). Em
cana-de-agtcar, por exemplo a propor¢do de 7. galloi por ovo de D. saccharalis ¢ de 1,6 a
3,2:1 (Lopes 1988).

Segundo Molina (2003), a quantidade de 7. pretiosum liberada por ovo de G.
aurantianum em que houve maior parasitismo foi a de 36 individuos, nimero esse proximo ao
obtido na presente pesquisa. Nava et al. (2007) recomendam a utilizagao de 30 parasitoides da
mesma espécie (7. atopovirilia) por ovo da broca-do-abacate, Stenoma catenifer Walsingham
(Lepidoptera: Depressariidae). Por outro lado, Goémez-Torres (2005) observou que as
melhores quantidades de 7. atopovirilia liberadas sdo 72 e 288 para os periodos de baixa e
alta infestagdo do bicho-furdo, respectivamente.

Liberagdes em quantidades menores do que a necessaria para o controle de uma
determinada praga pode resultar na ndo eficiéncia de controle de um determinado inimigo
natural, o que poderia prejudicar a imagem de um programa de controle bioldgico (Monteiro
et al. 2008; Ivan 2012; Cantori et al. 2015).

Segundo Pinto & Parra (2021), um numero excessivo de parasitoides liberados
também poderia diminuir a eficiéncia do parasitoide, devido a dois principais fatores:

confusdo no reconhecimento do hospedeiro e competi¢do por alimento (superparasitismo).
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4.3. Determinacio do momento mais adequado para liberacio e do numero de
liberacoes de 7. atopovirilia

De acordo com Garcia (1998), o periodo de pré-oviposicdo de G. aurantianum
ocorre entre o segundo e terceiro dias apos a sua emergéncia; o0 mesmo periodo foi observado
na presente pesquisa. No entanto, foi observado um pico de oviposi¢ao da praga entre quinto e
o sétimo dias (Figura 12). Dessa forma, a liberacdo do parasitoide foi realizada no quinto dia
apoOs a constatagdo do nivel de controle, o qual ¢ determinado pela captura de machos na
armadilha de feromonio sexual, pois ¢ nesse momento no que ha maior quantidade de ovos da
praga disponivel para o parasitismo. Como comentado anteriormente tal nivel de controle ¢ de

8 machos por armadilha.

400 P. d . . ~
o ico de oviposicio
’g 350
T 300 total de ovos
S
| 250
3 200
g
> 150
o
3 100
o]
5 50
g
‘Z” 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Dias

Figura 12. Numero total de ovos colocados por 25 fémeas de Gymnandrosoma aurantianum em
laboratdrio.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, ¢ indicado que se inicie a liberagdo do
parasitoide de cinco a sete dias apds o nivel de controle. Periodo semelhante ¢ utilizado para o
controle de D. saccharalis com T. galloi, no qual realiza-se a primeira liberacdo do
parasitoide uma semana apoOs a constatacdo no nivel de controle a partir de armadilha de
feromonio (Pinto & Parra 2021).

Segundo Botelho (1985), o fator chave de crescimento populacional da broca-da-
cana, D. saccharalis, ¢ o estagio de ovo, portanto a presenca de ovos da praga ¢ o indicativo
do momento da liberagdo do parasitoide em campo.

De acordo com os resultados obtidos ndo houve diferenca estatistica no niumero de

frutos atacados entre os tratamentos (P= 0,267; x*>= 3,95) (Tabela 8).
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Tabela 8. Média e reducdo de frutos atacados por Gymnandrosoma aurantianum, ao longo das
semanas apos a liberagoes de Trichogramma atopovirilia, no municipio de Santa Maria da
Serra, SP.

Redugéo dos
Tratamentos Meédia de frutos atacados por semana frutos
atacados (%)

Controle (sem liberagao) 1,63+0,67a --

1 liberagao 0,90+0,25a 44,78
2 liberagoes 0,63 +£0,36 a 61,34
3 liberagoes 0,45+0,28 a 72,39

'Médias seguidas por letras mintsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc com corre¢ao de Bonferroni (P<0,05)).

Porém, observou-se que a medida em que se aumentou o nimero de liberagdes,
houve reducdo mais rdpida do nimero de frutos atacados (Figura 13). Botelho et al. (1999)
observaram a mesma tendéncia de controle, ou seja, a medida em que se aumenta o nimero
de liberagdes de T. galloi aumenta-se o controle da broca-da-cana.

Em todos os tratamentos, incluindo onde ndo se aplicou 7. atopovirilia, o de numero
frutos atacados pelo bicho-furdo foi reduzido ao longo das 13 semanas de avaliagdo. O
numero de frutos atacados foi igual a zero a partir da quinta semana apds duas e trés
liberagdes do parasitoide enquanto uma liberagdo reduziu a zero, o nimero de frutos atacados,
na 11* semana (Figura 13). Portanto, observou-se que mesmo sem a libera¢do do parasitoide
no tratamento controle, o nimero de frutos atacados ao longo do tempo foi reduzido e a partir
da 9* semana, ndo foram observados frutos atacados, mantendo-se esta situacdo até a colheita

dos frutos.
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Figura 13. Evolugao dos frutos atacados por Gymnandrosoma aurantianum ao longo das semanas apos
1 (T1), 2 (T2) e 3 liberagdes (T3) de Trichogramma atopovirilia e sem liberagdo do parasitoide
(controle).

Uma hipétese sobre a redugdo do numero de frutos atacados também no tratamento
controle (sem liberagdo) ao longo das semanas, ¢ que devido a interrupcao das aplicagdes de
produtos quimicos na area durante o periodo do experimento, houve um grande aumento do
numero de predadores na area, principalmente aqueles pertencentes 8 Ordem Neuroptera (vide
item 4.2).

De acordo com Bouvet et al. (2019), o agro ecossistema citricola, por caracteristica
perene, abriga um rico complexo de predadores generalistas, que segundo os autores sdo
importantes agentes de mortalidade bidtica de pragas-chave.

Em decorréncia das aplicagdes de produtos quimicos constantes nos pomares, muitas
pragas tendem a aumentar suas populagdes (Parra et al. 2004b; Raga et al. 2004; Bobot et al.
2011; Diniz et al. 2020) e uma das causas desse aumento ¢ a mortalidade de agentes de
mortalidade bidtica que sdo parasitoides e predadores naturais dessas pragas.

Outra hipdtese sobre a queda do numero de frutos atacados no tratamento controle, é

de que os parasitoides possam ter migrado pela area ao longo do tempo, desde que o
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Trichogramma spp. pode dispersar por longas distdncias voando ou sendo levado pelo vento
(Zachrisson & Parra 1988; Fournier & Boivin 2000; Pratissoli et al. 2005), ou por forésia,
deslocando-se preso em seu hospedeiro (Fatouros & Huigens 2012).

Portanto, uma liberacao reduziu em 44,78%, duas liberagdes reduziram em 61,34% e
trés liberagdes do parasitoide reduziram em 72,39% o numero de frutos atacados ao longo das
semanas (Tabela 8). Tal redu¢do ocorreu até a colheita dos frutos, sendo a duragdo da
primeira liberacdo até a colheita ed 90 dias.

E importante salientar que a espécie de T. atopovirilia é proveniente de uma area
com temperaturas mais baixas, portanto esse valor de 72,4% obtido pode ser aumentado se se
liberar insetos provenientes de regides mais quentes, desde que Trichogramma coletado em
regides mais quentes se adaptam melhor em regides com temperaturas mais elevadas o
mesmo ocorrendo com insetos coletados em regides mais frias, que parasitam mais em
regides com temperaturas mais baixas (Bleicher & Parra 1989).

O numero indicado para liberagdo, ou seja, 150 mil ndo corresponde exatamente ao
valor determinado experimentalmente (135 mil); essa diferenga se deve ao fato de que nem
sempre as populacdes criadas em laboratorio apresentam 100% de viabilidade e, portanto,
considerou-se uma variagao de viabilidades numa cria¢do do parasitoide de 80 a 100%.

Portanto indica-se que sejam realizadas trés liberacdes de 150 mil parasitoides com

intervalos de uma semana entre elas.

4.4. Seletividade de produtos a 7. atopovirilia
4.4.1. Avaliagdo dos efeitos letal e subletais em adultos de 7. atopovirilia

Os resultados indicaram diferengas significativas nas taxas de mortalidade de T.
atopovirilia expostas a ovos tratados com inseticidas (Tabela 9). A mortalidade de adultos foi
maior quando ovos tratados com espinetoram foram oferecidos, enquanto os outros produtos
mataram menos de 10% dos adultos de 7. atopovirilia. Takahashi (2016) encontrou resultados
semelhantes quando ovos dos noctuideos Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 e Chrysodeixis
includens (Walker, 1858) tratados com espinetoram foram oferecidos a 7. atopovirilia, com
100% de mortalidade em 24 horas em ambos os hospedeiros, semelhante aos resultados de
Khan (2020) para Trichogramma chilonis Ishii, 1941 (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

As fémeas de T. atopovirilia apresentaram reducdes significativas na porcentagem de
ovos de G. aurantianum parasitados em 24 horas (Tabela 9). O parasitismo em 24 horas dos
ovos de G. aurantianum tratados variou de 3,71 ovos (abamectina) a 9,36 ovos

(ciantraniliprole) (Tabela 9). A redu¢do do parasitismo foi maior em espinetoram (77,31%),
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abamectina (53,81%) e ciantraniliprole + abamectina (45,53%), seguidos de flupiradifurone
(27,62%). Os produtos que menos afetaram o parasitismo foram C. fumosorosea (3,57%),
sulfoxaflor (0%) e ciantraniliprole (0%) (Tabela 9). Pratissoli et al. (2011) observaram que o
parasitismo por 7. atopovirilia foi duas vezes maior em ovos de Diaphania hyalinata (L.,
1767) (Lepidoptera: Pyralidac) e a emergéncia ¢ trés vezes maior quando tratados com
abamectina do que os ovos tratados de G. aurantianum aqui encontrada. Isso pode ser
explicado pela diferenga nas superficies dos ovos entre as espécies hospedeiras. O presente
estudo ¢ o primeiro a oferecer ovos de G. aurantianum tratados com inseticida para T.
atopovirilia.

No presente trabalho observou-se que o parasitismo por 7. atopovirilia atinge o pico
nos primeiros cinco dias (item 4.1), portanto, se um parasitoide morrer antes de atingir esse
pico, ndo terd um desempenho eficiente.

A fertilizacdo do ovo ¢ controlada pelo sistema nervoso central (Khan 2020). O
ciantraniliprole e a abamectina bloqueiam as transmissdes nervosas, o que poderia, portanto,
interferir no controle da fertilizacdo dos ovos. Isso explicaria a diminuicdo de fémeas
emergidas. Essa hipdtese também foi sugerida por Delpuech & Meyet (2003).

Os inseticidas ciantraniliprole + abamectina, abamectina e espinetoram foram
levemente toxicos para parasitismo total, com exce¢do do espinetoram.

Os demais parametros, parasitismo total e longevidade das fémeas foram
semelhantes para todos os inseticidas testados, com exce¢do do espinetoram. Este inseticida
foi 0o que mais reduziu o parasitismo total e a longevidade das fémeas. Ciantraniliprole,
flupyradifurone, sulfoxaflor e C. fumosorosea foram os produtos que menos afetaram o
parasitismo e longevidade (Tabela 9).

A longevidade (Tabela 9) e a emergéncia da prole (Tabela 10) foram as mais
afetadas pelos inseticidas abamectina + ciantraniliprole, abamectina e espinetoram. A
emergéncia dos individuos dos ovos de G. aurantianum tratados foi a mais afetada pelo
espinetoram (12%), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 10). Apesar
dos efeitos sobre o parasitismo de fémeas FO causados pelos produtos em F1 o parasitismo
das fémeas ndo foi afetado pelos inseticidas (Tabela 10).

A razdo sexual foi mais afetada por ciantraniliprole e ciantraniliprole + abamectina,
com valores de 0,21 e 0,28 respectivamente (Tabela 10). Esses numeros estdo muito abaixo
das proporcdes esperadas para verificagdo de qualidade em uma populacdo de parasitoides

(Soares et al. 2012).
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De acordo com os resultados do presente estudo e os resultados obtidos por
Takahashi (2016) e Khan (2020), espinetoram ¢ letal para adultos de varias espécies de
Trichogramma, independentemente das caracteristicas do corion dos ovos hospedeiros.
Espinetoram pode causar mortalidade de duas maneiras: primeiro, pelo contato do tarso com a
superficie do ovo, e, segundo, pelo contato com o ovipositor a medida que ele penetra durante
o processo de parasitismo. Esse inseticida pode penetrar nas aerdpilas dos ovos e,
independentemente da morfologia da espécie hospedeira, o alvo (parasitoide) serd
contaminado (Nation 2022).

Por outro lado, algumas espinosinas sdo inofensivas aos predadores, mas
frequentemente afetam os himendpteros parasitoides. O poder seletivo das espinosinas ¢
bastante controvertido; o uso de inseticidas derivados desse ingrediente ativo ¢ algumas vezes
indicado em programas de MIP devido a sua seletividade demonstrada para organismos nao-
alvo em condi¢des de campo, mas em outros casos, ¢ prejudicial aos agentes biologicos
(Williams & Price 2004).

Embora no presente estudo, espinetoram tenha reduzido a emergéncia em condig¢des
de laboratorio em quase 90% (Tabela 10), mais trabalhos sdo necessarios para elucidar sua
toxicidade para T. atopovirilia no campo.

Ciantraniliprole pode matar mais de 80% dos adultos de 7. chilonis expostos aos
ovos tratados nas primeiras 24 horas (Nidagundi & Mallapur 2021). No presente estudo, este

produto causou 3,33% de mortalidade nas primeiras 24 horas (Tabela 9).
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Tabela 9. Efeito letal e subletais de produtos quimicos ¢ de um fungo entomopatogénico quando adultos de Trichogramma atopovirilia foram
colocados em contato com ovos de Gymnandrosoma aurantianum submersos em solucdo inseticida. Temperatura: 25 + 1°C, UR: 70 = 10% e fotofase

14h.
Mortalidade  Parasitismo em 24h Reduciio do Classificagdo da Longevidad
Tratamento dos adultos (Ovos de G. 0 IOBC/WPRS? Parasitismo total' ongev 1 N
0
(%)' aurantianum tratados)' parasitismo (%) (dias)
Controle 3,33+3,33a 8,606+ 1,15a -- -- 56,00 £8,33 a 8,03+£0,93a
Ciantraniliprole +Abamectina 10,00+ 5,57 a 7,60+ 0,85 a 45,53 2 30,50 + 4,60 abc 6,36 + 0,92 be
Abamectina 10,00 £ 5,57 a 3,71+ 0,66 b 53,81 2 25,86 £ 5,15 be 426+0,57c
Epinetoran 46,67 +£9,24 b 3,79+ 0,49b 77,31 2 12,70+ 6,39 ¢ 2,93+0,72d
Sulfoxaflor 10,00+ 4,63 a 5,26 £ 1,02 ab 0 1 60,16+ 7,86 a 8,47+1,09 a
Ciantraniliprole 3,33+3,33a 9,36+ 1,27 a 0 1 62,60+7,11a 9,20 £1,00 a
Flupiradifurone 0,00 £ 0,00 a 6,33 £ 1,00 ab 27,62 1 40,53 £4,70 ab 7,20 £0,71 ab
Cordyceps fumosorosea 10,00 +£ 5,57 a 6,50 £ 0,79 ab 3,57 1 54,00 + 8,28 ab 8,50+0,75 a
df 7 7 7 -- 7 7
1> 36,56 26,99 -- -- 49,91 54,62
P <0,001 <0,001 -- -- <0,001 <0,001

' Os dados seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn com teste post-hoc de corre¢io de

Bonferroni (P<0,05).

2JOBC/WPRS: classe 1 = indcuo (< 30% de reducio), classe 2 = levemente toxico (30% a 80% de reducdo), classe 3 = moderadamente toxico (>
80% a 99% de reducdo) e classe 4 = toxico (> 99% de redugdo de emergéncia)



Tabela 10. Efeitos subletais na prole (F1) de Trichogramma atopovirilia de fémeas expostas a ovos de Gymmnandrosoma aurantianum
submersos em solucdes de produtos quimicos e a um fungo entomopatogénico. Temperatura: 25 + 1°C, UR: 70 £+ 10% e fotofase 14h.

Tratamento Emergéncia (%)’ Razdo sexual> Longevidade (dias)'  Parasitismo (72 h)' Emergéncia F2 (%)*
Controle 4242 +£7,00ab 0,70+ 0,04 a 5,41£0,28 a 35,81 5,49 ns 95,22+ 0,03 a
Ciantraniliprole +Abamectina 46,16 £6,37a 0,28+0,03 b 3,20+ 0,48 b 21,00 £ 8,15 86,37 + 0,09 ab
Abamectina 33,10+10,59b 0,57+0,13 a 3,44+ 0,24 b 38,55+ 6,07 94,09 + 0,02 ab
Espinetoran 12,03 £4,86 ¢ 0,73+ 0,14 a 3,84+ 0,42 ab 27,50+ 7,44 82,12+0,16b
Sulfoxaflor 43,76 £7,65ab  0,63+0,05a 2,50+0,22b 27,33 +£7,44 85,46 £0,03b
Ciantraniliprole 28,82+£579bc  0,21+0,05b 328+£047Db 36,85+ 6,89 95,47+ 0,01 a
Flupiradifurone 45,17+7,65ab 0,68+ 0,06 a 3,60 = 0,24 ab 46,80 £ 8,15 91,56 £ 0,02 ab
Cordyceps fumosorosea 46,16 £6,37a 0,63+0,10a 4,25 +0,52 ab 36,33 + 5,51 94,58 £ 0,01 a
df 7 7 7 7 7
¥* ou F 27,17 99,89 24,85 9,57 25,83
P 0,0003 <0,001 <0,001 0,2146 <0,001

' Os dados seguidos pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si (teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn com teste post-hoc de

correcao de Bonferroni (P<0,05)).

2 Os dados seguidos pela mesma letra niio diferem estatisticamente (GLM com distribuicio quasi-binomial, seguido pelo post-hoc de Tukey

(P<0,05)).

3 A geragdo F2 emergiu de ovos parasitados de Ephestia kuehniella.
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4.4.2. Avaliagdo dos efeitos letal e subletais em pupas de 7. atopovirilia

Entre os inseticidas testados, apenas o espinetoram reduziu drasticamente
(92,92%) a emergéncia de T. atopovirilia, quando aplicado em pupas do parasitoide de
7 dias em ovos de G. aurantianum. Os demais inseticidas reduziram a emergéncia em
menos de 5% e foram considerados in6cuos pela classificagdo da IOBC/WPRS (Tabela
11).

A emergéncia da F1 dos ovos de G. aurantianum tratados foi a mais afetada
pelo espinetoram (12%), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela 9).
A emergéncia do parasitoide a partir de ovos de A. gemmatalis tratados com
espinetoram foi de 13,5% (Khan 2020). Esses resultados mostram novamente que,
independentemente do hospedeiro, o espinetoram causa consideraveis efeitos letais e
sub-letais sobre 7. atopovirilia.

O parasitismo dos insetos F1 foi maior do que os da F2 e a emergéncia de F2
foi superior a 80% em todos os tratamentos (Tabela 9). Isso pode ser explicado pelo
condicionamento pré-imaginal também encontrado por Tabebordbar et al. (2020).

Takahashi (2016) ndo encontrou emergéncia de 7. atopovirilia em ovos de A.

gemmatalis e C. includens tratados com espinetoram sete dias apds o parasitismo.



Tabela 11. Efeito de produtos quimicos ¢ de um fungo entomopatogénico na emergéncia de
Trichogramma atopovirilia, por imersdo de ovos de Gymnandrosoma aurantianum contendo
pupas do parasitoide (7 dias apds o parasitismo) (média + erro padrdo). Temperatura: 25 + 1°C,
UR: 70 + 10% e fotofase 14h.

Reducdo de  Classificagdo da

Tratamento Bmergéncia (%) Gitismo (%)  IOBC/WPRS?
Controle 76,50 + 2,67 ab -- -
Ciantraniliprole +Abamectina 74,81 £2,78 b 2,75 1
Abamectina 77,82 +2.,62 ab 0,00 1
Espinetoran 542+ 1,36¢ 92,92 3
Sulfoxaflor 80,22 + 3,15 ab 0,00 1
Ciantraniliprole 7437+4,10b 3,21 1
Flupiradifurone 84,28+ 1,95a 0,00 1
Cordyceps fumosorosea 74,57 £2,14 ab 2,20 1
df 7 7 -
$> 79.75 - -
P <0.001 - -

dos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste de Kruskal-Wallis, seguido de
Dunn com teste post-hoc de corregdo de Bonferroni (P<0,05)).

2 A reducio de emergéncia é calculada pela formula R= ((P/p) x 100), onde R é a porcentagem
de reducdo de emergéncia, P ¢ o valor médio de emergéncia e p ¢ a emergéncia média no
tratamento controle (Rocha e Carvalho, 2004).

3 Classificagdo da IOBC/WPRS: Classe 1 = indcuo (reducio <30%), classe 2 = levemente toxico
(reducdo de 30-80%, classe 3 = moderadamente toxico (> 80-99% de redugdo) e classe 4 =
toxico (>99% de redugdo de emergéncia) (Hassan 1997).

4.4.3. Efeitos residuais (persisténcia) de inseticidas em 7. atopovirilia

Abamectina, ciantraniliprole, ciantraniliprole + abamectina e C. fumosorosea
foram classificados como de vida curta, ou seja, 7. atopovirilia pode ser liberado até 5
dias apos a aplicacao desses produtos. Sulfoxaflor e flupyradifurone foram classificados
como levemente persistentes por afetarem o parasitoide até 15 dias apos a aplicagdo. O
espinetoram foi classificado como moderadamente persistente, pois matou mais de 30%
dos parasitoides duas semanas ap0s a aplicagdo (Figura 14).

O ntmero de ovos parasitados por fémea em contato com folhas de citros trés
dias apd6s a aplicagdo variou de 9,16 (abamectina) a 33,56 (flupiradifurone) e a
emergéncia foi de até 88%. Nos dias 3, 7 e 10, ndo houve repeticdes suficientes para
analisar, por causa da alta mortalidade causada por espinetoram (Tabela 12).

Com base nos padrdes do IOBC, flupiradifurone ¢ frequentemente classificado
como inofensivo a Trichogramma spp. apds exposicdo de 24 horas (Tabebordbar et al.
2020). Tost Filho (2017) e Costa et al. (2022) observaram que flupiradifurone ndo afetou

a emergéncia e o parasitismo de 7. pretiosum. Em contrapartida, no presente estudo,
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flupiradifurone foi classificado como levemente persistente, causando 50% de
mortalidade 10 dias ap6s a pulverizagdo das folhas dos citros (Figura 14).

Encontrou-se uma incongruéncia, pois flupiradifurone causou mortalidade zero
quando aplicados na superficie dos ovos de G. aurantianum em 24 h, mas causou cerca
de 60% de mortalidade 3 dias apds a pulverizagdo das folhas de citros (Figura 14). Isso
também ocorreu com outros produtos, onde a mortalidade foi maior no inicio da
exposicao as folhas citricas do que aos ovos de G. aurantianum (Figura 14).

Esses resultados mostram a importancia do teste de persisténcia, por ser mais
proximo da realidade de campo podera evitar a recomendagao de um produto que seria
mais letal ao adotar o método de oferta de ovos tratados em tubos de ensaio.

No presente trabalho, outros produtos foram classificados como indcuos
porque a reducdo da emergéncia foi inferior a 30% (Tabela 12). Um inseticida pode
causar mortalidade de duas maneiras; por contato (penetracao nos ovos pelas aeropilas,
atingindo o parasitoide) ou por ingestdo na superficie do ovo (para emergir, o
parasitoide consome o coriun) (Nation 2022).

A persisténcia de produtos aplicados em superficies pode auxiliar na pratica de
manejo associando um determinado principio ativo e um parasitoide em um
determinado periodo (Matioli et al. 2019; Rakes et al. 2021; Ramirez-Cerdn et al. 2022).
Dependendo do periodo, a liberagdo do parasitoide pode ser intercalada com a aplicagdo
do ingrediente ativo de interesse. Para isso, ¢ necessdrio entender a bioecologia do
agente biologico (Gomez-Torres 2005; Molina et al. 2005) e da praga (Garcia 1998),
considerar o periodo de maior eficiéncia, pico de parasitismo e presenca de ovos da

praga, por exemplo, respeitando o periodo de ag¢@o do produto.
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Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3
(de vida curta, ndo (ligeiramente (moderadamente
persistente, inofensivo persistente, inofensivo persistente, inofensivo
antes de 5 dias) ap6s 5-15 dias) apos 16-30 dias)
100 %
75 %
g
3
£ 50 %
= (
£
=
25%
Faixa de
mortalidade
de 30%
3 7 10 14 21
Dias ap0s a aplica¢do
[ Ciantraniliprole B Espinetoran B Ciantraniliprole + Abamectina Abamectina
B Flupiradifurone B Sulfoxaflor B Cordyceps fumosorosea

Figura 14. Toxicidade e persisténcia de produtos quimicos € um fungo entomopatogénico em adultos de Trichogramma atopovirilia, com base na
classificagdo IOBC/WPRS. *A mistura ciantraniliprole + abamectina causou a mesma mortalidade que abamectina, desta forma sua linha ndo ¢ visivel na

figura.
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Tabelal2. Efeitos subletais (trés dias de parasitismo e emergéncia) de produtos quimicos ¢ um fungo entomopatogénico sobre Trichogramma atopovirilia quando
em contato com folhas de laranjeira tratadas com inseticidas aos 3, 7, 10, 14 e 21 dias apds a aplicacdo. Temperatura: 25 = 1°C, UR: 70 + 10% e fotofase 14h. P =

trés dias de parasitismo; E (%) = Emergéncia.

3° Dia 7° Dia 10° Dia 14° Dia 21° Dia
Tratamento

p! E (%)? p! E (%) p! E (%)? p! E (%) p! E (%)
Controle 22,36+4,11ab 9720+1,14a 5884+3,44a 9865+0,42a 14,45+3,88b 99,93+0,06a 18,23+3,25ab 100,00+0,00a 12,36+1,85 100,00+0,00a
Ciantraniliprole +Abamectina 24 55+4,07a 93,28 +291 a - - - - - - _ -
Abamectina 916+3,74b  91,92+552a - - - - - - - -
Espinetoran * * * * * * 23,00+5,04a 9545+324a 7,81+219ns 84,68+4,57b
Sulfoxaflor 14,67 + 6,68 ab 88,88 +11,11b 48,17 +4,85ab 93,42+4,25b - - - - - -
Ciantraniliprole 26,71+568a 94,86+5,68a - - - - - - - -
Flupiradifurone 3356+7,72a 9836+0,86a 3556+561lb 96,32+0,75b 3556+561a 9633+0,75b 996+2,72b 99,27 +0,72 a - -
Cordyceps fumosorosea 31,71+529a 98,09+0,57 a - - - - - - - _
df 7 7 3 3 2 2 2 2 1 1
v 21,46 69.55 10,72 18,52 10,14 18,65 8,39 3,89 1,98 20,53
P 0,0015 0.008 0,004 <0,001 0,0014 <0,001 0,0151 0,35 0,15 <0,001
' Os dados seguidos pela mesma letra niio diferem estatisticamente entre si (teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn com teste post-hoc de corre¢io de Bonferroni
(P<0,05)).

2 Os dados seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste post-hoc de Tukey (p<0,05).
"Nos dias 3, 7 e 10 nio houve repeti¢io suficiente para realizar a analise.
“Nao foi avaliado, conforme metodologia da IOBC/WPRS.
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De acordo com os resultados da presente pesquisa, o bicho-furdo pode ser manejado
com liberagdes de 7. atopovirilia em intervalos de 3 a 7 dias entre as aplicacdes dos
ingredientes ativos ciantraniliprole, ciantraniliprole + abamectina, C. fumosorosea, sulfoxaflor
e abamectina. Flupiradifurone e espinetoram; por outro lado, devem ser aplicados com
intervalos de 2 ou 3 semanas, respectivamente, entre as libera¢des de 7. atopovirilia.

Apesar dos resultados apresentados quanto a seletividade fisiologica, os produtos
classificados como nocivos ainda podem ser integrados em programas de manejo integrado,
considerando-se sua seletividade. Sao fornecidas, com os resultados apresentados,
informagdes para auxiliar no momento das liberagdes de 7. atopovirilia para controlar G.
aurantianum antes, juntamente ou apos a pulverizagdo de inseticidas, dependendo da

seletividade e persisténcia dos inseticidas.
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5. CONCLUSOES

e A espécie Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983 apresenta potencial de

controle de Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927;

e Trés liberagcdes de 150 mil parasitoides da espécie 7. atopovirilia por hectare, a

intervalos semanais, ¢ a mais eficiente para o controle de G. aurantianum,;

e O drone utilizado na libera¢do permite uma dispersdo homogénea dos parasitoides em

citros, registrando-se parasitismo uniforme nas diferentes areas;

e O momento ideal para se realizar a primeira liberacdo de 7. atopovirilia é entre o
quinto e sétimo dias (pico de postura do bicho-furdo), apds a constatagdo do nivel de

controle na armadilha de feromodnio, utilizada para monitoramento de G. aurantianum;

e Os produtos quimicos ciantraniliprole, sulfoxaflor, abamectina, a mistura
ciantraniliprole + abamectina e o fungo entomopatogénico Cordyceps fumosorosea
(Wize) Kepler, B. Shrestha & Spatafora, sdo seletivos ao parasitoide 7. atopovirilia e
podem ser utilizados mesmo com a liberagdo do parasitoide, desde que se respeite um
intervalo de 3 a 7 dias entre aplicagdes de tais produtos, apos a liberacdo de T.

atopovirilia.
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