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RESUMO

Inseticidas em pomares de citros e sua seletividade sobre o parasitoide Trichogramma
atopovirilia (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

As microvespas do género Trichogramma sdo parasitoides amplamente utilizados em
programas de manejo integrado de pragas (MIP), que integram diferentes taticas de controle
de pragas, como os métodos quimico e biolégico. No entanto, é importante que estes
parasitoides consigam se estabelecer no agroecossistema e para isso, 0s inseticidas utilizados
no ambiente agricola ndo devem impactar negativamente estes insetos para que sua
capacidade benéfica ndo seja reduzida. Deste modo, objetivou-se com o presente trabalho
avaliar a seletividade de inseticidas utilizados em pomares de citros sobre o parasitoide
Trichogramma atopovirilia, assim como o efeito letal e a persisténcia dos produtos,
determinando os efeitos ao longo do tempo. Os testes foram realizados com os inseticidas
bifentrina, beta-ciflutrina, diflubenzuron, malationa e tebufenozida, que sdo registrados para
controle de bicho-furdo-citros em pomares citricolas. No experimento a fim de verificar a
capacidade de parasitismo sobre ovos com residuos, fémeas adultas foram expostas a ovos
tratados com os produtos, engquanto nos testes com pupas, estes produtos foram pulverizados
sobre ovos de Ephestia kuehniella parasitados por T. atopovirilia. No teste de efeito letal,
folhas de citros foram mergulhadas em caldas inseticidas e posteriormente as fémeas foram
expostas por 24 horas. No experimento de persisténcia, os inseticidas foram pulverizados
sobre mudas de citros e aos 5, 15 e 30 dias apds aplicacdo foram coletadas folhas e expostas
as fémeas do parasitoide. Houve reducdo da capacidade de parasitismo nos tratamentos com
bifentrina, beta-ciflutrina e malationa. A emergéncia de adultos a partir das pupas expostas
aos inseticidas bifentrina e malationa foi impactada negativamente. Do mesmo modo, no
experimento de efeito letal, bifentrina, beta-ciflutrina e malationa ocasionaram a maior
mortalidade de fémeas. Malationa foi classificado como levemente persistente, e os demais
inseticidas como de vida curta. Diflubenzuron e tebufenozida foram indcuos aos parasitoides
em todos os experimentos. Os resultados obtidos contribuirdo com a escolha de produtos
seletivos para uso em campo que ndo causem impactos adversos nos agentes de controle
biologico.

Palavras-chave: Bicho-furdo-dos-citros, Gymnandrosoma aurantianum, Controle quimico,
Insetos benéficos, Toxicidade



ABSTRACT

Insecticides in citrus orchards and their selectivity to the parasitoid Trichogramma
atopovirilia (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

The microwasps of the genus Trichogramma are parasitoids widely used in integrated
pest management (IPM) programs, which integrates different pest control tactics, such as
chemical and biological methods. However, it is important that these parasitoids can establish
themselves in the agroecosystem and for this, the insecticides used in the agricultural
environment cannot negatively impact these insects so that their beneficial capacity is not
reduced. Thus, this study aimed to evaluate the selectivity of insecticides used in citrus
orchards on the parasitoid Trichogramma atopovirilia, as well as the lethal effect and
persistence of the products to determine the effects over time. The tests were conducted with
the insecticides: bifenthrin, beta-cyfluthrin, diflubenzuron, malathion and tebufenozide, which
are registered for citrus fruit borer control in citrus groves. In the pupae experiment, these
pesticides were sprayed on eggs of Ephestia kuehniella parasitized by T. atopovirilia, and to
verify the ability to parasitize on eggs with residues, adult females were exposed to eggs
treated with the insecticides. In the lethal effect test, citrus leaves were dipped in insecticide
solution and after that the females were exposed for 24 hours. In the persistence test, the
insecticides were sprayed on citrus seedlings and at 5, 15, and 30 days after application leaves
were collected and the exposure to females was made. There was a reduction in parasitism
capacity in the treatments with bifenthrin, beta-cyfluthrin and malathion. Adult emergence
from pupae after exposure to the insecticides bifenthrin and malathion was negatively
impacted. Similarly, in the lethal effect experiment, bifenthrin, beta-cyfluthrin and malathion
caused the highest mortality of females. Malathion was classified as slightly persistent, and
the other insecticides as short-lived. Diflubenzuron and tebufenozide were harmless to the
parasitoids in all experiments. The results obtained will contribute to the selection of selective
products to use in the field that do not cause adverse impacts on biological control agents.

Keywords: Citrus fruit borer, Gymnandrosoma aurantianum, Chemical control, Beneficial
insects, Toxicity



1. INTRODUGAO

O cinturdo citricola de S&o Paulo e Tridngulo/Sudoeste Mineiro é a regido de maior
producéo de laranja no Brasil, com 287,76 milhdes de caixas de 40,8 kg produzidas na safra
2020/2021 (Fundecitrus, 2021). Neste mesmo ano, havia nos estados de SP e MG, 166,56
milhdes de arvores em plena producdo, em uma area de 346,123.671 ha e densidade média de
502 plantas/ha, nimero que sofreu muita mudanca ao longo das décadas. Ao passo que, em
1980, o plantio de arvores era realizado com 250 plantas/ha, gradualmente este nimero foi
aumentando e chegou, em algumas unidades de producdo, a uma densidade de até 850
arvores/ha (Neves et al., 2010; Fundecitrus, 2021) e, com o0 aumento do nimero de plantas por
hectare, problemas com pragas passaram a ser recorrentes.

A incidéncia de pragas, como 0 bicho-furdo-dos-citros e mosca-das-frutas, foi
responsavel por perdas de aproximadamente 13 milhdes de caixas de laranja neste ano
(Fundecitrus, 2021). E, em funcdo de dificuldades encontradas utilizando unicamente os
métodos convencionais para manejo de insetos e outras pragas, os agricultores passaram a
buscar alternativas para uso em seus sistemas de producdo e encontraram no Manejo
Integrado de Pragas (MIP), a possibilidade de utilizar outras praticas de manejo em seus
cultivos (Torres & Bueno, 2018).

O MIP é um programa de manejo que integra o uso de mdaltiplas taticas para controle de
pragas, onde as abordagens enfatizadas vao desde a analise das condi¢des do agroecossistema,
0 monitoramento dos niveis populacionais de insetos, a até a utilizacdo de controle cultural,
bioldgico, comportamental, genético, varietal e quando necessario, 0 uso do controle quimico
(Lundin et al., 2021). Estes ultimos, quando utilizados, devem ser somente aqueles registrados
no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a cultura. Sendo assim,
no momento em que é verificada a necessidade de controlar uma praga fazendo o uso de
inseticidas, o ideal é que os produtos utilizados pelo produtor sejam seletivos aos organismos
beneéficos, a fim de que ndo impactem de maneira negativa 0s inimigos naturais presentes no
ambiente (EI-Wakeil et al., 2013).

Um dos insetos-praga de importancia econdmica para a citricultura, o bicho-furéo-dos-
citros, Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae), é uma praga
responsavel por acarretar significativas perdas em pomares citricos. Isto ocorre devido ao fato
de, na fase jovem, os individuos alimentarem-se do conteudo interno dos frutos, provocando
podriddo e queda dos mesmos (Parra et al., 2004; Carvalho et al., 2015; Zorzetti et al., 2017).
O bicho-furdo encontra-se amplamente distribuido na América do Sul e, no Brasil, ja foi

detectada sua presenca nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina (Leandro,
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2012; Noboa & Medina, 2018). O habito desta praga de permanecer dentro dos frutos, durante
seu estadio de desenvolvimento larval, dificulta o seu manejo, uma vez que o contato com 0s
inseticidas aplicados para controlar este inseto se torna inviavel (Parra et al., 2004; Zorzetti et
al., 2017).

Entre os inseticidas registrados para controle do bicho-furdo, destacam-se o0s
neurotoxicos pela alta taxa de adocdo nos ambientes agricolas. Inseticidas desse grupo
quimico atuam com eficiéncia no controle de pragas devido ao seu modo de acéo, que se da
pela desregulacéo do sinal neural do inseto. Alguns desses produtos, como os piretroides, sao
conhecidos pelo efeito “knock-down” que ocasionam, 0s quais levam o0s insetos-praga a sofrer
rapidamente um efeito de choque e paralisia, que comumente precede a morte, mas ha casos
de recuperacdo do inseto (Thompson et al., 2020; J. Zhang et al., 2019). Dentre os inseticidas
neurotdxicos, também podem ser utilizados os inibidores da enzima acetilcolinesterase, que
atuam no processo de transmissao do impulso nervoso e fazem com que este seja transmitido
intermitentemente, causando a morte dos individuos que entram em contato com as moléculas
quimicas destes inseticidas (Blenau et al., 2012; Ramos et al., 2020).

Ha também, entre os inseticidas recomendados para controle de bicho-furdo, o grupo
dos reguladores de crescimento de insetos (RCI). Os inibidores da biossintintese de quitina,
que englobam as benzoiluréias, agem desregulando a sintese de quitina que é requerida para
formacdo do exoesqueleto. Esta alteragdo provoca uma ma formacdo do exoesqueleto da
larva, que impede um processo perfeito de muda, e eventualmente o leva a morte (Abramson
et al., 2004). Tal como as benzoiluréias, o grupo quimico das diacilhidrazinas é também um
RCI, no entanto, seu modo de ac¢do acontece mimetizando o horménio que promove a muda
dos insetos, os chamados agonistas dos receptores de ecdisterdides. Quando ingeridos, estes
compostos atuam junto aos processos pertinentes ao horménio de muda, induzindo uma
ecdise prematura e, devido a ma formacéo da cuticula, o resultado é a morte do inseto-praga
(Abramson et al., 2004; Campbell et al., 1991; Fahrbach et al., 2012; Wing, 1988)

A adogéo de programas de manejo integrado de pragas (MIP), que buscam integrar as
diferentes estratégias e taticas de controle, € a melhor maneira de manter a populacdo de
pragas abaixo do nivel de dano econémico, podendo integrar os métodos quimico e bioldgico
(Oliveira et al., 2013; Feltrin-Campos et al., 2018; Torres & Bueno, 2018). Diante disto, 0
conhecimento acerca dos potenciais efeitos negativos ocasionados aos inimigos naturais é um
fator chave no desenvolvimento de programas de MIP, a fim de que sejam bem-sucedidos (EI-
Wakeil et al., 2013; EI-Wakeil et al., 2006; EI-Wakeil & Vidal, 2005; Smilanick et al., 1996;
Volkmar & Schumacher, 2008).



11

Rotineiramente, nos agroecossistemas, 0s inimigos naturais atuam no controle de
pragas, sendo responsaveis pela mortalidade natural. Os agentes de controle biolégico tornam
0 manejo de pragas mais eficiente, € uma tatica sustentavel (Parra, 2014) e tem promovido um
manejo de diversas pragas que tém importancia econdmica ha mais de um século (Heimpel &
Mills, 2017).

Entre os agentes utilizados para controle biolégico, os parasitoides pertencentes ao
género Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) sdo largamente empregados. Com
0 uso destes organismos, realizam-se liberag6es massais para que atuem no controle de pragas
em ambientes agricolas, o chamado controle bioldgico aplicado (Smith, 1996; Zang et al.,
2021). As espécies deste parasitoide de ovos sdo conhecidas pelo eficiente controle de
diversos lepidopteros-praga, e assim sdo utilizados em escala mundial devido ao seu potencial
como inimigos naturais (Jiang et al., 2019; Li, 1994; Nagarkatti & Nagaraja, 1971; Polaszek,
2009; Smith, 1996; Stinner, 1977).

Os parasitoides do género Trichogramma sdo considerados polifagos e, atualmente, sdo
comercializadas pelo menos dez espécies para liberacdo em diversas culturas em todo o
mundo (Knutson, 2005; Romeis et al., 2005; Zucchi et al., 2010). Entre as espécies,
Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é
uma das que possui ampla distribuicdo na América do Sul, sendo registrada em, pelo menos,
sete hospedeiros diferentes, sendo a maioria lepiddpteros de importancia agricola e econémica
(Zucchi et al., 2010). Trichogramma atopovirilia destaca-se pelo potencial para uso em
campo e, em especial, no controle de tortricideos como o bicho-furdo-dos-citros (Beserra &
Parra, 2004; Molina & Fronza, 2005). No entanto, para que sua contribuicdo seja eficaz a
ponto de manter o equilibrio ecolégico que se busca quando estas ferramentas sdo
empregadas, é importante que consigam se estabelecer e se manter no agroecossistema (Fitt,
1989). Para isso, no momento em que se faz uso de estratégias integradas, usando o controle
quimico e bioldgico, uma importante etapa a ser realizada ¢é a avaliacdo da seletividade do
inseticida ao inimigo natural (Paiva et al., 2020).

A determinacdo da seletividade de um produto quimico que € usualmente utilizada, foi
estabelecida pela International Organization for Biological Control/West Palearctic Regional
Section (IOBC/WPRS). A mesma sugere uma sequéncia de testes de exposi¢do do inseto ao
produto quimico analisado, desde condic¢Ges de laboratério, semi-campo e campo (Hassan,
1989; Rowland et al., 1991). Assim, garante-se que, quando utilizados em conjunto, 0s
métodos de controle ndo comprometam a eficacia um do outro (Oliveira et al., 2013; Feltrin-
Campos et al., 2018; Torres & Bueno, 2018)
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Considerando a necessidade de avaliagdo da compatibilidade dos inseticidas utilizados
em pomares de citros para controle de bicho-furdo-dos-citros, ao parasitoide T. atopovirilia,
uma vez que esta espécie realiza um importante papel no controle do inseto-praga, objetivou-
se com o presente trabalho avaliar a seletividade de inseticidas utilizados em pomares de
citros sobre o parasitoide T. atopovirilia em laboratorio. A pesquisa teve como principal foco
avaliar os efeitos letal e subletais ocasionados em T. atopovirilia apds exposicdo a inseticidas

utilizados em pomares citricolas para controle de bicho-furdo-dos-citros.
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2. EXPOSICAO DE Trichogramma atopovirilia A INSETICIDAS: PUPAS INVIAVEIS
E PARASITISMO IMPEDIDO

Resumo

Os parasitoides pertencentes ao género Trichogramma, em especial T. atopovirilia,
contribuem com o controle de insetos-praga nos cultivos agricolas, sdo considerados
generalistas e, assim, sdo capazes de controlar varios insetos. No entanto, sabe-se que algumas
espécies deste género sdo incompativeis com inseticidas utilizados nos ambientes agricolas e
podem ser impactadas negativamente se expostas a determinados produtos utilizados. Neste
sentido, objetivou-se com o presente estudo, verificar os efeitos de inseticidas recomendados
para controle do bicho-furdo-dos-citros (Gymnandrosoma aurantianum) para a citricultura,
sobre a capacidade de parasitismo de fémeas de T. atopovirilia em ovos tratados com
inseticidas e também sobre a fase de pupa deste parasitoide. Os testes foram realizados com
os inseticidas: bifentrina, beta-ciflutrina, diflubenzuron, malationa e tebufenozida. A
exposicdo aos produtos se deu por meio de ovos de Ephestia kuehniella. Para o experimento
que buscou verificar a capacidade de parasitismo, fémeas adultas foram expostas a ovos com
residuos dos inseticidas, enquanto para o experimento com pupas, ovos do hospedeiro
parasitados por T. atopovirilia anteriormente foram mergulhados em caldas inseticidas.
Houve reducdo da capacidade de parasitismo das fémeas de T. atopovirilia nos tratamentos
com bifentrina, beta-ciflutrina e malationa. A emergéncia de adultos a partir das pupas
expostas aos inseticidas bifentrina e malationa foi impactada negativamente, enquanto 0s
inseticidas diflubenzuron e tebufenozida foram in6cuos aos parasitoides em ambos o0s
experimentos. Os dados apresentados no presente estudo auxiliardo a tomada de decisdo no
momento do planejamento de programas de MIP, de forma que possam ser associados
métodos de controle bioldgico e quimico.

Palavras-chave: Citricultura; Manejo Integrado de Pragas; Parasitoides; Seletividade;
Gymnandrosoma aurantianum.

Abstract

Parasitoids belonging to the genus Trichogramma, especially T. atopovirilia Oatman &
Platner, 1983, contribute to the control of insect pests in agricultural crops, are considered
generalists, and thus are able to control various insects. However, it is known that some
species of this genus are incompatible with insecticides used in agricultural environments and
can be negatively impacted if exposed to certain products used. In this sense, the objective of
this study was to verify the effects of insecticides recommended for control of the citrus fruit
borer (Gymnandrosoma aurantianum) in citrus orchards, on the parasitism ability of T.
atopovirilia females in eggs treated with the insecticides and also on the pupal stage of this
parasitoid. The tests were conducted with the produtcts: bifenthrin, beta-cyfluthrin,
diflubenzuron, malathion, and tebufenozide. The exposure to the products was via Ephestia
kuehniella eggs. For the experiment to verify the parasitism capacity, adult females were
exposed to eggs with insecticide residues, while for the pupae experiment, eggs of the host
parasitized by T. atopovirilia were previously immersed in insecticide solutions. The
parasitism of T. atopovirilia females was reduced in the treatments with bifenthrin, beta-
cyfluthrin, and malathion. Adult emergence from pupae exposed to the insecticides bifenthrin
and malathion was negatively impacted, while the insecticides diflubenzuron and
tebufenozide were harmless to the parasitoids in both experiments. The data presented in this
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study can help decision-making when planning IPM programs, so those biological and
chemical control methods can be associated.

Keywords: Citriculture; Integrated Pest Management; Parasitoids; Selectivity;
Gymnandrosoma aurantianum;

2.1 Introducao

O parasitoide de ovos Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner, 1983
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) é uma espécie amplamente distribuida na América do
Sul, sendo registrada em pelo menos sete hospedeiros diferentes, a maioria por deles
caracterizadas por pragas de importancia agricola e econémica (Zucchi et al., 2010). Este
inimigo natural destaca-se pela sua agressividade e potencial para uso em campo, em especial
no controle de tortricideos (Lepidoptera: Tortricidae) como o bicho-furdo-dos-citros
(Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927) (Beserra & Parra, 2004; Molina & Fronza,
2005).

Os parasitoides pertencentes ao género Trichogramma, dentre estes T. atopovirilia,
contribuem com o controle de insetos-praga nos cultivos agricolas, de maneira aplicada,
quando liberados no ambiente, ou de forma natural, sendo que 0s mesmos realizam o controle
de insetos por estarem presentes no agroecossistema em questdo (Souza et al., 2019). Uma das
caracteristicas vantajosas do uso destas microvespas € a baixa especificidade de hospedeiros,
uma vez que muitas espéecies destes insetos benéficos sdo consideradas generalistas e, assim,
podem controlar uma variedade de lepiddpteros-praga (Romeis et al., 2005).

No entanto, estes insetos podem ser impactados negativamente em decorréncia do
contato com produtos fitossanitarios pulverizados em ambientes agricolas (Carvalho et al.,
2019; Rakes et al., 2021). As microvespas do género Trichogramma tém sido consideradas
incompativeis com o uso de grande parte dos inseticidas utilizados (Mohapatra & Shinde,
2021) e sabe-se que sua atividade é reduzida quando associa-se, de maneira equivocada, 0s
métodos de controle quimico e bioldgico (King et al., 1986; Meierrose & Araujo, 1986;
Saber, 2011).

Os danos resultantes do contato dos insetos benéficos com os inseticidas podem ser de
ordem letal, o qual é determinado como a mortalidade direta do individuo, causada pela
exposicdo a um inseticida. Enquanto os efeitos subletais sdo definidos como implicacbes
negativas imputadas aos organismos sobreviventes desta exposi¢do, podendo ser fisiologicas
ou comportamentais (Croft, 1990; Desneux et al., 2006, 2007; Little, 1990).
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Estudos registraram que parasitoides provenientes de ovos parasitados do hospedeiro
gue entraram em contato com diferentes residuos de inseticidas apresentam reducdes de
emergéncia, o que demonstra que mesmo que o corion do ovo possa atuar Como uma protecao
aos imaturos ali presentes (Consoli et al., 1998; Desneux et al., 2007; Suh et al., 2000), no
momento em que as microvespas iniciam o processo de emergéncia, onde utilizam como
estratégia para emergir, consumir uma parte do cérion do ovo que permita a sua saida; 0s
parasitoides podem acabar entrando em contato com 0s residuos do inseticida aplicados sobre
o ovo (Orr et al., 1989; Varma & Singh, 1987).

Pelo fato de os parasitoides do género Trichogramma apresentarem suscetibilidade em
estadio larval, em laboratorio também sdo testados os inseticidas para a fase menos suscetivel
do inseto, que é o estadio de pupa, no qual o inseto estd protegido dentro do ovo do
hospedeiro alternativo (Paiva et al., 2020). Diversos estudos ja avaliaram os efeitos de
inseticidas sobre pupas de diferentes espécies de Trichogramma e alguns demonstraram que
determinados inseticidas provocam efeitos deletérios nos adultos que emergem a partir destas
pupas, anteriormente expostas aos produtos quimicos (Costa et al., 2014; Paiva et al., 2018;
Momanyi et al., 2012; Wang et al., 2014).

Além da frequente reducdo na emergéncia de adultos, tem sido constatado que 0s
inseticidas causam redugdo no parasitismo de ovos pelas fémeas, chegando a diminuigfes de
95% (Youssef et al., 2004). Como € o caso dos inseticidas neurotdxicos, 0s quais agem nesses
insetos reduzindo a fecundidade de parasitoides do género Trichogramma (Cénsoli et al.,
1998). Este grupo de inseticidas é frequentemente relatado como causador de reducdo da taxa
de emergéncia de parasitoides de ovos (Costa et al., 2014; Jiang et al., 2019).

As modificagOes que os inseticidas podem vir a ocasionar nas populagdes dos inimigos
naturais sao importantes efeitos que impactam os atributos natos destes agentes de controle
bioldgico (Biondi et al., 2012; Drobnjakovic et al., 2016; Stark & Banks, 2003). Além disso,
estas alteracGes sdo passiveis de reduzir a populacdo de inimigos naturais e, como
consequéncia, sua capacidade de controlar naturalmente insetos-praga nos ambientes
agricolas (Desneux et al., 2007; Rumpf et al., 1998). Por isso, é necessario adequar o uso dos
inseticidas apropriados para emprego em um programa de MIP. Neste sentido, objetivou-se
com o presente estudo verificar, em laboratorio, a capacidade de parasitismo das fémeas em
ovos tratados com inseticidas registrados para a citricultura para controle do bicho-furdo-dos-
citros e os efeitos dos inseticidas sobre a fase de pupa do parasitoide T. atopovirilia.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Criacdo e manutencdo de Trichogramma atopovirilia

A criacdo de insetos foi mantida no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas e a
manutencdo desta foi realizada junto ao Laboratério de Biologia de Insetos, ambos do
Departamento de Entomologia e Acarologia da Universidade de Sdo Paulo — USP, no Campus
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ, localizado em Piracicaba -
SP.

O parasitoide T. atopovirilia foi criado e multiplicado em ovos de Ephestia kuehniella
Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae) provenientes da criacdo existente no Laboratorio de
Biologia de Insetos da USP/ESALQ, uma vez que os ovos deste hospedeiro alternativo sdo 0s
mais indicados para criacdo de espécies de Trichogramma em laboratério (Gomes, 1997;
Parra & Zucchi, 2004).

A fim de disponibilizar os ovos de E. kuehniella para parasitismo, 0os mesmos foram
inviabilizados sob luz germicida, uma vez que a fase larval desta espécie de hospedeiro possui
habito canibal, por isso é necessario impedir o seu desenvolvimento para que ndo haja perdas
da progénie do parasitoide (Breniére, 1965).

Para inviabilizagdo, os ovos do hospedeiro com até trés dias de oviposi¢do, foram
dispostos em tiras retangulares de cartolina com dimensdes 8,0 cm x 2,0 cm contendo fita
adesiva de dupla face e expostos a luz germicida por um periodo de 45 minutos em uma
distancia de 15 cm da fonte de luz (Stein & Parra, 1987). Na extremidade das cartelas foram
anotados os dados referentes a data de disponibilizacéo para parasitismo.

As cartelas contendo os ovos inviabilizados do hospedeiro foram oferecidas aos adultos
de T. atopovirilia para parasitismo por 24 horas e estes foram acondicionados em tubos de
ensaio com dimensdes de 8,0 cm x 2,5 cm e mantidos em sala com condigdes controladas, 25
+2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

2.2.2 Inseticidas utilizados

Os inseticidas testados para avaliacdo da seletividade ao parasitoide foram aqueles
registrados para uso em pomares de citros para controle do bicho-furdo-dos-citros
Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera: Tortricidae) (Tabela 1). Nos
bioensaios de seletividade, foram empregadas as doses maximas dos inseticidas, como forma
de simular as piores condic¢des as quais os parasitoides poderiam ser expostos. Estas doses sao

recomendadas pelo fabricante do produto comercial.
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Tabela 1 - Relagéo de inseticidas registrados para a citricultura para uso no controle de bicho-
furdo-dos-citros e utilizados nos experimentos com concentracdo em produto comercial e
ingrediente ativo.

Concentracéo
Nome_ Ingre_dlente Grupo quimico Modo de agdo (gou mL/lOO
comercial ativo L de 4gua)
pct ial
Dimilin® Diflubenzuron Benzoiluréia Inibidor da Fn_ossmtese 25 6,25
WP de quitina
Malathion® . Inibidor de
1000 EC2 Malationa Organofosforado acetilcolinesterase 150 150
.. Agonista dos
Mimic® Tebufenozida Diacilhidrazina receptores de 50 12
240 SC3 A
ecdisterdides
Talstar® . ) . . Modulador do canal de
100 EC Bifentrina Piretroide sédio 75 0,75

Modulador do canal de
sodio
WP — P6 molhavel; 2EC — Concentrado emulsionavel; 3SC — Suspensdo concentrada; “p.c. — Produto

comercial; concentracdo do produto comercial em g ou mL por 100 L de agua; ®i.a. — Ingrediente
ativo; concentracdo do ingrediente ativo em g por 100 L de agua.

Turbo® EC  Beta-ciflutrina Piretroide 125 0,625

2.2.3 Capacidade de parasitismo de Trichogramma atopovirilia em ovos tratados com

inseticidas

A fim de verificar a capacidade de parasitismo de T. atopovirilia em ovos de
hospedeiros que entraram em contato com inseticidas, cartelas contendo aproximadamente
150 ovos de E. kuehniella ndo parasitados, foram mergulhados por um periodo de dois
segundos em caldas dos inseticidas de cada tratamento testado. Posteriormente, as cartelas
foram dispostas para secar em temperatura ambiente por uma hora, ou até que estas
estivessem secas por completo e, em seguida, oferecidas as fémeas do parasitoide, por um
periodo de 24 horas. Ap0s esse periodo, a cartela com ovos tratados foi retirada dos tubos e
oferecidas cartelas com ovos sem tratamento, a fim de que a capacidade de parasitismo apds a
exposicdo aos inseticidas fosse verificada. As cartelas eram trocadas diariamente até que se
constatasse a morte das fémeas. Para alimentacdo das fémeas era fornecida uma goticula de
mel, disposta diretamente no tubo de ensaio.

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado. Para cada
tratamento foram realizadas 30 repeticGes, sendo cada uma destas constituida por um tubo de
ensaio (8,0 x 2,5 cm). No tratamento controle foi utilizado apenas agua destilada na

pulverizacdo e oferecido mel como fonte de alimento para as fémeas. Os tubos foram
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acondicionados em sala com condicdes controladas, 25 + 2 °C, UR 70 = 10% e fotofase de 14
horas.

Os ovos parasitados foram mantidos sob as mesmas condicOes até que sua coloracao se
tornasse escurecida. A verificacdo do parasitismo dos ovos foi realizada com o auxilio de um
microscépio estereoscopio stéreo-zoom série SZ/SZT, marca BEL Engineering®, por meio do
qual foi realizada a contagem do numero total de ovos e aqueles que estavam parasitados. A
porcentagem de emergéncia também foi avaliada pela quantificacdo do nimero de ovos
contendo orificios de saida dos insetos em relacdo ao nimero de ovos pretos (Degrande,
1996), enquanto a razdo sexual foi verificada por meio da andlise das caracteristicas das
antenas dos individuos (Bowen & Stern, 1966).

Ap6s a emergéncia dos insetos das cartelas tratadas com inseticidas, foram
individualizadas 15 fémeas de cada tratamento a fim de verificar a capacidade de parasitismo
da primeira geracdo de descendentes (F1). As fémeas foram acondicionadas em tubos de
ensaio (8,0 x 2,5 cm) e fornecido diariamente, por toda a sua vida, cartelas com um nimero
conhecido de ovos do hospedeiro alternativo, com até trés dias de oviposicdo. As cartelas com
o0s ovos foram substituidas a cada 24 horas.

Como forma de avaliar a longevidade destes descendentes, as fémeas foram mantidas
até que fosse verificada a sua morte. Com estes dados foram avaliadas a emergéncia, a razéo

sexual, a longevidade e a capacidade de parasitismo dos descendentes da geracao F1.

2.2.4 Avaliacéo dos efeitos de inseticidas sobre pupas de Trichogramma atopovirilia

Neste experimento, foram utilizadas cartelas contendo ovos do hospedeiro E. kuehniella
com sete dias de parasitismo por T. atopovirilia.

Para obter os ovos parasitados, fémeas recém emergidas de T. atopovirilia foram
individualizadas e acondicionadas em tubos de ensaio (8,0 x 2,5 cm), junto a uma cartela com
aproximadamente 150 ovos ndo parasitados do hospedeiro alternativo. A fim de garantir a
uniformidade de parasitismo nas repeticdes e quantidade ideal de ovos parasitados, um
nimero excedente de 30% de cartelas foi disponibilizado para parasitismo por T. atopovirilia.
Assim, aos sete dias, foi possivel descartar as cartelas que apresentaram baixa quantidade de
ovos parasitados. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.

As fémeas que haviam sido dispostas para parasitarem os ovos foram removidas dos
tubos de ensaio apds 24 horas e, 0s mesmos, foram acondicionados em sala com condicdes
controladas, 25 + 2 °C, UR 70 £ 10% e fotofase de 14 horas, por sete dias, até que as larvas

atingissem o estadio de pupa.
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Apos sete dias do parasitismo dos ovos, as cartelas foram expostas aos inseticidas. Das
cartelas parasitadas, as que possuiam menos que 30 ovos parasitados foram descartadas. As
demais cartelas contendo um nimero conhecidos de ovos do hospedeiro E. kuehniella com
sete dias de parasitismo por T. atopovirilia foram mergulhados por dois segundos nas caldas
contendo os inseticidas testados em cada tratamento, a fim de verificar os efeitos destes
produtos na emergéncia, longevidade e razdo sexual. Os tratamentos foram compostos de 30
repeticbes cada, sendo cada repeti¢do constituida de uma cartela com ovos parasitados.

Para avaliar os efeitos transgeracionais dos inseticidas ocasionados na geragdo Fi, a
partir dos ovos tratados, foram individualizadas 15 fémeas de cada tratamento em tubos de
vidro (8,0 x 2,5 cm). Foram oferecidas, diariamente, cartelas com ovos do hospedeiro
alternativo com até trés dias de oviposic¢do durante toda a vida da fémea, a fim de verificar a
taxa de parasitismo.

A longevidade da geragdo F: foi verificada e as cartelas com ovos oferecidas
diariamente foi quantificada, assim como o nimero de ovos parasitados. Além disso, a
porcentagem de emergéncia de insetos foi realizada por meio da contagem do numero de ovos

contendo orificios de saida dos insetos.

2.2.5 Classificacdo toxicoldgica dos inseticidas

Os produtos avaliados nos testes de seletividade foram classificados de acordo com as
categorias toxicologicas propostas pela I0BC/WPRS (International Organization for
Biological and Integrated Control/West Paleartic Regional Section) em relacéo a reducéo da
capacidade de parasitismo e capacidade de emergéncia ocasionada aos parasitoides estudados,
que sédo classificadas pela IOBC como: Classe 1 = In6cuo (< 30% de reducgdo), Classe 2 =
Levemente nocivo (30% a 80% de reducdo), Classe 3 = Moderadamente nocivo (>80% a 99%

de reducéo) e Classe 4 = Nocivo (>99% de reducdo) (Hassan, 1997).

2.2.6  Andlises estatisticas

Inicialmente, os dados de taxa de mortalidade, taxa de parasitismo, taxa de emergéncia e
razdo sexual, nos experimentos de capacidade de parasitismo e exposicdo de pupas a
inseticidas, foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de
homocedasticidade de variancias de Bartlett. A andlise de variancia (ANOVA) nao-

paramétrica de Kruskal-Wallis com Dunn com correcdo de Bonferroni post hoc (p<0,05) foi
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empregada aos dados que ndo atenderam os pressupostos de normalidade e homogeneidade de
variancias, mesmo apos transformacdes, pelos pacotes “easyanova” e “dunn.test”.

Os dados de mortalidade, em porcentagem (%), dos tratamentos e do controle também
foram utilizados para o célculo do percentual de mortalidade corrigida (%), por meio da
férmula de correcdo de mortalidade de Schneider-Orelli (contagem de insetos mortos;
populacdo uniforme de insetos nos tratamentos) {[MC%= (%MTrat — %MTest)/(100 —
MTest)*100]; em que MC é a mortalidade corrigida (%) em funcdo do controle, MTrat € a
mortalidade (%) observada no tratamento e MTest é a mortalidade (%) observada no
controle}.

Os dados de taxa de parasitismo ao longo do tempo (dias) dos parasitoides adultos (Fo)
expostos aos residuos dos inseticidas foram submetidos, inicialmente, aos testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de variancias de Bartlett. Visto que 0s
dados nao atenderam os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias, mesmo
apos transformacgdes classicas e por Box e Cox (1964), optou-se pelo emprego da
transformacéo dos dados por ranqueamento e execucdo de ANOVA sobre os ranks ou postos
dos dados, conforme orientacdo de Wobbrock et al. (2011) para experimentos em esquema
fatorial. A ANOVA sobre os postos dos dados foi efetuada por meio do pacote “ARTool”.
Mediante interacdo significativa, realizou-se o desdobramento da interagdo por meio do teste
de Kruskal-Wallis com Fisher (LSD) post hoc (p<0,05), comparando “inseticidas” dentro de
cada nivel “dias”. Os pacotes “agricolae”, “openxlsx” e “MASS” também foram utilizados
nas analises. As andlises estatisticas foram efetuadas por meio dos pacotes supracitados do
software R 4.0.0 (R Development Core Team, 2020).

2.3 Resultados

2.3.1 Capacidade de parasitismo de Trichogramma atopovirilia em ovos com residuos

de inseticidas

Verificou-se que houve reducdo da capacidade de parasitismo das fémeas de T.
atopovirilia em funcdo dos residuos dos inseticidas bifentrina, beta-ciflutrina e malationa
aplicados nos ovos do hospedeiro alternativo (Tabela 1).

A reducdo de parasitismo causada pelo inseticida bifentrina foi de 100%, sendo
classificado como nocivo (classe 4) e para o inseticida beta-ciflutrina foi de 97%, esse
classificado como moderadamente nocivo (Tabela 1). O inseticida malationa foi classificado

como levemente nocivo (classe 2), uma vez que este reduziu em 50,93% o parasitismo, e
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diflubenzuron e tebufenozida foram classificados como inécuos (classe 1), pois ndo reduziram

de maneira significativa a quantidade de ovos parasitados (X2 = 69,08; g.I.= 5; p < 0,001).

Tabela 1. Porcentagem de parasitismo de fémeas de Trichogramma atopovirilia sobre ovos
contaminados, reducdo do parasitismo, e tempo letal (TLso) apds exposi¢do por 24 h com 0s
inseticidas testados e suas classificagcdes na reducdo do parasitismo.

. Reducéo do Classe
Tratamento Ovos parasitados 24 h parasitismo Tempo Lfatal (TLso) IOBC/
(%) (dias)

(%)? WPRS?3
Controle 19,42 + 3,06 a - 11,10 (9,47 - 12,73) a -
Diflubenzuron 23,18+ 3,10a 0,00 8,83 (7,17 -10,49) a 1
Malationa 9,53+1,97b 50,93 2,30 (1,70-2,89) b 2
Tebufenozida 24,73+ 3,19a 0,00 8,37 (6,87 —9,86) a 1
Bifentrina 0,00£0,00c 100,00 3,83(2,69-497)b 4
Beta-ciflutrina 0,58 +0,26 ¢ 97,01 3,96 (2,73-5,20) b 3

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente segundo teste de Kruskall-Wallis com
Dunn e com corre¢do Bonferroni (p< 0.05). 2Reducdo do parasitismo foi obtido por meio da formula:
R = (1 - (P/p)) * 100. 3Classes propostas pela IOBC/WPRS: Classe 1 = Indcuo (< 30% de reducéo),
Classe 2 = Levemente nocivo (30% a 80% de reducédo), Classe 3 = Moderadamente nocivo (>80% a
99% de reducdo) e Classe 4 = Nocivo (> 99% de reducao).

Além da reducdo na capacidade de parasitismo, as fémeas expostas aos inseticidas
bifentrina, beta-ciflutrina e malationa tiveram reducdo significativa no tempo letal para a
mortalidade de 50% da populagédo (Tabela 1). Quando expostas ao inseticida malationa, foi
registrada a maior reducdo do tempo letal, no qual as fémeas sobreviveram por
aproximadamente dois dias, enquanto, para os inseticidas classificados como in6cuos, esse
tempo foi de 8,37 e 8,83 dias, respectivamente para tebufenozida e diflubenzuron, e as fémeas
do tratamento controle tiveram longevidade de 11 dias. Os inseticidas piretroides bifentrina e
beta-ciflutrina, classificados como nocivos, também reduziram significativamente a
longevidade dos insetos, que foi de, aproximadamente, quatro dias (X2 = 104,06; g.1.=5; p <
0,001).

Ressalta-se que a auséncia de parasitismo no tratamento com o inseticida bifentrina,
foi devido as fémeas de T. atopovirilia ndo terem parasitado os ovos com residuos, mas elas
também ndo morreram logo que foram expostas ao produto. A partir do dia seguinte, quando

as cartelas com residuos foram removidas e substituidas por cartelas com ovos sem
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tratamento, as fémeas parasitaram normalmente. Apesar disso, a longevidade das fémeas
deste tratamento foi reduzida, no qual tiveram média de sobrevivéncia de 3,83 dias (Tabela 1).

Nas 24 horas de exposicdo das fémeas de T. atopovirilia aos ovos com residuos de
inseticidas, malationa causou 50% de mortalidade, bifentrina 33,33% e beta-ciflutrina
provocou a morte de 30% das fémeas de T. atopovirilia (Figura 1). Como consequéncia desta
exposicdo direta, estes inseticidas foram classificados como levemente nocivo (classe 2), de
acordo com a categorizacdo proposta pela IOBC. Entretanto, mesmo apds a remocao dos ovos
com residuos de produtos, com substituicdo por cartelas de ovos sem tratamento, a
mortalidade das fémeas continuou a ocorrer significativamente, o que resultou no aumento da
classificagdo destes produtos, sendo malationa classificado, ao final de 120 horas de
exposicdo, como nocivo e bifentrina e beta-ciflutrina como moderadamente nocivo (Figura 1).

Os inseticidas diflubenzuron e tebufenozida foram classificados como inocuos (classe
1), com tebufenozida provocando, com 24 horas de exposi¢do, mortalidade de 10% da
populacéo e diflubenzuron ndo ocasionou a morte de nenhum inseto (X2 = 37,92; g.1.=5; p <
0,001). J& nas 120 horas subsequentes, os inseticidas diflubenzuron e tebufenozida
continuaram com a mesma classificacdo anterior de pouco nocivos (classe 1), neste caso,
houve aumento da mortalidade para o tratamento com diflubenzuron, com 20% de
mortalidade e reducdo da mortalidade no tratamento com tebufenozida, que registrou 16,7%
(X2=71,83; g.1.=5; p<0,001).
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Figura 1. Mortalidade corrigida de fémeas de Trichogramma atopovirilia em 24 horas e 120 horas
apoOs exposicdo aos ovos tratados com inseticidas e classes de toxicidade segundo classificacdo
proposta. *tMc: mortalidade corrigida segundo férmula de Schneider-Orelli. 2Categorias toxicoldgicas
propostas pela IOBC/WPRS: Classe 1 = Indcuo (Mc < 25%), Classe 2 = Levemente nocivo (25 < Mc
<50%), Classe 3 = Moderadamente nocivo (50 < Mc < 75%) e Classe 4 = Nocivo (Mc > 75%).

Para a geracao F1, proveniente dos ovos expostos aos inseticidas, ndo houve redugéo na
emergéncia de adultos (X2 = 6,99; g.1.= 5; p = 0,2207) e também na razdo sexual (X2 = 1,98;
g.l.= 5; p = 0,8516). Entretanto, a longevidade foi altamente impactada, sendo que no
tratamento controle foi de 10 dias e nos demais tratamentos de quatro ou cinco dias (X? =
24,75; g.1.=4; p < 0,001) (Tabela 2).

E importante salientar que os ovos referentes ao tratamento com bifentrina foram
aqueles em que as fémeas da geragéo Fo ndo parasitaram os ovos do hospedeiro pela presenca
do residuo deste produto e, devido ao fato ndo ter havido parasitismo, impossibilitou o

estabelecimento da geracéo F; para anlise dos descendentes.
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Tabela 2. Percentual médio de emergéncia, razdo sexual e longevidade da Fi, geracdo de
individuos proveniente dos ovos expostos aos inseticidas.

Tratamento Emergéncia Razéo sexual Longevidade
(%) média (dias)
Controle 83,52 + 2,05 0,68 £ 0,04 10,33 a!
Diflubenzuron 78,60 £ 2,19 0,65+ 0,03 4,05b
Malationa 81,72+ 2,61 0,64 £ 0,05 440D
Tebufenozida 84,36 + 1,57 0,64 £ 0,04 553b
Bifentrina - - -
Beta-ciflutrina 78,64 + 2,39 0,68 £ 0,04 550b
g.l. 5 5 4
X? 6,99 1,98 24,75
p 0,2207 0,8516 <0,001

1Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo método Kruskal-Wallis com
Dunn e com correcdo Bonferroni (p < 0,05)

Para a geragdo Fo, fémeas da geragdo exposta aos inseticidas, a maior probabilidade de
sobrevivéncia foi apresentada pelos tratamentos diflubenzuron e tebufenozida, com 18 e 17
dias, e a menor foi observado para o tratamento com malationa, com seis dias de
sobrevivéncia de insetos. J& para a geracdo Fi, os resultados obtidos foram diferentes, com
reducdo da probabilidade de sobrevivéncia, com valores de 14 dias para o inseticida

tebufenozida e oito dias para o inseticida diflubenzuron (Figura 2).
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Figura 2. Curva de sobrevivéncia de fémeas de Trichogramma atopovirilia apds exposicao a
inseticidas (Fo) e descendentes desta geracéo (F1).
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2.3.2 Viabilidade de pupas ap0s exposi¢do a inseticidas

As pupas de T. atopovirilia expostas ao tratamento com o inseticida bifentrina
apresentaram uma reducdo de 89,10% na emergéncia de adultos, por meio da inviabilizacéo
das pupas (Tabela 3). O inseticida malationa ndo inviabilizou as pupas, mas, apesar de haver
emergéncia dos adultos, em poucas horas estes morreram. Por isso, em ambos o0s tratamentos
ndo foram obtidos especimes da geracdo F; para analisar os efeitos ocasionados aos
descendentes. Os demais tratamentos ndo afetaram a emergéncia de insetos (X2 = 103,50;
g.l.=5; p <0,001).

A razdo sexual dos insetos nos tratamentos também ndo diferiu estatisticamente do
controle, com excegdo do tratamento diflubenzuron (X2 = 28,48; g.1.= 5; p < 0,001) (Tabela
3).

A classificacdo de seletividade dos inseticidas, de acordo com as categorias propostas
pela IOBC/WPRS, indicou que, com exceg¢do do inseticida bifentrina, que foi classificado
como moderadamente nocivo ao parasitoide (classe 3), todos os demais inseticidas foram

classificados como in6cuos (classe 1).

Tabela 3. Percentual médio de emergéncia e razdo sexual de adultos de Trichogramma
atopovirilia onde a fase de pupa foi exposta a inseticidas, além da classificacdo de
seletividade dos inseticidas.

Redugdo de Classificacéo

Tratamento Emergéncia (%) emergéncia Razao sexual média IOBC/WPQRS
(%)

Controle 70,07 £0,73 b - 0,93+0,02a -
Diflubenzuron 90,62 + 1,58 a 0 0,86 +0,01 b 1
Malationa 69,91 +4,07b 0,23 0,93+0,01a 1
Tebufenozida 90,93+140a 0 0,95+0,01a 1
Bifentrina 764+331c 89,10 0,92+0,04 a 3
Beta-ciflutrina 70,64 +4,22b 0 0,92+0,01a 1
g.l. 5 5
X2 103,50 28,48
p <0,001 <0,001

IMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo método Kruskal-Wallis com
Dunn e com correcdo Bonferroni (p< 0.05). 2Reducéo de emergéncia foi obtida por meio da formula:
R = (1 — (P/p)) * 100. Classes propostas pela IOBC/WPRS: Classe 1 = In6cuo (< 30% de reducdo),
Classe 2 = Levemente nocivo (30% a 80% de redugéo), Classe 3 = Moderadamente nocivo (>80% a
99% de reducdo) e Classe 4 = Nocivo (> 99% de reducao).
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A geragdo de descendentes, provenientes das fémeas expostas aos inseticidas na fase de
pupa, ndo apresentou alteracdo de emergéncia, razdo sexual ou parasitismo de ovos em
virtude desta exposicdo. No entanto, a longevidade dos adultos da geracdo F; foi reduzida
pelos inseticidas diflubenzuron, tebufenozida e beta-ciflutrina, quando comparadas com o
tratamento controle (X2 = 60,69; g.1.= 5; p < 0,001) (Figura 3, Tabela 4).
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia de fémeas de Trichogramma atopovirilia da geragéo Fy,
onde a geragdo Fo foi exposta aos inseticidas na fase de pupa, sem o tratamento bifentrina, o
qual nédo foi possivel estabelecer F;.
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Tabela 4. Percentual médio de parasitismo de ovos, emergéncia e razdo sexual de
Trichogramma atopovirilia da geracdo F1, onde a geracdo Fo foi exposta aos inseticidas na
fase de pupa.

Tratamento Parasitismo Emergéncia Razéao sexual Longevidade
medio (%) media (%0) media (dias)
Controle 12,21 +1,99 90,13 £ 2,07 0,40+0,11 8,80 a
Diflubenzuron 11,67 +1,48 90,03 + 3,30 0,29 £0,10 6,80 b
Malationa - - - -
Tebufenozida 11,33 £ 2,02 88,83 £ 2,25 0,48 £0,08 593b
Bifentrina - - - -
Beta-ciflutrina 11,76 + 1,58 91,26 + 2,34 0,45+ 0,09 4,67 b
g.l. 3 3 3 5
X? 1,14 1,28 4,58 60,69
p 0,7680 0,7329 0,2047 <0,001

IMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo método Kruskal-Wallis com
Dunn e com correcdo Bonferroni (p< 0.05).

2.4 Discussao

Os inseticidas testados que sdo pertencentes aos grupos quimicos dos organofosforados
(malationa) e piretroides (bifentrina e beta-ciflutrina), afetaram negativamente a pupa ou
adulto dos parasitoides T. atopovirilia, e os inseticidas reguladores de crescimento (RCI)
foram considerados seletivos a este inimigo natural. Resultados similares também foram
reportados por Consoli et al. (1998), Hassan et al. (1998) e Hussain et al. (2010).

O inseticida malationa, pelo fato de ndo ter reduzido a emergéncia de adultos quando
aplicados em pupa de T. atopovirilia, foi classificado como inécuo (classe 1). Apesar disso,
no presente estudo, os insetos emergiram e morreram logo em seguida, fato que pode indicar
gue no momento da emergéncia, os adultos podem ter sido levados a morte pelo contato com
os inseticidas ou por terem ingerido residuos presentes no corion do ovo, como observado por
Orr et al. (1989) para Trissolcus basalis, por Parsaeyan et al. (2020) para Trichogramma
brassicae Bezdenko e por Varma & Singh (1987) para Trichogramma brasiliensis Ashmead.

Os inseticidas do grupo dos organofosforados tém como modo de acdo a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (Wang et al., 2013). Estudos conduzidos nas Gltimas décadas
demonstraram que estes produtos sdo altamente nocivos para 0s inimigos naturais (Croft,
1990; J. M. Delpuech et al., 2005; Moura et al., 2006). Além disso, sdo inseticidas conhecidos
por ocasionar reducdo do parasitismo pelos insetos benéficos, estando de acordo com 0s
resultados encontrados no presente estudo. Apesar de malationa reduzir em 51% o parasitismo
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por T. atopovirilia, h& registros de reducdo de até 95% de parasitismo de ovos pelo
parasitoide Trichogramma cacoeciae Marchal (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Youssef
et al., 2004).

E importante salientar que diferentes niveis de toxicidade sio impostos aos agentes de
controle bioldgico de acordo com o grupo quimico ao qual os inseticidas pertencem.
Entretanto, no caso dos piretroides, essas variacGes de niveis toxicos sdo apresentadas no
mesmo grupo (Carvalho et al., 2010; Wang et al., 2012). Os resultados encontrados no
presente estudo demonstraram que beta-ciflutrina foi classificado como moderadamente
nocivo (classe 3), devido ao fato de ter ocasionado redugédo da capacidade de parasitismo de
fémeas de T. atopovirilia e provocado a mortalidade das mesmas. No entanto, quando pupas
foram expostas a este inseticida, beta-ciflutrina ndo ocasionou impactos negativos, e este
inseticida foi classificado como indcuo (classe 1) para este estadio de desenvolvimento dos
parasitoides.

A menor sensibilidade de fases imaturas dos parasitoides, quando comparadas com a
exposicdo de adultos, é atribuida a protecdo exercida pelo cérion do ovo do hospedeiro
alternativo (Cheng et al., 2021; Sattar et al., 2011). No estadio imaturo de desenvolvimento,
onde os parasitoides se encontram dentro do ovo do hospedeiro, estes estdo protegidos da
acdo toxica de uma série de inseticidas pertencentes a diferentes grupos quimicos (Consoli et
al., 1998; Desneux et al., 2004, 2005, 2007; Preetha et al., 2009; Saber, 2011; Singh &
Varma, 1986; Suh et al., 2000).

De maneira geral, 0 impacto negativo ocasionado pelos inseticidas sobre parasitoides
diminui conforme o inseto progride no processo de desenvolvimento (Liu & Zhang, 2012).
Além disso, 0 momento em que € realizada a aplica¢do do inseticida pode ser determinante
para o parasitoide e seu estadio de desenvolvimento enquanto embrido, visto que o inseticida
pode sofrer degradacdo no ambiente antes de os parasitoides emergirem (Saber, 2011).

Bifentrina, outro inseticida do grupo dos piretroides, foi mais nocivo para as fémeas de
T. atopovirilia quando comparado com beta-ciflutrina. Este inseticida impediu o contato das
fémeas com os ovos do hospedeiro alternativo, impossibilitando o parasitismo. A justificativa
para este fato, de acordo com alguns autores, é pela alta toxicidade que este os inseticidas
piretroides apresentam, o que faz com que a capacidade olfatoria das fémeas seja desregulada
e estas ndo encontrem os ovos do hospedeiro para parasitarem (Desneux et al., 2004; Vianna
et al., 2009). A longevidade das fémeas expostas a este inseticida também foi menor, quando

comparadas com o tratamento controle.
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Estes resultados corroboram o0s obtidos por outros autores que verificaram o mesmo
efeito ao avaliarem a toxicidade de inseticidas piretroides para o parasitoide Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Carvalho et al., 2001; Paiva et al., 2018;
Souza et al., 2013); bem como para outros inimigos naturais, como Ceraeochrysa cubana
(Neuroptera: Chrysopidae) (Cordeiro et al., 2010; Rugno et al., 2021).

Além disso, bifentrina também inviabilizou as pupas de T. atopovirilia, com reducdo de
emergéncia de 89,10% nos ovos tratados com este inseticida. Outros autores encontraram
resultados semelhantes quando expuseram Trichogramma chilonis Ishii (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e T. pretiosum a este inseticida (Consoli et al., 1998; Hussain et al.,
2010; Smith, 1996).

A taxa de emergéncia reflete o nimero de individuos que ird emergir e contribuir com o
controle de pragas no agroecossistema, por isso, a emergéncia dos inimigos naturais garante o
equilibrio populacional destes insetos benéficos no ambiente e a continuidade de sua
contribuicdo (Soares et al., 2007). Quando a emergéncia é impactada de forma negativa, a
capacidade benéfica dos agentes de controle bioldgico € cessada.

Os resultados encontrados demonstram os diversos efeitos ocasionados pelos inseticidas
aos parasitoides do género Trichogramma. Os inseticidas reguladores de crescimento (RCI),
diflubenzuron e tebufenozida, testados sobre T. atopovirilia, foram considerados in6cuos em
ambas as fases de pupa e adulta. Os RCI sdo caracterizados pela baixa toxicidade aos
organismos benéficos, devido a absorcdo ineficiente que acontece apds a ingestdo pelos
inimigos naturais, 0s quais nao sofrem o processo de muda, o0 que torna este composto pouco
toxico para estes insetos (Cohen, 2010; Costa et al., 2014; Merzendorfer, 2013). Os resultados
obtidos corroboram aqueles obtidos para outras espécies pertencentes ao género
Trichogramma, tais como: Trichogramma nubilale Ertle & Davis, Trichogramma confusum
Viggiani e T. pretiosum Riley (Maia et al., 2010; Moscardini et al., 2008; Wang et al., 2012,
2013).

Outros autores verificaram resultados similares quando avaliaram a toxicidade de RCI’s
para insetos benéficos (Carmo, Bueno, & Bueno, 2010; Hassan et al., 1998; Schneider et al.,
2008; Takada et al., 2000; Theiling & Croft, 1988), o que confirma que estes produtos podem
ser considerados 0s mais seguros para os parasitoides do género Trichogramma, uma vez que
demonstram minimo impacto adverso sobre estes e, assim, seu uso pode ser indicado em
programas de MIP.

Os resultados demonstram que a selecdo do inseticida adequado para emprego nos

agroecossistemas deve ser realizada de maneira cuidadosa, uma vez que determinados
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produtos expdem o inimigo natural a efeitos extremamente nocivos, como é o caso de
malationa e bifentrina. Além disso, beta-ciflutrina também deve ser utilizado com cautela,
pois 0 mesmo foi classificado como moderadamente nocivo.

Os inseticidas que atuem de forma a proteger oS inimigos naturais devem ser
preconizados, como é o caso dos reguladores de crescimento avaliados neste estudo,

diflubenzuron e tebufenozida, pois sdo in6cuos ao parasitoide T. atopovirilia.

2.5 Conclusoes

Os resultados observados nos tratamentos com exposicdo de fémeas de T. atopovirilia
aos inseticidas malationa, bifentrina e beta-ciflutrina, demonstraram que a capacidade de
parasitismo de ovos do hospedeiro € reduzida quando ha exposicdo a estes produtos. Os
efeitos negativos ocasionados pelo inseticida bifentrina, que impediu o parasitismo dos ovos,
indica que os efeitos negativos ocasionados pelos inseticidas podem impossibilitar a
capacidade benéfica do parasitoide no ambiente agricola.

O efeito prolongado sobre os insetos expostos, como observado nos tratamentos com 0s
piretroides e organofosforados, que ocasionaram a mortalidade de insetos até as 120 horas
subsequentes da exposicdo; assim como a reducdo de longevidade dos adultos registrada,
reforcam que em condigdes de campo, a atividade benéfica dos inimigos naturais pode ser
drasticamente reduzida caso estes fatores nao sejam considerados no momento do manejo.

A inviabilizacdo de pupas, como ocorreu quando pupas foram expostas a bifentrina e a
morte dos individuos logo ap6s emergirem, ao serem tratadas com o inseticida malationa, sdo
fatores adversos que reforcam a incompatibilidade destes inseticidas com 0s inimigos
naturais.

Deve-se preconizar o uso de produtos como diflubenzuron e tebufenozida, que séo
considerados inocuos em todos os estadios de desenvolvimento dos parasitoides T.
atopovirilia, pois sdo inseticidas eficientes no controle de pragas e que ndao ocasionam
prejuizos aos agentes de controle bioldgico. E caso seja necessaria a utilizacéo dos inseticidas
classificados como nocivos aos parasitoides, estes produtos devem ser aplicados nos horéarios

de menor atividade destes inimigos naturais.
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3. EFEITO LETAL E PERSISTENCIA DE INSETICIDAS SOBRE FOLHAS DE
CITROS E CONSEQUENCIAS PARA Trichogramma atopovirilia

Resumo

Apobs a aplicagdo de um inseticida em campo € natural que ocorra a degradacdo do
produto, e, com o passar do tempo, 0s insetos-praga e inimigos naturais Sdo expostos a
quantidades menores de residuos do produto aplicado. No entanto, o residuo do produto na
planta, podera causar efeitos nocivos aos organismos e mesmo as pequenas quantidades
podem impactar o parasitoide T. atopovirilia e reduzir sua capacidade benéfica. Deste modo,
objetivou-se com o presente estudo, analisar o efeito letal e a persisténcia de inseticidas sobre
folhas de citros e os efeitos ao longo do tempo sobre T. atopovirilia. Discos de folhas de
citros foram mergulhadas em caldas dos inseticidas bifentrina, beta-ciflutrina, diflubenzuron,
malationa e tebufenozida, e apds a secagem dos produtos sobre as folhas, fémeas foram
expostas por 24 horas. Para o teste de persisténcia, 0s mesmos inseticidas foram pulverizados
sobre mudas de citros e aos 5, 15 e 30 dias apds pulverizacdo (DAP), foram coletadas folhas e
realizada a exposicao de fémeas adultas de T. atopovirilia. Os inseticidas malationa, bifentrina
e beta-ciflutrina ocasionaram a maior mortalidade dos insetos no experimento de efeito letal.
Diflubenzuron e tebufenozida foram ind6cuos para T. atopovirilia. A classificacdo de
persisténcia demonstrou que o inseticida malationa € levemente persistente e os demais
produtos sdo de vida curta. Os resultados contribuem para o conhecimento dos intervalos
adequados para a liberacdo de parasitoides quando cada inseticida é pulverizado. Apesar
disso, ainda devem ser preconizados produtos seletivos como diflubenzuron e tebufenozida
para uso em programas de MIP.

Palavras-chave: Controle biol6gico; Citros; Toxicidade residual

Abstract

After the application of an insecticide in the field, it is natural that degradation of the
product occurs and over time, the pest insects and natural enemies are exposed to smaller
amounts of residues of the applied product. However, the residue of the product in the plant
may cause harmful effects to organisms, and even small amounts can impact the parasitoid T.
atopovirilia and reduce its beneficial capacity. Thus, the present study aimed to analyze the
lethal effect and persistence of insecticides on citrus leaves and the effects over time on T.
atopovirilia. Discs of citrus leaves were dipped in broths of the insecticides bifenthrin, beta-
cyfluthrin, diflubenzuron, malathion, and tebufenozide, and after drying the products on the
leaves, females were exposed for 24 hours. For the persistence test, the same insecticides were
sprayed on citrus seedlings, and at 5, 15, and 30 days after spraying (DAP), leaves were
collected and adult females of T. atopovirilia were exposed. The insecticides malathion,
bifenthrin, and beta-cyfluthrin caused the highest mortality of insects in the lethal effect
experiment. Diflubenzuron and tebufenozide were harmless to T. atopovirilia. The persistence
classification showed that the insecticide malathion is slightly persistent and the other
products are short-lived. The results contribute to the knowledge of the appropriate intervals
for parasitoid release when each insecticide is sprayed. Nevertheless, selective products such
as diflubenzuron and tebufenozide should still be recommended for use in IPM programs.

Keywords: Biological control; Citrus; Residual toxicity;
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3.1 Introducéo

O impacto que um inseticida causa a uma populacdo de organismos benéficos pode ser
mensurado por sua persisténcia no ambiente, bem como sua toxicidade residual (Castilhos et
al., 2019). Um dos primeiros itens a ser verificado ao iniciar a implantacdo de uma estratégia
de manejo de pragas com o uso de controle biologico é conhecer a toxicidade dos inseticidas
sobre as pragas e seus inimigos naturais (Morales et al., 2019).

Os parasitoides pertencentes a familia Trichogrammatidae, dentre esses 0 género
Trichogramma, sdo inimigos naturais suscetiveis a muitos produtos quimicos utilizados nos
ambientes agricolas (Fontes et al., 2018; Hassan et al., 1998; Milonas et al., 2020; Vieira et
al., 2001). Estas microvespas parasitam ovos de uma variedade de espécies de pragas nos
cultivos agricolas e sdo utilizados em muitos paises para controle bioldgico de pragas de
inimeras culturas (Manzoni et al., 2007; Smith, 1996).

No Brasil, uma espécie de parasitoide de ovos que apresenta potencial para controle de
lepiddpteros e, especialmente, tortricideos como Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927
(Lepidoptera: Tortricidae), é Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Molina, 2003). Esses insetos, assim como o0s demais individuos
pertencentes a este género, sdo altamente efetivos no controle de pragas, pois, a partir do
momento em que parasitam os ovos do hospedeiro e passam a se desenvolver, impedem a
emergéncia do inseto-praga (Hassan, 1994; Jalali et al., 2016; Molina & Fronza, 2005).

No entanto, apds passadas décadas desde que os inseticidas sintéticos passaram a ser
utilizados nos agroecossistemas, pesquisas tém relatado efeitos negativos sobre os organismos
benéficos (Brunner et al., 2001; Wang et al., 2012; Skouras et al., 2019; Sohail et al., 2019;
Schéafer & Herz, 2020). Em condic¢es de campo, sabe-se que com o passar do tempo apds a
aplicacdo do produto, ocorre a sua degradacdo e 0s inimigos naturais sdo expostos a
quantidades menores de residuos do inseticida anteriormente aplicado (Desneux et al., 2009;
Gu et al.,, 2008; Ricupero et al., 2020; Santis et al., 2012; Sharma et al., 2007). Estas
quantidades menores podem ndo ocasionar a morte dos organismos, mas induzir efeitos
subletais, como desordens fisioldgicas ou comportamentais, as quais devem ser consideradas
(Biondi, Mommaerts, et al., 2012; Desneux et al., 2007; Gu et al., 2008).

Alguns desses componentes quimicos apresentam acdo prolongada sobre os
organismos, em que a persisténcia destes produtos faz com que os efeitos deletérios sejam
registrados por um maior periodo de tempo, tanto para espécies de Trichogramma como para
outros insetos benéficos (Hewa-Kapuge et al., 2003; Medina et al., 2012; Sattar et al., 2011;

Wanumen et al., 2016). A avaliacdo prévia quanto aos riscos dos inseticidas para 0s agentes
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de controle bioldgico é essencial para o desenvolvimento de um efetivo programa de Manejo
Integrado de Pragas (MIP) (Passos et al., 2018). Um programa bem-sucedido de MIP deve
levar em consideracdo a integracdo de produtos quimicos com os agentes de controle
bioldgico, porém utilizando produtos quimicos que nao afetam os inimigos naturais (Wright
& Verkerk, 1995).

A maior causa de reducgdo da eficiéncia de inimigos naturais no controle de pragas é
decorrente da toxicidade aguda e/ou efeitos subletais provocados pelos produtos
fitossanitarios. Tais parametros, se avaliados previamente, podem prover informacdes acerca
dos potenciais efeitos dos inseticidas em organismos ndo-alvo (Wang et al., 2012). Por esta
razdo, o emprego de produtos seletivos se faz necessario no manejo de pragas, utilizando
aqueles que forem classificados como indcuos ou pouco nocivos aos organismos benéficos
(Stark et al., 2007).

Morales et al. (2019) pontuam que a toxicidade do inseticida deve ser mensurada ao
longo do tempo apos a aplicagdo do produto, avaliando sua permanéncia, evolucdo e nédo
apenas imediatamente apds aplicado. Diante disto, o objetivo com o presente estudo foi
analisar o efeito letal, o efeito subletal aos insetos sobreviventes, assim como a persisténcia
dos inseticidas sobre folhas de citros e a letalidade destes produtos ao longo do tempo sobre

T. atopovirilia.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Criacéo de Trichogramma atopovirilia e inseticidas testados

O estudo foi conduzido no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas e no Laboratério
de Biologia de Insetos, ambos pertencentes ao Departamento de Entomologia e Acarologia da
Universidade de S&o Paulo — USP, no Campus da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” — ESALQ, localizado em Piracicaba - SP.

O parasitoide T. atopovirilia foi criado e multiplicado em ovos de Ephestia kuehniella
Zeller, 1879 (Lepidoptera: Pyralidae), pois os ovos deste hospedeiro alternativo sdo os mais
indicados para criacdo de espécies de Trichogramma em laboratério (Gomes, 1997; Parra &
Zucchi, 2004) e estes foram obtidos a partir da criacdo de E. kuehniella existente no
Laboratorio de Biologia de Insetos da USP/ESALQ.

Os ovos do hospedeiro alternativo com até trés dias de oviposi¢do, foram inviabilizados
sob luz germicida para posteriormente serem disponibilizados para parasitismo. A
inviabilizacdo foi realizada com base na metodologia proposta por Stein & Parra (1987), onde

0s ovos do hospedeiro com até trés dias de oviposicdo, foram dispostos em tiras retangulares
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de cartolina com dimens@es 8,0 cm x 2,0 cm contendo fita adesiva de dupla face e expostos a
luz germicida por um periodo de 45 minutos em uma distancia de 15 cm da fonte de luz. Na
extremidade das cartelas foram anotados os dados referentes a data de disponibilizacdo para
parasitismo.

As cartelas contendo os ovos inviabilizados do hospedeiro foram oferecidas aos adultos
de T. atopovirilia para parasitismo por 24 horas e estes foram acondicionados em tubos de
ensaio com dimensdes de 8,0 cm x 2,5 cm e mantidos em sala com condigdes controladas, 25
+2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

Os inseticidas empregados nos experimentos para avaliagdo da seletividade ao
parasitoide T. atipovirilia foram aqueles registrados para uso em pomares de citros para
controle do bicho-furdo-dos-citros [(Gymnandrosoma aurantianum Lima, 1927 (Lepidoptera:
Tortricidae)].

Nos bioensaios, foram empregadas as doses méaximas dos inseticidas, para que
pudessem ser simuladas as piores condi¢des as quais 0s insetos podem ser expostos. Estas
doses sdo recomendadas pelo fabricante do produto comercial para cada 100 litros de calda,
sendo elas: diflubenzuron [Dimilin® WP, 250 g (i.a.)/kg produto comercial - 25 g produto
comercial (p.c.)/100 L de agua], malationa [Malathion® 1000 EC, 1000 g (i.a.)/L produto
comercial - 150 mL p.c./100 L], tebufenozida [Mimic® 240 SC, 240 g (i.a.)/L produto
comercial - 50 mL p.c./100 L], bifentrina [Talstar® 100 EC, 100 g (i.a.)/L produto comercial
- 7,5 mL p.c./100 L], beta-ciflutrina [Turbo® EC, 50 g (i.a.)/L produto comercial -12,5 mL
p.c./100 L].

3.2.2 Efeito letal e subletais em Trichogramma atopovirilia apos exposic¢do a folhas de

citros tratadas com inseticidas

Plantas de citros foram adquiridas em viveiro de mudas comercial, no tamanho e
condicBes nutricionais adequadas para a condugdo dos experimentos em laboratdrio, as quais
foram mantidas em casa de vegetacdo, onde eram irrigadas diariamente de maneira manual.

As folhas das plantas de citros foram seccionadas com o auxilio de um vazador metalico
em discos de 4,0 cm de diametro. Os tratamentos foram compostos por 30 repeticGes cada,
sendo cada repeticdo composta por um disco de folha de citros com uma fémea de T.
atopovirilia.

Os discos foram mergulhados por dois segundos nas caldas contendo os inseticidas
testados em cada tratamento e em seguida dispostos para secar em temperatura ambiente por

uma hora, ou até que o mesmo estivesse completamente seco. Em seguida, os discos foram
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acondicionados em tubos de ensaio com dimensdes de 8,0 cm x 2,5 cm e uma fémea do
parasitoide foi introduzida para ser exposta ao inseticida por 24 horas. Como fonte de
alimento ao inseto, foi fornecida uma goticula de mel e esta foi disposta diretamente no vidro
do tubo de ensaio.

Apo6s 24 horas de exposicdo dos insetos as folhas tratadas, foi realizada a avaliacdo da
mortalidade das fémeas pertencentes as repeticdes de cada tratamento. A avaliagdo se deu por
meio da contagem do numero de insetos vivos e mortos, onde os vivos foram considerados
aqueles que respondem ao estimulo do toque de um pincel de cerdas macias.

Como forma de avaliar a capacidade de parasitismo dos insetos sobreviventes, uma
cartela contendo ovos inviabilizados do hospedeiro E. kuehniella foi oferecido para cada
parasitoide por toda a sua vida, sendo substituida a cada 24 horas.

A porcentagem de emergéncia dos descendentes também foi avaliada através da
contagem do ndmero de ovos contendo orificios de saida em relacdo ao ndmero de ovos
pretos (Degrande, 1990), e a razdo sexual determinada por meio da analise das caracteristicas
das antenas dos individuos (Bowen & Stern, 1966).

A partir das cartelas provenientes do primeiro dia de parasitismo, 15 fémeas da geracdo
F1 foram individualizadas a fim de avaliar a capacidade de parasitismo dos descendentes. Para
estas, cartelas contendo ovos do hospedeiro alternativo com até trés dias de oviposi¢éo, foram
oferecidos diariamente ao longo de sua vida. Assim foi possivel avaliar a capacidade de
parasitismo e a longevidade da geracéo F.

A avaliacdo das cartelas com ovos parasitados se deu por meio da quantificacdo do
numero total de ovos, niUmero de ovos parasitados, assim como a emergéncia dos individuos
adultos da geracdo F», realizada através da contagem do nimero de ovos contendo orificios de
saida dos insetos e razdo sexual destes descendentes. Segundo metodologia padrdo proposta
pela I10BC.

3.2.3 Teste de persisténcia

Com a finalidade de avaliar a persisténcia dos inseticidas nas folhas das plantas e seu
efeito sobre T. atopovirilia, plantas de citros foram adquiridas em viveiro de mudas
comercial, no tamanho e condi¢des nutricionais adequadas para a conducao dos experimentos
em laboratorio. As mesmas foram mantidas em casa de vegetacdo, onde eram irrigadas de
maneira manual diariamente, evitando-se molhar as folhas que continham os residuos do

produto aplicado anteriormente.
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Sobre cada planta, foi pulverizado com um borrifador de 2 litros um inseticida referente
a um tratamento a ser testado. Duas plantas receberam pulverizacdo do mesmo inseticida. A
pulverizacdo foi realizada até o ponto de escorrimento. Folhas destas plantas de citros foram
coletadas apos diferentes intervalos de aplicagdo dos produtos, com metodologia adaptada da
IOBC, sendo elas: 5, 15 e 30 dias apos a pulverizagdo (DAP) para avaliacdo de persisténcia
dos inseticidas sobre predadores e parasitoides (Sterk et al., 1999).

Os tratamentos foram compostos de 30 repeticdes cada, sendo que cada repeticao foi
constituida por uma fémea e um disco de folha de citros. Os discos foram seccionados a partir
de folhas de citros com diametro de 4,0 cm, com o auxilio de um vazador metéalico. Em
seguida, foram acondicionados em tubos de ensaio (8,0 cm x 2,5 cm) e uma fémea do
parasitoide foi introduzida, onde ficou confinada por 24 horas. Como fonte de alimento para o
inseto, foi fornecida uma goticula de mel e esta foi disposta diretamente no vidro do tubo de
ensaio.

Apbs 24 horas de exposicdo dos insetos, foi realizada a avaliagdo para verificar a
mortalidade das fémeas expostas. O nimero de insetos vivos e mortos foi contado, sendo que
os vivos foram considerados aqueles que responderam ao estimulo do toque de um pincel de
cerdas macias.

As fémeas sobreviventes tiveram sua capacidade de parasitismo avaliada. Para isso,
uma cartela contendo ovos inviabilizados do hospedeiro E. kuehniella foi oferecido para cada
parasitoide por toda a sua vida, sendo trocadas a cada 24 horas.

As cartelas com ovos parasitados foram avaliadas por meio da quantificacdo do numero
total de ovos, niUmero de ovos parasitados, assim como a emergéncia dos descendentes da
geracdo Fi, realizada pela contagem do nimero de ovos contendo orificios de saida dos
insetos e razdo sexual dos mesmos.

A porcentagem de emergéncia dos descendentes foi avaliada por intermédio da
contagem do nimero de ovos contendo orificios de saida em relacdo ao nimero de ovos
pretos (Degrande, 1990), enquanto a razdo sexual foi determinada por meio da andlise das

caracteristicas das antenas dos individuos (Bowen & Stern, 1966).

3.2.4 Classificacéo toxicoldgica dos inseticidas

Os produtos avaliados no experimento de efeito letal foram classificados de acordo com
as categorias toxicologicas propostas pela IOBC/WPRS (International Organization for
Biological and Integrated Control/West Paleartic Regional Section) em relacdo a mortalidade

corrigida (Mc). As categorias sdo: Classe 1 = Inocuo (Mc < 25%), Classe 2 = Levemente



47

nocivo (25 < Mc < 50%), Classe 3 = Moderadamente nocivo (50 < Mc < 75%) e Classe 4 =
Nocivo (Mc > 75%) (Hassan, 1997). No teste de persisténcia, os produtos que ocasionaram
reducdo da sobrevivéncia dos parasitoides em até 30%, foram classificados conforme a escala
de persisténcia proposta pela IOBC/WPRS, que séo: Classe 1 = Vida curta (< 5 dias), Classe 2
= Levemente persistente (5 — 15 dias), Classe 3 = Moderadamente persistente (15 — 30 dias) e
Classe 4 = Persistente (> 30 dias) (Sterk et al., 1999).

3.2.5 Anélises estatisticas

A probabilidade de mortalidade predita dos parasitoides adultos foi analisada em cada
intervalo de tempo de exposi¢do por meio de um modelo linear generalizado (GLM) com
distribuicdo de erro binomial e funcdo de ligacdo probit. Considerou-se o nimero de insetos
mortos como a variavel resposta (dependente); o tempo e os tratamentos (inseticidas e
controle) foram incluidos como variaveis explicativas (independentes). A interacdo
tratamentos*tempo também foi testada. Para tal, utilizaram-se os pacotes “visreg”, “MASS”,
“ggplot2”, “GGally” e “jtools”. As analises estatisticas foram efetuadas por meio dos pacotes
supracitados do software R 4.0.0 (R Development Core Team, 2020). Ainda, para avaliar a
sobrevivéncia ao longo do tempo (dias) dos parasitoides adultos (Fo e F1) expostos aos
residuos dos inseticidas, foram utilizados os estimadores de Kaplan-Meier (método Log-
Rank) e as curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste de Holm-Sidak (p<0,05), por
meio do software SigmaPlot 12.3 (Systat Software, San Jose, CA, USA).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito letal

Os inseticidas malationa, bifentrina e beta-ciflutrina foram os produtos que ocasionaram
maior mortalidade no experimento de efeito letal, estes inseticidas ocasionaram mortalidade
de 93,33, 66,67 e 40,00% da populacéo, respectivamente, e foram classificados como nocivo
(classe 4), moderadamente nocivo (classe 3) e levemente nocivo (classe 2), respectivamente,
enquanto diflubenzuron e tebufenozida foram classificados como inécuos (classe 1), pois ndo
ocasionaram mortalidade das fémeas maior que 25% (Tabela 1).

Além disso, todos os tratamentos apresentaram menor parasitismo de ovos que 0
tratamento controle, no entanto, apenas 0s tratamentos com os inseticidas piretroides,
bifentrina e beta-ciflutrina, diferiram significativamente (X2= 17,5; g.1.= 5; p=0,0036) (Tabela
1).
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A emergéncia da geracdo Fi: ndo foi reduzida nos tratamentos com aplicacdo de

inseticidas, assim como a razdo sexual destes parasitoides ndo foi modificada (Tabela 1).

Tabela 1. Mortalidade corrigida de fémeas expostas a folhas tratadas com inseticidas,
parasitismo de ovos pelas fémeas sobreviventes, emergéncia dos adultos e classificacdo da
IOBC, de acordo com a mortalidade ocasionada.

Razio Seletividade
(1] i 11 3 = 193

Tratamento Mc (%0) Parasitismo Emergencia cesual  IOBC/WPRS
Controls 0,00=000e 40632982 93771322 0,76=0042a
Diflubenzuron 1333 £631de 2884=2066ab 8300=140ab 077=005a 1
Malationa 0333=463a 2857=893ab 8030=303bv 075=0102a 4
Tebufenozida 2333=785d 2713=374ab B8018=x133ab 083=002a 1
Bifentrina 66,67=872b 2147=554b B8812=243ab 0.74=0082a 3
Beta-ciflutrina 40,00=6,10c 2008=3350b 8040=224ab 0,78=005a 2
gl 3 3 3 3
X2 76,72 17,5 16,13 2,13
J <0,001 0,0036 0,006 0,8302

IMortalidade corrigida de fémeas de Trichogramma atopovirilia apds exposi¢do as folhas tratadas com
inseticidas e classes de toxicidade segundo classificacdo proposta. *Mc: mortalidade corrigida segundo
formula de Schneider-Orelli. 2Categorias toxicoldgicas propostas pela IOBC/WPRS: Classe 1 =
Inécuo (Mc < 25%), Classe 2 = Levemente nocivo (25 < Mc < 50%), Classe 3 = Moderadamente
nocivo (50 < Mc < 75%) e Classe 4 = Nocivo (Mc > 75%). 2Mc corrigida pela formula de Schneider-
Orelli (%).2 Anélise de variancias ndo-paramétrica de Kruskall-Wallis com Dunn e com correcdo de
Bonferroni post-hoc (p<0,05).

A longevidade das fémeas expostas aos inseticidas foi reduzida em decorréncia desta
exposi¢do. Enquanto o tratamento controle apresentou tempo médio de sobrevivéncia de 8,86
dias, malationa, e bifentrina resultaram em 1,33 e 3,06 dias de sobrevivéncia de fémeas.
Diflubenzuron, beta-ciflutrina e tebufenozida apresentaram longevidade de fémeas de 5,56,
5,43 e 6,40 dias (X2 =63,88; g.l. = 5; p <0,001) (Figura 1).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia de fémeas de Trichogramma atopovirilia expostas aos
inseticidas em experimento de efeito letal.

3.3.2 Persisténcia

No experimento de persisténcia, o inseticida malationa ocasionou até a primeira
avaliacdo ap0s a pulverizacdo do produto, a morte de 50% de fémeas. Entretanto, até os 15
dias, na segunda avaliacdo, apresentou 17,24% de mortalidade e, em funcéo desses resultados,
foi classificado como levemente persistente (classe 2). Os demais produtos foram
classificados como de vida curta (classe 1), devido ao fato de terem ocasionado a morte de
fémeas inferior a 30% aos 5 DAP (Tabela 2).

Os inseticidas tebufenozida, e diflubenzuron ndo apresentaram efeitos nocivos aos
parasitoides, nestes tratamentos a mortalidade de fémeas ficou abaixo de 15% na primeira
avaliacdo de persisténcia e nos demais periodos apresentaram mortalidade menor que 5%
(Figura 2). Além disso, estes produtos ndo apresentaram impactos negativos sobre a
capacidade de parasitismo dos parasitoides ou emergéncia de adultos em decorréncia da
exposicdo (Tabela 3).
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Tabela 2. Mortalidade corrigida de Trichogramma atopovirilia ao longo do tempo e
classificacdo de persisténcia e seletividade de acordo com categorias propostas pela
IOBC/WPRS.

Mc (%0)! - Dias ap6s a aplicacao (DAP)

Tratamento 5 15 30 Ig%rgf\s\e/gg% 2
Controle 0 0 0 0
Diflubenzuron 3,33 0,00 3,33 Vida curta
Malationa 50,00 17,24 16,66 tg;’sﬁgsgtts
Tebufenozida 0,00 0,00 3,33 Vida curta
Bifentrina 23,33 17,24 10,00 Vida curta
Beta-ciflutrina 26,66 13,79 6,66 Vida curta

IMortalidade corrigida segundo férmula de Schneider-Orelli. 2Escala de persisténcia proposta pela
IOBC/WPRS com base em mortalidade superior a 30% dos parasitoides: Classe 1 = Vida curta (<5
dias), Classe 2 = Levemente persistente (5 - 15 dias), Classe 3 = Moderadamente persistente (15 — 30
dias) e Classe 4 = Persistente (> 30 dias).
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Figura 2. Mortaluage preaita e remeas ae ITiCrogramma atopoviriia ao 1ongo do tempo
para cada inseticida testado.
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Tabela 3. Capacidade de parasitismo de fémeas de Trichogramma atopovirilia apds exposicao a folhas tratadas com inseticidas e
emergéncia de adultos destes ovos parasitados ao longo do tempo.

5 DAP 15 DAP 30 DAP
Tratamento .. s i s . s
Parasitismo  Emergéncia Parasitismo Emergéncia Parasitismo Emergéncia
Controle 30,71£1,78ab 9048+ 18%a 2941x276a 8698+17%9a 2853x252a 8725+322a

Diflubenzuron 2634+245b 9320+ 141a 2851x226ab 8069+234a 2798x305a 9204+175a
Malationa 2151+£340b 9424x£155a 23,16x201b 8505x215a 2658x288a 9098x178a
Tebufenozida 26,16+ 280b 9550+115a 2634+x236ab 8258+£257a 2620x236a 09175+148a
Bifentrina 3251+£267a P106x145a 2908x268a 8536x237a 2425x286a 9194x163a
Beta-ciflutrina 2915324 ab 9444+ 144a 2877x208a B8701x177a 2772x274a 9087x151a

gl 5 5 5 5 5 5
X 16,14 11,03 1333 5.63 3,29 0.6
D 0,0065 0.0607 0.0204 0,343 06555 0.9880

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente nas colunas pelo método Kruskal-Wallis com Dunn e com corregdo
Bonferroni (p< 0.05)
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3.4 Discussao

E devido aos efeitos observados em testes de toxicidade que se obtém embasamento
suficiente acerca dos intervalos adequados para liberacdo de inimigos naturais no campo apos
a aplicacdo de um inseticida (Cheng et al., 2021).

Os resultados obtidos com o presente experimento demonstraram que, o inseticida
bifentrina foi um dos produtos mais nocivos para as fémeas de T. atopovirilia, e tais
resultados foram semelhantes aos encontrados por Shankarganesh et al. (2013), quando
testaram este produto sobre Trichogramma chilonis Ishii e Trichogramma brasiliensis
Ashmead (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

O inseticida beta-ciflutrina apresentou moderada seletividade aos parasitoides (classe 2),
resultado que diferiu de outros autores como Carmo et al. (2010a), quando estudou a
toxicidade deste inseticida sobre Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) e concluiu que este produto foi in6cuo a espécie por ele estudada. Além
destes parasitoides, outros inimigos naturais, como Telenomus podisi (Hymenoptera:
Platygastridae), estudado por Stecca et al. (2018) ndo sofreram impacto negativo devido a
exposicdo a este inseticida e estes autores classificaram este produto como seletivo aos
inimigos naturais, diferentemente do presente estudo.

Além disso, excetuando-se o inseticida malationa que foi classificado como levemente
persistente (classe 2), todos os demais produtos testados tém baixa persisténcia ao longo do
tempo (classe 1), sendo classificados como inseticidas de vida curta, uma vez que a
mortalidade de insetos em decorréncia da exposicdo ocorreu até os cinco dias apds a
pulverizagédo dos produtos.

Os ingredientes ativos bifentrina e beta-ciflutrina séo inseticidas pertencentes ao grupo
quimico dos piretroides, grupo que tem causado efeitos negativos sobre espécies de
Trichogramma (Cheng et al., 2021). Este fato é confirmado por pesquisadores que estudaram
diferentes espécies deste género, como Trichogramma evanescens Westowood (Wang et al.,
2014), Trichogramma brassicae Bezdenko (Parsaeyan et al., 2018), Trichogramma
dendrolimi Matsumura, Trichogramma ostrininae Pang et Chen e Trichogramma chilonis
Ishii (Cheng et al., 2021); e também outros inimigos naturais como Aphidius ervi Haliday
(Hymenoptera: Aphidiidae), Telenomus busseolae Gahan e Telenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Scelionidae) (Bayram et al., 2010; Carmo et al., 2010b; Delpuech et al., 2001;
Desneux et al., 2004).

O mecanismo de agdo dos piretroides permite que estes produtos sejam eficientes no

controle de um amplo espectro de insetos e a atuacdo deste grupo quimico esta diretamente
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associada a transmissdes neurais. Estes produtos modificam os canais de sodio dos ax6nios,
se ligando aos receptores de forma que mantém os canais abertos prolongadamente,
provocando uma hiperpolarizacdo da membrana e leva o inseto a um estado de
hiperexcitagéo, paralisia e morte (Bloomquist, 1996; Soderlund, 2010; Wang et al., 2013).

No entanto, mesmo com a alta toxicidade dos piretroides, estes inseticidas apresentaram
baixa persisténcia para T. atopovirilia. Este fato pode ser atribuido a fotodegradagdo do
produto, pois as plantas utilizadas no presente estudo foram mantidas em casa de vegetacdo
apos a pulverizacdo, onde recebiam luz solar, e uma vez que este grupo de inseticidas é
rapidamente degradado no ambiente devido a radiacdo solar, justifica-se a baixa persisténcia
observada (Liu et al., 2010).

Ainda que tenha ocorrido efeito negativo acentuado nos tratamentos com os inseticidas
anteriormente citados, a maior toxicidade para as fémeas foi registrada nos testes com
malationa. A significativa mortalidade observada neste tratamento corrobora os resultados
obtidos por Madhusudan & Bhushanam, (2020), que relataram a alta toxicidade deste
organofosforado, e outros inseticidas deste mesmo grupo, sobre T. chilonis. No entanto, de
maneira diferente, Momanyi et al. (2012) classificaram este inseticida como levemente nocivo
para Trichogramma sp.

Malationa é altamente toxico (nocivo) para os insetos devido a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, que regula a transmissao do impulso nervoso (Souza et al., 2013). Este
modo de acdo do inseticida provoca um acumulo de acetilcolina na sinapse e uma transmissao
continua de impulsos nervosos no individuo (Uma et al., 2014). O grupo quimico ao qual
pertence o inseticida malationa, os organofosforados, usualmente agem nos insetos por meio
de contato ou ingestdo e alguns produtos deste grupo apresentam forte efeito fumigante.
Frequentemente, os organofosforados sdo classificados como mais toxicos que os inseticidas
piretroides.

Apesar disso, a mortalidade de fémeas ao longo do tempo neste tratamento indicou que
malationa foi um inseticida de vida curta (classe 1), diferente da classificacdo apresentada por
Youssef et al. (2004), que em seus estudos o classificaram como moderadamente persistente
(classe 3) ao expor Trichogramma cacoeciae Marchal (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

E com base nos resultados aqui demonstrados e em estudos anteriores que verificaram
que este inseticida ndo é compativel com T. atopovirilia e outras espécies do género como,
Trichogramma platneri Nagarkatti, T. chilonis e T. dendrolimi (Brunner et al., 2001; Preetha
et al., 2009; Suh et al., 2000; Takada et al., 2000), que seu uso deve ser substituido por

produtos considerados seguros para compor programas de MIP.
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Estudos como estes visam demonstrar quais produtos sdo mais compativeis com 0s
inimigos naturais e que devem ser indicados para uso quando ha liberacdo de parasitoides, ou
quando se busca a conservagio dos organismos benéficos. E neste sentido que a avaliacio de
persisténcia é essencial, uma vez que este dado é a base da tomada de decisdo acerca dos
quimicos mais indicados quando esta sendo realizado o planejamento de programas de MIP
(Castro et al., 2012).

Malationa, bifentrina e beta-ciflutrina provocaram efeitos nocivos para fémeas de T.
atopovirilia e sua aplicagdo em campo deve ser realizada mediante cuidadosa avaliacdo. A
baixa persisténcia destes inseticidas ndo exclui o fato de que os riscos aos parasitoides, e
outros insetos benéficos promovidos por estes produtos, € um fator a ser avaliado durante toda
a época de producdo na citricultura, uma vez que ha inimigos naturais que estdo presentes no
ambiente durante todo o tempo, seja por meio de liberacdes, ou de forma natural (Colloff et
al., 2013; Gomez-Marco et al., 2016; W. Zhang & Swinton, 2009).

Os inseticidas diflubenzuron e tebufenozida foram seletivos para as fémeas de T.
atopovirilia. Estes produtos sdo inseticidas reguladores de crescimento (RCI), onde o modo
de acdo do primeiro produto se da por meio inibicdo da sintese de quitina, no qual desregula a
formacéo do exosesqueleto do inseto apds a muda, o que acaba por leva-lo a morte (Schneider
et al., 2008); enquanto o segundo acelera o processo de ecdise do inseto, uma vez que age
como agonista do ecdisona, 0 horménio natural de muda destes individuos (Dhadialla et al.,
1998; Stecca et al., 2018).

No estadio em que a espécie foi estudada neste experimento, com exposicado de fémeas
adultas, ndo houve efeito negativo devido a atuacdo destes inseticidas no processo de
desenvolvimento destes parasitoides. Estes produtos demonstraram ser seguros € 0S que
menos ocasionaram impactos negativos aos insetos, além de terem apresentado baixa
persisténcia, sendo considerados seletivos a este inimigo natural (Paiva et al., 2018; Theiling
& Croft, 1988; Wang et al., 2012).

Os RCTI’s sdo rotineiramente apontados como pouco Nnocivos aos inimigos naturais e a
classificacdo de seletividade dos inseticidas pertencentes a este grupo para espécies do género
Trichogramma € tida como indcua, fato que confirma os resultados encontrados neste estudo
(Hassan et al., 1998; Takada et al., 2000; Wang et al., 2012).

Os resultados encontrados possibilitardo uma tomada de decisdo mais assertiva quanto
aos inseticidas empregados para manejo de pragas, visto que os produtos com menores
impactos negativos aos agentes de controle biolégico sdo os mais apropriados para uso em

programas de MIP.
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Salienta-se que o0s experimentos descritos foram conduzidos sob condi¢des de
laboratorio, nos quais os parasitoides foram expostos as doses maximas de cada inseticida,
simulando as piores condi¢Ges em que estes individuos poderiam ser expostos. Em condi¢des
de campo, é possivel que os inseticidas provoquem menores efeitos sobre os inimigos
naturais, uma vez que no ambiente natural estes individuos podem evitar as &reas tratadas e
buscarem abrigo em locais sem aplicacdo de produtos. Além disso, a degradacdo do produto
pela luz solar reduz drasticamente o impacto dos inseticidas, quando comparado com as

condicdes de laboratério (Rocha & Carvalho, 2004).

3.5 Conclusdes

Os dados do experimento de efeito letal demonstraram que o inseticida malationa nao é
compativel com T. atopovirilia, assim como bifentrina e beta-ciflutrina logo apds a
pulverizagdo dos produtos nas plantas de citros, pois esta exposi¢do leva os parasitoides a
morte.

Além disso, mesmo que a persisténcia destes produtos tenha demonstrado ser baixa, 0s
quais foram classificados como levemente persistente (malationa) e de vida curta (bifentrina e
beta-ciflutrina), os organismos benéficos presentes naturalmente no ambiente também devem
ser conservados. Em virtude disso, o ideal é que sejam empregados produtos
comprovadamente inocuos, como diflubenzuron e tebufenozida, que foram considerados

seletivos e ndo causam nenhum efeito negativo sobre parasitoides T. atopovirilia.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os testes de seletividade realizados demonstraram que os inseticidas testados, com
excecdo de diflubenzuron e tebufenozida, ocasionaram efeitos nocivos em algum estadio de
desenvolvimento dos insetos. As classes propostas pela IOBC/WPRS nos diferentes testes,
demonstraram ndo serem capazes de, isoladamente, determinar a seletividade de um
inseticida, pois com base nas classificacbes, um mesmo inseticida pode ter diferentes
classificacGes que variam de acordo com o teste realizado e o parametro avaliado.

Nos testes com fémeas adultas, quando avaliada a capacidade de parasitismo,
mortalidade nas 24 horas e nas 120 horas, malationa foi classificado como classe 2, classe 2 e
classe 4, respectivamente; bifentrina, classe 4, classe 2 e classe 3; beta ciflutrina, classe 3,
classe 2, e classe 3, e os inseticidas diflubenzuron e tebufenozida como classe (indcuo) em
todos os experimentos.

O inseticida bifentrina, no experimento com pupas foi 0 Unico que ocasionou a reducdo
de emergéncia, e de acordo com a classificagdo, foi considerado moderadamente nocivo,
enquanto os demais produtos foram classificados como indcuos. No entanto, neste mesmo
teste, o inseticida malationa, apesar de ndo reduzir a emergéncia de insetos, provocou a
mortalidade de individuos assim que estes emergiram, fato que impossibilitou o
estabelecimento da geracdo Fi. Apesar disso, este produto foi classificado como classe 1
(indécuo) neste estadio de desenvolvimento.

No experimento de efeito letal, resultados semelhantes aos anteriores foram
encontrados, onde os inseticidas malationa, bifentrina e beta-ciflutrina foram classificados
como nocivo (classe 4), moderadamente nocivo (classe 3) e levemente nocivo (classe 2),
respectivamente. Diflubenzuron e tebufenozida foram classificados como indcuo (classe 1).

Apesar disso, nenhum dos inseticidas ocasionou efeitos deletérios apds cinco dias da
aplicacdo dos produtos, e assim, todos os inseticidas testados foram considerados como de
vida curta. Deste modo, a liberacdo de insetos em campo, de acordo com estratégias de
programas de MIP, é indicada aos cinco dias subsequentes da pulverizacdo, especialmente

para os inseticidas considerados nocivos em algum dos parametros avaliados.



