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RESUMO GERAL

A Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) e Hyponeuma taltula
(Schaus, 1904) (Lepidoptera: Noctuidae, Herminiinae) sdo pragas da cana de
acucar cuja importancia vem aumentando devido ao rapido crescimento de suas
populacdes e a dificuldades no controle de ambas. Devido ao pequeno numero de
informacdes disponiveis na literatura sobre estes insetos, e para estudar a interagao
entre elas, e outros lepidopteros e inimigos naturais, realizamos o estudo de uma
dieta para a criacdo de insetos adultos de T. licus licus. Alguns aspectos biolégicos
também foram observados e a influencia de plantas atacadas por T. licus licus, H.
taltula e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) sobre a
preferéncia de oviposicdo de D. saccharalis e na atracdo de Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae). A investigacdo da patogenicidade de
isolados do Baculovirus spodoptera foi estudada em D. flavipennella. Avaliou-se o
efeito de cinco dietas (D1, D2, D3, D4 e D5) sobre o desenvolvimento de T. licus
licus, e a caracterizacdo das substancias quimicas liberadas por fémeas virgens com
idade entre 24 e 48 horas ap0s a emergéncia. As dietas D1 e D5 foram
desconsideradas, pois promoveram alta mortalidade na fase larval. Observou-se que
as dietas D3 e dieta D4 foram bem aceitas, as lagartas alimentadas com essas
dietas apresentaram maior ganho de peso e menor duragdo em dias (p<0,05). Para
a dieta D2, quando comparada as dietas D4 e D3, proporcionou maior mortalidade
na fase de lagartas. As dietas D4 e D3 favoreceram a producdo de um maior numero
de pupas e adultos (p<0,05). Os adultos provenientes das dietas D2, D3 e D4
alimentados com solucdo de sacarose a 5% apresentaram um aumento médio de
trés dias na longevidade. As dietas D4 e D3 foram consideradas apropriadas para
producdo de adultos de T. licus licus. Os compostos volateis presentes nos trés
altimos segmentos do abdome de fémeas virgens provenientes da dieta D3 e D4
foram semelhantes aos provindos de fémeas virgens do campo (p<0,05). Ao avaliar
a preferéncia de oviposigcao por D. saccharalis e a atracdo de C. flavipes por canas
em relacdo a plantas de cana-de-acUcar infestadas por diferentes lepiddpteros-
praga, observou-se que fémeas de D. saccharalis tém preferéncia de oviposicdo
pela cana isenta de infestacdo (p<0.05), enquanto que fémeas de C. flavipes séo
atraidas por compostos volateis emitidos por plantas de cana-de-acucar infestadas
por D. saccharalis e em menor escala por H. taltula (p<0.05). Além disso, foi
constatado que a utilizagdo dos compostos volateis emitidos diretamente pelas
plantas é mais eficiente que os extratos hexanicos obtidos das mesmas (p<0.05).
Por n&o existir informacgdes sobre a utilizacdo de isolados de baculovirus no controle
biolégico de D. flavipennella verificou-se a eficiéncia de trés isolados (I-6, 1-18 e 1-19)
do Baculovirus spodoptera em lagartas neonatas de D. flavipennella. Foram
utilizadas 56 lagartas neonatas de D. flavipennela por tratamento, sendo essas
agrupadas em 4 repeticoes de 14 lagartas; as porcentagens de eficiéncia dos
isolados 1-18 e I-6 foram as melhores diferindo do 1-19 (p<0,05); o isolado 1-18 e o
isolado 1-6 podem ser utilizados como bioinseticida para D. flavipennella (p<0,05).
Com os resultados obtidos nesta tese, pode-se concluir que a broca gigante pode
ser criada em laboratorio a fim de obtencéo de adultos para extragdo de glandulas
feromonais; existe interacao entre plantas sadias e preferéncia de oviposi¢ao por D.
saccharalis em relagéo a plantas infestadas por lepidopteros; ha atracdo do inimigo
natural C. flavipes por plantas atacadas por D. saccharalis e em menor escala por H.
taltula; ha isolados de Baculovirus spodoptera com potencial de serem utilizados no
controle biolégico de D. flavipennella.

Palavras chave: Controle de Pragas, Saccharum oficinarum, Lepidobrocas.



GENERAL ABSTRACT

The Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepdoptera: Castniidae) and the Hyponeuma
taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Noctuidae, Herminiinae) have become important
sugarcane puts due to the rapid growth of their populations and the difficulties in
controlling both of them. Due to the small amount of information available in literature
and to study the interaction between them and other Lepidoptera and natural
enemies, a research of a diet for rearing the T.licus licus insect adults was conducted
to be able to understand better these two species. Some biological aspects were also
observed and the influence of plants attacked by the T. licus licus, the H. taltula and
the Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) with the
preference of D. saccharalis oviposition and attraction of Cotesia flavipes (Cameron,
1891) (Hymenoptera: Braconidae). The investigation of the pathogenicity of
Baculovirus Spodoptera isolates was studied in D. flavipennella. The effect of five
diets (D1, D2, D3, D4 and D5) on the development of T. licus licus was evaluated,
and the characterization of the chemicals substances released by virgin females with
24 and 48 hours old after the emergence. The D1 and D5 diets were disregarded
because they promoted high mortality in the larval stage. After the statistical analysis
at 5% probability, it was observed that the D3 and D4 diets were well accepted. The
larvae fed with these diets showed greater weight gain and shorter duration in days
(p <0.05). When the D2 diet was compared to the D4 and D3 diets, it showed higher
mortality in the larvae stage. The D3 and D4 diets favored the production of a greater
number of pupae and adults (p <0.05). The adults from the D2, D3 and D4 diets fed
with 5% sucrose solution showed an average increase of three days in their life. The
D3 and D4 diets were considered appropriate for production of adult T. licus licus.
The volatile compounds present in the last three segments of the abdomen of virgin
females from D3 and D4 diets were similar to those coming from the field virgin
females (p <0.05). While evaluating the oviposition preference for D. saccharalis and
the attraction of C. flavipes for canes in relation to sugarcane plants infested by
different lepidopteran pests, it was possible to observe that D. saccharalis females
have oviposition preference for the non-infested sugarcane (p <0.05), while C.
flavipes females are attracted by volatile compounds emitted by sugarcane plants
infested by D. saccharalis and in a smaller scale by H. taltula (p <0.05). Moreover, it
was found that the use of volatile compounds emitted directly by the plants is more
efficient than the extracts obtained from the plants (p <0.05). The effectiveness of
three isolates (I-6, 1-18 and 1-19) of the Baculovirus spodoptera in D. flavipennella
neonate larvae was verified because there is no information about the use of
baculovirus isolated from the biological control of D. flavipennella. Fifty-six D.
flavipennela neonate larvae were used per treatment, which were grouped in four
repetitions with 14 larvae. The percentage of efficiency of the 1-18 and I-6 isolates
were the best differing from the 1-19 (p <0.05). The I-18 and I-6 isolates can be used
as bio-insecticide for D. flavipennella (p <0.05). With the results obtained in this
thesis, it can be concluded that the giant borer can be raised in a laboratory to extract
the pheromone glands from the adults. There is interaction between healthy plants
and oviposition preference by D. saccharalis in relation to plants infested by
lepidopterans. There is attraction of the natural enemy C. flavipes by plants attacked
by D. saccharalis and in a smaller scale by H. taltula. There is B. spodoptera isolates
with potential for being used in the biological control of D. flavipennella.

Keywords: Pest Control, Saccharum oficinarum, Lepidoborer.
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Figura 2-

Olfatdbmetro em “Y” com fluxo de ar e sem opgao de escolha.
Dimensbes de cada brago do olfatbmetro: ®= 3,5cm e c=
65cm, o orificio que demarcou a area de aceitacdo ou rejeicado
se encontrava distante do local dos insetos em 40 cm.

65

4 EFICIENCIA DE BACULOVIRUS SOBRE A MORTALIDADE DE LAGARTAS

NEONATAS DE Diatraea flavipennella.

Figura 1-

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Andlise de Sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett),
de lagartas neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a
ingestdo de alimento mais agua destilada e alimento mais
isolado 1-6 do Baculovirus spodoptera. A analise foi feita pelo
teste de Log-Rank (D. Collett) e a comparacdo dos
tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado (WL)
(p<0,01).

Andlise de Sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett),
de lagartas neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a
ingestdo de alimento mais agua destilada e alimento mais
isolado 1-18 do Baculovirus spodoptera. A analise foi feita pelo
teste de Log-Rank (D. Collett) e a comparacdo dos
tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado (WL)
(p<0,01).

Andlise de Sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett),
de lagartas neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a
ingestdo de alimento mais agua destilada e alimento mais
isolado 1-19 do Baculovirus spodoptera. A analise foi feita pelo
teste de Log-Rank (D. Collett) e a comparacdo dos
tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado (WL)
(p<0,01).

Comparacgbes das porcentagens de eficiéncia corrigida de
Abbott obtidas pelos Isolados -6, 1-18 e 1-19 do Baculovirus
spodoptera comparadas com o0 tratamento testemunha-
(lagartas neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a
ingestdo de alimento mais agua destilada). A Comparacgéo dos
tratamentos foi feita pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).

91

92

93

94




LISTA DE TABELAS

2 EFEITO DE DIETAS PARA LAGARTAS VISANDO A OBTENCAO DE
ADULTOS DE Telchin licus licus EM LABORATORIO E EXTRACAO DOS
COMPOSTOS VOLATEIS PRESENTES NOS ULTIMOS SEGMENTOS DO

ABDOME DE FEMEAS VIRGENS.

Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Constituicdo das dietas de alimentacdo para lagartas
testadas na criacdo de T. licus licus, em laboratorio:

Médias (xEP) de caracteristicas biologicas de Telchin licus
licus criadas em trés tipos de dietas diferentes. Temperatura
de 26+2°C, UR de 60+10%, com fotofase de 12 horas para
adultos e sem fotofase para lagartas/pré-pupa/pupa.

Peso médio (tEP) das fases imaturas e porcentagem de
deformacédo de adultos de Telchin licus licus criadas em trés
tipos de dietas diferentes. Temperatura de 26+2°C, UR de
60£10%, com fotofase de 12 horas para adultos e sem
fotofase para lagartas/pré-pupa/pupa.

Longevidade (xEP) dos adultos de Telchin licus licus com
(solucdo aquosa de sacarose a 10%) e sem alimento, em
dias, criados em trés tipos de dietas diferentes. Temperatura
de 25+3°C, UR de 60+10%, com fotofase de 12 horas.
Identificagdo por CG-MS de Hidrocarbonetos e Compostos
Oxigenados* encontrados no abdome de fémeas virgens de
T. licus licus, provenientes da dieta D3, D4 e do campo.

37

43

44

45

46

3 INFLUENCIA DE PLANTAS DE CANA-DE-ACUCAR INFESTADAS POR
DIFERENTES LEPIDOBROCAS NO COMPORTAMENTO DE OVIPOSICAO
DE Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) E NO
COMPORTAMENTO DE BUSCA DO HOSPDEIRO POR Cotesia flavipes

(HYMENOPTERA: BRACONIDAE).

Tabela 1- Oviposicdo de Diatraea saccharalis submetida a bioensaios 66

Tabela 2-

com plantas e plantas x lepidépteros.

Numero médio de fémeas de Cotesia flavipes atraidas por
extratos hexanicos comparados com os volateis provenientes
da propria planta.

68



Tabela 3- Identificacdo dos Compostos Organicos Volateis* (COVs) 70
liberados por cana-de-acucar (S), pela de cana-de-acucar
atacada por D. saccharallis (SD), pela de cana-de-agucar
atacada por H. taltula (SH) e pela de cana-de-acucar atacada
por T. licus licus (SB).

4 EFICIENCIA DE BACULOVIRUS SOBRE A MORTALIDADE DE LAGARTAS
NEONATAS DE Diatraea flavipennella.

Tabela 1- Tratamentos utilizados para avaliar mortalidade de lagartas 88
neonatas de D. flavipennella. Em todos foram acrescentado
0,01% de Tween® 80.

Tabela 2- Constituicdo da dieta de alimentacdo de Diatraea saccharalis. 89




APENDICES

APENDICE A

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -
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Ovos de Telchin licus licus. A- Ovos recém-ovipositados
provindos da Usina Triunfo. B- Acondicionamento de 100
ovos de T. licus licus, recém-ovipositados, em placas de
Petri forradas com papel filtro.

Placa de Petri contendo dieta de alimentacdo inicial. A-
Fornecida pela FITOSSAN. B- Dieta consumida em 16 dias
por lagarta de Telchin licus licus. C- Dieta 20 dias ap0s
consumo por T. licus licus.

Criagcdo de Telchin licus licus: A- Fase inicial; B- Lagarta
alimentada pela dieta (D3); C- Lagarta alimentada pela dieta
(D2); D- Lagarta alimentada pela dieta (D4).

Fase de pré-pupa de Telchin licus licus.

Fase de pupa de Telchin licus licus.

Fase adulta de Telchin licus licus.

Local de acondicionamento da fase adulta por sexo de
Telchin licus licus.

Fémeas de Telchin licus licus com idade entre 24 e 48
horas, utilizadas para coleta de volateis.

Material utilizado na extracdo dos compostos volateis
encontrados nos trés ultimos segmentos do abdome de
fémeas virgens adultas de Telchin licus licus. A- Tesoura de
inox. B- Hexano (HPLC) bi-destilado. C- frasco (Amber Vial,
Screw Top, 4mL) vedado e contendo cinco partes
abdominais + 500 pL de Hexano (HPLC) bi-destilado. D-
Silica. E- frasco (Amber Vial, Screw Top, 2mL) vedado e
etiquetado contendo extrato apos filtrado.
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Pedacos (4-5 cm) de cana-de-agucar, variedade RB867515,
contendo uma gema.

Canas plantadas em mini vasos de (h=10cm x ®=12cm)
contendo substrato marca (plantmax), etiquetadas, irrigadas
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diariamente com 25mL de agua, até atingir a idade de um
més de idade fenologica ou altura entre 30cm e 40cm.
Temperatura de 27+3°C, UR de 70+10%, 12 horas de
fotofase.

Comparagéo de lagartas de D. saccharalis. A- ultima fase
larval. B — lagarta com 12 a13 dias de idade.

Comparacgdo de lagartas de T. licus licus. A- ultima fase
larval. B— lagarta com 38 a 40 dias de idade.

Comparacéo de lagartas de H. taltula. A- Gltima fase larval.
B- lagarta com 15 a 17 dias de idade.

Processo de aeracdo das plantas. Temperatura de 27+1°C,
UR de 70+ 5%, fotofase 12h.

Planta de cana-de-acucar, variedade RB867515, com um
més de idade fenologica ou altura entre 30cm e 40cm,
sendo aerada. Temperatura de 27+1°C, UR de 70+ 5%,
fotofase 12h.

Bioensaio de preferéncia de oviposicdo de D. saccharalis
por plantas atacadas ou ndo por lepidopteros. Temperatura
de 27+3°C, UR de 70+10%, 12 horas de fotofase, condicGes
de campo.

Cotesia flavipes, criadas em D. saccharalis. A- Recipientes
contendo adultos machos e fémeas de C. flavipes. B-
Sexagem de fémeas de C. flavipes (fornecidas gentilmente
pela usina Triunfo).

Bioensaio de olfatometria utilizando extratos hexanicos de
plantas atacadas ou ndo por lepidopteros no
comportamento de busca de fémeas de Cotesia flavipes.
Temperatura de 24 + 2°C e umidade relativa de 70 +10%.
Bioensaio de olfatometria utilizando plantas atacadas ou
nao por lepidépteros no comportamento de busca de
fémeas de Cotesia flavipes. Temperatura de 24 + 2°C e
umidade relativa de 70 £10%.

Material utilizado na extracdo dos compostos volateis das
plantas de cana-de-acUcar infestadas ou nao infestadas
pelos lepidopteros T. licus licus, H. taltula e D. saccharalis.
A- Adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,10g; Supelco).

79

79

80

80

80

81

81

82

82

82




B- Hexano (HPLC) bi-destilado. C- frasco vedado e
etiquetado contendo extrato (Amber Vial, Screw Top, 2mL).
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Figural- Isolados I-6, I-18 e I-19 de Baculovirus spodoptera testados 98
guanto a mortalidade de Diatraea flavipennella.

Figura 2 - Folhas de cana-de-acucar lavadas com hipoclorito de sodio 98
(0,1%) e depois com agua destilada.

Figura 3- Experimento utilizando Baculovirus spodoptera: Isolado -6, 98
[-18 e I-19 no controle de Diatraea flavipennella. 2011.
Laboratério de Controle Biolégico, Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas-MG.
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INTRODUCAO GERAL



A cana-de-acucar, Saccharum officinarum, Linnaeus, 1973 é uma graminea
originaria do Sudeste Asiatico cultivada em regides tropicais e subtropicais em varios
paises do mundo, sendo desta forma, importante no contexto socio-econémico
mundial (UNICA, 2010).

Dos 80 paises produtores de cana-de-agucar o Brasil lidera com cerca de
26%, sendo que a producdo nacional esta mais concentrada na regido Sudeste com
o Estado de S&o Paulo liderando a producdo com 4.300 mil hectares de éarea
plantada. O Estado de Alagoas ocupa a sexta posi¢cdo no rank nacional e € 0 maoir
produtor da regido Nordeste com 430 mil hectares de area colhida, na safra
2010/2011 (CONAB, 2011).

As areas destinadas a cultura de cana-de-acucar, no Brasil, sdo ocupadas
com um grande numero de variedades. Apés levantamento da &rea colhida na safra
2007/2008, observou-se que 45% correspondiam as variedades de sigla RB
(RIDESA), 44% de sigla SP (Sao Paulo) e 11% a outras. No Estado de Alagoas
constatou-se que as variedades SP79-1011, RB92579, SP81-3250 e RB867515
ocupam as maiores areas cultivadas (BARBOSA, 2009).

A cana-de-acuUcar no Brasil, apesar da facilidade de adaptacéo climatica,
enfrenta uma serie de limitacdes fitossanitarias que diminuem a producdo, com
perdas econbmicas importantes, devido as infestacfes causadas por insetos-praga,
tais como Diatraea spp (Lepidoptera: Crambidae) (BOICA JUNIOR et al., 1997),
Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) e Mahanarva spp
(Hemiptera: Cercopidae), as quais atacam o0s canaviais em diferentes estagios
fenolégicos (MACEDO & ARAUJO, 2000; MENDONGCA, 2005). Atualmente, observa-
se que também as lagartas de Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera:
Noctuidae, Herminiinae) vem ocasionando danos a cultura de cana-de-agucar, e
pode ser considerada de importancia econdémica para algumas regides do Estado de
Alagoas (ZENKER et al., 2007).

Para obtencdo de estratégias de MIP (Manejo Integrado de Pragas) se faz
necessario conhecer alguns aspectos biolégicos e morfolégicos do inseto estudado
(PARRA, 2000). A etapa inicial a ser superada € a definicdo de uma dieta artificial,

que além de permitir a criacdo em laboratério, preencha os requisitos minimos de
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qualidade bioldgica, quantidade e economicidade (SALVADORI & PARRA, 1990).
Para definir um método de criagdo para uma determinada espécie, deve-se
inicialmente tentar adaptar dieta(s) utilizada(s) para outros insetos, ajustando-a para
a espécie em questdo. A utilizacdo de uma dieta artificial adequada tanto para fase
larval como para adultos do inseto € de fundamental importancia para manutengéo
populacional constante de espécies de interesse em laboratério (PARRA, 1996).
Assumindo desta forma, a nutricdo, grande importancia na producdo massal de
insetos visando estudos de desenvolvimento, biologia e controle (FONSECA et al.,
2005).

Diversos estudos tém sido realizados nas Ultimas décadas em relacdo aos
efeitos de compostos volateis de plantas (aleloquimicos) sobre insetos herbivoros,
predadores e parasitoides. A percepcéo de sinais quimicos a longa distancia pelos
insetos é de fundamental importancia para o processo de localizacdo do hospedeiro,
devido a esses sinais poderem proporcionar informacdes precisas sobre a
localizac&o, o estagio de desenvolvimento e a condicao fisiolégica do hospedeiro
(BEDE et al., 2007). Esses estudos vem aumentando, tanto no ambito ecoldgico
quanto em relacdo as novas perspectivas geradas para o manejo de insetos na
agricultura (TURLINGS & TON, 2006).

Por compreenderem o maior grupo de virus de insetos, os baculovirus tém
sido estudados, desde a década de 60, como agentes de controle biolégico (PAYNE,
1986). Esses estudos contribuiram para producdo de inseticidas virais
geneticamente modificados (MAEDA, 1995), o que veio a possibilitar o
melhoramento das caracteristicas patogénicas de baculovirus (MILLER, 1986) além
da ampliacdo do seu espectro de hospedeiros (MAEDA et al., 1993).

Esse trabalho de pesquisa foi dividido em quatro capitulos. O primeiro consta
de uma revisao de literatura. O segundo estudou o efeito de cinco dietas artificiais
para lagartas visando a criacdo em laboratorio destes insetos, o estudo de alguns
aspectos biologicos além da caracterizacdo dos compostos quimicos presentes no
abdome de fémeas virgens de Telchin licus licus, em laboratério. O terceiro estudou
a influéncia de plantas de cana-de-acucar ndo infestadas e infestadas por T. licus
licus, D. saccharalis e H. taltula no comportamento de oviposi¢céo de D. saccharalis,

e comportamento de busca do parasitdide larval Cotesia flavipes, e caracterizacéo
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dos compostos volateis provenientes dessas interacdes. E o quarto capitulo mostra
o efeito da ingestdo de trés isolados de Baculovirus spodoptera (Bs) em D.

flavipennella.
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OBJETIVOS



- Avaliar o efeito de dietas sobre lagartas do lepidoptero praga da cana-de-agucar T.
licus licus, em laboratério, visando a producéo de adultos para extracdo de glandula

feromonal.

- Observar a acdo das respostas de defesa de plantas de cana-de-acUcar sadias e
infestadas por T. licus licus, H. taltula e D. saccharalis em relacdo a preferéncia de

oviposicéo por D. saccharalis.

- Observar a acdo das respostas de defesa de plantas de cana-de-agucar sadias e

infestadas por T. licus licus, H. taltula e D. saccharalis em relagdo a atracdo de

fémeas do parasitoide C. flavipes.

- Investigar a patogenicidade de isolados de Baculovirus spodoptera sobre a D.

flavipennella.



1 REVISAO DE LITERATURA



1.1 Cana-de-acucar

A cana-de-acguUcar € uma espécie albgama, pertencente a familia Gramineae
(Poaceae), da tribo Andropogoneae e do género Saccharum. Dentro do género
Saccharum, ocorrem principalmente seis espécies: S. officinarum L., S. robustum
Brandes e Jeswiet ex Grass, S. barberi Jeswiet, S. sinense Roxb., S. spontaneum L.,
e S. edule Hassk. (DANIELS & ROACH, 1987).

A espécie Saccharum officinarum, é bastante cultivada em diversos paises
do mundo, desde épocas remotas, devido sua variada utilizagdo. Dessa graminea
aproveita-se tudo, o caldo € utilizado para producéo de acucar, de alcool e de varios
tipos de bebidas como: a cachaca, o rum, a vodka e de méis; a torta e os residuos
de colheita sdo utilizados como adubos naturais; e o bagaco é utilizado tanto na
producédo de eletricidade como de plasticos biodegradaveis (UNICA, 2010).

Desde a descoberta do Brasil que a cana-de-acUcar foi introduzida no
Nordeste brasileiro. Foi cultivada na Capitania de Sao Vicente, em 1533, onde se
estabeleceu o primeiro engenho de acucar. Dois anos ap6s, foi construido o
segundo engenho, perto da cidade de Olinda, localizada no estado de Pernambuco.
A partir destes acontecimentos, as industrias que processavam cana-de-aclUcar se
expandiram e modernizaram-se e a multiplicacdo levou o Brasil & primazia mundial
na producédo de acucar e alcool (SILVA et al., 2003).

Atualmente os exemplares de cana-de-acUcar cultivadas sdo hibridos. No
Brasil, algumas empresas desenvolvem pesquisas utilizando o melhoramento
genético com intuito de buscar variedades mais produtivas, resistentes ao estresse
hidrico e ao ataque de pragas e doencas. Nos canaviais do Estado de Alagoas as
variedades RB92579, RB867515, SP79-1011 e SP81-3250 s&o as mais cultivadas,
ocupando a maioria dos canaviais (BARBOSA, 2009).

O Brasil é considerado o maior produtor de acgucar do mundo, sendo
responsavel pela producdo de aproximadamente 20% da producdo mundial. Na
safra 2009/2010 a producgéo de agucar nacional foi de aproximadamente 30 milhdes
de toneladas (UNICA, 2010). Na safra 2010/2011 a area plantada com cana-de-
acucar, no Brasil, foi de aproximadamente 8,3 milhdes de hectares, com uma

produtividade média de cana-de-acucar de 77.500 kg/ha e com um total de cana
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moida de 623.905,1 mil toneladas. Deste total de cana-de-agucar moida, 46% foram
destinados a producéo de acgulcar e 0s 54% restante para a producéo de etanol. O
Estado de S&o Paulo ocupa o primeiro lugar na producdo nacional, com
aproximadamente 4.300 mil hectares de area plantada. O estado de Alagoas ocupa
0 sexto lugar nacional e € o maior produtor do Nordeste com aproximadamente 430
mil hectares de area plantada (CONAB, 2011).

Varios fatores tém contribuido para reducdo da producdo de cana-de-acucar
como a influéncia do clima, a idade do canavial, o nivel de tecnologia aplicada, o
sistema de colheita (CONAB, 2011), e problemas com doencas e as pragas
(MENDONCA, 1996).

1.2 Principais pragas da cultura de cana-de-acucar

Dentre uma serie de fatores que contribuem para reducédo da producéo de
cana-de-acucar, as limitacdes fitossanitarias ocasionadas por insetos-praga ocupam
posicdo de destaque. As pragas que atacam com mais destaque 0s canaviais do
Brasil sdo: Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) (BOICA JUNIOR et al., 1997);
Telchin licus licus (Lepidoptera: Castniidae) (MENDONCA, 1996); Mahanarva spp.
(Hemiptera: Cercopidae) (MENDONCA, 2005); Migdolus fryanus (Coleoptera:
Cerambycidae) (KASTEN JUNIOR et al. 1985); Sphenophorus levis (Coleoptera:
Curculionidae) (ALMEIDA, 2005); Cupins (ARRIGONI et al. 1989); Formigas
cortadeiras (MENDONCA, 1996) e Hyponeuma taltula (Lepidoptera: Noctuidae,
Herminiinae) (ZENKER et al., 2007).

1.3 Principais lepidopteros pragas da cultura de cana-de-agucar no brasil

A producédo de cana-de-acucar no Brasil, vem sofrendo perdas importantes
devido a ocorréncia de pragas e doencas, dentre as pragas destacam aquelas da
ordem lepidopteras. Atualmente as principais lepidobrocas que vem ocasionando
danos a cultura da cana-de-agucar sdo Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera:
Castniidae) conhecida como broca gigante (MENDONCA, 1996); Hyponeuma taltula

(Schaus, 1904) (Lepidoptera: Noctuidae, Herminiinae) conhecida como broca
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peluda (ZENKER et al., 2007); Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) e Diatraea flavipennella (Box 1931) (Lepidoptera: Crambidae)
conhecidas como brocas pequenas (BOICA JUNIOR et al., 1997).

1.3.1 Telchin licus licus

Telchin licus licus, a broca gigante da cana-de-acUcar anteriormente
classificada dentro do género Castnia, pertence a classe Insecta, ordem
Lepidoptera, superfamilia Castnioidea e familia Castniidae (MENDONGCA, 1982).
Cerca de 200 espécies pertencem a essa superfamilia, das quais cerca de 160
constituem a familia Castniidae que sdo encontradas nas regides neotropical e
australiana (HOLLOWAY et al., 1987). Atualmente a espécie Telchin licus foi revista
e classificada dentro do género Telchin. As subespécies mais comuns sdo T. licus
licus (broca gigante), a qual € mais problematica por ocasionar maiores danos em
areas infestadas e Telchin licus laura, menos agressiva (Figura 1) (BENEDINE &
CONDE, 2008).

Figura 1- Adultos de Telchin licus. A- Telchin licus licus. B- Telchin licus laura.

A B

et T | .

Fonte: BENEDINE & CONDE, 2008; CTC, 2009.

A broca gigante da cana-de-aclcar € um inseto de ampla distribuicdo
geografica ocorrendo em areas da América do Sul e México (MENDONCA, 1982).

No Brasil o primeiro registro de ocorréncia da broca gigante em cana-de-agucar foi
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na Usina Tiuma em Pernambuco no ano de 1927 (LIMA, 1928). Desde entdo essa
praga vem se espalhando por varios estados das regides Norte, Nordeste e Sudeste
do Brasil tais como: Alagoas, Paraiba, Rio Grande do Norte, Para, Amapa, Minas
Gerais, Sergipe, Maranhdo (GUAGLIUMI, 1972-73; MENDONCA, 1982;
PLANALSUCAR, 1974 e 1983; RISCO, 1988; MENDONCA, 1996), sendo detectada
no estado de Sao Paulo, na safra de 2007/2008 (BENEDINE & CONDE, 2008).
Segundo o CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA (2009) o ciclo
biolégico completo da broca gigante da cana-de-acucar (Figura 2), em condi¢cdes de
campo na regido Sudeste do Brasil, varia de 158 a 190 dias, podendo haver até

duas geracdes por ano.

Figura 2- Fases do ciclo biolégico da broca gigante, T. licus licus, em campo.

Ciclo da broca-gigante (Telchin licus)

PUPASS

Fonte:http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.cuiket.com/imagenes/company_photo/522
6_big.jpg&imgrefurl=http://galeria.cuiket.com.br/foto/ciclo-da-broca-gigante-telchin-
licus_5226.html&usg

As lagartas de T. licus licus (Figura 3) danificam a cana-de-agucar abrindo
galerias desde a parte radicular até um terco da altura do colmo sobre o solo,
deixando-o com grande orificio visivel apés o corte da cana, causando perdas na
producédo agricola e industrial (BENEDINE & CONDE, 2008). Quando ndo ha mais
alimento, a larva migra para outra cana onde constroi nova galeria, podendo desta
forma danificar touceiras resultando em falhas na brotacdo e podendo no caso de
infestacOes altas, levar a danos que fazem com que o produtor tenha que reformar o

canavial. O ataque desta praga na fase de brotacdo das soqueiras resulta no
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sintoma conhecido como “coragao morto” (BENEDINE & CONDE, 2008; SILVA,
2008).

Figura 3- Galeria ou “Orificio” no colmo da cana-de-acUcar ocasionada pelo ataque da

lagarta da broca gigante, T. licus licus.

Fonte: Autor, 2009.

Segundo PICKEL (1928), os adultos da broca gigante (Figura 4) sao grandes
mariposas de cores iridescentes e brilhantes, a cor marrom € dominante e 0s
mesmos medem 3,5 cm de comprimento e 9 cm de envergadura. Suas asas
anteriores possuem manchas e faixa transversal brancas. Nas asas posteriores

encontram-se manchas vermelhas e uma faixa branca.

Figura 4- Adulto de Telchin licus licus (broca gigante). A- Fémea de Telchin licus licus na

cana-de-acucar; B- Fémea de Telchin licus licus ovipositando no solo entre as canas.
R \ & ] il o
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i

' Ft: Autor, 2009. '

O conhecimento dos habitos e da biologia da broca gigante devera permitir ao
homem um melhor manejo e controle da populacédo deste inseto. A fase larval da
broca gigante, a que mais causa danos a cana-de-agucar, € a mais influenciada
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pelas variacBes climaticas. Existem diferencas no que se refere as exigéncias
climaticas de um local para outro e isto mostra a necessidade de se pesquisar a
biologia deste inseto em cada regido (ARAUJO et al., 1982).

Atualmente, para esta praga a metodologia de controle é pelo uso de

“espetos” (SILVA, 2008), ou seja, controle mecanico.

1.3.2 Hyponeuma taltula

A broca Hyponeuma taltula (Schaus) (Figura 5), pertence a familia
Noctuidae. Muito pouco se conhece sobre o ciclo dessa praga na cultura da cana-
de-acucar, entretanto, sua presenca tem sido assinalada em diversos municipios do
Brasil (NOVARETTI, 2009).

Figura 5- Fases do ciclo bioldgico da broca peluda da cana-de-agucar, Hyponeuma taltula.

Fonte: Autor, 2010.

Conhecida como broca peluda a H. taltula (Schaus) (Lepidoptera, Noctuidae,
Herminiinae) em campo pode ser confundida com a broca-pequena da cana-de-
acucar, Diatraea spp., pois sdo muito parecidas. A broca peluda, como o préprio
nome diz, na fase de lagarta é mais pilosa (grande quantidade de cerdas) do que a
broca-pequena da cana, e se restringe aos internédios basais, subindo poucos
centimetros pelo interior do colmo (PINTO, 2009).

Foram coletadas mais de 270.000 lagartas de Hyponeuma taltula, entre os
anos de 2003 a 2006, nos canaviais de Alagoas, ocasionando grandes prejuizos. Ao
atacar plantas novas causam morte da gema apical, sintoma este conhecido como

‘coragdo morto”, ja nas plantas mais velhas ocasionam perda de peso, brotagao
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lateral, enraizamento aéreo, colmos quebrados e entrends atrofiados. Além das
podriddes ocasionadas por fungos que penetram nos orificios decorrentes do ataque
desta praga (ZENKER et al. 2007).

N&o ha relatos publicados em periédicos indexados sobre o ciclo biologico
desta praga, mas os profissionais da area canavieira relatam que dura em média 70
dias. O controle biolégico para esta praga é inexistente, sendo que, para esse fim
sdo empregados duas estratégias de controle: o quimico, mediante o emprego dos
pesticidas como Furadan, Temik, Actara; e 0 mecanico através da coleta manual de

lagartas.

1.3.3 Diatraea saccharalis

Na literatura, encontra-se muita informacao sobre a ecologia e biologia de
Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) também conhecida
como broca-pequena da cana-de-aglcar (PARRA et al., 1988; MELO & PARRA,
1988; PARRA & MIHSFELDT, 1992; PARRA, 1993; PARRA et al., 1999).

De acordo com GUAGLIUMI (1972-73), o ciclo biolégico da D. saccharalis
(Figura 6) ocorre entre 50 e 62 dias. A fase de ovo dura em média de 4 a 8 dias, a
fase larval de 40 dias, a pupal entre 6 e 14 dias e a de adultos tem longevidade
média de 7 dias, podendo ocorrer de 3 a 4 geracBes por ano.

Em decorréncia do ataque deste inseto-praga, 0S prejuizos sao maiores em
cana planta por serem mais vigorosas, independentemente da variedade cultivada
(BOTELHO & MACEDO, 2002). Os prejuizos decorrentes do ataque de D.
saccharalis, incluem os danos diretos como: coracdo morto, enraizamento da parte
aérea, brotacdes laterais, perda de peso, quebra de colmos; e indiretos: causados
pelos fungos Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum. Ao atacar, esses
microorganismos ocasionam podriddo vermelha que acarreta grandes perdas,
devido a inversdo da sacarose e consequentemente diminuicdo da pureza do caldo,
provocando queda da producdo de acucar e do alcool (MACEDO & BOTELHO,
1988; GALLO et al., 2002).
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Figura 6- Ciclo bioldgico de Diatraea saccharalis.
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Fonte: Adaptado de GUAGLIUMI 1972-73 e EMBRAPA 2010 por LIMA (2010).

A broca pequena da cana-de-acgucar € controlada desde a década de 1970
com o parasitoide exoético Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera:
Braconidae) (Figura 7). Este parasitdide tem sido estudado nos seus diversos
aspectos bioecologicos em paralelo aos estudos com esta praga (PADUA et al.,
1994; BOTELHO & MACEDO, 2002). C. flavipes é um endoparasitdide gregario de
larvas de lepiddpteros, originario da regido Indu-Australiana; suas fémeas depositam
multiplos ovos no interior do corpo do hospedeiro para garantir a sobrevivéncia da
sua prole. Os adultos de C. flavipes sdo vespas de cor preta, com comprimento
entre 3-4mm e longevidade média de cinco dias (GALLO et al., 2002).

Figura 7- Lagarta de Diatraea saccharalis sendo parasitada por uma fémea de Cotesia
flavipes.
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Fonte:http://www.rehagro.com.br/siterehagro/publicacao.do?cdnoticia=1247

1.3.4 Diatraea flavipennella
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Segundo MENDONCA (1996) a Diatraea flavipennella (Box, 1931)
(Lepidoptera: Crambidae) apresenta caracteristicas bioldégicas semelhantes em
algumas fases da D. saccharalis, podendo ser distinguida na fase de lagarta, pois
apresenta pontuacdes escuras cobrindo seu corpo e capsula cefalica amarelada. A
fase larval pode variar de 37 a 54 dias (Figura 8). Ja os adultos sobrevivem em
meédia sete dias (FREITAS et al., 2007).

Figura 8- Ciclo biolégico de Diatraea flavipennella.
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Fonte: Adaptado de GUAGLIUMI 1972-73 por LIMA (2010).

Este inseto pode ndo sO contribuir para a senescécia da gema apical da
planta, mas também pode causar danos indiretos através da penetracdo das
lagartas no colmo, levando ao ingresso de organismos fitopatogénicos, sintomas
esses semelhantes aos do ataque de D. saccharalis (MENDONCA, 1996). A
duracdo completa da metamorfose da D. flavipennella € muito variavel dependendo
de inimeros fatores, tais como: clima e planta hospedeira (GUAGLIUMI, 1972-
1973). Atualmente, o controle se faz através dos inimigos naturais, como: a vespa C.
flavipes e as moscas Paratheresia claripalpis (Wulp, 1896) (Diptera: Tachinidae) e

Lydella minense (Townsend, 1926) (Diptera: Tachinidae).

1.4 Dieta artificial
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Uma dieta artificial considerada ideal para criacdo massal de insetos em
laboratorio deve ter algumas caracteristicas como: a) fornecer todos os nutrientes
para a producdo de insetos; b) propiciar uma alta viabilidade na fase larval; c)
originar adultos com alta capacidade reprodutiva; d) ser de baixo custo; e) ser
facilmente preparada, a partir de ingredientes de facil aquisicdo no mercado; f)
servir, de preferéncia, para criagéo de outros insetos (SINGH, 1983).

Uma dieta artificial adequada deve conter todos os ingredientes necessarios
para o bom desenvolvimento do inseto estudado tais como: proteinas, vitaminas,
sais minerais, carboidratos, lipideos, esterbis e em alguns grupos de insetos acidos
nucléicos. Entretanto, mesmo com a presenca de todos os ingredientes listados,
mas a auséncia de certas propriedades fisicas (dureza, textura, homogeneizacéo,
conteudo de agua) e de fagoestimulantes (fisicos e quimicos), assim como o
balaceamento de nutrientes (essenciais e ndo essenciais) podem determinar um
desenvolvimento inadequado do inseto (PARRA,1996).

O desenvolvimento de técnicas de criacdo de insetos em dieta artificial, nos
altimos 50 anos, permitiu grande avanco no manejo de pragas, com a
implementagédo de programas de criagdo massal para estudos de controle. Os
insetos da ordem Lepidoptera destacam-se com 40% do total dos grupos
taxondmicos criados com sucesso em dieta artificial, (SINGH, 1977; PARRA, 2000).

1.5 Semioquimicos

Quando comparados com o0s animais vertebrados, observa-se que os
invertebrados mais especificamente os insetos utilizam mais freqlientemente as
substancias quimicas para comunicagdo com organismos de mesma espécie ou de
espécies diferentes. Estes produzem compostos quimicos para varias finalidades.
Sua percepcdo no ambiente se da através de quimiorreceptores externos
especificos, porém a distincdo dessas substancias pode ser por meio de
quimiorrecepcdo de contato, também conhecida como gustativa, e ou
quimiorrecepcao olfatéria (GULLAN & CRANSTON, 2007).
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Muitos comportamentos provenientes dos insetos dependem do sentido do
olfato. Os odores quimicos sdo denominados semioquimicos (sinais quimicos)
(NORDLUND & LEWIS, 1976), mas este termo € amplo, referindo-se ndo somente
as substancias quimicas responsaveis pelo fornecimento da informacdo, como
também as toxinas. Qualquer substancia quimica liberada por um organismo que
provoque mudancas fisiolégicas e ou comportamental no organismo receptor &
denominada de infoquimicos (DICKE & SABELIS, 1988). Esses infoquimicos estao
envolvidos nos comportamentos: reprodutivo, de defesa, de localizacéo e selecédo do
hospedeiro e do habitat (CORREA & VIEIRA, 2007). Os infoquimicos podem ter
acao intra-especifica (feromdnio) ou interespecifica (aleloquimico) (DICKE &
SABELIS, 1988).

1.5.1 Feromobnios

Em 1950, quando identificados pela primeira vez, os feroménios foram
definidos como substancias secretadas para o exterior por um individuo e recebida
por outro individuo da mesma espécie, que provocam uma reacdo especifica
(GULLAN & CRANSTON, 2007), ou uma alteracdo especifica no desenvolvimento
fisiolégico (KARLSON & LUSCHER, 1959).

Os feromdnios sdo na maioria das vezes volateis, mas, também em alguns
casos podem ser substancias quimicas liquidas de contato. Todos os tipos de
ferombnios s&o produzidos por glandulas exocrinas derivadas de células
epidérmicas (GULLAN & CRANSTON, 2007).

Os feromdnios (pherein = transferir, hormon = excitar) séo classificados de
acordo com o tipo de comportamento, podendo agir como atraentes sexuais,
marcadores de trilhas, propiciarem comportamentos de agregacao, de alarme, de
disperséo, dentre outros (DICKE & SABELIS, 1988).

Os feromonios de lepidépteros (Figura 9) tém sido intensivamente estudados
nas ultimas décadas, devido a sua importancia econémica. Os feromdnios de
lepidopteros sdo geralmente compostos alifaticos de cadeias longas contendo 12,
14, 16 e 18 atomos de carbono; usualmente sdo alcodis primarios, éster ou aldeido,

podem apresentar insaturacdes tanto com a configuracdo E ou Z. Estes feromonios
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sdo produzidos a partir de 4cidos graxos com 16-18 atomos de carbono circulantes
na hemolinfa como triglicerideos. Os acidos graxos sdo convertidos em feromonios
em glandulas abdominais quando requeridos, liberados e conduzidos pelo vento
para os individuos do sexo oposto, os quais voam quando excitados pela pluma de
feromonio (BJOSTAD et al., 1981).

Muitos componentes feromonais de lepidopteros podem ser avaliados
utilizando diferentes combinagdes, sequéncias temporais, e especificidade de
substratos nesses sistemas chave enzimaticos. A Acetil-coA Carbolxilase e Acido
Graxo Sintase (AGS) envolvida na producdo de feromdnio estd presente no
citoplasma, enquanto as reagOes de desaturacdo e encurtamento de cadeia séo
catalisadas por enzimas associadas com o reticulo endoplasmaético. O tipo de grupo
funcional oxigenado (éster, aldeido, alcool, ou ep6xido) ou a auséncia de qualquer
grupo funcional (hidrocarboneto) caracteristico da molécula de feroménio é
determinado pelo tipo e especificidade das enzimas utilizadas na fase final da rota
biossintética (BJOSTAD et al.,1987).

Figura 9- Esgquema demonstrando como muitos dos ferombnios de lepidopteros sé&o
produzidos.
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Fonte: Autor, 2010.

1.5.2 Aleloquimicos

Os aleloquimicos s&o infoquimicos mediadores de interacdes entre dois
individuos de espécies diferentes, conhecida por acdo interespecifica. Estes
exercem um papel fundamental em todas as comunidades, estendendo-se, muitas

vezes, além de duas categorias troficas, podendo mediar trés ou mais niveis
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(PRINCE et. al., 1980). Estas substancias quimicas que possuem acao
interespecifica podem ser agrupadas de acordo com os beneficios que eles
proporcionam ao produtor e ao receptor. Os que beneficiam o receptor e prejudicam
o produtor sdo chamados de cairomoénios. Ja os alomoénios beneficiam o produtor
modificando o comportamento do receptor, embora possua efeito neutro sobre ele. E
0s sinomonios beneficiam tanto o produtor quanto o receptor (WOOD, 1982; DICKE
& SABELIS, 1992; GALLO et al., 2002).

Em decorrencia do ataque de herbivoro, a planta é induzida a produzir alguns
compostos volateis (Figura 10), conhecidos como “Compostos Volateis de Plantas
Induzidos por Herbivoria ou Herbivore-Induced Plant Volatiles” —CVIH ou HIPVs.
Esses sdo compreendidos principalmente por terpenodides, derivados de acidos
graxos, fenil propandides e benzenoides (DUDAREVA et al., 2004). Os CVIH podem
ser emitidos tanto no local de dano ou sistemicamente a partir do dano em partes
especificas de plantas afetadas (HEIL & TON, 2008).

Figura 10- Danos as plantas e Compostos Volateis de Plantas Induzidos por Herbivoria
(CVIH ou “HIPVs”). Uma planta que € danificada por um herbivoro é induzida a emitir
volateis sistemicamente, tanto acima quanto abaixo do solo.
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Fonte: DICKE & BALDWIN, 2010.
1.5.2.1 InteragOes
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1.5.2.1.1 A interagao inseto x planta

As plantas, na maioria das vezes, suportam faunas complexas de
herbivoros, de forma que cada um deles pode ser definido de acordo com o nimero
de tdxons de plantas utilizados (GULLAN & CRANSTON, 2007).

As interacdes bitréficas (planta-herbivoro) sdo fundamentais para a
sobrevivéncia de um ou de todos os organismos envolvidos. Nestas interagdes,
compostos quimicos liberados podem ser detectados por herbivoros que os utilizam
como mensageiros de longo alcance, durante a localizagdo da planta para
oviposic&o ou para alimentacio (CORREA & VIEIRA, 2007).

Existe uma série de interagcbes evolutivas entre plantas hospedeiras e
insetos, essas podem ser agrupadas em trés categorias: a primeira é a fitofagia,
conhecida também por herbivoria, na qual se inclui a mastigacdo das folhas, suc¢éo
da seiva, predacdo de sementes, inducédo de galhas e escavacdo de galerias nos
tecidos da planta; a segunda categoria é importante para a reproducdo das plantas
através dos grdos de pdlem e sementes, representadas pela polinizacdo e
mirmecocoria, respectivamente; e a terceira envolve insetos que vivem em
estruturas especializadas de plantas e fornecem a seus hospedeiros nutricdo ou
defesa contra herbivoros, ou ambos (THOMPSON, 1989; HERRERA & PELLMYR,
2002).

As plantas podem apresentar diversos mecanismos de defesa contra um
vasto conjunto de inimigos, tais como herbivoros (invertebrados e vertebrados) e
patogenos. Essas defesas podem ser fisicas ou quimicas. Os compostos quimicos
podem ser considerados essenciais para as func¢fes das plantas além de serem
utilizados como defensivos. Tais compostos sdo chamados de compostos do
metabolismo secundario das plantas (ROSENTHAL & BERENBAUM, 1992). Neste
grupo estao incluidos os compostos: fendlicos, terpendides, alcaldides, glicosideos
cianogénicos e compostos glicosilatos contendo atomos de enxofre (WILLMER &
STONE, 1997). Tais compostos sdo conhecidos como fitoquimicos nocivos ou
aleloguimicos, os quais dependendo da espécie da planta podem ser liberados
durante todo tempo, ou durante alguns estagios da ontogenia. (GULLAN &
CRANSTON, 2007).
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Além dos compostos citados acima, independentemente do agente causador
do dano, as plantas produzem e emitem compostos volateis provenientes do tecido
danificado, esses compostos volateis sao tipicamente misturas de alcodis de seis
carbonos, aldeidos e ésteres, conhecidos também por substancias que conferem a
planta o odor de folha verde “Volateis de Folha Verde” (MATTIACCI et al., 2001).
1.5.2.1.2 A interacéo inseto x planta x hospedeiro

A interacdo tritrofica € complexa, formada a partir da interacdo entre planta,
praga e inimigos naturais (AZEREDO et. al, 2004). Segundo SILVEIRA NETO (1976)
esses predadores (inimigos naturais) sdo os reguladores gerais do ambiente. A
interacdo inseto-planta-hospedeiro, pode ainda ser formada a partir da interacao
entre mais de trés niveis troficos, conhecida como interacdo multitréfica (GULLAN &
CRANSTON, 2007).

Os compostos provenientes do metabolismo secundario das plantas podem
estar envolvidos na interacdo entre as plantas, herbivoros e inimigos naturais,
agindo como cairomdnios, sinoménios ou aloménios (SEIGLER & PRICE, 1976).
Esses podem ser encontrados de acordo com os diferentes estagios do ciclo das
plantas, em quantidades variaveis (EDWARDS & WRITTEN, 1981). Variam ainda
em relacdo ao grau, tempo, tipo e localizacao da injaria (VINSON, 1993; ELZEN et.
al., 1983).

Esses compostos volateis liberados pelas plantas atacadas (herbivoria)
podem proporcionar defesa em relacdo ao ataque de pragas e doencas (PALLINI et
al., 2000). Sé&o utilizados no processo de busca de pragas por inimigos naturais
(AZEREDO et al., 2004), faciltando, desta forma, o controle dos herbivoros
realizados por predadores, parasitbides e patdégenos (PRINCE, 1986). A principal
funcdo dos compostos volateis liberados por plantas € a de funcionar como
atraentes de longa distancia, auxiliando os parasitéides na busca e localizacdo de
insetos herbivoros (NGI-SONG et al., 1996).

Quando os parasitéides sdo submetidos aos compostos volateis de plantas
das mesmas espécies danificadas, os mesmos respondem mais intensamente,
podendo discrimina-las de forma que detectam mudancas na mistura volatil de

acordo com as espeécies que estdo atacando as plantas (KALULE & WRIGHT,
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2004), fazendo com que os parasitdides distingam entre plantas infestadas por
herbivoros hospedeiros ou ndo, (DE MORAES et al, 1998).

1.6 Baculovirus

Dos grupos de entomopatdégenos uteis, os Nucleopoliedrovirus ou Virus de
Poliedrose Nuclear (VPN) e Granulovirus ou Virus de Granulose (VG) pertencem a
familia Baculoviridae (BONNING & HAMMOCK, 1996). Os baculovirus sé&o
considerados como o maior grupo de virus de insetos entomopatogénicos, tendo
grande potencial como agentes de controle biolégico de insetos-praga em agricultura
e areas florestais (PAYNE, 1986; MOSCARDI, 1998). Esses infectam as células
epiteliais do intestino e geralmente se espalham para outros tecidos, em particular
corpos gordurosos (BONNING & HAMMOCK, 1996). Sua protecdo em cristais
protéicos permite a formulacédo de biopesticidas com facil tecnologia de aplicacgéo.

A infeccdo, de forma geral, inicia-se depois da ingestdo dos poliedros pela
lagarta, decorrendo em mudancas na morfologia e no comportamento, levando-a
depois de alguns dias, a morte. Ao chegar no intestino médio da lagarta, o virus se
depara com pH alcalino, o qual é ideal para seu desenvolvimento pois dissolve a
poliedrina, liberando os virions no limen digestivo. As particulas infectivas penetram
nas ceélulas epiteliais do intestino médio via fusdo de membrana, mediada por
receptores especificos (HORTON & BURAND, 1993). No periodo entre 48 e 78
horas apds a infeccao iniciam-se as alteracbes nas lagartas, fazendo com que as
mesmas reduzam a alimentacdo e consequentemente ocorra o retardamento do seu
crescimento, podendo ndo haver mudanca de instar (VOLKMAN & KEDDIE, 1990).

Uma das limitagbes do uso do baculovirus no controle biolégico é sua alta
especificidade, restrito geralmente uma espécie de praga em uma cultura
(MOSCARDI & SOUZA, 2002). Segundo CUNNINGHAM (1995) existem poucos
baculovirus que possuem espectro mais amplo de hospedeiros, dentro da ordem de
Lepidoptera, como por exemplo: os isolados provenientes de Autographa californica
(Speyer) (Lepidoptera: Noctuidae), Anagrapha falcifera (Kirby) (Lepidoptera:
Noctuidae) e Mamestra brassicae (Linnaeus) (Lepidoptera: Noctuidae), os quais por
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serem patogénicos a alguns lepidopteros tém atraido o interesse das industrias de
controle biolégico.

1.6.1 Baculovirus spodoptera

Entre 1984 e 1989 foram realizados levantamentos em campo dos principais
inimigos naturais de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
em diversas regides representativas e produtoras de milho do Estado de Minas
Gerais, onde foram encontrados diversos paraitdides da ordem Diptera e
Hymenoptera, incluindo mais de 14.000 lagartas mortas por virus (VALICENTE,
1989). Os virus encontrados foram estudados, caracterizados, e sua eficiéncia
avaliada em relacao a lagarta-do-cartucho. Atualmente, o banco de B. spodoptera da
Embrapa Milho e Sorgo conta com 22 isolados amostrados em diversas regides do
Brasil (BARRETO et al., 2005). Dentre os isolados de B. spodoptera mais
estudados e eficientes no controle da referida praga, destacam-se os isolados 6, 18
e 19 (VALICENTE et al.,, 2010). O isolado 6 de B. spodoptera possui uma
caracteristica Unica pelo fato de ndo causar o rompimento do tegumento da lagarta
morta imediatamente apdés a sua morte. Sendo este um dos fatores que mais
facilitam o sistema de producdo em larga escala em laboratérios e biofabricas
(VALICENTE et al., 2010).
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2 EFEITO DE DIETAS PARA LAGARTAS VISANDO A OBTENCAO DE ADULTOS
DE Telchin licus licus EM LABORATORIO E EXTRACAO DOS COMPOSTOS

VOLATEIS PRESENTES NOS ULTIMOS SEGMENTOS DO ABDOME DE
FEMEAS VIRGENS.
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RESUMO

A criagdo em laboratério de Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera:
Castniidae) tem sido um dos principais entraves para o estudo do feroménio deste
lepidoptero tido como um dos mais importantes, do ponto de vista econdmico, para a
cana-de-agucar. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
de cinco dietas sobre o desenvolvimento das fases imaturas, obtencdo de adultos da
broca gigante da cana-de-acucar T. licus licus além de comparar as substancias
qguimicas obtidas do abdome de fémeas virgens. Foram testadas cinco dietas: D1,
D2, D3, D4 e D5. As lagartas da broca foram individualizadas por recipiente, num
total de 100 por dieta e mantidas em camara incubadora (B.O.D) a temperatura de
27 £ 1°C, UR de 60 = 10%, no escuro. Nos vinte primeiros dias utilizou-se dieta de
alimentacdo inicial D1, D2, D3, D5 e ap0s esses, dieta de alimentagcdo para D1, D2,
D3, D4 e D5. A dieta D4 foi constituida durante os primeiros vinte dias pela dieta de
alimentacdo inicial (D3) e posteriormente por secdes de colmo de cana-de-agucar de
3-5cm. As fases de lagarta, pré-pupa e pupa foram avaliadas quanto a duracdo em
dias, mortalidade e peso. Os adultos foram avaliados em relacéo a longevidade com
e sem a presenca de alimento, temperatura de 26 + 1°C, UR de 60 £ 10%, fotofase
de 12 horas. As dietas D1 e D5, por proporcionarem alta mortalidade na fase de
lagartas, foram desconsideradas das andlises. Observou-se que as dietas D3 e D4
foram adequadas, as lagartas obtiveram maior ganho de peso, menor duracao em
dias (p<0,05). A dieta D2 propiciou mortalidade maior do que a dieta D3 e D4 e
assim estas duas dietas sdo melhores para adocao na criagcdo para producdo de
pupas e adultos de T. licus licus (p<0,05). Os adultos alimentados possuem uma
vida média de trés dias a mais que os nao alimentados. A dieta D4 proporcionou
menor mortalidade nas fases imaturas de T. licus licus do que a dieta D3. Os
compostos volateis presentes nos ultimos segmentos do abdome de fémeas virgens,
com idade entre 24 e 48 horas, provenientes das dietas D3 e D4 sdo semelhantes
aos provindos de fémeas virgens do campo quando avaliados em CG-EM.

Palavras-chave: Broca-gigante — Criacdo. Saccharum officinarum. Semioquimicos.
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ABSTRACT

The artificial rearing of Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae) has
been a major obstacle to the study of this lepidopteran pheromone regarded as one
of the most important, sugarcane pests, from an economic standpoint. The present
study evaluated the effect of different diets on the development of immature stages,
and adults of giant borer sugarcane in addition to comparing the chemicals obtained
from the abdomen of virgin females. Five diets were tested: D1, D2, D3, D4 and D5.
A total of 100 borers were individualized per container and kept in the marbator at a
temperature of 27 £ 1 °C, RH 60 = 10%, in the dark. In the first twenty days was used
for initial feeding diets D1, D2, D3, D5 and after, diet food D1, D2, D3, D4 and D5.
The diet D4 was formed during the first twenty days of the initial feeding diet (D3) and
then only by sections of stems of sugarcane. The larval stage, pre-pupa and pupa
were evaluated for the duration in days, mortality and weight. The adults were
evaluated for longevity with and without the presence of food, temperature of 26 + 1 °
C, RH 60 + 10%, photoperiod of 12 hours. Diets D1 and D5 caused high larval
mortality and were not considered for the analysis. It was observed that diets D3 and
D4 were adequate, the larvae had greater weight gain, shorter duration in days (p
<0.05). The D2 diet caused higher mortality than diet D3 and D4 and thus these two
diets are best considered for adoption at creation to production of pupae and adults
of T. licus licus (p <0.05). Adults fed on sucrose showed an average three days
longer than the non-fed adults. The D4 diet caused lower mortality in T. licus licus
larval than diet D3. The volatile compounds present in the last segments of the
abdomen of virgin females, between 24 and 48 hours, of age, from the diets D3 and
D4 are similar to those coming from virgin females of the field when evaluated in GC-
MS.

Keywords: Giant borer — Creation. Saccharum officinarum. Semiochemicals.
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2.1 Introducéao

A cana-de-agucar, Saccharum officinarum, ocupa lugar de destaque na
economia brasileira com cerca de 8 milhdes de hectares de area plantada e uma
produtividade média de 81.585 kg/ha na safra 2010/2011 (FAEG, 2010; CONAB,
2011). Nesta mesma safra, a regido Nordeste obteve uma produtividade de agucar
de 4,3 milhdes de toneladas e 2 milhdes de litros de etanol (UNICA, 2011; CONAB,
2011).

A produtividade da cana-de-acUcar pode ser afetada por véarios fatores como
clima, idade do canavial, nivel de tecnologia aplicada, sistema de colheita (CONAB,
2011) e problemas fitossanitarios. O ataque de pragas € considerado como um dos
mais importantes (MENDONCA, 1996).

Telchin licus licus (Drury 1773) (Lepidoptera: Castniidae) € considerada como
praga de grande importancia agricola e ataca a cana-de-aglicar em algumas regiées
do Brasil. Atualmente, esta praga esta presente em uma &rea cultivada de
aproximadamente 320 mil hectares na regido Nordeste. Nesta regido o nivel de
infestacdo alcanca 7%, quando avaliado em tocos danificados, 0 que representa
uma perda de aproximadamente R$ 34,5 milhdes, por safra (ALMEIDA et al., 2009).
A broca gigante é, por isso, considerada como um herbivoro de importancia
econdmica para a cultura da cana-de-actcar (GONZALES, 2003).

Algumas espécies de Castniinae sado consideradas pragas de grande
importancia econémica por atacar cana-de-agucar, bananeiras, bromélias, palmeiras
e orquideas, suas larvas destroem troncos e raizes. No Brasil sdo encontradas 65
espécies de Castniidae que corresponde a 61% da fauna neotropical, tornando este
pais um local importante para estudos sobre essas espécies (MILLER, 2000).

Para se decidir sobre as estratégias de MIP (Manejo Integrado de Pragas) a
serem adotadas é importante conhecer a biologia do inseto (PARRA, 2000).
Segundo SALVADORI & PARRA (1990), um dos passos iniciais a ser superado para
obtencdo de estratégias de MIP é a definicdo de uma dieta artificial, que além de
permitir a criacdo, preencha o0s requisitos minimos de qualidade biolégica,

guantidade e economicidade. Para definir um método de criagdo para uma
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determinada espécie deve-se inicialmente tentar adaptar dieta(s) utilizada(s) para
outros insetos, ajustando-a para a espécie em questao (PARRA, 1996).

Em virtude da crescente necessidade da producdo massal de insetos em
laboratorio, com intuito de estudos de desenvolvimento, biologia e controle, a
nutricdo assume uma grande importancia nesse cenéario. O conhecimento de uma
dieta adequada para a fase larval e para os adultos da espécie estudada é
fundamental para a manutencdo de seu nivel populacional constante no laboratorio
(FONSECA et al., 2005). Para a criacao de insetos em laboratorio observa-se que a
elaboracdo de dieta(s) artificial(ais) assume grande importancia, por permitir a
manutencdo da colbnia de maneira continua, reduzir a méo-de-obra e o risco de
contaminagcdo das colbnias com entomopatdgenos, que sdo encontrados na dieta
natural (KOGAN, 1980).

Devido a escassez de informacdes sobre a biologia e desenvolvimento da
broca gigante da cana-de-acucar, T. licus licus, em laboratorio, este trabalho teve
como objetivo comparar o efeito de cinco dietas sobre o desenvolvimento de
lagartas visando a obtencéo de adultos da broca gigante da cana-de-acglcar além da
caracterizagcdo e comparacdo dos compostos quimicos obtidos no abdome de

fémeas virgens.
2.2 Material e métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisas em Recursos
Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas- IQB-UFAL, Macei6-AL; em sala climatizada com temperatura a 26+1°C, UR

de 60+10% e 12 horas de fotofase; e em Céamara Incubadora (BOD) com
temperatura de 27+1°C, UR de 60+10%, no escuro.

2.2.1 Preparacéao e adequacéao das dietas
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As dietas utilizadas (D1, D2, D3 e D5), foram preparadas e fornecidas pela
empresa FITOSSAN - Assisténcia Fitossanitaria e Controle Bioldégico LTDA
conveniada com a Universidade Federal de Alagoas (Tabela 1). A dieta D2 e D5
foram semelhantes as produzidas por PARRA (2001) para criacdo de Diatraea

saccharalis e Spodoptera frugiperda, respectivamente.

Tabela 1- Constituicdo das dietas de alimentacdo para lagartas testadas na criacdo de T.

licus licus, em laboratoério:

Composicéao Dietas Continua
D1? D2° D3° D4° D5°
Produtos Sdélidos Quantidade
Cloreto de Colina X 0,29 0,29 X X
Sacarose (agucar) 120,0g 22,0¢g 26,09 X X
Levedura de Cerveja 100,0 g X X X 37,59
Feijdo Carioca X X X X 124,09
Farelo de Soja 30,0g 250¢g 25,09 X X
Germen de Trigo X 8,09 8,09 X 59,59
Farinha de Trigo 30,09 X X X X
Acido Ascorbico 209 1,0 g 1,0 g X 4,09
Acido Sorbico 309 0,69 0,69 X 1,59
Nipagin X 119 119 X 2,50
Sais de Wesson X X 209 X X
Fibra de Cana Esterilizada X X 8,09 X X
Agar 40,0 g 949 949 X 15,59
Rebolos de Cana [3-5cm de X X X 100/dieta X
comprimento]
Ovo de Codorna 2,0 uni X X X X
Caseina 20,09 X X X X
Produtos liquidos Quantidade
Solucéo Vitaminica X 6,0 mi 6,0 mi X X
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Produtos liquidos Quantidade (continuacéo)

Vita Gold 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml X X
Antibiotico (Ampicilina) X 1,0 mi 0,8 ml X X
Formol X 0,6 ml 0,4 ml X 2,0ml
Acido Acético 150ml  2,5ml X X X
Agua (panela) 340,0ml 300,0ml  300,0ml X 350 ml
Agua (liquidificador) 340,0ml 250,0ml  250,0ml X 550 ml

% _ Dieta artificial adaptada pela FITOSSAN - Assisténcia Fitossanitaria e Controle Biologico LTDA,
para ser testada no experimento.

® _ Dieta artificial recomendada para Diatraea saccharalis pela FITOSSAN-Assisténcia Fitossanitaria
e Controle Biologico LTDA.

° — Dieta artificial adaptada baseando-se na recomendada pela FITOSSAN (Assisténcia Fitossanitaria
e Controle Biologico LTDA) para Diatraea saccharalis, para ser testada no experimento.

4 _ Mistura de dieta artificial (D3) + dieta natural (se¢bes de cana-de-acucar). A dieta D4 foi
constituida durante os primeiros 20 dias pela dieta de alimentacao inicial (D3) e posteriormente por
secdes de colmo de cana-de-acUcar de 3-5cm.

¢ — Dieta artificial recomendada por PARRA (2001) para Spodoptera frugiperda.

2.2.2 Criagao de T. licus licus

Os ovos da broca utilizados no experimento foram cedidos gentilmente pela
Usina Triunfo Agroindustrial localizada no municipio da Boca da Mata, Estado de
Alagoas, a 132 m de altitude e coordenadas geograficas de 09° 38' 27,6" de latitude
sul e 36° 13' 12,0" de longitude oeste. Ao chegar ao laboratério foram pesados 100
ovos, recém ovipositados, em 20 repeticbes e acondicionados em placas de Petri
forradas com papel filtro e umidificados com solucdo aquosa a 5% de sulfato de
cobre.

Nos primeiros 20 dias, apds a eclosdo, foram utilizadas dietas de
alimentacdo inicial (semelhante a dieta de alimentacdo, exceto pela remocdo do
acido acético e do formol), para as lagartas neonatas, devido as mesmas serem
muito sensiveis a esses compostos. Apos os dias iniciais foram utilizadas as dietas

citadas na Tabela 1 com todos componentes presentes.
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Foram utilizadas 100 lagartas por tratamento, acondicionadas
individualmente em placas de Petri (®=6,5cm, h=2,5cm) contendo em média 19
gramas de cada dieta. Apds os 20 dias iniciais as dietas eram trocadas e as lagartas
avaliadas quanto a duracéo (dias), mortalidade (%) e peso. A partir do periodo inicial
(20 dias ap0s a eclosao), a cada 8 dias as lagartas eram retiradas, avaliadas quanto
a duracdo em dias, mortalidade, pesadas e acondicionadas em placas de Petri
(®=9,5cm, h=2,5cm) contendo em média 19 gramas de novas dietas e em
recipientes de plastico (®=11,5cm, h=8cm) contendo secbes de colmos de cana-de-
acucar para dieta D4, até a fase de pré-pupa. Para evitar contaminacgdes, antes de
serem fornecidas as lagartas de T. licus licus, as dietas foram expostas por uma
hora a raios ultravioleta; todo manuseio com as dietas e lagartas foram realizados
dentro de camara de fluxo laminar.

Na fase de pré-pupa e pupa, as mesmas foram pesadas a cada dois dias e
mantidas em placas de Petri (®=6,5cm, h=2,5cm) contendo papel de filtro
umedecido com solucdo aquosa a 5% de sulfato de cobre, a cada andlise. A
sexagem foi realizada considerando-se o0s caracteres morfolégicos das pupas,
baseando-se na metodologia utilizada por BUTT & CANTU (1962).

Os adultos foram observados quanto a deformidade e a longevidade. Para a
avaliacdo da longevidade com alimentagéao (solucdo aquosa de sacarose a 10%) e
sem alimentacao, utilizaram-se 8 adultos por sexo e por tratamento, semelhante a
metodologia utilizada por PARRA et al. (1999) que utilizaram 10 adultos de D.
saccharalis (Fabr.) por tratamento para avaliagdo de longevidade com e sem a

presenca de alimento.

2.2.3 Extragdo das substancias quimicas encontradas nos trés ultimos segmentos

do abdome de fémeas virgens adultas de T. licus licus

Foram utilizadas por tratamento quinze adultos sexadas como fémea de T.
licus licus provenientes da dieta D3, dieta D4 e do campo (pupas provindas dos
canaviais da Usina Triunfo). Baseando-se nas descricdes de LIMA et al. (1998) de
que entre 24 a 48 horas apos a emergéncia as fémeas de lepidopteros comecam o
periodo de chamamento, nas afirma¢des de GULLAN & CRANSTON (2007) de que
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as glandulas odoriferas sexuais de fémeas de lepidopteros ficam localizadas no
interior de sacos ou bolsas eversiveis localizadas entre o oitavo e o0 nono segmentos
abdominais e na descricdo de CARACIOLO (1998) de que as fémeas de T. licus
licus entram em atividade sexual das 7 as 10 horas do dia, para decidir em que
momento do dia e que parte seria realizada e seccao do abdome de fémeas virgens
de T. licus licus. Desta forma, foi dissecada com tesoura de inox a regido contendo
os trés ultimos segmentos do abdome de cada adulto fémea, com idade entre 24 e
48 horas, no periodo das 8 as 10 horas da manha. As partes, apds cortadas foram
inseridas em um recipiente contendo Hexano (HPLC), por cinco minutos para
obtencdo do extrato, procedimento esse conhecido como extracdo por solvente
descrita por VILELA & DELLA LUCIA (2001). Foi utilizado 500uL de Hexano (HPLC),
bi-destilado em cinco partes abdominais. ApGs 0s cinco minutos o extrato foi
retirado, filtrado em silica, e armazenado a -20°C em tubos de vidro (Amber Vial,
Screw Top, 2mL).

2.2.4 Caracterizacdo das substancias quimicas volateis encontradas nos trés ultimos

segmentos do abdome de fémeas virgens adultas de T. licus licus.

O extrato obtido foi concentrado para 250uL utilizando um fluxo leve de
nitrogénio. Apos a concentracdo o extrato foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) (aparelho QP5050 A, Shimadzer),
usando uma coluna DB-5 (30m x 0 25 mm id x 0.25 ym); marca J&W Scientific e
Hélio como gas de arraste. A programacao da temperatura variou de 30°C a 250 °C
com velocidade de aquecimento de 8 °C/min. As temperaturas do injetor e detector
foram 250 °C e 280 °C, respectivamente. Os compostos foram identificados por
comparacao automatica usando o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000,
sexta edicdo) usando o GCMSolution software. Somente 0s compostos com
espectros de massa superior a 85% de similaridade com os espectros de referéncia

foram considerados.
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Foram observados e considerados apenas os hidrocarbonetos, alcodis,
ésteres, aldeidos, epoxidos e acidos carboxilicos, baseando-se na citacdo de
BJOSTAD et al. (1981, 1987) que o feromdnio sexual de lepidépteros, geralmente,

sao substancias oxigenadas e ou hidrocarbonetos.

2.2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Lilliefors para verificar o
pressuposto de normalidade e em seguida ao Teste de Levene para verificar outro
pressuposto o de homogeneidade das variancias dos residuos, sendo esses
pressupostos de parametria.

Quando atendidos os pressupostos os dados obtidos pelos trés tratamentos:
D2, D3, D4 foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para
comparacdes multiplas (p<0,05). Nao sendo atendidos os pressupostos utilizou-se o
teste de Kruskal Wallis e teste Dunn’s para comparag¢des mdltiplas (p<0,05).

Para verificar a existéncia ou ndo de semelhanca entre a quantidade de
compostos volateis observados no abdome de fémeas virgens de T. licus licus
provenientes da dieta D3, D4 e do campo, utilizou-se o Teste do qui-quadrado
(p<0,05).
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2.3 Resultados e discusséo

2.3.1 Criagao de T. licus licus

Os ovos possuem comprimento médio de 4,01+ 0,02mm e peso médio de
4.10* + 0,0000g. As lagartas comecam a eclodir em média de 9,529 + 0,96 dias
apO0s a oviposicdo. A viabilidade dos ovos foi de 70,22% + 0,92. Segundo
MENDONCA (1996) os ovos de T. licus licus sdo alongados, providos de 5 arestas
longitudinais com periodo de incubacdo de 7 a 10 dias e possui aproximadamente
4mm de comprimento. Relatam também BENEDINE & CONDE (2008) que a fase de
ovos dura de 8 a 10 dias e que estes podem apresentar cor esverdeada ou marrom.

As dietas D1 e D5 foram desconsideradas, devido a elevada mortalidade de
lagartas de T. licus licus, (74,0 £ 4,41% e 89,0 + 3,14%, respectivamente). Sendo,
desta forma, inviaveis para continuacdo das analises.

Em relacdo as lagartas (Tabela 2), verificou-se que a dieta D2 propiciou maior
duracdo em dias, diferindo das dietas D3 e D4, com aproximadamente 113, 82, 81
dias respectivamente. Ainda nesta fase, a dieta D2 proporcionou maior mortalidade,
40% das lagartas, diferindo da dieta D4 (22%) e né&o diferindo da dieta D3 (31%).

Na fase de pré-pupa (Tabela 2), ndo houve diferenca na duracdo em dias
entre as dietas. Ja em relacdo a mortalidade, a dieta D2 causou aproximadamente
23%, diferindo da dieta D4 (5%) e néo diferindo da dieta D3 (11%).

A duracao, em dias, da fase de pupa (Tabela 2) nao diferiu entre as dietas D2,
D3 e D4. Mas verificou-se que a dieta D2 ocasionou maior mortalidade das pupas,
aproximadamente 26%, diferindo da D3 (10%) e D4 (4%). Os dados obtidos pela
dieta D3 e D4 estdo proximos aos relatados pelo CENTRO DE TECNOLOGIA
CANAVIEIRA (2009) que em condi¢Oes de laboratério observaram que as lagartas
viveram em média 85 dias e a fase de pupa durou em média 27 dias.

Verificou-se em relacdo ao periodo ovo-adulto (Tabela 2), em dias, que
utilizando a dieta D2 este periodo foi 0 mais longo, com 165,10 dias, diferindo da D3
(133,20 dias) e da D4 (131,10 dias). Em condi¢cdes de campo o ciclo de T. licus licus
pode durar em média 174 dias segundo BENEDINE & CONDE (2008), e 139 dias
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em laboratério (CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2009) sendo este
resultado préximo do obtido utilizando a dieta D3 e D4. MENDONCA (1982) também
relata que o ciclo biolégico da broca gigante é muito variavel devido a fatores

extrinsecos, tais como: temperatura, umidade e alimentacao.

Tabela 2- Médias (xEP) de caracteristicas bioldgicas de Telchin licus licus criadas em trés
dietas diferentes. Temperatura de 26+2°C, UR de 60+10%, com fotofase de 12 horas para
adultos e sem fotofase para lagartas/pré-pupa/pupa.

Caracteristicas Dietas
D2 D3 D4

" Fase larval (dias) 112,85+2,29a 82,05+ 2,17b 80,91 £1,78b
"Mortalidade larval(%) 40 + 4.92a 31+ 4,65ab 22 +4,16b

" Fase pré-pupa (dias) 5,13 +0,11a 5,10 + 0,08a 5,03 + 0,07a
"Mortalidade de pré-pupa(%) 23,33+550a 11,59 + 3,88ab 5,13 +2,51b
"Fase de pupa (dias) 30,52 £ 0,46a 30,61 £ 0,30a 30,30 £ 0,28a
*Mortalidade de pupa(%) 26,08 £ 5,94a 9,83 £ 3,84b 4,05+ 2,31b
" Ovo-adulto 165,10 + 6,67a 133,20+ 5,56b 131,10 £ 5,46b

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey, (p<0,05). #

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Dunn'’s, (p<0,05).

O peso médio da fase larval (Tabela 3) de T. licus licus alimentadas com a
dieta D2 foi de 2,12 gramas diferindo do obtido na dieta D4 (3,17 gramas) e igual
estatisticamente ao mensurado em lagartas que consumiram a dieta D3 (2,69
gramas). Segundo PARRA (1991) a quantidade e a qualidade do alimento
consumido na fase larval podem interferir na taxa de crescimento, tempo de
desenvolvimento, peso, sobrevivéncia e em outros parametros biologicos.

Na fase de pré-pupa (Tabela 3) ndo houve diferenca entre os pesos de
lagartas alimentadas com as dietas D3, D4, com 3,99 e 4,14 gramas,
respectivamente. O peso médio das pupas (Tabela 3) apés o consumo da dieta D2
pelas lagartas (3,18 gramas) diferiu do verificado no obtido apdés consumo da dieta
D3 (3,81gramas) e dieta D4 (3,87 gramas). Segundo LARA (1991) o peso das pupas
€ um parametro importante para se discriminar possiveis efeitos antibiéticos de

diferentes hospedeiros.
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Ao se observar a razédo sexual, verificou-se que a proporgédo encontrada em
lagartas alimentadas com a dieta D2, D3 e D4, foi de 1 fémea para 1,27 macho; 1
fémea para 1,32 macho e 1 fémea para 1,22 macho, respectivamente.

A porcentagem de adultos (Tabela 3) machos deformados provenientes da
dieta D2 (21%) foi maior, mas nao diferiu significativamente da dieta D3 (10%) e
dieta D4 (5%). Também sendo maior esta porcentagem na dieta D2 em relacdo as
fémeas com 20%, nédo diferindo estatisticamente da dieta D3 (9%) e da dieta D4
(3%). As deformacOes observadas nos adultos foram asas mal-distendidas ou
presas na exuvia. Segundo BERTI FILHO & WILCKEN (1993) e WILCKEN (1996) as
deformacfes morfologicas em adultos de lepidopteros pode ser um indicio de

inadequacao nutricional.

Tabela 3- Peso médio (xEP) das fases imaturas e porcentagem de deformacdo de adultos
de Telchin licus licus criadas em trés tipos de dietas diferentes. Temperatura de 26+2°C, UR
de 60+10%, com fotofase de 12 horas para adultos e sem fotofase para lagartas/pré-

pupa/pupa.
Caracteristicas Dietas
D2 D3 D4
“Fase larval (g) 2,12 + 0,26a 2,69 +0,36ab 3,17 +0,44b
" Fase pré-pupa (g) 3,39 £ 0,08a 3,91 £ 0,09b 4,11 +0,11b
"Fase de pupa (g) 3,18 +0,17a 3,81+0,05b 3,87+0,11b

* Adultos deformados (&) (%) 21,05 + 6,61a 10,34 +3,97a 5,12 £ 3,51a
* Adultos deformados (?) (%) 20,00 + 7,85a 9,09 + 5,44a 3,12+ 2,11a

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas néo diferem entre si, pelo teste de Tukey, (p<0,05). *

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem entre si, pelo teste de Dunn'’s, (p<0,05).

Quando alimentados com solugcéo aquosa de sacarose a 10%, observou-se
gue nao houve diferenca entre os adultos de T. licus licus provenientes das dietas
D2, D3 e D4 (Tabela 4). Mas ao se utilizar a solugcéo relatada verificou-se que
ocorreu um aumento médio na longevidade dos machos de 3,27 dias e de 3,14 dias

para fémeas. De acordo com PARRA (2000) para lepidépteros em geral, considera-
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se que a adicdo de carboidratos (principalmente sacarose) em concentracées em
torno de 10% seja suficiente para aumentar a longevidade.

Tabela 4- Longevidade (xEP) dos adultos de Telchin licus licus com (solugdo aquosa de
sacarose a 10%) e sem alimento, em dias, criados em trés dietas diferentes. Temperatura
de 25+3°C, UR de 60+10%, com fotofase de 12 horas.

Longevidade Dietas
D2 D3 D4
Adulto (J) sem alimento (dias) 8,49 £ 0,27a 8,52 £0,23a 8,35 £ 0,28a
Adulto (?) sem alimento (dias) 6,21 + 0,32a 6,62 + 0,37a 6,41 + 0,29a
Adulto (&) com alimento (dias) 11,49 +0,26a 11,62+0,23a 12,01 +0,48a
Adulto (?) com alimento (dias) 9,23 +0,28a 9,51+0,17a 9,67 £ 0,19a

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, (p<0,05).

2.3.2 Comparativo das substancias caracterizadas, encontradas nos trés ultimos
segmentos do abdome de fémeas virgens adultas de T. licus licus provenientes da
dieta D3, D4 e do campo.

Verificou-se, por tentativas, a presenca dos acidos tetradecandico,
hexadecandico e octadecadiendico em todas as analises (Tabela 5). De acordo com
REBOUCAS (1999) e FABRIAS et al. (1989) estes acidos sdo encontrados nos
tecidos dos insetos e também séo considerados como precursores do feromonio de
Telchin licus licus e em geral de lepidopteros.

Foram encontrados, por tentativas, como compostos volateis comuns a
fémeas virgens de T. licus licus provenientes da dieta D3, D4 e do campo o
dodecano, tetradecano, hexadecano, octadecano, eicosano, 1-dodecanol, 1-
hexadecanol, 1-octadecanol, dodecanal, octadecanal, acetato de 5-tetradecen-1-ol,
acetato de 1-hexadecanol, (Z2)-9-octadecenoato de hexila, tetradecanoato de metila,
hexadecanoato de metila, (Z)-9-octadecenoato de metila, (Z2)-9-hexadecenoato de
metila e o 8-acetoxilinalool (Tabela 5); possivelmente um ou a mistura de dois ou
mais desses compostos comuns aos tratamentos representem o feromonio da broca

gigante da cana-de-agucar. De acordo com MARQUES et al. (2000) os feromonios
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de lepidopteros, provenientes de extratos de glandulas, sdo constituidos por
misturas de alcoois, aldeidos e acetatos monoinsaturados sendo freqientemente
obtidos em quantidades pequenas “10°g (nanograma)’. De acordo também com
BJOSTAD et al. (1981, 1987) o feromoénio sexual produzido por fémeas de
lepidépteros séo geralmente aciclicos, compostos derivados de acidos graxos,
contendo 12-18 carbonos na cadeia principal com grupo funcional oxigenado e de
zero a trés ligacdes duplas (presenca de insaturacdes nas configuracoes E e Z). Em
alguns casos, hidrocarbonetos com cadeias lineares ou metil-ramificadas tém sido
demonstrados como feroménios de lepidopteros. A variagcdo no comprimento da
cadeia, tipo de grupo funcional oxigenado, niumero, localizacdo e natureza isomérica
da ligacdo dupla proporcao precisa dos componentes na mistura feromonal permite
a distincdo de mistura de feromonios espécie-especifica. Entretanto, estudos
envolvendo eletroantenografia e bioensaios fazem-se necessarios para confirmar
o(s) composto(s) que represente(m) o feroménio de T. licus licus.

Ao comparar a quantidade de hidrocarbonetos e compostos oxigenados
observados nos tratamentos verificou-se que sdo significativamente semelhantes
(Tabela 5).

Tabela 5- Identificacdo por CG-MS de hidrocarbonetos e compostos oxigenados*
encontrados no abdome de fémeas virgens de T. licus licus, provenientes da dieta D3, D4 e
do campo.

Compostos Dieta D3 DietaD4 Campo (Continua)

Hidrocarbonetos

2,3,5,8-Tetrametil-decano
Decano

Dodecano

Tetradecano

Hexadecano

Octadecano

Eicosano

o X X X X X X
N X X X X X X X
o X X X X X

Sub-total

Hidrocarbonetos Oxigenados
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Hidrocarbonetos Oxigenados

(continuacéo)

n- Nonanol

1-Dodecanol

1-Octanol

1-Decanol

2-Butil-1-octanol
1-Hexadecanol

1-Octadecanol

Nonanal

Dodecanal

Octadecanal

Acetato de hexila

Acetato de decila

Acetato de 5-tetradecen-1-ol
Acetato de 1-hexadecanol
Acido tetradecandico

Acido hexadecanoico

Acido (Z,2)-9,12-octadienoico
(2)-9-Octadecenoato de hexila
Tetradecanoato de metila
Hexadecanoato de metila
Octanoato de metila
(2)-9-Octadecenoato de metila
(2)-9-Hexadecenoato de metila

8- Acetoxilinalool

X X

X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X

X X X X X X X X X

xX X

X
X
X

xX X

X X X X X X X X X X X X X

Sub-total

N
N

22

N
=

Total

30

29

N
~

*Indicativos. Qui-quadrado=0,147". (p=0,9291)
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2.4 Conclusoes

As dietas D1 e D5 nao sédo adequadas para criacdo de T. licus licus, pois
proporcionam uma alta mortalidade na fase de lagarta.

As dietas D3 e D4 sdo mais adequadas que a dieta D2 para producdo de
adultos da broca gigante, Telchin licus licus, em laboratdrio, pois proporciona, em
dias, menor ciclo de vida; menor porcentagem de mortalidade, maior peso nas fases
imaturas.

A dieta D4 proporciona menor porcentagem de mortalidade nas fases
imaturas de T. licus licus que a dieta D3.

A utilizacdo de solucdo aquosa de sacarose a 10% como alimento da fase
adulta propicia uma maior longevidade dos machos e das fémeas de T. licus licus.

Os compostos volateis encontrados nos trés dltimos segmentos do abdome
de fémeas virgens de T. licus licus, observados em fémeas provenientes da dieta

D3, D4 e do campo sdo semelhantes.
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APENDICE A

Figura 1- Ovos Telchin licus licus. A- Ovos recém-ovipositados provindos da Usina Triunfo.
B- Acondicionamento de 100 ovos T. licus licus, recém-ovipositados, em placas de Petri

forradas com papel filtro.

Figura 2- Placa de Petri contendo dieta de alimentagc&o inicial. A- Fornecida pela
FITOSSAN. B- Dieta consumida em 16 dias por lagarta de Telchin licus licus. C- Dieta 20

dias ap6s consumo por T. licus licus.

Figura 3- Criacdo de Telchin licus licus: A- Fase inicial; B- Lagarta alimentada pela dieta
(D3); C- Lagarta alimentada pela dieta (D2); D- Lagarta alimentada pela dieta (D4).
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Figura 4- Fase de pré-pupa de Telchin licus licus.

Figura 5- Fase de pupa de Telchin licus licus.

Figura 6- Fase adulta de Telchin licus licus.

Figura 7- Local de acondicionamento da fase adulta por sexo de Telchin licus licus.
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Figura 8- Fémeas de Telchin licus licus com idade entre 24 e 48 horas, utilizadas para

coleta de volateis.

Figura 9- Material utilizado na extracdo dos compostos volateis encontrados nos trés
altimos segmentos do abdome de fémeas virgens adultas de Telchin licus licus. A- Tesoura
de inox. B- Hexano (HPLC) bi-destilado. C- frasco (Amber Vial, Screw Top, 4mL) vedado e
contendo cinco partes abdominais + 500 uL de Hexano (HPLC) bi-destilado. D- Silica. E-
frasco (Amber Vial, Screw Top, 2mL) vedado e etiquetado contendo extrato apos filtrado.
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3 INFLUENCIA DE PLANTAS DE CANA-DE-ACUCAR INFESTADAS POR
DIFERENTES LEPIDOBROCAS NO COMPORTAMENTO DE OVIPOSICAO DE
Diatraea saccharalis (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) E NO COMPORTAMENTO

DE BUSCA DO HOSPDEIRO POR Cotesia flavipes (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE).
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RESUMO

A oviposicdo de insetos pragas e a atracdo de inimigos naturais sdo fortemente
influenciados pelos volateis das plantas hospedeiras os quais dependem do estado
de infestacdo da planta. Os lepidopteros pragas sao considerados de grande
importancia econdmica em cana-de-agucar. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar preferéncia de oviposicdo por Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae), e a atracdo de Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae), em relacéo a plantas de cana-de-acucar infestadas por
diferentes lepidopteros-praga. As plantas foram submetidas a técnica de extracéo
por aeracdo, para coleta de compostos volateis e em seguida utilizadas para
obtencdo de extratos hexanicos e bioensaios sob condi¢cdes de laboratério. O
comportamento de D. saccharalis foi avaliado através da quantificacdo do namero
de posturas e ovos depositados nas plantas sadias e infestadas pelos seguintes
tratamentos: 1- cana-de-acUcar, 2- cana-de-agUcar atacada pela D. saccharalis, 3-
cana-de-acUcar atacada pela Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera:
Noctuidae, Herminiinae), 4- cana-de-agucar atacada por Telchin licus licus (Drury,
1773) (Lepidoptera: Castniidae). Por sua vez, o comportamento de busca de fémeas
de C. flavipes foi avaliado para estes mesmos tratamentos em olfatbmetro. A analise
dos compostos orgéanicos volateis liberados pelas plantas antes e apos a insfestacédo
dos lepidopteros por CG e CG/EM, revelou a presenca de dois compostos adicionais
apos a infestacdo por D. saccharalis, trés compostos adicionais foram observados
apos a infestacdo por H. taltula e a presenca de dois compostos adicionais foi
observada ap0s a infestacdo por T. licus licus. Os resultados demonstraram que
fémeas de D. saccharalis tém preferéncia de oviposicao pela cana-de-acucar isenta
de infestacdo (p<0.05) enquanto que fémeas de C. flavipes sdo atraidas por volateis
emitidos por plantas de cana-de-acucar infestadas por D. saccharalis e em menor
escala por H. taltula (p<0.05). Além disso, foi constatado que a utilizacdo dos
volateis emitidos diretamente pelas plantas atacadas pela D. saccharalis € mais
eficiente que os extratos hexanicos obtidos das mesmas (p<0.05).

Palavras-chave: Interac6es multitréficas, Semiquimicos, Pragas de cana-de-acUcar,
Parasitoides.
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ABSTRACT

Oviposition attraction of insect pests and natural enemies are strongly influenced by
volatiles from host plants which depend on the state of the plant infestation. The
lepidopteran pests are considered of great economic importance in sugarcane. This
study aimed to evaluate the oviposition preference by Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) and the attraction of Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) in relation to plant sugarcane infested
different lepidopteran pests. The plants were subjected to extraction technique by
aeration, to collect the volatile compounds and then used to obtain the leaf extracts
and bioassays under laboratory conditions. The behavior of D. saccharalis was
evaluated by quantifying the number of egg masses and eggs laid on plants healthy
and infested by the following treatments: 1 - sugarcane, 2 - sugarcane attacked by D.
saccharalis, 3 - sugarcane attacked by Hyponeuma taltula (Schaus, 1904)
(Lepidoptera: Noctuidae, Herminiinae), 4 - sugarcane attacked by Telchin licus licus
(Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae). The search behavior of C. flavipes females
was evaluated for these same treatments in olfactometer. The analysis of volatile
organic compounds released by plants before and after infestation of moths by GC
and GC / MS revealed the presence of two additional compounds after infestation by
D. saccharalis, three additional compounds were observed after infestation by H.
taltula and the presence of two additional compounds was observed after infestation
by T. licus licus. The results showed that females have D. saccharalis oviposition
preference for sugarcane with no infestation (p <0.05) while females of C. flavipes
are attracted to volatiles emitted by plants of sugarcane infested by D. saccharalis
and to a lesser extent by H. taltula (p <0.05). Moreover, it was found that the use of
volatiles emitted directly by plants attacked by D. saccharalis is more efficient than
the hexanic leaf extracts obtained from the same plants (p <0.05).

Keywords: Multitrophic interactions, Semiochemicals, Pests of sugarcane, Parasitoid.
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3.1Introducéao

No Brasil, a area de cana-de-acucar colhida destinada a atividade
sucroalcooleira esta estimada em 8.500 mil hectares, distribuidas em todos estados
produtores, para safra 2010/2011. Do total de cana esmagada 46,2% s&o destinadas
a producdo de acucar gerando 38.675,5 mil toneladas do produto, e 53,8%
destinadas a producédo de etanol, gerando um volume total de 27.669,55 milhdes de
litros (CONAB, 2011).

Dentre as limitagBes fitossanitarias que podem diminuir a producéo e,
inerentemente, implicam em perdas econdomicas, incluem-se os danos causados
pelas pragas: Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) (BOICA JR. et al, 1997),
Telchin licus licus (Drury, 1773) (Lepidoptera: Castniidae), Mahanarva spp.
(Hemiptera: Cercopidae) (MENDONCA, 1996; DINARDO-MIRANDA et al., 1999;
MACEDO & ARAUJO, 2000; CARVALHO et al., 2011) e Hyponeuma taltula
(ZENKER et al. 2007), as quais atacam esta cultura em diferentes estagios
fenoldgicos.

Atualmente, a utilizacdo de agentes de controle biolégico na cultura da cana-
de-acucar compdem uma das estratégias para o controle destas pragas. No caso de
D. saccharalis, sdo utilizados parasitoides de larvas tais como: moscas, Lydella
minense (Townsend, 1927) e Paratheresia claripalpis (Wulp, 1896) (Diptera:
Tachinidae) e a microvespa Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera:
Braconidae). Este ultimo foi introduzido do Paquistdo e se adaptou muito bem no
Brasil. E um parasitoide gregario, as fémeas ovipositam diretamente no corpo das
larvas do lepidoptero, sendo que em cada larva, desenvolvem-se cerca de 50
adultos da vespinha (MENDONCA, 1996).

Em 1977 ocorreram as primeiras liberacfes de C. flavipes no Estado de Séo
Paulo. Repetiu-se para o ano de 1979 um parasitismo médio dessa espécie de
0,14% e ja no ano 2002 essa taxa situou-se entre 30 a 40% (BOTELHO &
MACEDO, 2002). Em Alagoas, apés um levantamento realizado em oito areas
canavieiras do Estado, no periodo de setembro/2003 a fevereiro/2004, foram
constatados 26,76% de parasitismo para o género Diatraeca. Na espécie D.

flavipennella, o parasitoide C. flavipes foi responsavel por 93,82% de parasitismo e
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para a espécie D. saccharalis constatou-se um percentual de 100% de parasitismo,
em condi¢cOes de campo. (FREITAS et al., 2006).

As interacbes entre plantas e herbivoros sdo importantes para a
sobrevivéncia dos organismos envolvidos. Nessas interacfes sdo liberados
compostos quimicos que podem ser detectados pelos herbivoros durante a
localizacdo da planta para oviposicdo ou para alimentacdo (CORREA & VIEIRA,
2007). Esses compostos volateis também podem servir como atraentes de longa
distancia, auxiliando os parasitéides e predadores na busca e localizacdo de insetos
herbivoros (NGI-SONG et. al., 1996).

Baseado no conhecimento de que os insetos fitéfagos muitas vezes
demonstram preferéncias por determinadas espécies vegetais, cultivares e fases da
cultura em resposta aos estimulos diferentes, o comportamento de oviposi¢do tem
sido o alvo de muitos debates sobre a ecologia das interacdes entre insetos e
plantas, dentre eles: a escolha e especificidade do hospedeiro, o potencial para
especiacdo simpatrica, a co-evolucdo, o padrdo de ataque e a competicdo
interespecifica. A seletividade de oviposicdo pelas fémeas pode freqientemente
oferecer a base inicial para estudos envolvendo divergéncias de populacdes de
insetos em diferentes espécies de plantas, podendo inclusive levar a evolugcdo do
mecanismo de defesa de algumas espécies (THOMPSON & PELLMYR, 1991).

A oviposicdo em Lepidoptera ocorre através de uma série de estagios
distintos que correspondem a busca da planta hospedeira, avaliacdo do hospedeiro
e oviposicdo (RENWICK & CHEW, 1994). A resposta olfatoria para os odores da
planta sdo conhecidos por serem importantes na localizagdo do hospedeiro (VISSER
1986, RAMASWAMY 1988, FEENY et al., 1989). Varios estudos sobre sinais
quimicos utilizados por lepidépteros na escolha da planta tém sido realizados. Em
algumas espécies, a concentracdo de algum composto quimico particular determina
a preferéncia relativa de fémeas para plantas hospedeiras, enquanto em outras
espécies a proporgao relativa dos compostos determina a resposta da fémea.

Por sua vez, os inimigos naturais de insetos fit6fagos também tém
desenvolvido estratégias de busca por hospedeiros adequados envolvendo sinais
guimicos que proporcionam o sucesso do parasitismo/predacéo. Tal comportamento

de busca é caracterizado por variabilidade consideravel entre e dentre as espécies.
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Parasitoides larvais que buscam por hospedeiros sdo guiados por sinais visuais e
infoquimicos emitidos por vérias fontes associadas ao hospedeiro alvo. Além disso,
esses processos comportamentais sdo afetados por fatores “individuos
relacionados” tais como idade, estado fisiolégico e experiéncia, além de fatores
ambientais. Estes fatores contribuem para a variabilidade no comportamento de
busca do hospedeiro (MATTIACI, et al., 1994).

Muitos parasitdides sdo conhecidos por discriminarem e responderem a
compostos volateis produzidos por plantas sadias e infestadas por uma espécie de
herbivoro em particular (STEINBERG et al., 1993; TUMLINSON et al., 1993). A
injuria provocada pelo herbivoro pode induzir a produgdo de compostos quimicos
especificos em varias plantas. Estes compostos atraem o0s parasitdides destes
herbivoros. Além disso, a composicdo destes aleloquimicos frequentemente difere
entre plantas ou seu estado (STEINBERG et al.,, 1993). No entanto, parasitoides
aprendem a responder a diferentes misturas destes compostos que indicam a
localizacdo de seus hospedeiros principais ou alternativos (TURLINGS et al., 1991
a,b; TUMLINSON et al., 1993).

Na Asia e Africa, C. flavipes tem sido relatada por parasitar diversas
espécies de brocas noctuideos e crambideos (MOHYUDDIN & GREATHEAD, 1970;
POLASZEK AND WALKER, 1991; NGI-SONG et al., 1995; OVERHOLT et al., 1997).
Por sua vez, nas Américas, incluindo o Brasil, C. flavipes parasita diversas espécies
do género Diatraea (Crambidae) (OVERHOLT et al., 2003).

O controle biologico classico tem sido bastante investigado nos ultimos anos
devido a possibilidade de insetos-alvo e ndo-alvo serem atingidos pelos parasitéides
(JEMBERE et al., 2003). Desta forma, é importante esclarecer esta pratica buscando
elucidar e utilizar de forma correta o potencial deste mecanismo de controle do ponto
de vista de liberacdo e apds seu estabelecimento e, isto depende basicamente do
estudo do comportamento de busca destes inimigos naturais.

A maioria dos estudos envolvendo lepidopteros analisa a
preferéncia/desempenho sem considerar suas interacfes com os seus hospedeiros,
competidores e inimigos naturais (interacées multitroficas). O presente trabalho teve
por objetivo avaliar preferéncia de oviposi¢ao por D. saccharalis e a atragdo de C.

flavipes por canas-de-acucar em relacédo a respostas de defesas apds o ataque ou
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ndo de lepidopteros-praga e caracterizacdo dos compostos volateis provenientes
dessas interagoes.

3.2 Material e métodos

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisas em Recursos
Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas- IQB-UFAL, Macei6-AL; em sala climatizada com temperatura de 27+1°C,
UR de 70+ 5%, fotofase 12h e em telados de 2,5m x 2,5 m x 2,5m cobertos por telas

transparente com temperatura de 27+3°C, UR de 70+10%.

3.2.1 Obtencéo das plantas

Os exemplares das plantas de cana-de-agucar, variedade RB867515,
conhecida como mineirinha, foram gentimente cedidos pela Usina Triunfo
Agroindustrial localizada no municipio da Boca da Mata, Estado de Alagoas, a 132 m
de altitude e coordenadas geograficas de 09° 38' 27,6" de latitude sul e 36° 13' 12,0"
de longitude oeste, Brasil.

Os colmos de cana-de-agucar foram cortadas em pequenos pedacos (4-5
cm) contendo uma gema que foram acondicionados em bandejas contendo areia
lavada e esterilizada até a germinacdo e conseqguientemente, emissdo das raizes,
periodo este de 15 dias de idade. A partir desta etapa as canas foram plantadas em
mini vasos de (h=10cm x ®=12cm) contendo substrato (Plantmax®) e foram
irrigadas diariamente com 25mL de agua, até atingir a idade fenol6gica de um més

ou altura entre 30cm e 40cm.
3.2.2 Obtencéo de insetos
As lagartas de Diatraea saccharalis e de Hyponeuma taltula foram

gentilmente cedidas pela Usina Triunfo Agroindustrial. As largartas de Telchin licus
licus foram obtidas do Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais do IQB-UFAL.
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As idades das lagartas foram padronizadas de acordo com o ciclo total da
praga. Diatraea saccharalis com 12 a 13 dias de idade, Hyponeuma taltula com 15 a
17 dias de idade e Telchin licus licus com 38 a 40 dias de idade.

Os parasitéides Cotésia flavipes criados em D. saccharalis foram fornecidos
gentilmente pela Usina Triunfo Agroindustrial. Foram utilizadas fémeas acasaladas,
com idade entre 24 e 48 horas, sem prévia experiéncia de parasitismo. A sexagem
foi realizada observando o tamanho das antenas seguindo a metodologia descrita
por RICKLEFS (2003).

3.2.3 Coleta de volateis, obtencao de extratos e caracterizacdo dos compostos.

3.2.3.1 Coleta de volateis e obtencao dos extratos.

Para a coleta dos volateis foram utilizadas 3 plantas com um més de idade
fenoldgica ou altura entre 30cm e 40cm, por tratamento: 1- cana-de-acucar (cana
isenta de infestacdo), 2- cana-de-acUcar atacada pela D. saccharalis (inseridas 2
lagartas nas folhas), 3- cana-de-acUcar atacada pela H. taltula (inseridas 2 lagartas,
uma na folha e a outra no substrato contido no vaso proximo a semente (raiz)), 4-
cana-de-acuUcar atacada pela T. licus licus (inserida 1 lagarta no substrato contido no
vaso proximo a semente (raiz)). Apos 24 horas de ataque (herbivoria) para os
devidos tratamentos, foram coletados os compostos volateis das plantas de cana-
de-acucar listadas acima.

Os compostos volateis foram coletados das plantas sadias e infestadas
pelos lepidopteros pela técnica de aeracdo (VILELA & DELLA LUCIA, 2001), sendo
utilizado o adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,10g; Supelco). As plantas foram
colocadas dentro de sacos de poliéster como descrito por STEWART_JONES &
POPPY (2006). O ar foi injetado no saco plastico passando antes por um filtro de
carvao ativado a um fluxo de 300 mL/min. por planta. Tubos com o Porapak Q foram
utilizados no topo do saco e o ar coletado a uma vazdo de 300 mL/min., um para
cada planta. As plantas ficaram sendo aeradas por 24 horas. Ao término das
aeracOes, os extratos contendo as substancias volateis liberadas por cada planta,

foram obtidas através do processo de dessorcdo, passando 500 pyL de hexano
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(HPLC), bi-destilado, nos tubos contendo o Porapak Q e armazenado a -20°C em
um frasco vedado e etiqguetado (Amber Vial, Screw Top, 2mL).

3.2.3.2 Caracterizacdo dos compostos.

Os extratos foram posteriormente injetados em um sistema de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrémetria de Massa (CG/EM) QP5050A, usando-se uma
coluna DB-5 (30m x 0 25 mm id x 0.25 uym); marca J&W Scientific e tendo Hélio
como gas de arraste. A programacdo da temperatura variou de 30°C a 250 °C com
variacdo de 8 °C/min. As temperaturas do injetor e detector foram 250 °C e 280 °C,
respectivamente. Os compostos foram identificados por comparacdo automatica
usando-se o banco de dados Wiley MS (Wiley Class 5000, sexta edicdo) usando o
GCMSolution software. Somente 0s compostos com espectros de massa superior a
85% de similaridade com os espectros de referéncia foram considerados,
semelhante a metodologia descrita por COSTA et al. (2010).

3.2.4 Bioensaios para determinacdo da preferéncia de oviposi¢ao por D. saccharalis

No bioensaio para preferéncia de oviposicdo por D. saccharalis, foram
utilizados os seguintes tratamentos: 1- cana-de-acUcar sadia, 2- cana-de-acucar
atacada pela Diatraea saccharalis, 3- cana-de-agUcar atacada pela Hyponeuma
taltula, 4- cana-de-aclUcar atacada pela Telchin licus licus. Para cada tratamento
foram realizadas 15 repetigoes.

Quatro plantas de cana-de-agucar, variedade RB867515, com um més de
idade fenoldgica foram dispostas em forma de circulo (uma de cada tratamento) por
telado (2,5mx2,5mx2,5m). No centro do circulo foram liberadas 4 fémeas de D.
saccharalis comprovadamente acasaladas, a uma temperatura de 27+3°C, UR de
70+£10%, 12 horas de fotofase, condi¢cbes de campo (Figura 1). Apés 48 horas da
liberacdo, foi realizada a quantificacdo das posturas e dos ovos presentes nas

canas, semelhante a metodologia descrita por MESQUITA et al. (2011).
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Figura 1- Distribuicdo dos tratamentos no bioensaio de preferéncia de ovoposi¢do. S-Cana-
de-acglcar; SD- Cana-de-agUcar + Diatraea saccharalis; SH- Cana-de-agucar + Hyponeuma
taltula; SB- Cana-de-agucar + Telchin licus licus; F-Fémeas de D. saccharalis

comprovadamente acasaladas.

2,5m

2,5m
™) SH 0

3.2.5 Teste de olfatometria envolvendo o parasitéide C. flavipes

Os bioensaios foram realizados em olfatdmetro de dois bragos com fluxo de
ar de 250mL/min, sem opcéao de escolha, como descrito por MESQUITA et al. (2011)
(Figura 2), em condicdes de laboratério, a temperatura de 24 * 2°C e umidade
relativa de 70 £10%.

Em cada braco do olfatbmetro em “Y”, foram introduzidos discos de papel
filtro (®= 1,5cm) impregnados com 10 pL dos extratos, um por vez. Para o bioensaio
utilizando-se a planta, foi seguida a mesma metodologia da aeracao citada em no
topico 2.3, mas no lugar de inserir o tubo com adsorvente foi inserida uma pipeta de
Pasteur oriunda por planta e conectada ao sistema citado.

Foram quantificados os insetos que ultrapassavam o orificio localizado no
centro de cada braco, localizado a 40cm do local onde foram inseridos os insetos,
em cada bioensaio foram utilizadas 10 fémeas de C. flavipes sendo 15 repeti¢cdes
por tratamento (extrato obtido por aeragéo ou planta).

A cada troca de tratamento o sistema era lavado com alcool etilico e as
fémeas de C. flavipes eram descartadas. Os bioensaios foram conduzidos durante

20 minutos e no intervalo de 8 horas e 11 horas da fotofase. A posicdo dos
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tratamentos nas camaras foi invertida, sempre que se usava O tratamento e o
controle com intuito de evitar algum efeito de habituacéo.

Os tratamentos utilizados foram os Extratos: 1- cana-de-agucar, 2- cana-de-
acucar atacada pela Diatraea saccharalis, 3- cana-de-acUcar atacada pela

Hyponeuma taltula, 4- cana-de-agucar atacada pela Telchin licus licus, 5 — Hexano;

Plantas de cana-de-acucar: 6- sadia, 7- atacada pela Diatraea saccharalis, 8-

atacada pela Hyponeuma taltula, 9- atacada pela Telchin licus licus e 10- Hexano.

Figura 2- Olfatdmetro em “Y” com fluxo de ar e sem opg¢ao de escolha. Dimensbes de cada
braco do olfatdmetro: ®= 3,5cm e c= 65cm, o orificio que demarcou a area de aceitacio ou
rejeicdo se encontrava distante do local dos insetos em 40 cm.

Insetos Extrato

\ \

i Orificio / Fluxo de ar
‘\

Saida de ar

3.2.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste de Lilliefors para verificar o pressuposto de
normalidade e em seguida ao Teste de Levene para verificar outro pressuposto o de
homogeneidade das variancias dos residuos, sendo esses pressupostos de
parametria.

Quando atendidos os pressupostos os dados obtidos foram submetidos ao
teste t student (p<0,05) ou a andlise de variancia (ANOVA) e teste Scott-Knott para
comparacdes multiplas (p<0,05). Nao sendo atendidos os pressupostos utilizou-se o

teste de Kruskal Wallis e teste Dunn’s para comparacfes multiplas (p<0,05).
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3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Preferéncia de oviposigéo por D. saccharalis

As fémeas acasaladas de Diatraea saccharalis, com idade entre 24-48h,
ovipositaram mais em canas ndo atacadas por lepidopteros, com média de 1,73
massas e 29,53 ovos (Tabela 1). Tal preferéncia pode estar relacionada aos
compostos volateis liberados por estas plantas quando atacadas por outros
herbivoros. Sabe-se que semioquimicos emitidos por um diverso grupo de plantas
mediam processos-chave no comportamento de insetos especificos, promovendo
diferentes interacdes. Por exemplo, odores de mudas de plantas de trigo sem
herbivoria atraem grande numero de pulgbes quando comparados a odores
liberados por plantas com alta densidade de pulgbes (QUIROZ et al., 1997).

A discriminacéo feita pelo inseto entre a planta hospedeira € fundamental
para 0 encontro ndo somente da fonte nutricional adequada, mas também para
localizacdo de sitios de oviposicdo, favorecendo, desta forma, a perpetuacdo da
espécie (CORREA & VIEIRA, 2007). De acordo com TASIN et al. (2005) para o
comportamento de oviposi¢ao existe uma seletividade maior da fémea na escolha do
substrato de postura, e essa acontece porque existe um cédigo quimico mais

especifico que direciona a fémea ao substrato adequado.

Tabela 1- Oviposicdo de Diatraea saccharalis submetida a bioensaios com plantas e plantas

X lepidépteros.

Tratamentos Média de massas  Média do total de

de ovos +EP” ovos +EP*
Cana-de-agUcar sadia 1,733+0,21 a 29,533+ 2,33 a
Cana-de-acucar+Diatraea saccharalis 1,133+0,19b 12,600+ 1,57 b
Cana-de-acucar+Hyponeuma taltula 0,933+0,17 b 7,400+ 1,68 c
Cana-de-acucar+Telchin licus licus 0,733+0,21 b 5,800+ 1,05¢c

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade. * Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem entre si, pelo teste de
Dunn’s, a 5% de probabilidade.
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A quantidade de ovos de D. saccharalis, em menor escala, também foi
significativa no tratamento planta atacada pela propria praga, diferindo dos demais
tratamentos: plantas atacadas por Hyponeuma taltula e por Telchin licus licus
(Tabela 1). De acordo com os relatos de PROKOPY e ROITBERG (2001) a liberacdo
de volateis de plantas em resposta a herbivoria pode evitar competi¢cdes intra-
especificas e até mesmo evitar que os herbivoros dirijam-se para sitios nos quais
iInimigos naturais podem estar presentes. Diferente do obtido por HORIUCHI et al.
(2003) em que os compostos volateis induzidos na planta pela herbivoria de um
inseto podem ser atraentes para outras espécies, fazendo com que 0os mesmos se

dirijam a planta atacada e ocasione mais danos a mesma.

3.3.2 Teste de olfatometria

Verificou-se que a quantidade de fémeas acasaladas de C. flavipes sdo
atraidas pelos volateis emitidos por plantas e extratos de plantas atacadas por D.
saccharalis e H. taltula de maneira mais significativa do que para plantas sadias e
atacadas por T. licus licus. Da mesma forma, volateis emitidos diretamente da planta
atacada por D. saccharalis foram mais atrativos do que o0s extratos hexanicos
(Tabela 2). Tais resultados condizem com estudos conduzidos por MESQUITA et al.
(2011), os quais demonstraram que quando infestadas por D. flavipennella, plantas
de cana-de-acuUcar sdo mais atrativas do que as sadias para fémeas de C. flavipes.

Odores de plantas exibem uma importante funcdo na comunicacdo em
sistemas tritréficos. Volateis emitidos por plantas nao infestadas possuem uma
importante funcdo na comunicacdo de atracdo a longa distancia para parasitoides
em sistemas tritr6ficos (AGELOPOULOS & KELLER, 1994 a,b; MATTIACCI et al.,
1994; NORDLUND et al., 1988; VINSON, 1981; TURLINGS et al., 1991a,b). No
sistema tritr6fico envolvendo C. flavipes, gramineas néo infestadas sédo atrativas em
laboratorio (NGI-SONG et al., 1996), porém quando estas plantas sao infestadas
com brocas elas se tornam muito mais atrativas (NGI-SONG et al., 1996; POTTING

et al., 1995), corroborando com o presente estudo.
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Tabela 2- Niamero médio de fémeas de Cotesia flavipes atraidas por extratos hexanicos

comparados com o0s volateis provenientes da propria planta.

Tratamentos Médias + EP
Extratos Plantas
Hexano 0,933+ 0,16 aA 1,067+0,13 aA
Cana-de-acucar 1,067+0,13 aA 1,167+0,12 aA
Cana+Telchin licus licus 1,000+0,15 aA 1,067+0,15 aA
Cana+Hyponeuma taltula 1,333+£0,12 bA 1,533+0,16 bA
Cana+Diatraea saccharalis 1,667+0,15 cA 2,067+0,19 cB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula néo diferem entre si, nas colunas, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas ndo diferem entre si,

nas linhas, pelo teste de t student, a 5% de probabilidade.

As respostas encontradas acima reafirmam o fato de que plantas danificadas
por herbivoria produzem um perfil de compostos volateis liberados a partir do local
do dano que atuam no comportamento de busca de parasitdides tais como C.
flavipes e, este perfil, difere dagueles emitidos por plantas sadias ou danificadas
mecanicamente (PARE & TUMLINSON, 1999). Neste caso, sendo as plantas vivas
atacadas pela D. saccharalis, mais atrativas do que os extratos obtidos das mesmas,
reforcando o fato de que o complexo de compostos volateis é mais rico na primeira
situacdo, onde as plantas provavelmente produzem tais compostos em maiores
guantidades.

Comparando a resposta de C. flavipes entre plantas infestadas por D.
saccharalis e H. taltula, também é possivel verificar que ocorre preferéncia pelo
primeiro hospedeiro. Embora os compostos volateis liberados por danos de insetos
herbivoros sejam semelhantes entre as varias espécies de plantas estudadas até
agora, as misturas de compostos volateis sdo bastante distintas, com variacao tanto
na quantidade de compostos liberados quanto na presenca de determinados grupos
funcionais (TURLINGS et al., 1998). Assim, a tarefa de encontrar um hospedeiro é
mais complicada para o parasitdide quando o hospedeiro se alimenta de varias
espécies diferentes de plantas ou de partes diferentes de uma mesma planta, como
€ o0 caso de D. saccharalis e H. taltula, onde a primeira se alimenta do colmo acima

da raiz e a segunda nas proximidades da mesma.
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As vespas tém ultrapassado esse obstaculo, desenvolvendo a capacidade
de localizar os sinais quimicos associados com a presenca de um hospedeiro
(LEWIS & TUMLINSON, 1988). Os compostos a que uma vespa fémea é exposta
durante as interacdes com o seu hospedeiro natal a familiariza com o local onde ele
se encontra. Uma experiéncia bem-sucedida aumenta a resposta da vespa a
compostos quimicos emitidos pelo complexo planta-hospedeiro. Por exemplo, uma
experiéncia de oviposicdo aumenta significativamente o véo orientado e resposta de
pouso das fémeas do pulgdo-parasitdide Aphidius ervi Haliday (Hymenoptera:
Braconidae) em relacdo aqueles que nunca ovipositaram, mas que foram expostos a
plantas hospedeiras ndo danificadas ou danificadas (DU et al., 1997). Isso ressalta a
importancia da experiéncia de oviposicdo, em combinacdo com sinais da planta
hospedeira danificada. Curiosamente, vespas fémeas também podem reconhecer
odores volateis associados as fontes de alimentos e usé-las para encontrar o
alimento necessario (LEWIS & TAKASU, 1990).

Apo6s a localizacdo de plantas infestadas, C. flavipes utiliza o frass do
hospedeiro para direcionar sua busca. Estudos vém demonstrando que plantas nas
quais as brocas se alimentaram, e foram, portanto contaminadas com frass larval
apos a remocao da larva do herbivoro, foram muito mais atrativas em relacéo a
plantas sem estes sinais, 0s quais, possivelmente, atuam como atraentes a curta
distancia para o parasitide (NGI-SONG & OVERHOLT, 1997).

Ainda assim, a atracéo de fémeas de C. flavipes por H. taltula, mesmo sendo
menos intensa do que para D. saccharalis, reforca uma hipétese que alguns
parasitbéides podem atacar espécies ndo-alvo (BOETTNER et al., 2000), porém este
ataque depende do habito alimentar do herbivoro, ou seja, se o0os hospedeiros
alimentam-se da mesma espécie de planta, a resposta do parasitdide para o
complexo planta-hospedeiro € ampliada para o ataque de outros insetos-alvo,
independente do sucesso do parasitismo (NGI-SONG et al., 1995; OVERHOLT et
al., 1997).

3.3.3 Caracterizacédo dos compostos volateis
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Das andlises utilizando CG-EM (Cromatografia em fase Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa) observaram-se 0s compostos organicos Vvolateis
coletados em plantas sem infestacao, infestada com T. licus licus, com H. taltula e
com D. saccharails (Tabela 3).

Tabela 3- Identificacdo dos Compostos Organicos Volateis* (COVSs) liberados por cana-de-
acucar (S), pela de cana-de-agucar atacada por D. saccharalis (SD), pela de cana-de-agUcar
atacada por H. taltula (SH) e pela de cana-de-acgucar atacada por T. licus licus (SB).

Compostos S SD SH SB
Continua

1-Hepteno X X X
B-ocimeno X X X
1,2-Dietil Benzeno X
n-Decano X X X X
n-Undecano X X X X
n-Dodecano X X X X
n-Tridecano X X X X
n-Tetradecano X X X X
Metanol X X X X
2-Hexanol X X X X
1-Heptanol X X X
5-Metil-1-Hexanol X X
(Z ou E)-3-Hexen-1-ol X X X X
3-Hexeno-2,5-diol X X X
2,3-Butanodiol X X
3,7-Octadien-2-ol X X
Fenol X X X
1-Nonanol X X X
3-Metil-3-Buten-2-ol X X
1-Octanol X
Hexanal X X X X
(Z ou E)-2-Hexenal X
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n-Octanal X X

Nonanal
4-Etilbenzaldeido

n-Decanal

2-Dodecenal

X| X[ X| X| X

3-Etilacetofenona

2-Butanona

2-Hexanona

X X| X| X

5-Hexen-2-ona

X X[ X| X| X
X

3-Metil-2-Heptanona

3,4-Dimetil-2-Hexenona
3-Etil-3-Buten-2-ona
4-Metil-2,3-Pentanodiona
4-Octen-3-ona X
3-Metil-3-Buten-2-ona

X| X| X| X| X| X

5-Metil-2-Hexanona

Acetato de Isobutila X X
Acetato de (Z ou E)-3-Hexenila X X
(Z e E) Acetato de 3-Hexen-1-ol X
(E) Acetato de 2-Hexen-1-ol X
1,4-Diacetato de 1,2,4-Butanotriol X

Diacetato de 2-Buten-1,4-diol X X X

*|Indicativos.

X| X| X| X| X| X

Os resultados mostraram que houve diferencas qualitativas entre as plantas
com e sem infestacdo. Os compostos, comuns apenas para plantas de cana-de-
acucar sem infestacdo, identificados por tentativas foram o Nonanal; n-Decanal; 2-
Dodecenal; 3,4-Dimetil-2-Hexenona; 3-Etil-3-Buten-2-ona (Tabela 3). Ao analisar os
volateis provisoriamente identificados liberados por planta de cana-de-agUcar
infestada por D. saccharalis, verificou-se que 0s compostos comuns a essa
interagc&o foram o (Z ou E)-2-Hexenal e 1,4-Diacetato de 1,2,4-Butanotriol (Tabela 3).
Ja os compostos 1,2-Dietil Benzeno; 3-Metil-3-Buten-2-ona; 5-Metil-2-Hexanona
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foram comuns a interacdo da planta de cana-de-acucar com a praga H. taltula
(Tabela 3). Os compostos volateis 1-Octanol; Acetato de (E)-2-Hexen-1-ol foram os
compostos comuns, provenientes de planta de cana-de-acgulcar infestada por T. licus
licus (Tabela 3). Os compostos volateis n-Decano; n-Undecano; n-Dodecano; n-
Tridecano; n-Tetradecano; Metanol; 2-Hexanol; (Z ou E)-3-Hexen-1-ol; Hexanal; 4-
Etilbenzaldeido; 3-Etilacetofenona; 2-Hexanona; 5-Hexen-2-ona; Acetato de
Isobutila, Acetato de (Z ou E)-3-Hexenila foram detectados por tentativas em todos
os tratamentos citados (Tabela 3). Os compostos 3-ocimeno; Fenol; Diacetato de 2-
Buten-1,4-diol foram encontrados nas interacbes entre cana-de-aclcar e 0s
herbivoros T. licus licus, D. saccharalis e H. taltula (Tabela 3). Os compostos
comuns as interacdes entre cana-de-agucar e D. saccharalis e H. taltula foram 2,3-
Butanodiol; 3,7-Octadien-2-ol; n-Octanal; 4-Octen-3-ona; (Z e E) Acetato de 3-
Hexen-1-ol (Tabela 3). De acordo com CHEN (2008) e KESSLER & BALDWIN
(2002) quando relatam que as plantas possuem defesa do tipo indireta que incluem
caracteristicas nas plantas que por si s6 ndo afetam a suscetibilidade de planta
hospedeira, mas podem servir como atrativos para inimigos naturais do inseto
herbivoro. Esta de acordo também com relatos de SIENFELD & PANDIS (1998), que
afirmam que os compostos organicos volateis (COVs) encontrados na emissédo de
plantas incluem: os hidrocarbonetos saturados e insaturados e os hidrocarbonetos
oxigenados, tais como acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e
alcoois. TINGEY et al. (1991) citam que tais compostos sao emitidos pelas plantas
para a atmosfera como mecanismo de defesa contra o ataque de herbivoros e
contra a invasao de outras espécies de plantas. DEGEN et al. (2004) relatam que a
emissao de volateis de plantas atacadas por herbivoros acontece em guantidades
consideraveis, podendo variar de forma quantitativa e/ou qualitativa entre plantas
sadias ou danificadas mecanicamente. PARE & TUMLINSON (1997) citam que logo
apos o ataque do herbivoro, as plantas liberam alguns volateis provenientes da via
metabdlica lipoxigenase, como o (Z)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal e os isbmeros do
Butirato de Hexenila. E em algumas horas apds a herbivoria as plantas sintetizam
alguns terpenos, tais como (E,E)-B-farneseno, (E)-B-ocimeno, (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno e (E,E)-4,8,12-trimetil-1,3,7,11-tridecatetraeno, o0s quais foram

determinados nas plantas de milho danificada por Spodoptera frugiperda.
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ENGELBERTH et al. (2004) relataram que os volateis emitidos por folhas verdes de
milho (Z)-3-Hexenaldimetilacetal, (Z)-3-hexen-1-ol e Acetato de (Z)-3-hexenila por
serem atraentes ao herbivoro Spodoptera exigua podem ser utilizados na forma de
mistura junto ao regurgito da praga referida para aumentar inducéo de respostas de
defesa em relacdo a elicitacio das plantas. PENAFLOR (2010) cita que os
compostos (Z)-3-Hexenal; (E)-2-Hexenal; (E)-3-Hexen-1-ol e Acetato de (2)-3-
Hexenila sdo emitidos pelas plantas de milho.

Em relacdo aos resultados obtidos com os volateis de plantas infestadas por
D. saccharalis e por H. taltula, que atrairam o parasitéide larval C. flavipes, poderia
ser devido a presenca de um ou da mistura de um dos compostos volateis comuns a
essas interacdes (Tabela 3).

Deste modo, os resultados do presente estudo demonstraram que volateis
emitidos por plantas de cana-de-acUcar atacadas por diferentes hospedeiros,
influenciam diretamente no comportamento de oviposicdo do herbivoro D.
saccharalis, o qual prefere plantas ndo atacadas. Por sua vez, fémeas de C. flavipes
sdo mais atraidas por plantas infestadas pelo préprio hospedeiro, apesar de também
exibir comportamento de busca pela praga H. taltula, fato este que deve ser
investigado quanto a adequacdo deste hospedeiro ao parasitide e sua possivel
utilizacao no controle desta praga.

3.4 Conclusoes

Fémeas comprovadamente acasaladas de D. saccharalis tém preferéncia de
oviposigao por plantas de cana-de-agucar isentas de infestacdo, e em menor escala
por planta infestada pela propria praga.

Fémeas acasaladas de C. flavipes sdo atraidas por volateis emitidos por
plantas de cana-de-acucar infestadas por D. saccharalis e em menor escala por H.
taltula.

A utilizacdo dos volateis emitidos pelas plantas atacadas por D. saccharalis
€ mais eficiente no comportamento de busca do parasitéide do que agueles emitidos

por extratos hexanicos provenientes das mesmas.
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APENDICE B

Figura 1- Pedagos (4-5 cm) de cana-de-agucar, variedade RB867515, contendo uma gema.

Figura 2- Canas plantadas em mini vasos (h=10cm x ®=12cm) contendo substrato marca
plantmax, etiquetadas, irrigadas diariamente com 25mL de agua, até atingir a idade de um
més de idade fenoldgica ou altura entre 30cm e 40cm. Temperatura de 27+3°C, UR de
70+10%, 12 horas de fotofase.

Figura 3- Comparacgéo de lagartas de D. saccharalis. A- ultima fase larval. B — lagarta com
12 al3 dias de idade.

Figura 4- Comparacéo de lagartas de T. licus licus. A- Ultima fase larval. B— lagarta com 38
a 40 dias de idade.
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Figura 5- Comparacao de lagartas de H. taltula. A- ultima fase larval. B— lagarta com 15 a
17 dias de idade.

Figura 6- Processo de aeragdo das plantas. Temperatura de 27+1°C, UR de 70+ 5%,
fotofase 12h.

Figura 7- Planta de cana-de-agucar, variedade RB867515, com um més de idade fenoldgica
ou altura entre 30cm e 40cm, sendo aerada. Temperatura de 27+1°C, UR de 70+ 5%,
fotofase 12h.
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Figura 8- Bioensaio de preferéncia de oviposi¢cdo de D. saccharalis por plantas atacadas ou
ndo por lepiddpteros. Temperatura de 27+3°C, UR de 70+10%, 12 horas de fotofase,
condigdes de campo.

Figura 9- Cotesia flavipes, criadas em D. saccharalis. A- Recipientes contendo adultos
machos e fémeas de C. flavipes. B- Sexagem de fémeas de C. flavipes. (fornecidas

gentilmente pela usina Triunfo).
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Figura 10- Bioensaio de olfatometria utilizando extratos hexanicos de plantas atacadas ou
ndo por lepidépteros no comportamento de busca de fémeas de Cotesia flavipes.
Temperatura de 24 + 2°C e umidade relativa de 70 +10%.

Figura 11- Bioensaio de olfatometria utilizando plantas atacadas ou nao por lepidopteros no
comportamento de busca de fémeas de Cotesia flavipes. Temperatura de 24 + 2°C e
umidade relativa de 70 £10%.

Figura 12- Material utilizado na extragdo dos compostos volateis das plantas de cana-de-
acucar infestadas ou ndo infestadas pelos lepidopteros T. licus licus, H. taltula e D.
saccharalis. A- Adsorvente Porapak Q (80/100 mesh, 0,10g; Supelco). B- Hexano (HPLC) bi-
destilado. C- frasco vedado e etiquetado contendo extrato (Amber Vial, Screw Top, 2mL).
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4 EFICIENCIA DE BACULOVIRUS SOBRE A MORTALIDADE DE LAGARTAS
NEONATAS DE Diatraea flavipennella.
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RESUMO

Por compreender o maior grupo de virus de insetos, o baculovirus vem sendo
bastante utilizado como bioinseticida, sendo uma alternativa aos agroquimicos.
Tendo em vista a escassez de informacbes sobre o efeito na ingestdo de
Baculovirus spodoptera (Bs) pela Diatraea flavipennella (Box) (Lepidoptera:
Crambidae), este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de trés isolados do
Bs sobre a mortalidade da D. flavipennella. Foram utilizadas 56 lagartas neonatas
por tratamento, agrupadas em 4 repeticbes de 14 lagartas, totalizando 224 lagartas
por experimento. Os isolados foram escolhidos em decorréncia da sua agressividade
e mortalidade em lepidépteros, dentre os quais foram testados o Isolado 6, Isolado
18 e Isolado 19, nas concentracées de 10° poliedros mL™ por tratamento. Até o 13°
dia, a mortalidade foi avaliada diariamente, e as lagartas infectadas foram
congeladas logo ap6s sua morte para confirmacdo da presenca dos poliedros
utilizando microscépio 6tico, com aumento de 400 vezes. Os resulatdos mostraram
gue os isolados de B. spodoptera 1-6, 1-18, 1-19 diferiram em relacdo a numero de
lagartas vivas, quando comparados isoladamente com a testemunha pela analise de
sobrevivéncia. As porcentagens de eficiéncia do 1-18 e 1-6 foram superiores,
diferindo do I-19. Os isolados I-18 e 1-6 podem ser considerados como bioinseticida
para o controle de D. flavipennella.

Palavras-chave: Virus, Broca-pequena, Cana-de-agucar, Controle biolégico.
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ABSTRACT

Baculovirus is the largest group of insect viruses, and has been widely used as a bio-
insecticide, being an alternative to chemical pesticides. Due to the lack information of
the effect of Baculovirus spodoptera (Bs) on Diatraea flavipennella (Box)
(Lepidoptera: Crambidae) mortality, this study aimed to evaluate the efficiency of
three isolates of the Bs on the mortality of D. flavipennella. 56 neonate larvae were
used per treatment, divided into 4 replicates of 14 larvae, totaling 224 larvae per
experiment. The isolates were chosen because of its aggressiveness and mortality in
Lepidoptera, among which 6 were tested the Isolated, Isolated Isolated 19 and 18 at
concentrations of 10° polyhedra.mL™ per treatment. By the 13th day, mortality was
assessed daily, and the infected larvae were frost after death to confirm the presence
of polyhedra using an optical microscope with 400 times magnification.The result set
obtained showed that the I-6, 1-18, 1-19 isolates of B. spodoptera differed in relation
to the number of larvae living alone when compared with the control by survival
analysis. The percentage of efficiency of 1-18 and I-6 were higher, differing from [-19.
The isolated 1-18 and I-6 can be considered as bio-insecticide for the control of D.
flavipennella.

Keywords: Viruses, Small borer, Sugarcane, Biological control.
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4.1 Introducéao

A cana-de-agucar, Saccharum officinarum, é uma das culturas mais
abundantes em regides tropicais sendo desta forma, importante no contexto sécio-
econdmico mundial (UNICA, 2010). Na lista de ordem mundial, dos 80 paises
produtores de cana-de-acUcar o Brasil lidera com cerca de 26%. A producdo
nacional esta mais concentrada na regido sudeste, com Estado de S&o Paulo
liderando com 4.300 mil hectares de area plantada; o Estado de Alagoas ocupa a
sexta posicdo no rank nacional e € o primeiro na regido Nordeste com 430 mil
hectares de &rea colhida, na safra 2010/2011 (CONAB, 2011).

De acordo com a industria canavieira, um dos fatores de grande importancia
para reducao e expressao do potencial produtivo da cana-de-acucar € o ataque de
pragas. O complexo de espécies pertencentes ao género Diatraea (Lepidoptera:
Crambidae) representa, devido aos danos causados, um dos principais problemas
para esta cultura (MENDONCA, 1996). Levantamentos apontam a dominancia
especifica da espécie de Diatraea flavipennella nas areas canavieiras do Nordeste
do Brasil (FREITAS et al., 2007).

Os baculovirus compreendem o maior grupo de virus entomopatogénicos
(MOSCARDI, 1998) e sédo usados, desde a decada de 70, como uma alternativa ao
controle quimico de lepidépteros no Brasil. Esse grupo de virus, pertence a Familia
Baculoviridae, foi detectado em 1972 no Sudeste do Brasil e posteriormente em
outras regibes (MOSCARDI, 1984). Os baculovirus ocorrem naturalmente no
agroecossistema e infectam lagartas de lepidopteros, quando estas se alimentam de
folhas contaminadas (SOSA-GOMEZ,1995).

Naturalmente, mais de 700 espécies de artropodes sao infectados por esse
grupo de virus, os baculovirus (O.REILLY et al., 1992). Existem baculovirus isolados
da ordem Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Orthoptera, Neuroptera, Trichoptera,
mas a maioria foram isolados da ordem Lepidoptera (ADAMS & MCCLINTOCK,
1991).

Em geral, a infeccéo se inicia logo apds a ingestao de poliedros pela lagarta
levando a uma série de mudancas comportamentais e morfolégicas, que culminam

na morte da larva apds alguns dias. Ao chegar ao intestino médio do inseto, o virus
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€ submetido a pH alcalino que dissolve a poliedrina, liberando os virions no limen
digestivo. As particulas infectivas penetram nas células epiteliais do intestino médio
via fusdo de membrana, mediada por receptores especificos (HORTON & BURAND,
1993). Os nucleocapsideos séo transportados ao nudcleo, onde sdo desnudados,
liberando o DNA, durante o periodo de uma hora apos a infec¢éo. As alteragbes nas
lagartas comecam entre 48 e 78 horas apds a infeccdo, quando se inicia uma
reducdo na alimentacéo e retardamento do crescimento do inseto, muitas vezes néo
havendo mudanca de instar (VOLKMAN & KEDDIE, 1990).

Dentre os isolados de Baculovirus spodoptera mais estudados e eficientes no
controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), destacam-
se os isolados 6, 18 e 19. O isolado 6 de B. spodoptera possui uma caracteristica
Gnica pelo fato de ndo causar o rompimento do tegumento da lagarta morta
imediatamente apds a sua morte. Sendo este um dos fatores que mais facilitam o
sistema de producdo em larga escala em laboratorios e biofabricas (VALICENTE et
al., 2010).

Por serem mais seletivos, mais seguros ao aplicador e por ndo poluirem o
meio ambiente como 0s agrotoxicos, 0s bioinseticidas podem ser utilizados como
uma alternativa verdadeiramente ecoldgica e sustentavel. Os baculovirus séo
especificos a uma ou poucas espécies relacionadas (GRONER, 1986), sendo esses
considerados bons candidatos a serem usados em estratégias de Manejo Integrado
de Pragas (MIP) (TANADA & KAYA, 1993).

Tendo em vista a escassez de informacgdes sobre a eficiéncia de isolados de
Baculovirus spodoptera (Bs) no controle de D. flavipennella, este trabalho teve como
objetivo avaliar a patogenicidade de trés isolados do Bs sobre lagartas neonatas da

referida praga.
4.2 Material e métodos
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Controle Bioldgico da Embrapa

Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG; em sala climatizada com temperatura de 27+1°C,
UR de 70£10% e 12 horas de fotofase.
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4.2.1 Obtencado do material biol6gico
4.2.1.1 Obtencao dos ovos de Diatraea flavipennella

Os ovos da broca Diatraea flavipennella foram cedidos gentilmente pela
Usina Triunfo Agroindustrial localizada no municipio da Boca da Mata, Estado de
Alagoas, a 132 m de altitude e coordenadas geograficas de 09° 38' 27,6" de latitude

sul e 36° 13' 12,0" de longitude oeste, Brasil.
4.2.1.2 Obtencéo e escolha dos isolados de Baculovirus spodoptera

Os isolados foram escolhidos em decorréncia da sua agressividade e
mortalidade em lepiddpteros, dentre os quais foram testados o Isolado 6 (I-6),
Isolado 18 (I-18) e Isolado 19 (I-19). Esses se encontravam armazenados na
formulacdo em p6 molhavel, foram diluidos em &gua destilada e posteriormente
guantificados em microscépio 6tico, com aumento de 400 vezes, até a obtencéo das
concentracdes, em poliedros mL™ (que foram utilizadas como tratamentos) (Tabela
1). Segundo BARRETO et al. (2005) o Banco de Baculovirus da Embrapa possui 22
isolados do Baculovirus spodoptera que podem ser usados no controle de S.

frugiperda.

Tabela 1- Tratamentos utilizados para avaliar mortalidade de lagartas neonatas de D.

flavipennella. Em todos foram acrescentado 0,01% de Tween® 80.

Tratamentos Local de Isolamento Concentracdes
(poliedros.mL'l)
Isolado 6 (I-6) Cascavel-PR 2,1.10°
Isolado 18 (I-18) Sete Lagoas-MG 2,6 .10°
Isolado 19 (1-19) Sertaneja-PR 3,0.10°

Agua destilada (Testemunha) - -

4.2.2 Bioensaios
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Antes da aplicacdo por imersao da suspensédo em pedacos retangulares de
folhas de cana-de-acucar de 1cm x 1,5 cm, acrescentou-se o espalhante adesivo
Tween® 80 (0,01%) com intuito de melhor distribuicdo da solucdo na area a ser
consumida pela praga. Apos a aplicacdo dos tratamentos, esperou-se até que a area
a ser consumida ficasse menos Umida a fim de evitar mortalidade por imersédo de
lagartas no liquido (suspensdao).

As lagartas ficaram expostas ao baculovirus por 24 horas. A suspensédo do
bioinseticida foi aplicada sobre pedacos retangulares de folhas de cana-de-aclcar
de 1cm x 1,5 cm, previamente lavadas com Hipoclorito de Sdodio (0,1%) e depois
com agua destilada. Ap6s a exposicdo os pedacos de folhas foram retirados e
trocados por dieta utilizada para criacdo de Diatraea saccharalis (Tabela 2) a qual as

lagartas foram mantidas até o final do bioensaio, sendo trocadas a cada 48 horas.

Tabela 2- Constituicdo da dieta de alimentagéo de Diatraea saccharalis.

Composicao Dieta
Produtos Sdélidos Quantidade
Cloreto de colina 0,29
Sacarose (acucar) 22,09
Farelo de soja 25,0
Germen de trigo 8,09

Acido Ascorbico 109

Acido sorbico 0,69
Nipagin 119

Agar 94¢g
Produtos liquidos Quantidade
Solucéo vitaminica 6,0 ml

Vita Gold 0,2 ml
Antibiotico (Ampicilina) 1,0 ml
Formol 0,6 ml
Acido acético 2,5 ml

Agua (panela) 300 ml
Agua (liquidificador) 250 ml

O experimento foi conduzido até o 13° dia com avaliacbes diérias para
quantificar as lagartas mortas. Para verificar a infeccdo das lagartas foram

observados os sintomas citados por WHITLOCK (1974) e ALVES (1998):
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descoloracao, clareamento da epiderme (palidez), diminuicdo na alimentacéo (falta
de apetite) e rompimento do tegumento, caracteristicos do ataque de baculovirus.
Para constatar se as lagartas morreram em funcdo da atuacdo do
baculovirus ou ndo, cada lagarta morta foi separada por tratamento e mantida em
freezer até o final do experimento, quando as mesmas foram maceradas e em
seguida examinadas em Camara de Neubauer em microscopio 6ptico, com aumento
(zoom) de 400 vezes, para a verificacdo da presenca ou ndo dos poliedros e

quantificacdo, metodologia semelhante a utilizada por ALVES et al. (2001).

4.2.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
quatro tratamentos: Testemunha- dgua destilada e Tween 80(0,01%), Isolado 6 (I-6)
do B. spodoptera e Tween 80(0,01%), Isolado 18 (I-18) do B. spodoptera e Tween
80(0,01%); e Isolado 19 (I-19) do B. spodoptera e Tween 80(0,01%). Cada isolado
foi composto por quatro repeticbes de 14 lagartas. Foram utilizadas 56 lagartas
neonatas de D. flavipennella por tratamento, totalizando 224 lagartas por
experimento.

Para a andlise de sobrevivéncia comparou-se: Testemunha e Isolado 6,
Testemunha e lIsolado 18 e Testemunha e Isolado 19, utilizando para essas
comparacdes o0 teste de qui-quadrado (p<0,01). Utilizou-se o calculo para
porcentagem de eficiéncia corrigida pela féormula de ABBOTT (1925). Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de Lilliefors para verificar o pressuposto de
normalidade e em seguida ao Teste de Levene para verificar outro pressuposto o de
homogeneidade das varidncias dos residuos, sendo esses pressupostos de
parametria. Sendo atendidos o0s pressupostos utilizaram-se os testes de Kruskal

Wallis e o teste Dunn’s para comparag¢des multiplas (p<0,05).
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4.3 Resuldados e discusséao

Ao avaliar as lagartas submetidas a ingestdo do Isolado I-6 (Figura 1)
verificou-se que as mesmas apresentaram as caracteristicas de infec¢cdo por
baculovirus tais como descoloracdo e falta de alimentacdo, ndo havendo
rompimento do tegumento, sintoma caracteristico desse isolado de acordo com
VALICENTE et al., (2008). O pico de mortalidade ocorreu entre o sétimo e 0 nono
dia. Utilizando-se a suspensao com |-6 observou-se que apods 13 dias 24,3% das
lagartas testadas sobreviveram. Ao comparar este tratamento isoladamente com a
testemunha (Figura 1) observou-se que houve diferenca significativa.

Figura 1- Andlise de sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett), de lagartas
neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a ingestéo de alimento mais agua destilada e
alimento mais isolado 1-6 do Baculovirus spodoptera. A analise foi feita pelo teste de Log-
Rank (D. Collett) e a comparacdo dos tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado

(WL) (p<0,01).
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Observou-se descoloracao, falta de alimentacdo e rompimento do tegumento
das lagartas submetidas a ingestdo do isolado 1-18 (Figura 2), sintomas esses
observados quando o mesmo € submetido a B. spodoptera de acordo com
VALICENTE & CRUZ, (1991).
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Figura 2- Andlise de Sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett), de lagartas
neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a ingestdo de alimento mais agua destilada e
alimento mais isolado 1-18 do Baculovirus spodoptera. A andlise foi feita pelo teste de Log-

Rank (D. Collett) e a comparacao dos tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado
(WL) (p<0,01).
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Ao final do experimento verificou-se que ocorreram dois picos de mortalidade,
o primeiro entre as 24 e 48 horas ap0s a ingestdo e o segundo pico entre 0 sétimo e
o décimo primeiro dia apos a ingestao. Apds o décimo terceiro dia do experimento
constatou-se que 20,1% das lagartas testadas sobreviveram. Quando comparado
isoladamente com a testemunha verificou-se que houve diferenca estatistica entre
0os mesmos (Figura 2). De acordo com relatos de CARVALHO (2010), as lagartas de
Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) quando ingeriram o
Baculovirus anticarsia reduziram significativamente o consumo foliar levando-as a
morte num periodo de 2 a 5 dias. VALICENTE & COSTA (1995) mostraram que
baculovirus isolado 18 foi muito eficiente no controle de S. frugiperda na area
pulverizada com &agua de irrigacdo. CRUZ et al. (1997) e CRUZ et al. (2002)
testaram o efeito das doses de baculovirus isolado 18 sobre as larvas de S.
frugiperda, seus danos e produtividade da cultura do milho, em campo onde

obtiveram excelente eficiéncia.
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Ao submeter as lagartas neonatas de D. flavipennella a ingestao do Isolado I-
19 (Figura 3) do baculovirus, verificou-se que as mesmas depois de infectadas
apresentaram os sintomas caracteristicos como descoloracao, falta de alimentacao
e rompimento do tegumento. Para esse tratamento verificou-se um pico de
mortalidade no oitavo dia apds a ingestdo do bioinseticida, com sobrevivéncia de
cerca de 44,7% das lagartas avaliadas. Mas quando a testemunha foi analisada com
o Isolado 19 (Figura 3), observou-se que houve diferenca significativa entre os

mesmaos.

Figura 3- Andlise de Sobrevivéncia, pelo teste de Log-Rank (D. Collett), de lagartas
neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a ingestdo de alimento mais agua destilada e
alimento mais isolado 1-19 do Baculovirus spodoptera. A andlise foi feita pelo teste de Log-
Rank (D. Collett) e a comparacdo dos tratamentos foi realizada pelo teste Qui-quadrado

(WL) (p<0,01).
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Quando se compararam as porcentagens de eficiéncia dos isolados do B.
spodoptera (Figura 4) sobre lagartas neonatas de D. flavipennella, verificaram-se
melhores eficiéncias dos Isolados I-18 e 1-6, com aproximadamente 80% e 75%,
respectivamente. De acordo com VALICENTE & TUELHER (2009), o isolado 1-6
além de ndo romper o tegumento das lagartas proporciona na concentracdo de 10° e
10" poliedros/ mL mortalidade em S. frugiperda de 64% e 90%, respectivamente,
apos 48 horas da ingestao da suspensédo, em condicbes de campo. Estes resultados

corroboram com ALVES et al. (2001) quando relataram que houve a comprovacao
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da patogenicidade e agressividade do baculovirus em Perigonia lusca (Fabricius)
(Lepidoptera, Sphingidae), levando o inseto a morte apds trés a cinco dias da
inoculacédo, dependendo do instar em que os insetos se encontravam. BOLONHEIZ
et al. (2010) citam que a eficiéncia do controle da lagarta-do-cartucho, S. frugiperda,
de segundo instar e 168 horas apds a aplicacdo de B. spodoptera foi de 89%.
Resultado semelhante, ao obtido por VALICENTE et al. (2008) no estudo da
mortalidade causada pelo isolado 6 do B. spodoptera em larvas sadias de seis dias
de idade com mortalidade superior a 93%.

Figura 4- Comparagfes das porcentagens de eficiéncia corrigida de Abbott obtidas pelos
Isolados 1-6, 1-18 e 1-19 do Baculovirus spodoptera comparadas com o tratamento
testemunha-(lagartas neonatas de Diatraea flavipennella submetidas a ingestéo de alimento

mais agua destilada). A Comparacado dos tratamentos foi feita pelo teste de Kruskal Wallis
(p<0,05).
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O Isolado 19 apresentou uma porcentagem de eficiéncia de aproximadamente
55% (Figura 4) diferindo significativamente dos demais isolados estudados. Segundo
VALICENTE & TUELHER (2009) o isolado 19 do B. spodoptera, em condi¢des de
campo promove mortalidade de 90% em S. frugiperda. Segundo WOLFF et al.
(2008) o isolado 19 do B. spodoptera € um dos mais estudados e eficientes no
controle da lagarta do cartucho do milho.

Das suspensodes provenientes da maceragao das lagartas mortas por cada
tratamento foram analisadas e observou-se a presenca dos poliedros nos
tratamentos Isolado 6, 18 e 19. A testemunha n&o apresentou poliedros.
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4.4 Conclusdes

Os Isolados I-18 e I-6 de B. spodoptera, na concentracédo de 10° poliedros/mL,
proporcionam uma eficiéncia de 80% e 75%, respectivamente.

Os isolados 1-18 e I-6 de B. spodoptera sdo promissores para 0 uso no
controle biologico de lagartas de D. flavipennella.

O Isolado 19 de B. spodoptera, na concentracédo de 10° poliedros/mL, nado
proporcionou um controle eficiente (55%) de D. flavipennella.
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APENDICE C

Figura 1- Isolados I-6, 1-18 e 1-19 de Baculovirus spodoptera testados quanto a mortalidade

de Diatraea flavipennella.

Figura 2- Folhas de cana-de-acgucar lavadas com hipoclorito de sédio (0,1%) e depois com

agua destilada.

Figura 3- Experimento utilizando Baculovirus spodoptera: Isolado 1-6, 1-18 e 1-19 no controle
de Diatraea flavipennella. 2011. Laboratério de Controle Biolégico, Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas-MG.
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CONSIDERACOES FINAIS
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Assuntos relacionados a ecologia quimica, biologia e morfologia da broca
gigante da cana-de-acucar T. licus licus ainda sdo escassos na literatura, sendo
esses de grande valia para que se possa encontrar uma alternativa de controle para
auxiliar como estratégia para o Manejo Integrado desta praga.

Por representar uma alternativa de controle, os semioquimicos, apresentam
potencial para uso futuro, promovendo um controle mais eficaz e ecologico de
pragas na agricultura. Atualmente vem se intensificado estudos e descobertas sobre
aleloguimicos, tais como: identificacdo das substancias e do efeito causado por elas
sobre o comportamento dos insetos. Pois através do processo de herbivoria,
verifica-se um aumento do fluxo metabdlico dos compostos volateis envolvidos na
repeléncia de herbivoros e/ou a na atracdo de parasitdides e predadores que
proporcionam uma alternativa de controle.

Os baculovirus vém sendo bastante utilizados como alternativa ao controle
quimico de lepidépteros no Brasil. A Embrapa Milho e Sorgo, localizada em Sete
Lagoas MG, possui 22 isolados que sdo estudados para o controle de S. frugiperda.
Na literatura, ainda ndo existem relatos sobre especificidade e mortalidade em

lagartas de D. flavipennella por nenhum isolado do Baculovirus spodoptera.

Contribuicdes

O trabalho desenvolvido contribuiu com conhecimentos sobre as principais

lepidobrocas da cana-de-acucar em:

- Mostrar que a broca gigante, T. licus licus, pode ser criada em laboratério
visando a obtencao de adultos para extracao de glandulas feromonais;

- Estudar alguns aspectos biolégicos e morfologicos de T. licus licus, em
laboratério.

- Mostrar que existe preferéncia de oviposicao por D. saccharalis em relagéo
a plantas sadias e infestadas por lepidopteros.

- Mostrar que existe atracdo do parasitdide larval C. flavipes por plantas

atacadas por D. saccharalis e em menor escala por H. taltula; além de sugerir
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algumas substancias que venham a ser o possivel atraente para o inimigo natural
estudado.

- Mostrar que existem isolados de Baculovirus spodoptera com potencial de
serem utilizados no controle biolégico de D. flavipennella.

Perspectivas futuras

Os resultados adquiridos nesta tese abrem um leque de inUmeras opc¢des

para novos experimentos que possibilitem continuidade, objetivando a:

- Identificacdo dos componentes do feromoénio de T. licus licus pelo emprego
das técnicas de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa e
Eletroantenografia (CG-EM-EAG).

- ldentificacdo do(s) composto(s) liberado(s) por plantas atacadas por D.
saccharalis e H. taltula pelo emprego das técnicas citadas acima, pois um desses ou
a mistura de dois ou mais pode(m) funcionar como atraente para fémeas acasaladas
de C. flavipes.

- Estudo de estratégias para aumentar a viruléncia, reducao do tempo entre
a infeccdo e morte de D. flavipennella pelos isolados 1-6 e 1-18 do Baculovirus

spodoptera.

101



