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RESUMO

Na busca de alternativas eficientes e de baixo impacto ambiental para controle de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), principal praga do milho, o uso de
inseticidas botanicos e reguladores de crescimento associados ou ndo ao controle biolégico vém
se destacando. Assim, a presente pesquisa testou diferentes concentracBes dos inseticidas
lufenurom (Match®), metoxifenozide (Intrepid®), azadiractina (AzaMax®), espinosade (Tracer®) e
deltametrina (Decis®), visando avaliar os efeitos sobre a biologia e embriologia de S. frugiperda e
no parasitdide de ovos, Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae).
Todos os inseticidas apresentaram-se promissores no controle de S. frugiperda. Uma vez que, em
geral, ocasionaram mortalidade; reducdo no periodo larval, periodo pupal, peso das pupas,
longevidade, fecundidade e fertilidade. Além disso, as lagartas de S. frugiperda apresentaram
deformidades e anormalidades morfoldgicas, como retencdo dos caracteres morfoldgicos larvais e
constriccbes dos segmentos abdominais. Azadiractina, lufenurom e deltametrina, mesmo em
baixas concentracOes, apresentaram efeito sobre o desenvolvimento embrionario de S. frugiperda
e no parasitoide de ovos T. pretiosum. Eles reduziram a quantidade de ovos de S. frugiperda

parasitados, porcentagem de parasitismo, emergéncia e longevidade dos parasitdides. Porém, a



duracéo do ciclo ovo-adulto e a razéo sexual de T. pretiosum ndo foram afetadas. A avaliacdo em
microscopia de luz e eletrénica de varredura mostrou ovos de S. frugiperda com formato esférico,
ligeiramente achatado nos polos, com corion, vitelo, membrana vitelinica e formacdo do embrido.
No entanto, em ambas as analises microscopicas, apos tratamento com azadiractina, lufenurom e
deltametrina, os ovos apresentaram-se deformados e inviaveis, impedindo a formacao do embrido.
Azadiractina, lufenurom, metoxifenozide e espinosade, mesmo em concentracdes abaixo do
recomendado, podem ser alternativas ao uso dos piretrdides, no controle de S. frugiperda.

Todavia, azadiractina e lufenurom ndo sdo seletivos ao parasitoide T. pretiosum.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, milho, parasitismo, inseticidas, embriologia.
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ABSTRACT

In search for efficient and low environmental impact alternatives for control of Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), major corn insect pest, the use of botanical
insecticides and insect growth regulators combined or not with biological control have been
standing out. Therefore, this study tested different concentrations of the insecticides lufenuron
(Match®), methoxyfenozide (Intrepid®), azadirachtin (AzaMax®), spinosad (Tracer®) and
deltamethrin (Decis®), in order to evaluate the effects on S. frugiperda biology and embryology
and on the egg parasitoid, Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae).
All insecticides were promising for controlling S. frugiperda. Since, in general, caused mortality;
reduction in larval period, pupal period, pupal weight, longevity, fecundity and fertility. In
addition, S. frugiperda larvaes have presented deformities and morphological abnormalities, such
as retention of larval morphological characters and constrictions of abdominal segments.
Azadirachtin, lufenuron and deltamethrin, even at low concentrations, showed effect on embryo
development of S. frugiperda and on egg parasitoid T. pretiosum. They have reduced the number

of S. frugiperda parasited eggs, parasitism percentage and parasitoid emergence and longevity.



But, the period of development from egg to adult and sex ratio of T. pretiosum were not affected.
The light and scanning electron microscopy evaluation showed S. frugiperda eggs spherically
shaped, slightly flattened at the poles, with chorion, yolk, vitelline membrane and embryo
formation. Nevertheless, in both the microscopic analysis, after treatment with azadirachtin,
lufenurom and deltamethrin, the eggs showed up deformed and unviable, preventing embryo
formation. Azadirachtin, lufenuron, methoxyfenozide and spinosad at concentrations below the
recommeded may be alternative to the use of pyrethroids in the control of S. frugiperda. However,

azadirachtin and lufenuron are not selective to the parasitoid T. pretiosum.

KEY WORDS: Fall armyworm, corn, parasitism, insecticides, embryology.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O aumento da producdo agricola brasileira para atender a crescente demanda por alimentos,
exportacdo de gréos e seus subprodutos tém impactos diretos sobre o agroecossistema. Este fato
esta ligado ao uso intenso de insumos visando diminuir as perdas, causadas por fatores bidticos e
abioticos, durante o processo produtivo. Entre estes fatores, destacam-se 0s insetos que
constituem um dos grupos mais bem sucedidos na natureza. Desenvolvem-se em quase todos 0s
ambientes e, desde tempos mais remotos, 0 homem luta contra os insetos-praga que infestam
vegetais, especialmente aqueles destinados a alimentacdo humana e animal (Negreiro et al. 2004).

Dentre as diversas culturas atacadas por insetos, o milho (Zea mays L.) vem se destacando
no cenario agricola nacional devido a grande demanda agricola e industrial. Trata-se de uma
cultura comercial de grande importancia econdémica e social, sendo cultivada em diversos paises.
No Brasil, a producéo de gréos para a safra 2010/2011 foi estimada em 56.337,4 mil toneladas
(CONAB 2011).

O agroecossistema do milho inclui uma ampla variedade de artrépodes, com destaque para a
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). A fémea
adulta coloca seus ovos nas folhas do milho. As lagartas de primeiro instar geralmente iniciam sua
alimentacéo nos tecidos verdes de um lado da folha, deixando a epiderme membranosa do outro
lado intacta, causando o sintoma conhecido como “folhas raspadas”. Lagartas maiores comegam a
fazer furos na folha e, sem controle, destroem completamente as plantas. Podem também se
alimentar do colmo, causando sua quebra, ou seccionando a planta na base. Muias vezes,

especialmente quando o milho é muito precoce e/ou as infestagdes ocorrem mais tarde, a lagarta



ja bem desenvolvida dirige-se para a regido da espiga, atacando o peddnculo e impedindo a
formacdo dos grdos. Ainda podem penetrar nas espigas através da sua porcdo basal e danificar
diretamente os graos ou alimentar-se da ponta da espiga. As perdas na producao de grdos variam
de acordo com o estagio fenoldgico, com o tipo de cultivar, local de plantio e préaticas
agrondmicas adotadas (Cruz 1995, Valicente & Tuelher 2009).

Esta praga encontra-se distribuida nas Ameéricas, estendendo-se em direcdo ao leste para o
Caribe, em direcdo ao sul para o Nordeste da Argentina e Nordeste do Chile, e em dire¢cdo ao
norte, através da América Central, México, Estados Unidos e Sudeste do Canada. Devido a
alimentacdo diversificada e disponivel o ano todo, e das condi¢Bes climaticas favoraveis,
distribui-se, praticamente, em todas as regides do territério brasileiro. Tem o milho como
hospedeiro preferencial, mas outras plantas também sdo infestadas, como o algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), arroz (Oryza sativa L.), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench),
amendoim (Arachis hypogaea L.), pastagens, entre outras (Cruz 1995, Sa et al. 2009, Barros et al.
2010).

O desenvolvimento de S. frugiperda a partir de populagfes coletadas na cultura do milho
em Santa Rosa e Pelotas, RS, e mantidas em laboratério a 25+1°C, UR 70+15% e fotofase de 14h,
em dieta artificial, foi de dois dias para a fase de ovo; fase larval de 16,45 e 14,10 dias; duracdo da
fase pupal de 10,65 e 12,72 dias e ciclo total de 31,94 e 31,56 dias, respectivamente (Giolo et al.
2002). Criadas na temperatura de 28°C, umidade relativa de 70+15% e fotofase 14 h, em dieta
artificial, as lagartas obtiveram uma maior eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e
digerido e custo metabolico; consequentemente consumiram uma menor quantidade de alimento,
e apresentaram reducdo da duracdo da fase larval (Busato et al. 2004).

Visando obter alta produtividade do milho, é preciso controlar S. frugiperda de forma

eficiente e, dentre as taticas utilizadas no Brasil, ainda predomina o uso de inseticidas sintéticos,



aplicados via de regra, sem muito critério, principalmente sem levar em conta os principios do
Manejo Integrado/Ecoldgico de Pragas (Diéz-Rodriguez & Omoto 2001). Como resultado do uso
intensivo desses inseticidas, uma série de impactos negativos pode ocorrer no meio ambiente, tais
como: contaminar 0s agroecossistemas, afetar os organismos ndo-alvo (Roel 2001), aumentar 0s
custos de producdo, selecionar populacBes resistentes (Diéz-Rodriguez & Omoto 2001) e
contaminar os graos de milho com residuos tdxicos. Assim, a adocdo de alternativas eficientes e
de baixo impacto ambiental é fundamental para o sucesso do controle de pragas (Parra et al. 1987,
Basedow 2002).

Entre essas alternativas, tem-se cogitado o uso de inseticidas botanicos, bioldgicos e 0s
reguladores de crescimento, que geralmente séo eficientes, menos prejudiciais ao ambiente e, de
um modo geral, apresentam baixa toxicidade para os vertebrados (Roel et al. 2000, Roel 2001,
Batista Neto et al. 2011). Porém, a escolha de um produto deve ser baseada na sua eficiéncia,
economicidade e no impacto ambiental (Roel et al. 2000, Roel 2001). E também importante o uso
do controle bioldgico, com parasitoides, predadores e entomopatdgenos (Parra et al. 1987, Parra
2006, Desneux et al. 2007).

Inseticidas botanicos derivados da arvore nim (Azadirachta indica A. Juss), sdo capazes de
exercer diversos efeitos sobre os insetos, agindo como anti-ecdisterdides ao bloquearem os sitios
de ligagdo para ecdisteroides nos receptores proteicos (Gullan & Cranston 2007). Lagartas de S.
frugiperda com 10 dias de idade, alimentadas com folhas de milho, submergidas nas emulsdes da
formulacdo comercial de nim (Neemseto®) nas concentracdes 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 mL/L
apresentaram aumento da mortalidade, reducdo do peso larval e pupal e menor emergéncia de
adultos, em funcgéo da concentracdo (Lima et al. 2010). Esta mesma formulacéo nas porcentagens
de 0,5 e 1,0% proporcionou alteracdes na imunidade celular e no intestino médio de lagartas desta

praga (Correia et al. 2008, 2009). Em dieta, contendo 10mg i.a. L™ de produtos derivados do p6 e



do 6leo de sementes de nim, as lagartas de Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
apresentaram parada na alimentacdo, alongamento do periodo de ecdise, mortalidade larval e
pupal e esterilizacdo de adultos (Vifiuela et al. 2000).

Os hormonios ecdisteroides, hormonios juvenis e neuropeptideos sdo indispensaveis para o
desenvolvimento de insetos, estando também envolvidos em outros processos importantes, como
espermatogénese, oogénese, vitelogénese e comportamento sexual. Analogos ou antagonistas
desses horménios, como os inseticidas reguladores de crescimento de insetos — IGRs, podem
interferir no processo de desenvolvimento dos insetos (Schneider et al. 2008). O principal efeito
desses inseticidas é alterar o desenvolvimento e metamorfose dos insetos e sua acdo €, portanto,
muito mais lenta do que a de inseticidas convencionais, cujos efeitos letais e subletais geralmente
sdo considerados altamente nocivos para espécies benéficas (Ruberson et al. 1998).

Os IGRs sdo derivados das benzoilfeniluréias, diacilhidrazinas, thiodiazinas e triazinas, e
caracterizam-se como produtos de baixa toxidade para mamiferos. Dividem-se em categorias, de
acordo com o seu modo de acdo, podendo atuar como inibidores da sintese de quitina
(lufenurom), juvenoides (piriproxifen), anti-juvendides (Allatostatina) e agonistas de ecdisterdides
(metoxifenozide) (Silva & Mendes 2002). Os inibidores da sintese de quitina impedem a
formacdo de quitina, que é um componente essencial da cuticula dos insetos ou interferem na
deposicdo da cuticula durante a ecdise. Os juvenoides sd&o mimicos do hormdnio juvenil que
fazem com que os insetos permanecam na fase larval, embora ja tenham atingido maturidade para
passarem para a fase adulta. Anti-juvenoides, conhecido como precocenos, atuam de maneira
contraria ao hormonio juvenil, fazendo com que o inseto passe para a fase adulta precocemente.
Os agonistas de ecdisteroides provocam uma aceleragcdo no processo da ecdise ou troca de pele

dos insetos, resultando em insetos deformados (Silva & Mendes 2002, Gullan & Cranston 2007).



Entre os inseticidas bioldgicos, espinosade trata-se de um biopesticida composto por duas
lactonas macrociclicas, espinosina A e D, que sdo metabolitos secundarios produzidos durante a
fermentacdo do actinomiceto do solo Sacharopolyspora spinosa Mertz & Yao (Thompson et al.
2000). Este inseticida tem um efeito sinérgico sobre a atividade da acetilcolina atuando em um
sitio diferente dos receptores pos-sindpticos deste neurotransmissor. O espinosade também pode
afetar os receptores do acido aminobutirico - GABA (Watson 2001). Este inseticida é tdxico por
ingestdo e contato, apresentando-se efetivo contra pragas das ordens Lepidoptera, Thysanoptera,
Isoptera e Diptera (Thompson et al. 2000).

Para S. frugiperda em milho, os inseticidas clorfluazurom e diflubezurom apresentaram
eficiéncia de controle de 75,2 a 97,6% aos 3, 9 e 12 dias ap0s aplicacdo, enquanto que para
deltametrina foi superior a 85% em todas as avaliacdes (Bellettini et al. 1992). Assim como, 0s
inseticidas lufenurom (300 mL p.c./ha), novalurom (150 mL p.c./ha), espinosade (50 mL p.c./ha),
clorpirifés (500 mL p.c./ha) e lambda-cialotrina (150 mL p.c./ha) sobre S. frugiperda nas culturas
do milho e sorgo, aplicados em diferentes volumes de calda, também apresentaram-se eficientes
no controle dessa praga e independente do volume de aplicacéo (Costa et al. 2005).

O desenvolvimento de Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) foi
afetado pela acé@o dos inseticidas metoxifenozide (3,98mg i.a./Kg dieta) e espinosade (2,11mg
i.a./Kg dieta). Em relacdo a ovos da mesma idade, os inseticidas mostraram uma resposta
concentragdo-dependente. Além disso, evidenciou-se aumento da mortalidade larval e pupal,
efeitos na emergéncia dos adultos, e a prevaléncia de adultos deformados apds aplicagéo topica
em pupas jovens. A mortalidade pupal e deformidades dos adultos foram observadas apenas no
tratamento com metoxifenozide (Pineda et al. 2004).

Concentracfes subletais de bisacilhidrazina RH-5849 (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 5,0 ppm) e

tebufenozide (0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 ppm) afetaram adversamente o sucesso de copula de Spodoptera



litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), além de diminuirem a longevidade de machos
tratados e de fémeas ndo tratadas, quando cruzadas com machos tratados (Seth et al. 2004).
Lufenurom e novalurom (4,0 g i.a. 100L™) e metoxifenozide e tebufenozide (9,6 g i.a. 100L™)
aplicados sobre ovos de Grapholita molesta (Busck) (Lepidoptera: Tortricidae) com diferentes
idades (24, 48 e 72 horas) demonstrou variagdes na mortalidade em funcéo do inseticida e tempo
de desenvolvimento embrionario. O tratamento de macds com estes inseticidas causou
mortalidade significativa das lagartas, mas ndo apresentou diferencas estatisticas entre 0s mesmos
para lagartas pequenas e as de 3°-4° instar, com eficiéncias de 42,7 e 45,3%, respectivamente. A
ingestdo dos inseticidas por adultos de G. molesta reduziu a fecundidade e a fertilidade, porém a
longevidade dos adultos somente foi afetada negativamente pela ingestdo de metoxifenozide e
tebufenozide (Batista Neto et al. 2011).

Os inseticidas lufenurom, metoxifenozide, azadiractina, deltametrina e espinosade atuam,
principalmente, nas lagartas por ingestdo (Tunaz & Uygun 2004). No entanto, para algumas
espécies, também tem sido observado efeito sobre o desenvolvimento embrionario quando
aplicados diretamente sobre 0s ovos, e/ou através da ingestdo pelos adultos, reduzindo a
fecundidade, a fertilidade e a longevidade (Charmillot et al. 2001, Irigaray et al. 2005, Sdenz-de-
Cabezon et al. 2006, Batista Neto et al. 2011). No caso de S. frugiperda, como as posturas sdo
realizadas sobre as folhas, o contato dos ovos com inseticidas amplia o potencial de controle da
praga, porém sdo necessarios estudos morfo-fisiolégicos que caracterizem o efeito destes
inseticidas sobre o desenvolvimento embrionério de S. frugiperda.

Dentre os inimigos naturais de pragas, os parasitdides de ovos, em especial varias espécies
do género Trichogramma tém sido utilizados como agentes de controle biologico, porque sao
facilmente criados em hospedeiro alternativo (Haji et al. 1998), além de serem eficientes

parasitdides, principalmente em ovos de Lepidoptera (Parra et al. 1987). Libera¢des inundativas



tem sido realizadas principalmente para controlar pragas em culturas como milho, cana-de-agucar
(Saccharum hibridas L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), arroz, algodéo, beterraba (Beta
vulgaris L.), macd (Malus domestica Borkh.), ameixa (Prunus domestica L.), hortalicas e
essencias florestais (Parra et al. 1987).

O ciclo de vida de Trichogramma (ovo-adulto) dura aproximadamente 10 dias a 25°C. O
processo de desenvolvimento passa pela fase de ovo, larva, pré-pupa e pupa. Podem ocorrer
inimeras geracfes anuais no campo desde que existam hospedeiros alternativos e fontes de
alimento (Consoli et al. 1999). O parasitdide de ovos Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenotera: Trichogrammatidae), além de ser a espécie mais amplamente distribuida, €
considerada a mais polifaga. No Brasil, T. pretiosum estd associado a diversos hospedeiros e
destaca-se como parasitoide de maior freqiiéncia. E comumente encontrado parasitando ovos de
Heliothis virescens (Fabr.) (Lepidoptera: Noctuidae) (Zucchi et al. 1989) e Alabama argillacea
(Huebner) (Lepidoptera: Noctuidae) em algodoeiro (Almeida 2000); S. frugiperda em milho
(Bueno et al. 2010); Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) em repolho (Pereira et al.
2004) e Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) em tomateiro (Pratissoli et al. 2005).

O desenvolvimento e o parasitismo de T. pretiosum em ovos de S. frugiperda foram mais
favorédveis a temperatura de 28°C, umidade relativa de 70+10% e fotoperiodo de 14/10h (L:E).
Nesta temperatura foi obtida uma média de 30,10+0,95 ovos de S. frugiperda parasitados/fémea
do parasitdide (Bueno et al. 2010).

Os inseticidas lufenurom, metoxifenozide, azadiractina, deltametrina e espinosade tem
potencial para controle de lagartas de S. frugiperda (Bellettini et al. 1992, Pratissoli et al. 2004,
Costa et al. 2005, Lima et al. 2010). No entanto, efeitos desses inseticidas sobre parametros
bioldgicos e reprodutivos ndo tém sido especificamente analisados; além disso, estudos prévios

tém mostrado efeitos adversos dos inseticidas sobre o parasitdide de ovos T. pretiosum (Pratissoli



et al. 2003, 2004, Hohmann et al. 2010). Assim, estudos adicionais (morfoldgicos, fisioldgicos e
embriologicos) sdo necessarios para conhecer o efeito dos compostos lufenurom, metoxifenozide,
azadiractina, deltametrina e espinosade, quando aplicados em pequenas concentracdes sobre ovos
e lagartas de S. frugiperda e no parasitéide T. pretiosum, o que auxiliaria na definicdo da melhor
estratégia de emprego destes compostos, ampliando a eficacia no controle desta praga.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos: testar diferentes concentragdes
dos inseticidas lufenurom, metoxifenozide, azadiractina, deltametrina e espinosade, visando
avaliar os seus efeitos sobre a biologia e embriologia de S. frugiperda; e, investigar os efeitos

destes inseticidas sobre o parasitdide de ovos, T. pretiosum.
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RESUMO - Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma importante praga
do milho, que causa danos severos podendo chegar até 60% de reducdo no rendimento dos graos.
Seu controle normalmente é realizado com aplicacdo de inseticidas convencionais, porém para
diminuir o impacto ambiental buscam-se alternativas como o uso de inseticidas reguladores de
crescimento, botanicos e biologicos. O estudo investigou efeitos de diferentes concentracbes de
azadiractina, lufenurom, metoxifenozide, espinosade e deltametrina (inseticidas AzaMax®, Match®,
Intrepid®, Tracer® e Decis®, respectivamente) sobre parametros biolégicos e reproducdo de S.
frugiperda. Lagartas de terceiro instar foram alimentadas, durante 24h, com pedacos de folhas de
milho tratados por imersdo. As pupas foram sexadas e os casais de adultos, transferidos para
gaiolas de tubos de PVC. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10% e seus ovos
coletados diariamente. As menores concentracdes apresentaram efeitos tdo nocivos quanto as
concentragdes comerciais dos inseticidas, ocasionando mortalidade larval, deformidades e
anormalidades morfoldgicas. Metoxifenozide e espinosade proporcionaram mortalidade larval tdo
acentuada (100%) que ndo houve insetos para avaliacdo de todos parametros bioldgicos.
Azadiractina, lufenurom e deltametrina, mesmo nas menores concentragfes, reduziram: periodo
larval, periodo e peso pupal, longevidade, fecundidade e fertilidade. Na avaliacdo da reproducéo, a
fecundidade e a fertilidade foram reduzidas. Assim, para um uso ecologicamente correto no MIP,
maior atencdo deve ser dada na escolha das concentragfes desses inseticidas, minimizando o uso

de piretréides.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, milho, inseticidas, reproducéo
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BIOACTIVITY OF INSECTICIDES ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE) BIOLOGY AND REPRODUCTION

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is an important corn
pest, which causes severe damage and may even reach 60% reduction in grain yield. Its control is
usually performed with conventional insecticide application, however to reduce environmental
impact, alternatives have been sought as the use of insect growth regulators, botanical and
biological insecticides. The study investigated the effects of different concentrations of
azadirachtin, lufenuron, methoxyfenozide, spinosad and deltamethrin (insecticides AzaMax®,
Match®, Intrepid®, Tracer® e Decis®, respectively) on biological parameters and reproduction of
S. frugiperda. Third instars larvae were fed, for 24h, with pieces of corn leaves treated by
immersion. The pupae were sexed and adult couples, transferred to cages of PVC pipes. The adult
were fed with honey solution at 10% and their eggs were collected daily. The lowest
concentrations showed effects as harmful as commercial concentrations, causing larval mortality,
deformities and morphological abnormalities. Methoxyfenozide and spinosad provided an
accentuated larval mortality (100%) and there were no insects for evaluation of all biological
parameters. Azadirachtin, lufenuron, and deltamethrin, even at lower concentrations, reduced:
larval period, pupal period and weight, longevity, fecundity and fertility. In the assessment of
reproduction, fecundity and fertility were reduced. Thus, to use an ecologically correct in MIP,
more attention should be given the choice of the concentrations of these insecticides, minimizing

the use of pyrethroids.

KEY WORDS: Fall armyworm, corn, insecticides, reproduction
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Introducéo

No Brasil, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), destaca-se como praga-chave na cultura do milho, que € considerada uma cultura de
importancia social e econémica, cultivada do Norte ao Sul do Pais (Cruz 1995). O controle
quimico dessa praga com inseticidas convencionais, como deltametrina, € ainda o mais utilizado,
porém, em algumas regides ja existem evidéncias da selecdo de populacdes resistentes a maioria
dos inseticidas utilizados, fato que dificulta seu controle. Além disso, a tendéncia do controle de
insetos-praga é a diminuicdo do uso de inseticidas convencionais para minimizar os danos ao
meio ambiente. Desta forma, a utilizacdo dos inseticidas pertencentes a classe dos reguladores de
crescimento e inseticidas botanicos, como os derivados do nim (Azadiracta indica A. Juss), tem
aumentado, por serem eficientes e menos prejudiciais a0 ambiente (Soares & Araujo 2001,
Wagquil et al. 2002, Pineda et al. 2006).

Concentragbes comerciais destes inseticidas tém sido bastante avaliadas no controle de
lepidopteros, causando diversos efeitos sobre os insetos, como inibi¢do alimentar, inibicdo da
sintese do ecdisona, inibicdo da biossintese da quitina, deformacgdes em pupas e adultos, redugdo
da fecundidade e longevidade de adultos, alteragcbes na capacidade de atracdo de feroménios,
esterilizacdo e inibicdo de oviposicdo, diminuicdo da transmissdo de virus, mortalidade e
repeléncia (Vifuela et al. 2000, Schneider et al. 2008, Correia et al. 2009, Lima et al. 2010,
Batista Neto et al. 2011).

Sabe-se, no entanto, que por um longo tempo, 0 método convencional para avaliar os efeitos
de inseticidas em artropodes foi a estimativa da dose letal (DLsg) ou concentracdo letal (CLsp).
Em uma segunda etapa, os efeitos dos inseticidas sobre 0s inimigos naturais sdo determinados
através de testes de seletividade, visando identificar compostos com menor atividade sobre

organismos ndo-alvo. No entanto, os efeitos secundarios dos inseticidas sobre artropodes ainda
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ocorrem, devido a falta de atengdo para o estudo com doses subletais. Os efeitos subletais sdo
definidos como alteragdes fisiologicas ou comportamentais que ocorrem nos individuos que
sobrevivem a exposicdo de um determinado inseticida. A dose/concentracdo subletal € definida
como aquela que induz baixa mortalidade na populacéo experimental (Desneux et al. 2007).

Zarate et al. (2011) obtiveram mortalidade progressiva de lagartas de quinto instar de S.
frugiperda, ap6s alimentacdo em dieta contendo 0,24mg (CLio) e 0,35mg (CLgz) de
metoxifenozide/kg dieta. Os autores observaram ainda que 0s sobreviventes mostraram uma
grande variedade de efeitos subletais, como aumento do periodo larval, menor peso pupal, maior
mortalidade pupal e deformidades de pupas e adultos. Isso € indicativo de que a combinacdo de
efeitos letais e subletais tem implicacdes importantes na dinamica populacional da lagarta do
cartucho, contribuindo para reforcar o seu controle.

Assim, este trabalho objetivou determinar a bioatividade de diferentes concentracdes do
inseticida botanico azadiractina (AzaMax®); reguladores de crescimento: inibidor da sintese da
quitina - lufenurom (Match®) e agonista de ecdisteréide - metoxifenozide (Intrepid®); inseticida
bioldgico espinosade (Tracer®) e como testemunha positiva o inseticida piretréide deltametrina

(Decis®), sobre aspectos biolégicos e reproducéo de S. frugiperda, em laboratério.

Material e Métodos
O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencédo e Criacdo dos Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criacdo estoque do
Laboratorio de Entomologia Agricola, mantidas a temperatura de 29,9 + 0,89 °C, umidade relativa

de 57 £ 1,28% e fotofase de 12h, e alimentadas com folhas de milho hibrido duplo AG 1051. As
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plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo, contendo duas plantas/vaso de 5L com solo +
himus de minhoca na proporcao 2:1 + 12,13g de N-P-K (formulacao 4-14-8).

Instalacdo dos Bioensaios. Quando as plantas atingiram 25 a 30 dias de idade, retirou-se pedacos
de folha de 6,0 x 4,5 cm, os quais foram imersos nas emulsdes dos seguintes tratamentos e
concentracdes: inseticida botanico azadiractina (AzaMax®) 2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063;
0,031; 0,015 e 0,008 mL/L; regulador de crescimento lufenurom (Match®) 1,0; 0,75; 0,5; 0,25;
0,125; 0,0625; 0,031; 0,015; 0,008 e 0,004 mL/L; regulador de crescimento metoxifenozide
(Intrepid®) 0,82; 0,61; 0,41; 0,205; 0,102; 0,051; 0,025; 0,012; 0,006 e 0,003 mL/L; inseticida
bioldgico espinosade (Tracer®) 0,33; 0,24; 0,16; 0,08; 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,002 e 0,001 mL/L
e inseticida piretréide deltametrina (Decis®) 0,67; 0,502; 0,335; 0,167; 0,083; 0,042; 0,021; 0,01;
0,005 e 0,002 mL/L. Estas concentracdes foram definidas numa escala de porcentagem
decrescente a partir da concentracdo comercial de cada inseticida. Na testemunha, os pedacos de
folha foram imersos em &gua destilada. Apds a secagem, por cerca de 30 min a temperatura
ambiente, as folhas foram oferecidas as lagartas de S. frugiperda com 10 dias de idade (terceiro
instar), individualizadas em tubos de vidro de fundo chato (8,5 x 2,5 cm), fechados com tampao
de algoddo hidrofébico. As lagartas se alimentaram das folhas tratadas durante 24h, depois
receberam alimento sem tratamento, que foi substituido diariamente, até as lagartas atingirem a
fase de pupa, as quais foram sexadas, de acordo com Butt & Cantu (1962). Apds emergéncia, um
casal de adultos foi transferido para gaiola de tubo de PVC (20 cm de altura x 15 cm de didmetro),
forrada internamente com papel sulfite branco, que servia como substrato para oviposicdo. As
gaiolas foram vedadas na parte superior com filme de PVC transparente e na inferior com uma
tampa plastica. No fundo de cada gaiola colocou-se um pequeno recipiente, contendo um
chumaco de algoddao embebido em solucdo de mel a 10%, para alimentacdo dos adultos. Os

insetos foram examinados diariamente até a morte natural da fémea. Os ovos foram coletados
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diariamente e transferidos para placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido, com agua
destilada, para incubacdo e eclosdo das lagartas. Foram avaliados 0s seguintes parametros:
periodos larval e pupal; mortalidade (a partir de 24 h apds a instalacdo do bioensaio);
deformidades e alteracbes morfoldgicas; peso das pupas, com 24 horas apos a formacao;
longevidade dos adultos; fecundidade e fertilidade.

A partir dos dados obtidos, foram selecionadas as duas menores concentracfes de
azadiractina e deltametrina, para realizacéo de cruzamentos com a finalidade de investigar o efeito
das inseticidas na reproducdo de S. frugiperda. Os demais tratamentos ndo foram utilizados em
virtude dos insetos ndo conseguirem atingir a fase adulta. Foram testados o0s seguintes
cruzamentos:

(1) Fémea ndo-tratada X macho ndo-tratado;

(2) Fémea tratada x macho tratado;

(3) Fémea tratada x macho néo-tratado;

(4) Fémea ndo-tratada x macho tratado;

Anélises Estatisticas. Os bioensaios para a avaliacdo dos parametros biol6gicos constaram de 11
tratamentos (concentracdes dos inseticidas + testemunha), e para reproducao 13 tratamentos. Cada
tratamento, em ambos bioensaios, constou de cinco repeti¢des, contendo 50 lagartas. Todos 0s
experimentos foram feitos em triplicatas. Os dados referentes aos parametros bioldgicos e
comportamento reprodutivo foram testados, em relacdo a normalidade e homogeneidade, e
transformados em raiz quadrada (x + 0,5) ou log (x + 1), quando necessario. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), com
correcdes de Bonfferonni para o nivel de significancia de 0,05 (o = 0,05/n, onde n representa o
numero de medias em comparacdo, para manter o nivel de erro igual ou inferior a 0,05) (Abdi

2007). Os resultados da mortalidade foram submetidos a analise de variancia e, no caso de
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resposta significativa, a analise de regressdo, sendo selecionadas as equacdes com base na sua
significancia e maior coeficiente de determinacdo (R). Todas as anélises foram efetuadas pelo

Programa Estatistico SAS (SAS Institute 2001).

Resultados

A mortalidade das lagartas de S. frugiperda tratadas com lufenurom e deltametrina variou
diretamente com o aumento da concentracdo, na avaliacdo de 24 h (Figs. 1A e 1C), onde somente
apos o quinto dia do inicio do tratamento atingiu 100% de mortalidade, a partir da concentracdo de
0,0625 mL/L, para lufenurom, e nas duas maiores concentracdes para deltametrina (Fig. 2A). Para
metoxifenozide e azadiractina, as mortalidades foram inferiores a 30% em todas as concentragdes
com 24 h (Figs. 1B e 1E), chegando também a 100%, apds cinco dias, em todas as concentracdes
para metoxifenozide, e nas concentracbes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL/L para azadiractina (Fig. 2B).
Ja em espinosade, foi observada 40% de mortalidade na menor concentracdo e s6 atingiu 100% nas
trés maiores, apés 24 h (Fig. 1D), e nas demais, apds cinco dias. A mortalidade na testemunha foi
baixa para todos os inseticidas testados.

Azadiractina a 0,008; 0,015; 0,031; 0,063; 1,5 e 2,0 mL/L proporcionou reducéo significativa
no periodo larval. Com exce¢do das concentracdes 0,125 e 0,25 mL/L que alongaram o periodo
larval, mas a de 0,125 mL/L ndo diferiu da testemunha. Ja as concentra¢bes 0,5 e 1,0 mL/L,
embora tenham também reduzido o periodo larval ndo diferiram da testemunha. Com relacéo ao
periodo pupal, peso pupal e longevidade ndo houve diferencas estatisticas para as concentragdes
0,008; 0,015; 0,031; 0,063 e 0,125 mL/L, em relacdo a testemunha. Porém, a concentracdo 0,25
mL/L apresentou menor média para esses parametros. Nas concentracdes 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL/L,
devido alta mortalidade larval, ndo foram obtidos insetos suficientes para avaliagdo dos parametros

bioldgicos (Tabela 1).
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As concentracdes de 0,083; 0,167; 0,335; 0,502 e 0,67 mL/L de deltametrina reduziram,
significativamente, o periodo larval, e as menores concentragdes tiveram o mesmo desempenho
da testemunha. Entretanto, na concentracdo 0,042 mL/L, houve alongamento do periodo larval.
As maiores médias para o periodo pupal e as menores para 0 peso pupal foram obtidas nas
concentracdes 0,083; 0,167 e 0,335 mL/L. Evidenciou-se, ainda, que nestas concentracdes e nas
duas maiores, 0s insetos nao atingiram a fase adulta (Tabela 2).

Lufenurom causou reducdo significativa no periodo larval em todas as concentracdes
testadas, porém a 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mL/L ndo houve insetos para avaliacdo dos
demais parametros. Nas concentracfes 0,004; 0,008; 0,015 e 0,031 mL/L houve reducdo do
periodo pupal. O peso pupal foi significativamente reduzido na concentracdo 0,031 mL/L,
diferindo da testemunha. Nesta mesma concentra¢do, ndo houve emergéncia de insetos. Com
relacdo a longevidade, as concentracGes 0,004; 0,008 e 0,015 mL/L apresentaram as menores
médias, em relacdo a testemunha (Tabela 3).

No tratamento com metoxifenozide houve uma acentuada reducdo na duracdo do periodo
larval, em todas as concentragdes testadas. Os demais parametros ndo puderam ser avaliados em
decorréncia da auséncia de insetos (Tabela 4). Espinosade apresentou comportamento semelhante
ao metoxifenozide, porém com maior reducdo na duracao do periodo larval (Tabela 5).

Alta fecundidade (923,5 + 77,81; 786,5 £ 68,73) e fertilidade (98,8 e 98,6%) de ovos foram
observadas para o tratamento testemunha, em relacdo aos experimentos com azadiractina e
deltametrina. A fecundidade foi significativamente menor nas fémeas originadas de lagartas dos
tratamentos nas concentragdes 0,031; 0,063 e 0,25 mL/L de azadiractina e 0,042; 0,083; 0,167 e
0,335 mL/L de deltametrina, em relacdo a testemunha. Assim como, também foi observada uma
reducdo na fertilidade dos ovos de fémeas tratadas, que variou de 60,2 a 95,4% para tratamentos

com azadiractina e 90,2 a 95,6% para tratamentos com deltametrina, diferindo da testemunha
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(Tabela 6). Além disso, foi constatada uma alta mortalidade das lagartas apos eclosao, proporcional
ao aumento das concentracdes em ambos o0s inseticidas (dados ndo mostrados).

N&o houve diferencas estatisticas na fecundidade entre os cruzamentos de adultos
provenientes dos tratamentos testemunha, azadiractina e deltametrina. Apesar da alta porcentagem
de fertilidade, todos os tratamentos diferiram estatisticamente da testemunha, com excecdo do
cruzamento entre fémea ndo-tratada e macho tratado com azadiractina 0,008 mL/L (Tabela 7). Vale
salientar que embora nos cruzamentos em que um dos insetos foi oriundo do tratamento com um
dos inseticidas, verificou-se também grande mortalidade das lagartas ap6s a eclosdo (dados ndo
mostrados).

Algumas mudancas morfologicas no processo de transformacao foram observadas em todas
as concentragdes dos inseticidas testados. Evidenciou-se parada na alimentacdo, alteraces e
deformidades morfoldgicas, ecdise incompleta ou auséncia. Muitas lagartas morreram durante o
processo de muda, sem conseguir desprender totalmente a exuvia, que geralmente ficava presa na
parte posterior do abdome. As lagartas provenientes do tratamento com lufenurom apresentaram
retencdo da velha cuticula, formacdo de bolha proxima a regido cefalica e deposi¢do de cuticulas
velhas no corpo (Fig. 3A). O metoxifenozide proporcionou retencdo de caracteres larvais,
destruicdo do aparelho bucal e ndo-desprendimento da exudvia do corpo do inseto (Fig. 3B). As
lagartas provenientes dos tratamentos com deltametrina e espinosade apresentaram corpo murcho e
de tamanho reduzido, e escurecimento do tegumento (Figs. 3C e D). Azadiractina ocasionou
constricgBes dos segmentos abdominais das lagartas, retencdo dos caracteres morfologicos larvais e

corpo mole, com fragil cuticula que se feriu facilmente (Fig. 3E).
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Discusséo

Os inseticidas lufenurom, metoxifenozide, espinosade, deltametrina e azadiractina em
diferentes concentracGes, proporcionaram alta mortalidade larval de S. frugiperda, bem como
alteracdes nos parametros bioldgicos estudados (duracdo dos periodos larval e pupal; peso das
pupas; longevidade; fecundidade e fertilidade). Busato et al. (2006) avaliaram, em condicbes de
laboratdrio, a susceptibilidade de lagartas de 3° instar dos biétipos de S. frugiperda milho e arroz,
coletados no agroecossistema de varzea subtropical, municipio de Pelotas, RS, a lufenurom
(Match® CE, 0,006 g i.a. L), metoxifenozide (Intrepid® 240 SC, 0,158 g i.a. L™) e espinosade
(Tracer®, 0,960 g i.a. L™). De um modo geral, a eficiéncia do controle foi superior a 80% para os
dois biotipos testados. Pineda et al. (2007) afirmaram que os compostos agonistas de ecdisona,
como o metoxifenozide, podem causar mortalidade larval progressiva em instares subsequentes dos
insetos tratados. Fato observado nos nossos resultados e também comprovado por Zarate et al.
(2011), que estudando os efeitos letais e subletais deste inseticida sobre S. frugiperda constataram
mortalidade larval progressiva de 12% para a CL;o e 60% para a CLys. Além disso, 0s agonistas
causam parada na alimentacdo de lagartas, conduzindo a reducdo no seu peso (Pineda et al. 2006,
Eizaguirre et al. 2007).

As informacOes aqui obtidas com azadiractina sdo esperadas porque suas propriedades
envolvem alteracbes no comportamento e fisiologia dos insetos. Outros estudos obtiveram
resultados semelhantes aos nossos como Lima et al. (2010), que trabalhando com lagartas de S.
frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com os inseticidas Neemseto® e Natuneem®
(a base de azadiractina) nas concentragdes 2,5; 5,0; 7,5; 10 mL/L, verificaram elevada mortalidade,
alongamento do periodo larval e reducdo no peso larval. Greenberg et al. (2005), também,
comprovam o efeito dos inseticidas a base de nim (Ecozin®, Agroneem® e Neemix®) sobre lagartas

de Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) em folhas de algodoeiro, obtendo
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reducdo em até 61% na sobrevivéncia. Mordue (Luntz) & Nisbet (2000) registram 0s seguintes
efeitos: aumento da mortalidade, ocorréncia de ecdise anormal e incompleta, repeléncia,
interferéncia na metamorfose, esterilidade e anormalidades anatdmicas, bem como reducdo na
alimentacéo e crescimento (Martinez & Van Emden 2001).

Com deltametrina (Decis® 25 CE) na dosagem de 7,5 g i.a./ha, Bellettini et al. (1992)
observaram eficiéncia no controle de S. frugiperda na cultura do milho superior a 85%, fato
comprovado com as diferentes concentracdes utilizadas no nosso trabalho. Storch et al. (2007)
observaram reducdo na fecundidade de Anticarsia gemmatalis (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae),
quando lagartas de 3° instar foram expostas aos inseticidas lufenurom e espinosade, a 2,5% da
dosagem recomendada. Os efeitos do nim no desenvolvimento e na reproducéo de diversos insetos,
também, foram evidenciados por outros autores, em concentracdes letais e subletais (Schumutterer
1990, Roel 2001, Martinez & Van Emden 2001, Isman 2006).

Os dados obtidos para os cruzamentos entre adultos oriundos do tratamento testemunha e
com o0s compostos azadiractina e deltametrina assemelham-se aos obtidos por Perveen (2006), que
avaliou os efeitos de doses subletais de chlorfluazuron em larvas de Spodoptera litura (F.)
(Lepidoptera: Noctuidae), caracterizados pela redu¢cdo no nimero de ovos postos e eclosdo das
lagartas. Adel & Sehnal (2000), Séenz-de-Cabezon et al. (2005, 2006) e Pineda et al. (2009),
também, observaram redugdes significativas nos parametros reprodutivos, quando adultos de
Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae) e Lobesia botrana Den & Schiff
(Lepidoptera: Tortricidae) ingeriram os compostos azadiractina, lufenurom e metoxifenozide, em
concentracdes letais e subletais.

Muitos aspectos relacionados aos efeitos do nim sobre a reproducdo dos insetos ainda
necessitam ser esclarecidos. O composto parece afetar importantes processos relacionados a

maturacao reprodutiva tanto de machos como de fémeas, retardando o inicio do acasalamento e o
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periodo de postura. Tais efeitos nas fémeas podem estar relacionados ao aumento do tempo
necessario para o desenvolvimento dos odcitos. Além disso, 0 nimero de ovos por fémea pode ser
reduzido, em decorréncia dos efeitos da azadiractina na sintese de vitelogenina e pela reducéo na
retirada de proteinas do corpo gorduroso pelos odcitos, prejudicando seu desenvolvimento e
maturacdo. A azadiractina afeta a reproducdo de varias espécies de insetos, tratados com
diferentes concentracfes, tanto na fase adulta, como durante o estagio larval (Martinez & Van
Endem 1999).

Alteracbes morfologicas e deformidades foram observadas nos nossos resultados, apés
tratamento com todos os inseticidas testados. Para azadiractina, efeitos como o0 ndo-
desprendimento da exdvia, foram observados também por Mordue (Luntz) & Blackwell (1993).
Esses autores mencionam a ocorréncia de sintomas semelhantes em insetos submetidos a
diferentes concentracfes de azadiractina, e atribuiram essas alteracfes a reducdo na concentracao
do ecdisona ou atraso na sua liberacdo na hemolinfa. Também mencionaram que a ordem
Lepidoptera representa o grupo de insetos mais sensivel ao efeito de reguladores de crescimento
(efeitos morfogenéticos) dos derivados do nim.

Os insetos intoxicados pelos reguladores de crescimento ndo conseguem sintetizar,
normalmente, a quitina durante o processo da ecdise, fato também observado nos nossos
resultados. Assim, ndo apresentam rigidez suficiente no corpo formado pela nova cuticula, para se
livrar da velha exudvia, ocorrendo o rompimento da parede do mesmo durante o processo de muda,
levando o inseto a morte (Tateishi et al. 1993). Storch et al. (2007) observaram defeitos em pré-
pupas de A. gemmatalis, com retencdo dos caracteres morfologicos larvais, proporcionados pelos
inseticidas lufenurom, metoxifenozide e espinosade a 2,5% da dosagem recomendada. Espinosade
apresenta acdo neurotoxica, provocando paralisia nos insetos intoxicados, bem como, reduz a

alimentacéo e o seu crescimento (Watson 2001).
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Os efeitos subletais observados nos insetos sobreviventes dos tratamentos, como reducdo do
peso e malformacdo, provocam impacto negativo sobre a populacdo da praga (Pineda et al. 2004).
Além disso, as anormalidades morfoldgicas ocorrem porque a inducdo rapida da ecdise ndo ocorre
em tempo habil para a completa transformacao larva-pupa. Assim, 0s insetos mudam para formas

ndo viaveis entre os estagios de vida (Tateishi et al. 1993).

Conclustes
Baixas concentracdes dos inseticidas lufenurom, metoxifenozide, espinosade e azadiractina,
apresentam efeitos tdo nocivos, quanto as concentracdes comerciais, sobre parametros bioldgicos e
reproducdo de S. frugiperda. Além disso, os inseticidas proporcionam alteracdes e deformidades
morfologicas. Assim, para um uso ecologicamente correto no MIP, maior atencdo deve ser dada na

escolha das concentracdes desses inseticidas, minimizando o uso de piretrdides.
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Figura 1. Mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda apds 24h de alimentagdo em folhas de

milho tratadas com: (A) Lufenurom (Match®); (B) Metoxifenozide (Intrepid®); (C) Deltametrina
(Decis®); (D) Espinosade (Tracer®) e (E) Azadiractina (AzaMax®). Concentracio 0 = testemunha.

Temp.: 29,9 £ 0,89 °C, UR de 57 £ 1,28% e fotofase de 12h.
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Figura 2. Mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda apds cinco dias do inicio do

tratamento com: (A) Deltametrina (Decis®) e (B) Azadiractina (AzaMax®). Concentragdo 0 =
testemunha. Temp.: 29,9 £ 0,89 °C, UR de 57 + 1,28% e fotofase de 12h.
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Tabela 1. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram alimentadas

em folhas de milho tratadas com azadiractina (AzaMax®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 +

1,28% e fotofase de 12h.

Tratamento Pergg;ja(;)lfzrval Perl'((zj(:gsg)lupal PeS((Jgp))inal Lor}g(ie:;)dlade
Testemunha 11,9+ 0,64 bc 7,7+0,30 ab 0,120 £ 0,003 a 6,2+0,84a
0,008 mL/L 59+0,32e 9,0+0,39a 0,129 + 0,006 a 6,3+0,8la
0,015 mL/L 7,1£0,24 de 95+0,20a 0,144 + 0,004 a 6,3+0,8la
0,031 mL/L 6,8 £0,32 de 9,0+0,20a 0,135 + 0,008 a 6,2+0,79a
0,063 mL/L 6,9 £ 0,64 de 94+0,18a 0,137 £ 0,009 a 6,3+0,81la
0,125 mL/L 14,0£0,35ab 6,2£0,49D 0,120 + 0,006 a 6,4+0,81la
0,25 mL/L 15,6 £0,37 a 3,6+0,48c 0,072 +0,010 b 29+£091b
0,5 mL/L 10,8 £0,62 c - - -

1,0 mL/L 9,1+£0,53cd - - -
1,5mL/L 7,4 £0,52 de - - -

2,0 mL/L 7,2+0,34 de - - -

F 49,6300 238,059 128,850 28,2400

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

2A partir do terceiro fnstar.
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Tabela 2. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram alimentadas
em folhas de milho tratadas com deltametrina (Decis®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 + 1,28%

e fotofase de 12h.

Tratamento Pergg;ja(;)lfzrval Perigjczgsglupal Peso pupal  (g)* Lorzg(ie;/Si;jlade
Testemunha 79+£0,19b 8,6£0,53b 0,133 + 0,006 a 6,6 +0,76 a
0,002 mL/L 55£0,32 bc 10,6 £0,18b 0,126 + 0,009 a 8,0+x1,29a
0,005 mL/L 5,3+ 0,66 bc 10,1£0,43b 0,124 + 0,003 a 81+119a
0,010 mL/L 6,9+£059b 10,6 £0,34b 0,126 + 0,002 a 8,0x115a
0,021 mL/L 6,4£0,25b 10,3£0,14 b 0,125 + 0,007 a 6,0+ 0,96 a
0,042 mL/L 11,2+0,52 a 9,4+£0,25b 0,128 + 0,004 a 55+1,23a
0,083 mL/L 2,2+0,48d 20,2+0,37 a 0,023 £ 0,004 b -
0,167 mL/L 2,5+0,76 cd 20,5+0,39a 0,030 £ 0,009 b -
0,335 mL/L 2,1+£0,68d 199+041a 0,027 £ 0,006 b -
0,502 mL/L 0,8+£0,26d - - -

0,67 mL/L 0,6 £0,48d - - -

F 42,6907 167,857 81,77=%%% 31,42°09%

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna no diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

2A partir do terceiro fnstar.
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Tabela 3. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram alimentadas

em folhas de milho tratadas com lufenurom (Match®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 + 1,28% e

fotofase de 12h.
Tratamento Pergg;ja(;)lfzrval Perl'((zj(:gsg)lupal PeS((Jgp))inal Lorzg(ie;/;)dlade
Testemunha 9,7+054a 8,8+0,27a 0,137+ 0,005a 11,9+0,73a
0,004 mL/L 52+0,43b 43+2,63b 0,104 £ 0,026 a 04+030b
0,008 mL/L 45+0,24b 40+244b 0,082 +0 ,033 ab 05+050b
0,015 mL/L 48+0,14b 6,2+253ab 0,112+0,028 a 05+£0,22b
0,031 mL/L 3,8+0,47 bc 24+240b 0,028 + 0,028 b -
0,0625 mL/L 3,9+0,19 bc - - -
0,125 mL/L 3,5+0,10 bc - - -
0,25 mL/L 3,5+0,15bc - - -
0,5mL/L 26+0,07c - - -
0,75 mL/L 26+0,09c - - -
1,0 mL/L 26+0,23¢c - - -
F 484200001 4 200000 9, 330000 148, 190000

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

2A partir do terceiro fnstar.
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Tabela 4. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram alimentadas

em folhas de milho tratadas com o metoxifenozide (Intrepid®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 +

1,28% e fotofase de 12h

Tratamento Pergg;ja(;)lfzrval Perl'((zj(:gsg)lupal PeS((Jgp))inal Lorzg(ie;/;)dlade
Testemunha 79+0,15a 8,6 £0,05 0,144 £ 0,001 91+£1,15
0,003 mL/L 2,4+0,18 cd - - -
0,006 mL/L 2,7+0,27 bed - - -
0,012 mL/L 2,5+ 0,37 bed - - -
0,025 mL/L 1,8+0,28d - - -
0,051 mL/L 38+0,24b - - -
0,102 mL/L 3,6 £0,28 bc - - -
0,205 mL/L 3,3+0,17 bc - - -

0,41 mL/L 3,3+0,11 bc - - -

0,61 mL/L 3,2+0,07 bc - - -

0,82 mL/L 3,4+0,14 bc - - -

F 50,02~ 33789~ 8476,16" 62,26~

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

2A partir do terceiro fnstar.
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Tabela 5. Parametros biolégicos de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram alimentadas
em folhas de milho tratadas com espinosade (Tracer®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 + 1,28%

e fotofase de 12h.

Tratamento Perggida(;)lfzrval Perl'((zj(:gsg)lupal PeS((Jgp))inal Lorzg(ie;/;)dlade
Testemunha 82%0,16a 8,9+0,18 0,137+ 0,001 6,4+0,74
0,001 mL/L 1,3+0,14 bc - - -
0,002 mL/L 1,4+0,07 bc - - -
0,005 mL/L 1,7+0,18b - - -
0,01 mL/L 1,4+0,11 bc - - -
0,02 mL/L 1,1+0,03 bc - - -
0,04 mL/L 1,1+0,02 bc - - -
0,08 mL/L 1,1+0,11 bc - - -

0,16 mL/L 1,0£0,02¢c - - -

0,24 mL/L 1,0+0,00c - - -

0,33 mL/L 1,0+0,00c - - -

F 428,185 2255,10°7%%  6472,28=%™ 52,3170

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.

2A partir do terceiro fnstar.
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Tabela 6. Fecundidade e fertilidade de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas foram
alimentadas em folhas de milho tratadas com azadiractina (AzaMax®) e deltametrina (Decis®).

Temp.: 29,9 £ 0,89 °C, UR de 57 £ 1,28% e fotofase de 12h.

Tratamento Fecundidade” Fertilidade (%)

Azadiractina

Testemunha 9235+ 77,81a 98,8 +0,20 a
0,008 mL/L 708,6 £ 78,41 ab 954+0,24b
0,015 mL/L 876,0+ 20,14 a 92,2+0,66 ¢
0,031 mL/L 362,5 £ 122,76 bc 90,6 +0,24 c
0,063 mL/L 361,0 £ 228,31 bc 70,4+0,24d
0,125 mL/L 628,3 + 26,74 ab 65,8+0,37 e
0,25 mL/L 130,0+ 82,21 ¢c 60,2 + 0,20 f
FP 6,98<0'0001 2099,98<0'0001
Deltametrina

Testemunha 786,5+ 68,73 a 98,6 0,24 a
0,002 mL/L 729,0 £ 65,32 ab 954+0,24b
0,005 mL/L 683,1 £ 41,96 ab 95,6 +0,24 b
0,01 mL/L 668,1 + 46,65 ab 92,2+0,66¢
0,021 mL/L 544,1 + 27,98 abc 90,6 £+ 0,24 cd
0,042 mL/L 438,6 + 40,37 bcd 90,2+0,20d
FP 10,18<0'0001 1631,40<0'0001

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Efeito de azadiractina (AzaMax®) e deltametrina (Decis®) na fecundidade e
fertilidade de Spodoptera frugiperda, a partir dos cruzamentos entre machos e fémeas, cujas
lagartas foram alimentadas em folhas de milho tratadas e ndo-tratadas com azadiractina

(AzaMax®) e deltametrina (Decis®). Temp.: 29,9 + 0,89 °C, UR de 57 + 1,28% e fotofase de 12h.

Cruzamentos

Fecundidade®

Fertilidade (%)

Azadiractina (A) x Testemunha (T)

QTxAT 9235+77,81la 98,8 +0,20 a
Q A 0,008 mL/Lx 3 A 0,008 mL/L 708,6 + 78,41 a 95,4+£0,24b
?A0,015mL/Lx 3 A0,015mL/L 876,0 £ 20,14 a 92,2+0,66¢
QTx 3 A0,008 mL/L 906,3 + 60,56 a 97,8+0,37 a
QA0,008mL/Lx3T 682,5 + 164,16 a 72,6 £0,24 f
?Txd A0,015mL/L 896,3 + 60,65 a 75,0 e
?A00I5mL/Lx3 T 659,0 £ 43,74 a 79,0d

FP 1,990,0937 1211141<0,0001
Deltametrina (D) x Testemunha (T)

PTxAT 786,5+ 68,73 a 98,6 £ 0,24 a
? D 0,002 mL/Lx & D 0,002 mL/L 729,0 £ 65,32 a 954+0,24b
? D 0,005 mL/Lx & D 0,005 mL/L 683,1 +41,96 a 95,6 +0,24 b
?Txd D 0,002 mL/L 672,5+70,70 a 91,0c
?DO0,02mL/Lx 3T 602,5 + 63,33 a 89,0d

Q@ TxJd DO0,005mL/L 672,5+70,70 a 71,4+0,24 e
?DO0,005mL/LxJ3 T 679,6 + 44,12 a 70,6 £0,24 e
F" 0,49"F% 3151,69°77""

"Médias (+ EP) seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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> : : _|
Figura 3. Alteraces morfoldgicas e deformidades observadas em lagartas de Spodoptera
frugiperda, ap6s 24h de alimentagdo em folhas de milho tratadas com: (A) Lufenurom (Match®);
(B) Metoxifenozide (Intrepid®); (C) Deltametrina (Decis®); (D) espinosade (Tracer®); (E)
Azadiractina (AzaMax®).
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CAPITULO 3
AVALIACAO DO EFEITO DE AZADIRACTINA, LUFENUROM E DELTAMETRINA
SOBRE OVOS DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E
NO PARASITISMO DE Trichogramma pretiosum RILEY (HYMENOPTERA:

TRICHOGRAMMATIDAE)

ALICELY A. CORREIAl, VALERIA WANDERLEY-TEIXEIRAZ, ALVAROA. C. TEIXEIRAZ,

GLAUCILANE S. CRUZ! E JOSE V. OLIVEIRA®

'Departamento de Agronomia — Entomologia, Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois
Irmdos, 52171-900 Recife, PE, Brasil.
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal — Histologia, Av. Dom Manoel de

Medeiros s/n, Dois Irmaos, 52171-900 Recife, PE, Brasil.

Correia, A.A., V. Wanderley-Teixeira, A.A.C. Teixeira, G.S. Cruz & J.V. Oliveira. Avaliagdo do
efeito de azadiractina, lufenurom e deltametrina sobre ovos de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) e no parasitismo de Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). A ser submetido.
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RESUMO - O Manejo Integrado de Pragas busca alternativas menos prejudiciais ao homem e ao
ambiente, para 0 sucesso no controle das pragas. Entre essas alternativas esta o uso de inseticidas
botanicos e reguladores de crescimento. Porém, a escolha de um produto deve ser baseada na
preocupacdo em relacdo aos inimigos naturais e na eficiéncia, economicidade e impacto
ambiental, pois a associagdo entre inseticidas e inimigos naturais constitui uma alternativa viavel
para 0 controle das pragas. Assim, 0 presente estudo analisou os efeitos de diferentes
concentracdes de lufenurom (Match®), azadiractina (AzaMax®) e deltametrina — testemunha
positiva (Decis®) sobre ovos de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), bem como a influéncia dos
mesmos Nno parasitismo e caracteristicas bioldgicas do parasitoide Trichogramma pretiosum Riley.
No bioensaio da viabilidade de ovos, posturas de S. frugiperda foram tratadas por imersdo e
colocadas em placa de Petri até a eclosdo das lagartas. Para bioensaios com T. pretiosum, 30 ovos
de S. frugiperda, previamente tratados, foram colados em cartolina e colocados em tubos de vidro
contendo duas fémeas do parasitoide, cada. Todos os tratamentos reduziram a viabilidade dos
ovos. Os compostos azadiractina, lufenurom e deltametrina, nas concentragdes testadas,
reduziram a quantidade de ovos parasitados, porcentagem de parasitismo, emergéncia e
longevidade de T. pretiosum. Contudo, a duragédo do ciclo ovo-adulto e a razdo sexual ndo foram
afetadas, em comparacdo a testemunha. Assim, azadiractina e lufenurom, mesmo em baixas
concentracdes afeta a viabilidade dos ovos de S. frugiperda, porém ndo sdo seletivos ao

parasitoide T. pretiosum.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, milho, parasitismo, inseticidas
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EVALUATON OF THE EFFECT OF AZADIRACHTIN, LUFENURON AND
DELTAMETHRIN IN EGGS FROM Spodoptera frugiperda (JE SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) AND PARASITISM OF Trichogramma pretiosum RILEY (HYMENOPTERA:

TRICHOGRAMMATIDAE)

ABSTRACT - The Integrated Pest Management seeks alternatives less harmful to humans
and environment, for success in pest control. Among these alternatives are the use of botanical
insecticides and growth regulators. However, the choice of a product should be based on concern
over natural enemies and efficiency, economy and environmental impacts, since the association
between pesticides and natural enemies represents a feasible alternative for pest control. Thus, this
study evaluated the effects of different concentrations of lufenuron (Match®), azadirachtin
(AzaMax®) and deltamethrin - a positive control (Decis®) on Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
eggs, as well as their influence on parasitism and biological characteristics of Trichogramma
pretiosum Riley. For the egg viability bioassay, S. frugiperda postures were treated by immersion
and placed in a Petri dish until the hatching of caterpillars. For bioassay with T. pretiosum, 30 S.
frugiperda eggs, previously treated, were glued on cardboard and placed in glass tubes containing
two parasitoid females each. All treatments reduced the viability of the eggs. The compounds
azadirachtin, lufenuron, and deltamethrin, at tested concentrations, reduced the number of
parasitised eggs, parasitism rate, emergence and longevity of T. pretiosum. However, the period
of development from egg to adult and sex ratio of parasitoids were not affected, compared to
control. Thus, azadirachtin and lufenuron, even at low concentrations affect the viability of eggs

of S. frugiperda, but are not selective to the parasitoid T. pretiosum.

KEY WORDS: Fall armyworm, corn, parasitism, insecticides
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Introducéo

Para maximizar a producdo agricola, o controle de pragas deve ter uma visao
interdiscipinar, integrando diferentes taticas de controle que sejam menos prejudiciais ao homem
e ao ambiente, dentro da fisiologia do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Entre as taticas
utilizadas, liberacdes de inimigos naturais tém mostrado bons resultados no controle biologico de
pragas da ordem Lepidoptera (Parra et al. 1987, Parra 2006).

Trichogramma spp. sdo parasitdides pequenos gue apresentam tamanho entre 0,5 a 1,5 mm
de comprimento, sendo utilizados em diversas culturas a nivel mundial. Vérios trabalhos
(Figueiredo et al. 1999, Ferrer 2001, Beserra & Parra 2004, Figueiredo et al. 2006, Bueno et al.
2010, Goulart et al. 2011) tém mostrado o alto numero de espécies de parasitdides, entre eles
Trichogramma atopovirilia Oatman & Platner (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Telenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Scelionidae), presentes em diferentes regides de milho e também evidenciado a
importancia destes inimigos naturais para manter Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) abaixo do nivel de dano econdmico.

Um dos principais parasitoides utilizados no controle biolégico de S. frugiperda é T.
pretiosum que também pode ser utilizado em associacdo com outros métodos. A facilidade de
criagdo em laboratorio € uma caracteristica vantajosa para a sua utilizagdo em programas de
controle biolégico aplicado, pois podem ser produzidos em ovos de hospedeiros alternativos, com
custo de producéo vidvel. Além disso, € importante ressaltar que, ao parasitar ovos, o parasitoide
promove o controle da populacdo das pragas antes que elas atinjam o nivel de dano econémico
(Pratissoli et al. 2004a).

Principal praga da cultura do milho, S. frugiperda € capaz de causar perdas de 34% na

producdo de grdos (Cruz et al. 1997). Seu controle ainda é realizado, principalmente, com
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inseticidas sintéticos. Para a selecdo de um produto quimico adequado, este deve ter os seguintes
atributos: eficiéncia, economicidade, seguranca do ponto de vista ambiental e seletividade aos
inimigos naturais; uma vez que, os efeitos podem variar de acordo com a origem, formulacéo,
concentracdo e inimigo natural, entre outros fatores (Cruz 1995). Assim, € importante investigar
o0s possiveis efeitos de inseticidas ndo somente sobre as pragas, mais também sobre os inimigos
naturais.

Tendo em vista que estudos com inseticidas botanicos e reguladores de crescimento sobre
0S inimigos naturais tém aumentado nos ultimos anos mostrando resultados promissores
(Pratissoli et al. 2003, 2004b, Goncalves-Gervasio & Vendramin 2004, Silva & Martinez 2004), e
considerando que a associacdo dos controles quimico e bioloégico pode se constituir numa
alternativa viavel para o controle de pragas, o presente estudo visa avaliar os efeitos de diferentes
concentracdes dos compostos lufenurom, azadiractina e deltametrina sobre ovos de S. frugiperda,

bem como a influéncia dos mesmos no parasitismo e caracteristicas bioldgicas de T. pretiosum.

Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laborat6ério de Entomologia Agricola do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), a temperatura de
27,0£0,4°C, umidade relativa de 67+1,0% e fotofase de 12 horas.
Criacdo de Spodoptera frugiperda. Os ovos desta praga foram obtidos da criacdo estoque do
Laboratorio de Entomologia Agricola. As lagartas foram alimentadas com pedacos de folhas de
milho hibrido duplo AG 1051, produzidos em casa-de-vegetacdo, e apresentavam-se
individualizadas em tubos de vidro de 2,5 x 8,5cm. Os adultos foram colocados em gaiolas de
tubos de PVC de 20 cm de altura x 15 cm de didmetro, forradas internamente com papel sulfite

branco para efetuarem a postura. As gaiolas foram vedadas na parte superior com filme de PVC
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transparente, e na inferior com uma tampa plastica. No fundo de cada gaiola colocou-se um
pequeno recipiente, contendo um chumaco de algoddo embebido em solucdo de mel a 10%, para
alimentacédo dos adultos.

Obtencédo e Criacao de Trichogramma pretiosum. A linhagem de T. pretiosum, denominada L1,
foi obtida da criacdo massal do Laboratorio de Entomologia do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), localizado na cidade de Alegre. No
Laboratorio de Entomologia Agricola - UFRPE, a criacdo de T. pretiosum foi estabelecida, em
sala climatizada com temperatura de 27,0+0,4°C, umidade relativa de 67+1,0% e fotofase de 12
horas. Os parasitdides foram mantidos em tubos de vidro (2,5 x 8,5 cm), tampados com filme de
PVC transparente e multiplicados sobre ovos inférteis do hospedeiro alternativo, Anagasta
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae). Os ovos do hospedeiro foram obtidos junto ao
Laboratorio de Controle Bioldgico de Insetos do Departamento de Agronomia da UFRPE. Os
ovos foram colados em cartelas confeccionadas com cartolina azul (1,5 x 7,0 cm), mediante uma
solucdo aquosa de goma arabica a 10% e submetidos ao parasitismo em tubos de vidro. Apés o
parasitismo, as cartelas foram transferidas para novos tubos até a emergéncia dos adultos de T.
pretiosum. Como alimento para os adultos foi utilizado uma gota de mel puro, depositada na
parede interna de cada tubo de criacéo.

Bioensaios. Posturas com cem ovos de S. frugiperda com 0-24 h de idade foram imersas, por 10
segundos, em emulsdes dos inseticidas nas concentracbes comerciais e numa menor concentragao
(representando 0,39% da comercial e foi obtida a partir de experimentos prévios): inseticida
botanico azadiractina (AzaMax® nas concentracdes 2,0 mL/L e 0,008 mL/L), regulador de
crescimento lufenurom (Match® nas concentracdes 1,0 mL/L e 0,004 mL/L), inseticida piretréide
deltametrina — testemunha positiva (Decis® nas concentragdes 0,67 mL/L e 0,002 mL/L) e em

agua destilada (testemunha negativa). Posteriormente, os ovos foram colocados em placas de Petri
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e, diariamente, observou-se a eclosdo das lagartas. Estas foram contadas e retiradas do recipiente,
para evitar a destruicdo dos ovos restantes. Esse processo foi repetido durante cinco dias, sendo
avaliado o numero de ovos viaveis, ndo afetados pelos tratamentos. No bioensaio com
parasitdides, os ovos ap6s serem imersos nas emulsdes descritas foram coletados e colados com
goma arabica, na proporcédo de trinta por cartela de 1,5 x 7,0 cm. Estas foram inseridas em tubos
de vidro (2,5 x 8,5 cm), contendo duas fémeas do parasitoide (0-12 h de idade), permitindo o
parasitismo por um periodo de 24 horas. As fémeas foram descartadas, e as cartelas mantidas nos
tubos até a emergéncia dos parasitoides. Avaliou-se: a porcentagem de parasitismo, a
porcentagem de emergéncia, a razdo sexual, a duracdo do periodo ovo-adulto e a longevidade de
T. pretiosum. Todos os bioensaios foram realizados em triplicata.

Analises Estatisticas. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado (para
ambos bioensaios), com sete tratamentos e 10 repeticBes. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste de Tukey (P = 0,05), com correcbes de
Bonfferonni para o nivel de significancia de 0,05 (oo = 0,05/n, onde n representa 0 numero de
médias em comparacdo para manter o nivel de erro igual ou inferior a 0,05) (Abdi 2007). Todas as

analises foram realizadas pelo Programa Estatistico SAS (SAS Institute 2001).

Resultados
A viabilidade dos ovos de S. frugiperda foi reduzida pelos tratamentos com azadiractina,
lufenurom e deltametrina, apresentando diferenca estatistica (Fs 63 = 638,20; P < 0,0001), em
relacdo a testemunha (Fig. 1). Apenas no tratamento com azadiractina na concentracdo 0,008
mL/L, a viabilidade dos ovos foi acima de 50%, sendo superada pela testemunha, com viabilidade
média de 98,9%. De um modo geral, mesmo com concentra¢des baixas, 0s inseticidas reduziram a

viabilidade dos ovos de S. frugiperda.
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O parasitismo de T. pretiosum foi afetado pelos inseticidas azadiractina, lufenurom e
deltametrina (Fs, 63 = 57,62; P < 0,0001), com variacdo de 5,5 — 12,8 e diferindo da testemunha
(16,7) (Fig. 2). Quanto a porcentagem de parasitismo, houve diferencas significativas entre os
tratamentos. Os inseticidas reduziram a porcentagem de parasitismo de T. pretiosum sobre ovos de
S. frugiperda em relacdo ao tratamento testemunha (55,6%) (Tabela 1). O menor numero de ovos
parasitados e porcentagem de parasitismo foram observados no tratamento com deltametrina
(concentracdo comercial 0,67 mL/L).

A porcentagem de adultos emergidos de T. pretiosum foi negativamente afetada pelos
tratamentos sendo inferior a testemunha, que atingiu o percentual de 85,2%. Observou-se, ainda,
que o tratamento com deltametrina (concentracdo comercial 0,67 mL/L) provocou a menor
porcentagem de emergéncia. Contudo, os tratamentos com os inseticidas ndo alteraram a razdo
sexual e a duracdo do periodo ovo-adulto, sendo semelhantes a testemunha. Com excecdo do
tratamento com azadiractina (concentracdo 0,008 mL/L), todos os outros tratamentos apresentaram
reducdo significativa na longevidade do parasitdide, quando comparados com a testemunha. As
concentracfes de deltametrina diminuiram, principalmente, a longevidade do parasitoide,

dificultando a sua atividade de parasitismo (Tabela 1).

Discusséo
O efeito de inseticidas sobre a viabilidade de ovos é de grande importancia no Manejo
Integrado de Pragas, pois permite que as pragas sejam controladas antes de atingirem o nivel de
dano econémico, razdo pela qual, tem sido objeto de alguns estudos. Em nossos resultados
evidenciamos a diminuicdo na viabilidade dos ovos de S. frugiperda, apds tratamento com
azadiractina, lufenurom e deltametrina. Fato também observado por Pratissoli et al. (2004b) onde o

inseticida lufenurom (Match® CE) proporcionou consideravel reducdo na viabilidade dos ovos de
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S. frugiperda, provenientes de adultos tratados com as concentrac@es de 12,5; 15,0 e 17,0g i.a./L.
Este produto, também, foi efetivo sobre a mortalidade de embrides de Lobesia botrana (Denis;
Schiffermiiller) (Lepidoptera: Tortricidae) (de 0,14g de i.a. 100L™) e Grapholita molesta (Busck)
(Lepidoptera: Tortricidae) (4,09 de i.a. 100 L), respectivamente, de acordo com Séenz-de-
Cabezon et al. (2006) e Batista Neto et al. (2011). A ingestdo de azadiractina (100 mg de i.a./L)
por adultos de S. littoralis proporcionou 80% de viabilidade dos ovos diferindo da testemunha cuja
viabilidade foi de 92% (Pineda et al. 2009).

Houve uma reducdo no nimero de ovos de S. frugiperda parasitados, apds o tratamento com
0s inseticidas, e nos parametros biologicos de T. pretiosum, em relacdo a testemunha, de forma que
estes produtos se mostram ndo seletivos para o parasitoide T. pretiosum. Nossos resultados
concordam com alguns autores, por exemplo, Pratissoli et al. (2004b) que observaram reducdo do
parasitismo, emergéncia e aumento da razdo sexual de T. pretiosum, quando ovos de S. frugiperda
foram tratados com lufenurom (12,5; 15,0 e 17,0 g i.a./L), e Hohmann et al. (2010) testando a
seletividade do extrato aquoso de semente de nim (1,5; 3,0 e 15,0%) e deltametrina (0,0075%)
sobre o parasitismo de T. pretiosum em ovos de A. kueniella constataram redugdo no nimero de
ovos parasitados e na porcentagem de emergéncia.

Resultados semelhantes também foram encontrados quando ovos de Helicoverpa zea
(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) parasitados Trichogramma exiguum Pinto & Platner
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) foram tratados por imersdo em concentragdes comerciais de
methoxifenozide e tebufenozide (Suh et al. 2000). Por outro lado, Pratissoli et al. (2003)
verificaram que o inseticida tebufenozide (64, 72 e 84 g i.a. hd™) ndo afetou o percentual de
parasitismo, a viabilidade e a raz&o sexual de T. pretiosum em ovos de S. frugiperda.

A adequacdo dos ovos de S. frugiperda para o desenvolvimento de T. pretiosum foi

comprovada pela duracdo do periodo de ovo-adulto, semelhantes as médias observadas por Beserra
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& Parra (2004) e Bueno et al. (2010) de 9,66 dias a temperatura de 25,0°C e 8,0 dias a 30,0°C,
respectivamente. Assim como, a razdo sexual que se encontra dentro do padrdo para a espécie que
é igual ou superior a 0,5 (Bueno et al. 2010).

Os inseticidas azadiractina, lufenurom e deltametrina também proporcionaram deformacdes
(bastante observadas) afetando a qualidade do ovo de S. frugiperda. Através do contato com as
antenas ou mesmo com o proprio ovipositor e caminhamento durante a avaliacdo, o0s parasitdides
do género Trichogramma podem aceitar ou rejeitar um hospedeiro em potencial antes ou durante o
ataque; e, algumas caracteristicas do hospedeiro podem impedir a oviposicdo ou inibir,
subsequientemente, o desenvolvimento do parasitdide (Moreira et al. 2009).

Os inseticidas estudados sdo eficientes para o controle de S. frugiperda, mas afetaram
negativamente o parasitoide T. pretiosum. Porém, azadiractina foi o que menos afetou a capacidade
de parasitismo e as caracteristicas bioldgicas de T. pretiosum, concordando com Hohmann et al.
(2010), que afirmam que os efeitos do nim sobre os parametros bioldgicos de parasitoides variam
de acordo com a espécie, formulacdo do produto, concentracdes e tempo de aplicacao.

Efeitos de inseticidas no desenvolvimento de inimigos naturais ocorrem em Varios niveis. Por
exemplo, podem exercer um impacto sobre a comunidade de insetos, uma vez que interagem com
numerosas caracteristicas da histdria de vida, envolvidas na reproducdo de artrépodes benéficos.
Inseticidas tendem a diminuir a abundancia de parasitoides e seus hospedeiros, podendo levar ao

desaparecimento de espécies escassas (Desneux et al. 2007).

Conclusdes
Os inseticidas azadiractina, lufenurom e deltametrina, independentes da concentragdo
testada, reduziram a viabilidade dos ovos de S. frugiperda. Além disso, esses inseticidas reduzem

a quantidade de ovos parasitados, porcentagem de parasitismo, emergéncia e longevidade de T.
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pretiosum. Porém, a duracdo do periodo ovo-adulto e a razdo sexual dos parasitoides ndo sdo
afetadas, em comparacdo a testemunha. Assim, azadiractina e lufenurom, mesmo em baixas

concentracgdes, sdo prejudiciais ou ndo sdo seletivos ao parasitdide T. pretiosum.
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Figura 1. Viabilidade (média £ EP) de ovos de Spodoptera frugiperda, oriundos dos tratamentos

com azadiractina, lufenurom, deltametrina e testemunha. Temperatura 27,0 £ 0,4 °C, umidade

relativa de 67 + 1,0% e fotofase de 12 horas.

53



30

25 |
[72) 20 B
(@]
g a
[72]
S 15}
a¥ b
9 — bc be
> T c_('i_
© 10t d
e
e
5 |
0 .
> \\/ \/ \ \/ \\/
N M M \) M M M
R M?*G\\ 0‘0‘\6 & \x\“"’g e’\“°
R 2 ’\%“ N O
P, 6 P:L \,‘3— OQ‘\
Tratamentos

Figura 2. Quantidade de ovos (média + EP) de Spodoptera frugiperda, oriundos dos tratamentos
com azadiractina, lufenurom, deltametrina e testemunha, parasitados por Trichogramma
pretiosum, por um periodo de 24h. Temperatura 27,0 £ 0,4 °C, umidade relativa de 67 + 1,0% e

fotofase de 12 horas.
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Tabela 1. Caracteristicas biologicas de Trichogramma pretiosum em ovos de Spodoptera

frugiperda, tratados com diferentes concentracdes de azadiractina, lufenurom, deltametrina e

testemunha. Temperatura 27,0+£0,4 °C, umidade relativa de 67+1,0% e fotofase de 12 horas.

Tratamento Parasitismo Emergéncia Razdo Duracdo periodo ovo- Longevidade
(%)* (%)* Sexual* adulto (dias)* (dias)*

Testemunha 55,6+2,16a 852+136a 09+003a 8,2+0,29 ab 7,1+0,23 a

Inseticida botanico azadiractina

(AzaMax® 0,008mL/L) 42,6 +1,29b 548+090b 0,8+0,04a 8,4%0,30 ab 6,1+0,23ab

(AzaMax® 2,0mL/L) 383+1,13Db 450+091c 0,8+0,05a 9,5%0,40 ab 4,2+0,32 cd

Regulador de crescimento lufenurom

(Match® 0,004mL/L) 40,3+1,05h 419+052c 0,8+0,05a 8,0+£0,33ab 5,0+0,33 bc

(Match® 1,0 mL/L) 296+104c 321+052de 0,8x0,03a 75+£0,34b 35+£0,34d

Inseticida piretroide deltametrina

(Decis® 0,002mL/L) 353+102ch 346+084d 0,8+0,03a 8,3x0,36 ab 2,8+£0,24d

(Decis® 0,67 mL/L) 18,3+2,28d 296+084e 09%0,02a 10,1+0,79a 1,2+0,13 e

F 57,660 470,969 1,45%%1% 4,30%%H 53,6709

1Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de

5% de probabilidade
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CAPITULO 4
ANALISE MICROSCOPICA DO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ANTES E APOS TRATAMENTO

COM AZADIRACTINA, LUFENUROM E DELTAMETRINA
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RESUMO - Os inseticidas botanicos, reguladores de crescimento e piretroides apresentam efeito
sobre a biologia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). No entanto,
nenhum enfoque tem sido dado ao efeito desses inseticidas sobre o desenvolvimento embrionario
dos insetos, & nivel histoldgico. Assim, a presente pesquisa teve como objetivos examinar, através
da microscopia de luz e eletrbnica de varredura, os ovos de S. frugiperda e descrever o
desenvolvimento embrionario, antes e ap6s tratamento por imersdo, utilizando-se concentracées
comerciais e inferiores a estas, dos compostos lufenurom (Match®), azadiractina (AzaMax®) e
deltametrina (Decis®- testemunha positiva). Para microscopia de luz foram usados cortes
semifinos dos ovos, e para eletronica de varredura, imagens da superficie dos ovos, tratados e
ndo-tratados com os inseticidas. As caracteristicas morfologicas dos ovos de S. frugiperda, de
modo geral, foram semelhantes as descritas na literatura para a maioria dos insetos da Ordem
Lepidoptera. Ovos apresentaram-se esféricos, ligeiramente achatados nos polos, com cérion,
vitelo, membrana vitelinica e formacdo do embrido. Em ambas as andlises de microscopia se
observaram que os inseticidas atuaram de forma imediata e independente da concentracdo. Assim,
concluimos que os compostos azadiractina e lufenurom interferem no desenvolvimento

embrionério de S. frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, ovo, inseticidas, embriologia, morfologia
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MICROSCOPIC ANALYSIS OF Spodoptera frugiperda (JE SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EMBRYONIC DEVELOPMENT BEFORE AND AFTER TREATMENT WITH

AZADIRACHTIN, LUFENURON AND DELTAMETHRIN

ABSTRACT — The botanical insecticides, growth regulators and pyrethroids have an effect on the
biology of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). However, no emphasis
has been given to the effect of these insecticides on embryonic development of insects, to
histological level. Thus, this research aimed to examined by light and scanning electron
microscopy S. frugiperda eggs and to describe the embryonic development, before and after
immersion treatment, using commercial concentrations and lower concentrations than commercial
ones, of compounds lufenuron (Match®), azadirachtin (AzaMax®) and deltamethrin (Decis®-
positive control). For light microscopy were used semi-thin cuts of eggs, and for scanning
electron microscopy, images of the surface of eggs, treated and not treated with insecticides. The
morphological characteristics of S. frugiperda eggs, in general, were similar to those described in
the literature for most of the insects of the Order Lepidoptera. Eggs spherical, slightly flattened at
the poles, with chorion, yolk, vitelline membrane and formation of the embryo. In both
microscopic analysis was observed that insecticides acted immediately and independent of
concentration. Thus, we conclude that the compounds lufenuron and azadirachtin interfere on the

embryonic development of S. frugiperda.

KEY WORDS: Fall armyworm, egg, insecticides, embryology, morphology
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Introducéo

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), também conhecida como
lagarta-do-cartucho, é uma espécie polifaga, alimentando-se de plantas nativas e cultivadas, tendo
o milho como hospedeiro preferencial (Santos et al. 2004). Seus ovos sdo colocados em camadas
sobrepostas, na parte superior das folhas, nas porc¢des inferior e mediana da planta (Beserra et al.
2002). Eles apresentam formato esférico (454,9um de comprimento e 390,2um de largura), com
um volume de cerca de 0,036 mm?®, e micropila rodeada por nove células primérias de forma
irregular (Cénsoli et al. 1999). Os ovos dessa espécie podem apresentar diversas cores que vao do
cinza-azulado a esverdeado nos ovos recém-colocados ao castanho-avermelhado a cor verde no
final do desenvolvimento embrionario (Consoli et al. 1999).

Devido seu status de praga no Brasil, o controle de S. frugiperda é essencial para o bom
desenvolvimento da cultura do milho, pois de acordo com Santos et al. (2004) foram observados
nos gendtipos de milho ELISA, BR 400 e BR PAMPA um nimero médio de 1.372,56; 1.141,44;
1.106,82 ovos/fémea, respectivamente. Esses ovos apresentaram um periodo de incubacdo de 2-3
dias a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.

Dentre 0os métodos alternativos de controle para essa espécie, utiliza-se plantas com
propriedades inseticidas, como o nim (Azadirachta indica A. Juss), inseticidas reguladores de
crescimento, plantas geneticamente modificadas resistentes e o controle bioldgico (Fernandes et
al. 2003, Pratissoli et al. 2004, Dequech et al. 2007, Correia et al. 2009). Azadiractina, composto
ativo do nim, pode agir como um anti-ecdisteréide ao boquear os sitios de ligacdo para
ecdisterdides nos receptores protéicos, provocando nos insetos inibicdo de crescimento, ma-
formagéo corporal, diminuicdo na reproducao e mortalidade (Mordue (Luntz) & Blackwell 1993,

Correia et al. 2009). Os inseticidas reguladores de crescimento atuam em ovos por contato,
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inibindo a eclosdo das larvas. Além disso, apresentam efeito sobre a embriogénese e no adulto,
efeito esterilizante afetando a reproducéo (De Bortoli et al. 2006).

A morfologia da superficie dos ovos e o desenvolvimento embrionario de lepiddpteros tém
sido estudados por meio da microscopia eletrénica de transmissao e varredura em Manduca sexta
(L.) (Lepidoptera: Sphingidae) (Lamer & Dorn 2001), Bicyclus anynana (Butler) (Lepidoptera:
Nymphalidae) (Masci & Monteiro 2005), Samia ricini (Donovan) (Lepidoptera: Saturniidae)
(Kumar et al. 2007), Utetheisa ornatrix (L.) (Lepidoptera: Arctiidae) (Wolf et al. 2000) e
Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (Skudlik et al. 2005). Com relagdo a S.
frugiperda diversos trabalhos ja foram publicados considerando seus aspectos bioldgicos (Giolo et
al. 2002, Santos et al. 2004, Busato et al. 2004, Lopes et al. 2008, Barros et al. 2010), todavia,
nenhum enfoque tem sido dado ao estudo ultraestrutural do desenvolvimento embrionario dessa
espécie, principalmente apds tratamento com inseticidas botanicos e reguladores de crescimento,
em baixas concentracdes.

Desta forma, considerando a importancia desta espécie, a presente pesquisa objetivou
examinar histologicamente, através da microscopia de luz e eletrénica de varredura, os ovos de S.
frugiperda e descrever o desenvolvimento embrionério antes e apds tratamento com diferentes

concentragdes dos compostos lufenurom, azadiractina e deltametrina.

Material e Métodos
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Entomologia Agricola do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-UFPE), bem como

no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPgAM — FIOCRUZ — Recife, PE.
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Obtencédo dos Insetos. Ovos de S. frugiperda foram obtidos da criacdo estoque do Laboratorio de
Entomologia Agricola, mantida a temperatura de 27,7 + 0,69°C, umidade relativa de 67 + 1,02% e
fotofase de 12h. As lagartas individualizadas em tubos de vidro (2,5 x 8,5 cm) foram alimentadas
com pedacos de folhas de milho hibrido duplo AG 1051, cultivado em casa-de-vegetacdo. Os
adultos foram colocados em gaiolas de tubos de PVC de 20 cm de altura x 15 cm de didmetro,
forradas internamente com papel sulfite branco para efetuarem a postura. As gaiolas foram
vedadas na parte superior com filme de PVC transparente e na parte inferior com uma tampa
plastica. No fundo de cada gaiola colocou-se um pequeno recipiente contendo um chumaco de
algoddo embebido em solucédo de mel a 10%, para alimentacdo dos adultos.

Bioensaios. Posturas de S. frugiperda de 0-12 h de idade foram imersas, aproximadamente por 10
segundos, em emulsdes dos inseticidas na concentragdo comercial e numa menor concentracao
que representou 0,78% da comercial, obtida a partir de experimentos prévios. Os bioensaios
constaram dos seguintes tratamentos: inseticida botanico azadiractina (AzaMax® 2,0 mL/L e
0,015 mL/L), regulador de crescimento lufenurom (Match® 1,0 mL/L e 0,008 mL/L), inseticida
piretroide deltametrina (Decis® 0,67 mL/L e 0,005 mL/L — testemunha positiva) e em &gua
destilada (testemunha negativa).

Anélise em Microscopia de Luz. Nos intervalos de tempo 0, 24, 48 e 72 h ap6s tratamentos, as
posturas foram pré-fixadas em solucdo de glutaraldeido a 0,5%, PFA 4% e tampao fosfato 0,1M,
pH 7,2 por 1h a temperatura ambiente e, posteriormente, transferidas para solugéo fixadora de
glutaraldeido a 2,5%, PFA 4% e tampédo fosfato 0,1M, pH 7,2 por 24h e depois colocadas a
temperatura de 2-8°C por 24 h. Em seguida, foram lavadas trés vezes em tampéo fosfato 0,1M, pH

7,2 e pos-fixadas em tetroxido de 6smio (0504) a 2%, por 1h, na auséncia de luz. Apos esses

procedimentos, realizou-se mais trés lavagens em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2 e duas lavagens
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em agua destilada por 10 min cada, a temperatura ambiente. As amostras foram contrastadas em
bloco com acetato de uranila (overnight). Posteriormente, os ovos foram minuciosamente
separados da postura e submetidos a desidratacdo em séries crescentes de acetona (10, 30, 50, 70,
90 e 2x de 100%) por 15 min cada. A infiltracdo foi realizada em resina EPON-
EMBED®812/Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) e acetona. O material
foi emblocado em moldes flexiveis e posto para polimerizar a 70°C por 72 h. Os cortes semifinos
foram obtidos em ultramicrotomo (Reichert Ultracut), corados com azul de toluidina e analisados
em microscépio de luz.

Analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Nos mesmos intervalos de tempo ja
citados, posturas tratadas com azadiractina, lufenurom e deltametrina foram pré-fixadas em
solucdo de glutaraldeido a 0,5%, PFA 4% e tampéao fosfato 0,1M, pH 7,2 por 1h a temperatura
ambiente, e posteriormente transferidas para solucéo fixadora de glutaraldeido a 2,5%, PFA 4% e
tampdo fosfato 0,1M, pH 7,2 por 24h. Depois, foram colocadas a temperatura de 2-8°C por 24h.
Em sequéncia, as amostras foram lavadas trés vezes em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2. A p0s-

fixacdo foi realizada em tetroxido de 6smio (OSOA) a 2% por 1h na auséncia de luz. Em seguida,

fez-se a lavagem e a desidratacdo em séries crescentes de etanol por 15 min cada. As amostras
foram submetidas a secagem pelo método do ponto critico, usando CO, liquido, metalizadas com

ouro durante 1 min e levadas para analise em microscépio JEOL-5600LV.

Resultados
Cortes semifinos revelaram que os ovos de S. frugiperda, no intervalo de 0 h, apresentaram-
se delimitados por uma casca formada pelo cérion, que é espesso e, em determinados pontos

apresenta elevacOes, caracterizadas como pontes. Observou-se, também, abaixo do corion a
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blastoderme, camada de células que dard origem ao futuro embrido. O vitelo se distribuiu
homogeneamente por todo o citoplasma, apresentando dois tipos de granulos: as proteinas e 0s
lipidios. Estes granulos se concentravam, formando esférulas, denominadas vitel6fagos (Fig. 1A).

Apbs 24 h de oviposicdo, observou-se 0 desenvolvimento do embrido que se alongou e se
diferenciou, ocupando todo o volume do ovo e mostrando capsula cefalica e cuticula, com uma
segmentacdo bem definida. Notou-se, também, a completa formacdo dos apéndices e o
desenvolvimento de 6rgdos, como as pernas e o0 intestino médio. Uma pequena quantidade de
vitelo foi visualizada ainda dentro do intestino médio e também no interior do ovo. Verificou-se,
também, invaginacdo da membrana vitelinica em determinada regido, circundando todo o embrido
(Fig. 1B). Num corte transversal, apds 48h de oviposicdo, observou-se o epitélio do intestino
médio e o corpo gorduroso. Os granulos de vitelo ainda estavam presentes nas bordas do ovo e
dentro do intestino médio, uma vez que sdo utilizados como alimento pelo embrido (Fig. 1C). Apos
72h de oviposicdo, a larva encontrava-se totalmente desenvolvida e bastante comprimida ocupando
todo o volume do ovo, pronta para a eclosdo. Nessa fase foi possivel observar a capsula céfalica
com apéndices visuais e antenais caracteristicos, além de uma completa formacdo dos apéndices e
sistemas (Fig. 1D).

Comparados com 0s ovos néo tratados(Figs. 2A-B), no intervalo de tempo de 24h, os ovos do
tratamento com azadiractina na concentracdo 0,015 mL/L, ndo originaram o embrido e
apresentaram granulos de vitelo muito dispersos, sem formagéo dos viteléfagos (Fig. 2C). Na
concentragdo 2,0 mL/L, evidenciou-se apenas lipidios e vitelofagos distribuidos de forma
heterogénea dentro do ovo, mas sem formacdo do embrido. Notou-se tambem a desintegracao do
corion que, em algumas regides ndo apresentava elevacbes (pontes), estando totalmente

desestruturado (Fig. 2D).
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Apbs 24 h de tratamento com lufenurom na concentracdo 0,008 mL/L, os ovos apresentaram
desorganizacao da blastoderme, com a presenca de vacuolo e regido de vitelo com células amorfas;
além de vitel6fagos dissociados, liberando grénulos de vitelo entre as células embrionarias
necroticas (Fig. 2E). Na concentracdo 1,0 mL/L, observou-se a presenca de lipidios, circundando o
0vo e no centro varias células e masculos, que provavelmente originariam o futuro embrido. Foi
possivel, também, observar granulos de vitelo préximos a borda do ovo (Fig. 2F).

Os ovos tratados com deltametrina na concentracdo 0,005 mL/L, ap6s 24 h, apresentaram
granulos de vitelo muito dispersos, sem formacao dos vitel6fagos e do embrido, e todo o conteddo
interno do ovo desprendido do cérion (Fig. 2G). Na concentracdo 0,67 mL/L, 0s ovos mostraram
uma grande quantidade de lipidios distribuidos no centro, formando aglomerados, sendo
circundados por células, além da formacdo de alguns apéndices totalmente descaracterizados. Todo
0 material interno do ovo apresentou-se afastado do cérion, que também estava alterado, com areas
sem pontes e outras com pontes muito proximas, e até sobrepostas (Fig. 2H).

No intervalo de 72h, comparando com 0s ovos néo tratados (Fig. 3A-B), observa-se que 0s
ovos tratados com azadiractina (0,015 mL/L) ndo apresentavam ou apresentavam embrido com
desenvolvimento incompleto; formacdo do intestino médio, porém com camada celular
desestruturada; células rompidas; vacuolo; uma pequena quantidade de lipidios; 6rgdos e apéndices
deformados e vitelo distribuido nas bordas (Fig. 3C). Na concentracdo comercial de azadiractina
(2,0 mL/L), os ovos apresentavam lipidios, musculos e células deformadas distribuidos de forma
heterogénea, sem formacdo e desenvolvimento do embrido, além da desintegragdo do cérion e
afastamento de toda estrutura interna (Fig. 3D).

Os ovos tratados com lufenurom (0,008 mL/L e 1,0 mL/L) apresentavam uma grande
quantidade de vitelo com células alteradas e enormes vacuolos distribuidos dentro dos mesmos

(Figs. 3E-F). Deltametrina na concentracdo 0,005 mL/L proporcionou nos ovos, apés 72 h de
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tratamento, alteracdo nos granulos de vitelo que se apresentaram muito dispersos, com células sem
nucleo e consequentemente, sem a formacdo do embrido. Além disso, todo o material interno do
ovo estava afastado e solto do corion, que se apresentava bastante fino e rompido (Fig. 3G). Na
concentracdo 0,67 mL/L, houve formacdo de células, porém de forma totalmente alterada,
deformadas, e consequentemente, com 6rgdos e apéndices descaracterizados (Fig. 3H).

Com relacdo a analise em Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV, observou-se que 0s
ovos da testemunha e tratados com os inseticidas apresentavam-se com caracteristicas semelhantes,
nos intervalos de tempo avaliados, razdo pela qual, serdo apresentadas as analises com 72 h. As
posturas do tratamento testemunha apresentaram ovos bem definidos e cobertos por uma densa
camada de escamas (Fig. 4A). Os ovos apresentavam formato esférico, ligeiramente achatado nos
polos e superficie esculturada, formando sulcos e pontes interligadas (Fig. 4B). Contudo, 72 h ap6s
tratamento com o azadiractina, lufenurom e deltametrina, em todas as concentracfes estudadas, 0s
ovos apresentavam-se deformados, “murchos”, com as paredes colabadas e desidratados, sendo
possivel observar a ndo formacgdo e/ou formacdo incompleta do embrido, corroborando com os
resultados observados em microscopia de luz. Além disso, 0s ovos mostravam uma superficie

totalmente alterada, com regides sem esculturas e corion rompido (Figs. 4C-H).

Discusséo
Os resultados mostraram que 0s compostos azadiractina, lufenurom e deltametrina, nas
concentragOes estudadas, afetaram o desenvolvimento embrionario de S. frugiperda, em
comparacdo com a testemunha negativa, cujos ovos apresentavam completo desenvolvimento
embrionario, sendo possivel a visualizacdo do embrido ja a partir de 24h ap6s a oviposicdo. Jarjees
& Merritt (2004), estudando a estrutura interna e o desenvolvimento embrionario de Helicoverpa

armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), apos 4, 12, 24, 36 e 48 h de oviposi¢do a 29 £+ 1 °C,
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observaram granulos de vitelo distribuidos homogeneamente dentro do ovo e a formacdo do
embrido, a partir de 24 h de oviposicdo, similar ao observado nos ovos de S. frugiperda do nosso
tratamento testemunha no mesmo tempo de estudo.

As estruturas, que formam o ovo, identificadas neste estudo estdo de acordo com as
descricdes da literatura (Chapman 1998, Consoli et al. 1999, Jarjees & Merritt 2004, Hakim et al.
2010). O corion é uma estrutura complexa produzida totalmente pelas células foliculares (Chapman
1998). Apresenta duas camadas: 0 exocérion, coberta por uma camada mucosa, descontinua e o
endocorion, camada mais interna, extremamente fina e que contém carboidratos (Consoli et al.
1999). A blastoderme consiste de uma camada de células formada no periodo de ativacdo da
célula-ovo do inseto e geralmente da origem a todas as células do corpo larval; e a parte central do
ovo, repleta de vitelo, fornece a nutricdo para o embrido em desenvolvimento, sendo usada até o
momento da eclosdo da larva (Takesue et al. 1980, Tojo & Machida 1998). Por outro lado, a
membrana vitelinica presente internamente no ovo, circundando todo o embrido, é consequencia da
substituicdo de uma membrana muito grossa por uma fina camada homogénea durante o
desenvolvimento embrionario (Consoli et al. 1999).

Em nossos resultados, também se observou a presenca de vitelo, granulos e viteléfagos em
ovos de S. frugiperda tratados com inseticidas e ndo-tratados. Fato também observado por Jarjees
& Merritt (2004) que evidenciaram que o vitelo dos ovos de H. armigera apresenta dois tipos de
granulos, as proteinas e os lipidios, e se concentram formando esférulas, chamadas viteléfagos. Os
viteldéfagos apresentam uma grande variedade de fungdes, sendo responsaveis pela reparticdo do
vitelo, envolvendo-o em vacuolos. Quando o vitelo encontra-se no interior do intestino médio do
embrido, os vitelofagos podem formar parte do epitélio, e também estdo envolvidos na formacao

do citoplasma (Chapman 1998).
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Neste estudo observou-se que os ovos a partir de 24 h de idade apresentavam o embrido
quase todo completo, com os oOrgdos e apéndices caracteristicos para o funcionamento dos
sistemas, destacando-se o intestino médio e o corpo gorduroso. O corpo gorduroso nos insetos
representa o principal 6rgdo de metabolismo intermediario, formado principalmente por células
chamadas trofdcitos ou adipocitos, sendo responsavel pela sintese da maioria das proteinas da
hemolinfa e pelo armazenamento de proteinas, lipidios e carboidratos (Chapman 1998). O intestino
médio ou meséntero é o segundo maior 6rgao do corpo do inseto, formado, principalmente, por
células colunares, caliciformes e regenerativas, e tendo a funcdo primordial de absorcdo de
nutrientes (Hakim et al. 2010).

Em nossos resultados, observamos que os inseticidas lufenurom, azadiractina e deltametrina
afetaram a formacdo e desenvolvimento do embrido, tornando o ovo inviavel, em todas as
concentracdes estudadas. Dados coincidentes com os resultados de Avila & Nakano (1999) que
verificaram que lufenurom afetou os ovos de Diabrotica speciosa (Germar), reduzindo a eclosdo
das larvas, apesar de ter sido observado o desenvolvimento embrionario e De Bortoli et al. (2006)
que estudaram o efeito de lufenurom (Match® CE a 0,5; 0,6 e 0,7 mL/L) e nim (0,1; 0,5 e 1,0%)
sobre ovos de Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), observando que ndo houve
influéncia sobre a ovulogénese, porém lufenurom apresentou acdo transovariana. Dessa forma,
houve a permanéncia dos ovos com embrido formado, porém inviaveis.

Azadiractina promove alteracbes morfoldgicas e consequentemente afeta a eficiéncia de
absorcdo de nutrientes (Medina et al. 2004, Pineda et al. 2009). Fato este que contribui para
analise dos nossos resultados, onde ndo houve formagdo do embrido. Este composto € um
limondide, presente nas folhas, frutos e sementes de nim, cuja atividade sobre alguns insetos é
comparavel a dos melhores inseticidas sintéticos encontrados no mercado (Schmutterer 1990,

Roel 2001). Exerce varios efeitos sobre 0s insetos, como inibi¢éo alimentar, inibicdo da sintese do
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ecdisona, inibicdo da biossintese da quitina, deformacGes em pupas e adultos, reducdo da
fecundidade e longevidade de adultos, alteracbes na capacidade de atracdo de feroménios,
esterilizacdo, inibicdo de oviposicao, reducdo da transmissdo de virus, mortalidade e repeléncia
(Mordue (Luntz) & Blackwell 1993, Roel 2001). Os inseticidas estudados (deltametrina,
lufenurom e azadiractina) apresentaram efeito sobre os ovos, caracterizado pela interrupcdo do
desenvolvimento embrionario de S. frugiperda, que foi confirmado atraves de andlise histolégica
dos ovos, apos tratamento, mesmo com baixas concentracoes.

A forma esférica e a superficie escultural dos ovos, além da presenca de escamas cobrindo as
posturas de S. frugiperda, observadas nesse estudo a partir das analises em MEV, sdo
caracteristicas peculiares para a espécie, e concordam com os estudos de Consoli et al. (1999).
Esses autores afirmaram que os ovos tém o formato esférico e volume de cerca de 0,036 mms,
mostrando micropilas circundadas por nove células primarias de forma irregular. O cérion é bem
escultural e as escamas presentes estdo envolvidas na protecdo dos ovos, servindo como uma
barreira fisica. Ainda, segundo os autores, algumas caracteristicas morfologicas podem refletir uma
adaptacdo da espécie ao seu habitat.

Comparando as analises, através de microscopia de luz e eletronica de varredura, € possivel
observar que a acdo dos inseticidas se confirma e se completa. A microscopia de luz identificou
alteracdes externas e internas através da analise das imagens de cortes semifinos dos ovos de S.
frugiperda tratados com azadiractina, lufenurom e deltametrina, e a microscopia eletronica de
varredura confirmou as alteracdes externas, atraves da coleta e anélise de imagens da superficie dos
ovos, apds o tratamento com os inseticidas, em comparagdo ao tratamento testemunha negativa.
Em ambas analises, os efeitos da acdo dos inseticidas ocorreram de forma imediata e independente,

ou seja, j& a partir das menores concentracdes.
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Sabe-se que os ovos de S. frugiperda sdo depositados em camadas, contudo, mesmo aqueles
contidos na ultima camada (proximo ao substrato) foram afetados pelos inseticidas, nas
concentragdes estudadas. Apesar de alguns ovos apresentarem formacao celular, ndo foram viaveis,
e consequentemente, ndo possibilitaram o desenvolvimento das larvas. Este estudo tem importancia
pois mostrou o desenvolvimento embrionério de S. frugiperda e comprovou o efeito dos inseticidas

sobre os ovos, atraves de analises histologicas.

Conclustes
Em geral, as caracteristicas morfologicas e ultraestruturais dos ovos de S. frugiperda séo
similares as descritas na literatura. Em ambas as analises, microscopia de luz e eletrbnica de
varredura, observaram-se que os inseticidas estudados atuaram de forma imediata e independente

da concentracdo, proporcionando alteracdes no desenvolvimento embrionario de S. frugiperda.
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Figura 1. Ovos de Spodoptera frugiperda nos intervalos de tempo de 0, 24, 48 e 72 horas. (A)
Ovo recém colocado mostrando vitelo distribuido homogeneamente e composto por viteléfagos
(estrela) e lipidios (asterisco), observar também coérion com pontes (seta) e blastoderme (cabeca
de seta). (B) Embrido desenvolvido, apos 24 h de oviposicéo, ocupando todo o ovo, mostrando
pernas (cabeca de seta), intestino médio com vitelo no seu interior (asterisco) e capsula cefalica
(estrela), observar ainda cuticula do embrido com segmentacdo bem definida (seta aberta) e
membrana vitelinica (seta) apresentando uma invaginagdo e circundando todo o embrido. (C)
Corte transversal do ovo contendo o embrido, apos 48 h de oviposi¢do, mostrando epitélio do
intestino médio (estrela) e granulos de vitelo (asterisco) dentro do intestino médio e nas bordas do
ovo e periferia do intestino médio, observar também corpo gorduroso (seta). (D) Larva totalmente
desenvolvida e comprimida dentro do ovo ap6s 72 h de oviposicdo, observar corpo (asterisco) e
capsula cefélica com apéndices visuais (cabeca de seta) e antenais (seta) caracteristicos. Barra: 50

um.
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Figura 2. Ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo de 24 horas apés tratamento. (A)
Ovos do tratamento testemunha com embrido desenvolvido (estrela) mostrando pernas (seta) e
intestino médio (asterisco). (B) Ovos da testemunha mostrando cabeca (asterisco) e cuticula do
embrido (cabeca de seta), além da membrana vitelinica recobrindo o embrido (seta). (C) Ovo
tratado com azadiractina (AzaMax® 0,015 mL/L) apresentando granulos de vitelo bastante
dispersos preenchendo todo o ovo e auséncia de embrido. (D) Ovo ap0Os tratamento com
azadiractina (AzaMax® 2,0 mL/L), observar lipidios (asterisco), vitel6fagos (estrela) e cérion sem
pontes e rompido (seta). (E) Ovo tratado com lufenurom (Match® 0,008 mL/L) mostrando
desorganizacao da blastoderme com presenca de vacuolo (asterisco) e regido de vitelo com células
amorfas (estrela). (F) Ovo tratado com lufenurom (Match® 1,0 mL/L), observar lipidios
(asterisco) e formacdao celular com musculos (estrela), além de vitelo nas bordas do ovo (seta). (G)
Ovo ap6s tratamento com deltametrina (Decis® 0,005 mL/L) mostrando vitelo disperso dentro do
ovo. (H) Ovo tratado com deltametrina (Decis® 0,67 mL/L) apresentando muitos lipidios (estrela),
fina camada de células deformadas (asterisco), apéndices ndo identificAveis (seta) e cdrion
modificado (cabeca de seta). Barra: 50 pum.
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Figura 3. Ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo de 72 horas apds tratamento. (A)
Ovos do tratamento testemunha com embrido desenvolvido e comprimido dentro do ovo. (B)
Detalhe da capsula cefalica do embrido dentro do ovo, observar apéndice antenal (seta) e visual
(cabeca de seta). (C) Ovo tratado com azadiractina (AzaMax® 0,015 mL/L) apresentando vitelo
(seta), intestino médio com células deformadas (asterisco) e pouco lipidio (cabeca de seta). (D)
Ovo ap6s tratamento com azadiractina (AzaMax® 2,0 mL/L), observar lipidios (estrela), células
deformadas (seta), musculos (asterisco) e cérion desintegrado. (E-F) Ovo tratado com lufenurom
(Match® 0,008 mL/L e 1,0 mL/L), respectivamente, observar grande quantidade de vactolos
(asterisco). (G) Ovo apés tratamento com deltametrina (Decis® 0,005 mL/L) mostrando vitelo
disperso dentro do ovo, com células sem nucleo (asterisco) e destacado do fino corion (seta). (H)
Ovo tratado com deltametrina (Decis® 0,67 mL/L) apresentando células deformadas (setas), ndo
sendo possivel a identificagdo dos 6rgaos e apéndices. Barra: 50 pm.
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Figura 4. Imagens de MEV das posturas e ovos de Spodoptera frugiperda no intervalo de tempo
de 72 horas apds oviposicao e tratamento. (A) Postura mostrando ovos do tratamento testemunha
bem definidos e cobertos por uma densa camada de escamas. (B) Ovo esférico da testemunha.
Observar postura e ovos (detalhe), bastante danificados e deformados apds tratamento com: (C)
Azadiractina (AzaMax® 0,015 mL/L); (D) Azadiractina (AzaMax® 2,0 mL/L); (E) Lufenurom
(Match® 0,008 mL/L); (F) Lufenurom (Match® 1,0 mL/L); (G) Deltametrina (Decis® 0,005
mL/L); (H) Deltametrina (Decis® 0,67 mL/L).
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