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METODOLOGIA PARA INFESTAGAO ARTIFICIAL DE OVOS DE
Diatraea saccharalis (FABR., 1794) EM CANA-DE-ACUCAR
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RESUMO: A presente pesquisa teve por objetivo de-
senvolver tecnicas para infestacao artificial de cana-
de-aglcar com ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.,1794)
visando aos estudos com Trichogramma spp. Avaliou-se a
forma mais adequada de obtencao de ovos de D. sacchara-
lis mna planta, estudando-se o parasitismo por Tricho-
gramma distinctum Zucchi, 1988 e T. galloi  Zucchi,
1988 sobre ovos colocados em papel sulfite e sobre ovos
obtidos na propria folha de cana-de-agicar, atraves do
confinamento de casais de broca sobre a mesma. Parale-
lamente, desenvolveu-se uma tecnica para se estimar o
numero de ovos obtidos nas infestagoes artificiais, que
consistia na colocagao de uma folha transparente e qua-
driculada sobre a postura, avaliando-se o numero de
"quadrados' correspondentes a area da mesma. O numero
de ovos era entao estimado atraves de equagoes de  re-
gressao obtidas em fungao do tamanho da postura. A uti-
lizacao de papel sulfite na infestagao de ovos de
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D. saccharalis diminuiu o parasitismo por 7. galloi e
T. distinctum, sendo o confinamento de casais da broca-
da-cana sobre a folha de cana-de-agucar, a forma mais
adequada para obtengao dos ovos desta praga, nos estu-
dos com estes parasitoides. A metodologia desenvolvida
para contagem de ovos de D. saccharalis mostrou-se va-
lida para as infestacoes artificiais em campo.

Termos para indexagao: broca-da-cana, Diatraea
saccharalis, tecnica de infestacao de ovos, Tricho-
gramma spp., controle biologico.

METHODOLOGY FOR SUGARCANE ARTIFICIAL INFESTATION WITH
Diatraea saccharalis (FABR., 1794) EGGS TOWARDS
STUDIES WITH Trichogramma

ABSTRACT: Techniques were carried out for sugar-—
cane artificial infestation with  Diatraea saccharalis
(Fabr., 1794) eggs for Trichogramma studies purposes.
Tests were conducted under greenhouse conditions to
evaluate a suitable method to obtain D. saccharalis
eggs on sugarcane leaves, in order to get maximum
parasitism by Trichogramma distinctum Zucchi, 1988 and
T. galloi Zucchi, 1988. Two different methods were
tested for each Trichogramma species: a) pin attachment
of small pieces of paper containing D. saccharalis eggs
to sugarcane leaves and b) D. saccharalis  couples
maintained in cages on the sugarcane plants for direct
oviposition on the leaves. Meanwhile, a technique was
developed to estimate the number of D. sgccharalis eggs
obtained from artificial infestations, which consisted
of placing a translucid and reticulum printed plastic
sheet on the cluster surface area. Thus, the number of
eggs per cluster was estimated through regression
models developed according to the cluster size. A
reduction in parasitism (%) was observed for both
Trichogramma -species being studied when eggs of D.
saccharalis were offered on paper. Therefore,
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confinement of D. saccharalis couples on the plant was
the most suitable method to infest sugarcane with eggs
for Trichogramma studies. The technique developed to
count eggs of D. saccharalis has proved to be useful
for artificial infestations under field conditions.

Index terms: sugarcane borer, Diatraea sacchara-
lis egg infestation technique, Trichogramma, biclogical
control.

INTRODUCAO

Uma das dificuldades para a avaliagao do efeito
de inimigos naturais e a definicao de uma técnica que
permita uma analise real do impacto destes agentes na
populacao das pragas (GRANT & SHEPARD, 1985).

Para o estudo de parasitoides e predadores de ovos
sao utilizadas tecnicas que consistem na infestagao ar-
tificial de plantas com numeros conhecidos de ovos dos
hospedeiros, os quais sao deixados no campo por um cer-
to periodo de tempo, apds o qual sao analisados para se
avaliar as porcentagens de parasitismo e predagcao (NEGM
& HENSLEY, 1969).

Entretanto, ex1stem tecnicas de colocagao de ovos
sobre plantas que nao reproduzem a condlgao natural,
afetando, consequentemente, o comportamento dos parasi-
toides e predadores. Assim, tem-se observado um baixo
parasitismo por Trichogramma em levantamentos nos quais
foram oferecidos ovos de Diatraea saccharalis (Fabr.,
1794) obtidos no laboratorio, em substratos de papel
(DEGASPARI et aliZ, 1987).

Desta forma, visando padronizar uma metodologia
para os estudos com Trichogramma em cana-de-agucar que
se aproxime das condigoes naturais, foram conduzidos
ensaios em telados para se avaliar a forma mais adequa-
da de infestacao de plantas com ovos de D. saccharalis.
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Tendo em vista a necessidade de se determinar a densi-
dade do hospedeiro nestes estudos e considerando que a
postura de D. saccharalis e imbricada, caracteristica
esta que impossibilita a contagem direta dos ovos em
condigaes de campo, desenvolveu-se, paralelamente, um
método para estimativa rapida do numero de ovos obtidos
nas infestacgoes artificiais.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Departamento de Ento-
mologia da Escola Superior de Agricultura 'Luiz de
Queiroz" (ESALQ), da Universidade de Sao Paulo (usp),
em Piracicaba, SP, sendo dividida em duas etapas.

Efeito do substrato de obtengao de ovos de
Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) no parasitismo
por Trichogramma

Avaliou-se o parasitismo de Trichogramma gallot
Zucchi, 1988 e T. distinctwn Zucchi, 1988 sobre  ovos
de D. saccharalis obtidos em dois substratos: uma con-
dicao artificial (papel sulfite) e uma condigao natural
(folha de cana-de- agucar) Os ensaios foram conduzidos
em casa-de-vegetacao sujeita as condigoes climaticas
ambientais, utilizando-se telados de nailon de 60 x30x
x30cm, que recobriam duas plantas de cana-de-acucar 'NA
56-79' mantidas em vasos de ceramica de 25cm de altura
x 22cm de diametro.

Os adultos de D. saccharalis utilizados nos  en-
saios eram provenientes de dieta artificial a base de
milho, levedura e germen-de-trigo (MISHFELDT, 1985).
Para a obtenggo de ovos em papel sulfite no laborato-
rio (condigao artificial), adotou-se a metodologia de
MELO (1984). Eram recortados pequenos pedacos de papel
contendo posturas e presos as folhas da cana atraves
de alfinetes.

Para a obtengao de ovos na propria folha da cana-
de-aclcar (condigao natural), utilizou-se umamodificagao
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do metodo desenvolvido por MICHELETTI (1987). Assim,
2 a 3 casais de broca-da-cana com menos de 48 horas de
idade eram confinados em gaiolas constituidas de duas
armagoes retangulares de madeira de 10x 10cm, revesti-
das com tela de poliester e espuma e fechadas atraves
de elasticos. Estas gaiolas eram fixadas as folhas do
terco superior da planta, ficando proximas a bainha fo-
liar. A colocagao dos casais nas plantas era realiza-
da sempre nas horas mais frescas do dia, especialmente
no final da tarde, sendo permitida a oviposigao por um
periodo de 48 horas.

Foram realizados dois ensaios, sendo que no pri-
meiro liberou-se 7. distinctum (linhagem n9 49)* (es-
pecie predominante no NE do Brasil) e no segundo, T.
gallo? (linhagem n® 57)%*%* (especie predominante em Sao
Paulo) (ZUCCHI et aliZ, 1989). Ambas as linhagens fo-
ram coletadas em ovos de D. saccharalis, em cana-de-agu
car, identificadas pelo Prof. Dr. Roberto Antonio Zucchi
da ESALQ/USP, e mantidas na colegao do Departamento de
Entomologia da ESALQ, em ovos do hospedeiro alternati-
vo, Anagasta kuelniella (Zeller, 1879). Este hospedei-
ro era criado segundo metodologia proposta por PARRA
et alii (1987).

Em ambos os ensaios foram colocados cerca de 200
ovos de D. saccharalis por planta (telado), liberando-
se 640 parasitoides (adultos) por telado. Para libera-

cao, cartolinas de 2,0 x 1,5cm contendo ovos de A.
kuehniella parasitados eram acondicionadas em copos
plasticos descartaveis de 6,5 x 7,0cm, os quais eram

tampados com filme plastico de PVC (Magipack)R atraves
de elasticos. Para a alimentagao dos parasitoides re-
cem-emergidos, eram depositadas goticulas de mel no
interior dos copos. Por ocasiao da liberagao, os copos

* Linhagem proveniente de Alagoas (localidade desco-
nhecida).

*% Linhagem proveniente de Iracemapolis (SP).
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eram presos entre as folhas do tergo superior da plan-
ta, e os parasitoides salam atraves de orificios reali-
zados com agulhas no filme plastico de PVC.

0 parasitismo foi permitido por um periodo de 5
dias, apos o qual pedagos de folhas contendo as postu-
ras, obtidas por ambos os métodos, eram recortados e
acondicionados em tubos de vidro de 8,0 x 2,5cm, tam-
pados com filme plastico de PVC. Em seguida, os tubos
eram levados ao laboratorio e mantidos a 250C. Apos 5
dias, tempo necessario para a manifestacao do parasi-
tismo (escurecimento dos ovos), avaliava-se o numero de
ovos parasitados, com o auxilio de um microscopio es-
tereoscopico.

0 delineamento experimental utilizado foi intei-
ramente casualizado com 2 tratamentos e 12 repetigoes,
sendo cada telado uma repetigao. As medias foram com-
paradas pelo teste "t'", ao nivel de 5% de probabilidade.

Estimativa do numero de ovos na infestagao
artificial de D. saccharalis

Com o objetivo de se estimar o numero de ovos
obtidos nas infestagoes artificiais, visando aos estu-
dos de liberagao de Trichogramma, foi desenvolvido um
metodo que consistiu na colocagao de uma folha de plas-
tico transparente quadriculada sobre a postura, ava-
liando-se o numero de quadrados correspondentes a area
da mesma. Cada quadrado apresentava 0,25cm de lado e
uma area aproximada de 0,0625cm . Foi utilizada uma a-
nallse de regressao para o estudo da relagao entre as
variaveis: numero de quadrados (X) e numero de ovos cor
respondente (Y). -

Tendo em vista que nas infestagoes artificiais e
mesmo naturais, ocorrem posturas de dimensces bastante
variaveis, para efeito de estudo, foram tomadas alea-
toriamente, 200 posturas obtidas no laboratorio (em pa-
pel sulfite), sendo as mesmas agrupadas em tres cate-
gorias: pequenas (2,0 - 3,5mm), medias (3,5 - 6,0mm) e
grandes (6,0 - 10, 5mm). Para cada categoria foram
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tomadas 32 posturas ao acaso, sendo estas mantidas em
camara climatizada regulada a 25°C, onde permitiu-se o
desenvolvimento embrionario por um periodo de 6 dias,
apos o qual era possivel a contagem dos ovos devido ao
escurecimento dos embrioes. Em seguida as posturas fo-
ram avaliadas quanto ao numero de quadrados (X) e leva-
das ao microscopio estereoscopico, para a contagem do
numero de ovos (Y). Assim, foram obtidos os modelos de
regressgo para as categorias estudadas. Os dados de nu
mero medio de ovos por quadrado (Y/X) foram submetidos
a analise de variancia, sendo as medias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do substrato de obtengao de ovos de
Diatraea saccharalis (Fabr., 1794) no parasitismo
por Trichogramma

0 parasitismo em ovos de D. saccharalis foi afe-
tado pelo tipo de substrato de postura para ambas as es
pecies de Trichogramma estudadas, sendo estatisticamen—
te superior em ovos colocados sobre a propria folha da
cana-de-aglcar, em relacao a ovos oferecidos em papel
sulfite (Tabela 1). Estabelecendo-se um indice de pa-
rasitismo, ao qual atribuiu-se o valor de 1,0 2 media
de parasitismo no melhor tratamento (folha da cana-de-
agucar), observou-se que a utilizagao do papel sulfite
reduziu em 89 e 64%, o parasitismo por - Trichogramma
distinctum Zucchi, 1988 e T. galloi Zucchi, 1988,
respectivamente (Tabela 1).

No Brasil, a grande maioria dos levantamentos de
controle natural de ovos de D. saccharalis foi reali-
zado oferecendo-se posturas de broca-da-cana em subs-
tratos de papel, sendo observadas taxas de parasitismo
por Trichogramma sempre inferiores a 307% (TERAN, 1980;
GRAVENA et aliZ, 1980; ARAUJC et aliiZ, 1984; DEGASPA-
RI et aliiZ, 1987). No entanto, levantamentos reali-
zados em Iracemapolis, SP, utilizando-se ovos obtidos
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na propria folha da cana-de-agucar, revelaram taxas de
parasitismo natural que variaram de 38,9 a 78,97 (MI-
CHELETTI, 1987).

As diferengas de comportamento de Trichogramma
observadas, podem estar relacionadas com a atuacao de
certos cairomonios, que sao comumente encontrados nas
escamas das asas de lepidopteros e propiciam um maior
parasitismo (LEWIS et aliZ, 1975). Conforme observado
por ORPHANIDES & GONZALEZ (1971) para Trichogramma pre-
tiosun Riley, 1879, o odor emanado de substancias ade-
sivas e do papel no qual sao colocados os ovos do hos-
pedeiro, pode mascarar o efeito destes cairomonios, re-
duzindo a atividade de busca do parasitoide.

Deve-se salientar tambem, que a obtencao de ovos
sobre a propria folha da cana, através da tecnica de
confinamento de casais de D. saccharalis sobre a planta
(MICHELETTI, 1987), permite a dep051gao de escamas (con
tendo calromonlos) sobre as folhas, ao contrario do que
acontece quando sao oferecidos ovos obtidos em papel
sulfite. SMITS (1982) avaliando o parasitismo de Tri-
chogramma evanescens Westwood, 1833 em ovos de Mames-—
tra brassicae L. em casa-de—vegetagao verificou que
as femeas do parasitoide sao mais encontradas em plan-
tas nas quais as mariposas estiveram presentes, a des-—
peito destas plantas conterem ovos do hospedeiro ou nao.
Segundo este autor, a presenca de cairomonios sobre as
folhas induz a femea do parasitoide a uma resposta ar-
restante.

Embora tenha sido observado um baixo parasitismo
por Irichogramma em ovos de D. saccharalis oferecidos
em substratos de papel, para varios outros hospedeiros
esta técnica de infestagao artificial de plantas tem si
do utilizada com sucesso nos estudos envolvendo este
parasitoide (GONZALEZ et alii, 1970; BURBUTIS et ali7,
1977; YU et alii, 1984; VAN ALEBEEK et aliZ, 1986;
NEWTON, 1988). ©No caso de D. saccharalis, acredita-se
que os substratos de papel utilizados na obtencao de
ovos em laboratorio, alem de poderem influir no compor-—
tamento, restringindo a aceitacao do hospedeiro pelo
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Trichogramma, podem, indiretamente, afetar o desenvol-
vimento deste parasitoide. Assim, MAGRINI (1988), es-
tudando o parasitismo por Trichogramma sp. em ovos de
broca-da-cana obtidos em seis diferentes tipos de  pa-
pel, observou que, sem umedecimento, ocorreu mais de
907 de ressecamento dos ovos em todos os substratos ava
liados, indicando que, provavelmente, o papel retira a
umidade dos ovos. Conforme verificado por ALMEIDA &
PARRA (1987), os ovos de D. saccharalis sao muito sen-
siveis a dessecacao, e, embora tenha-se observado para-
sitismo por T. gallo? em umidades inferiores a 80%, ve-
rificou-se uma drastica redugao da viabilidade do para-
sitoide nestas condigoes.

No campo, onde a umidade relativa do ar & normal-
mente inferior a 80%, os ovos de D. saccharalis  estao
sujeitos a uma maior perda de agua para a atmosfera.
Provavelmente, quando os ovos sao obtidos sobre a pro-
pria folha de cana—de—agﬁcar (condigao natural), o con-
tato direto com a epiderme foliar deve propiciar uma
reposicao continua da agua que e perdida para a atmos-
fera, atraves da passagem de umidade do tecido vegetal

para os ovos, lmpedindo, desta forma, o ressecamento
dos mesmos. Logicamente, isto nao deve se verificar
quando os ovos sao oferecidos na condigao artificial

(papel sulfite), pois, neste caso, o substrato de papel
deve atuar como uma barreira para as trocas de umidade
entre o tecido vegetal e a postura.

Com base nos resultados obtidos no presente expe-
rimento, conclui-se que o papel sulfite nao e um subs-
trato de postura adequado para a infestagao artificial
com ovos de D. saccharalis em estudos com Trichogramma,
pois propicia uma condigao artificial que pode afetar o
comportamento e o desenvolvimento deste parasitoide,
subestimando a sua capacidade de parasitismo.

Assim, para uma avaliagao real da eficiencia de
Trichogramma em estudos que envolvam liberagoes em te-
lados e no campo, os ovos de D. saccharalis devem ser
obtidos sobre a propria folha de cana-de-agucar.



An.ESALQ, Piracicaba, 46(parte 2):375-390, 1989 385

Estimativa do numero de ovos na infestagao de
D. saccharalis

A media do nimero de ovos de D. saccharalis  por
quadrado de area de 0,0625cm?, decresceu estatisticamen
te a medida que d1m1nu1u o} tamanho da postura (Tabela
2). Este decresc1mo se deve a uma variagao no grau de
sobrep051cao dos ovos em funcao do tamanho da postura.
Assim, posturas maiores tendem a ser mais imbricadas,
apresentando, consequentemente, um maior numero de ca-
madas de ovos por unidade de area.

Tabela 2. Numeromédio de ovos por quadrado (0,0625cm?
de area) para diferentes tamanhos de postu-
ra de D. saccharalis

Tamanho da postura NQ medio de ovos
(mm) por quadrado
pequena 15,36 + 0,35a%
(2,0 - 3,5mm)
media 17,55 + 0,60b
(3,5 - 6,0mm)
grande 19,69 * 0,32c

(6,0 - 10, 5mm)

* Medias seguidas de mesma letra nao diferem estatis-
ticamente entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

Analisando~se os modelos de regressao, observou-
se que para os tres tamanhos de posturas, estudados iso
ladamente e conjuntamente, houve uma correlacao linear
significativa entre o numero de quadrados corresponden-
tes a area da postura (X) e o numero de ovos existente
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na mesma (Y) (Tabela 3). A despeito da varlagao na den
sidade de ovos entre posturas de diferentes dimensoes
(Tabela 2), a equagao de regressao englobando os tres
tamanhos de postura (Tabela 3) apresentou uma boa pre-—
cisao. Assim, considerando que nas infestagoes arti-
ficiais ocorrem posturas com tamanhos bastante varia-
vels, esta equagao de regressao mostrou ser a mais ade-
quada para a estimativa do numero de ovos de D. saccha-
ralis nestas condigoes. A viabilidade deste tipo de
estimativa foi também observada para ovos de Choris-
toneura fumiferana (Clemens) em coniferas (BEAN, 1961;
LEONARD et alii, 1973).

Tabela 3. Equagoes de regressao, coeficientes de  de-
termlnagao (R ) e valores de F obtidos na
analise de regressao linear entre as varia-
veis X (numero de quadrados ) e Y (numero de
ovos), para diferentes tamanhos de postura
de D. saccharalis

Tamanho da

= = 2
postura Equacao de regressao R F
Pequena

(2,0~ 3,5mm) Y =0,96 + 14,44 X 0,91 73,68%

Media

(3,5- 6,0mm) Y =1,21 + 17,83 X 0,87 52,01*
Grande

(6,0 - 10, 5mm) Y

5,47 + 18,27 X 0,97 590,82%*

Pequena + me-
dia + grande Y =-2,11

+

19,91 X 0,97 3.267,94%

1.
Erea de cada quadrado: 0,0625cm?
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Desta forma, o modelo de regressao desenvolvido
neste trabalho devera ser de grande utilidade nos estu-
dos envolvendo liberagoes de Trichogramma, pois, permi-
tira uma estimativa rapida e precisa das densidades de
ovos obtidas nas infestacoes artificiais de D. saccha-
ralis, poupando tempo e mao-de-obra na instalacao dos
experimentos com este parasitoide.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se con-
cluir: :

a) O confinamento de casais de Diatraea saccha-
ralis (Fabr., 1794) sobre a folha de cana-de-aglcar é
a forma mais adequada para a obtengao de ovos desta pra
ga em infestagoes artificiais, visando aos estudos com
Trichogramma galloi Zucchi, 1988 e T.distinctum, Zucchi,
1988.

b) A metodologia de contagem de ovos de D.saccha-
ralis para infestacao em campo, baseando-se na coloca-
¢ao de quadriculados sobre as posturas, e valida para
estudos com Trichogramma.
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