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Efeito do corante Vermelho de Sudan B na marcacao e no
desenvolvimento de Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) e de Cotesia flavipes (Cameron,

1891) (Hymenoptera: Braconidae)

H. X. L. VOLPE, A. M. VACAR]I, A. C. P. VEIGA, S. R. VIEL, S. A. DE BORTOLI

INTRODUCAO

O objetivo do trabalho foi avaliar aspectos bioldgicos de Diatraea saccharalis ali-
mentadas com dieta artificial contendo diferentes concentragdes do corante Vermelho de
Sudan B e a possivel marcagdo do parasitéide Cotesia flavipes, quando submetidos ao
parasitismo de lagartas coradas. Para isso, foram adicionados a dieta artificial quatro
concentragdes do corante (100, 200, 300 e 400 ppm) e testemunha (sem corante). Ava-
liou-se o periodo larval e pupal, viabilidade larval e pupal, longevidade, razao sexual,
peso das pupas, niimero total de ovos por fémea, nimero de ovos por dia, nimero de
ovos por postura, viabilidade dos ovos e periodo embriondrio; além disso, foram reali-
zadas algumas medicOes nas lagartas (Bioensaio 1). Lagartas de 17 dias de idade (30) de
cada tratamento foram retiradas dos tubos e expostas ao parasitismo de C. flavipes (Bio-
ensaio 2). Avaliou-se o periodo ovo-pupa, razdo sexual, periodo e viabilidade pupal,
nimero de fémeas, machos, total de adultos emergidos e longevidade. Os dados foram
submetidos a andlise multivariada de agrupamento, two-way e componentes principais.
Com base nas andlises, observou-se que o tratamento de 100 ppm foi o menos prejudi-
cial a biologia da broca, por se agrupar com a testemunha e ndo influenciar negativa-
mente seus aspectos bioldgicos. A concentragio de 400 ppm afetou negativamente a bio-
logia de C. flavipes. Todas as doses marcaram as lagartas e os adultos, porém a concen-
tragdo de 100 ppm € a mais indicada para a marcacdo de D. saccharalis. Nenhuma das
concentragdes testadas marcou adultos de C. flavipes, apesar de afetar sua biologia.
Sendo assim, € invidvel aumentar a concentragdo visando futuros testes, por esse coran-
te ter se mostrado prejudicial aos aspectos bioldgicos de D. saccharalis e C. flavipes.
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alcan¢ando a marca de 427 milhdes de tone-
ladas (AGRIANUAL, 2007). Porém extensas

A cultura da cana-de-agticar estd em pro-
cesso de expansdo acelerada nos dias atuais,
pelo fato de seus derivados ganharem espaco
no mercado nacional com o aumento da frota
dos automoveis bi-combustiveis e alto inte-
resse econdmico dos demais derivados,

dreas continuas cultivadas com cana-de-agu-
car torna propicio o ataque de pragas, sendo
que Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) destaca-se pela
freqiiéncia com que ocorre e pelos prejuizos
que causa (PINTO ef al., 2006), devido ao seu
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alto potencial bidtico, clima favordvel e hibi-
to da praga, que a protege dos inimigos natu-
rais. No entanto, o tamanho de uma popu-
lacdo € regulado basicamente, por quatro
fatores: natalidade, mortalidade, imigracao e
emigracdo. Qualquer estudo da ecologia das
populagdes de uma espécie seria incompleto
sem a investigacdo adequada de sua capaci-
dade de movimentacdo, (CLARK et al., 1967),
bem como a determinagdo da densidade
populacional (OSTLIE et al., 1984). Entretan-
to, existe uma grande dificuldade em se esti-
mar essas taxas na natureza (CONRAD et al.,
2002), sendo a abordagem experimental, pos-
sivelmente, uma boa solugdo.

Uma alternativa seria o uso de técnicas de
marcacdo de insetos, por garantir que o inse-
to capturado seja o mesmo que foi liberado.
Nesse contexto, o uso de corantes para mar-
cacdo é de facil aplicacdo e visualizagdo,
possibilitando marca¢do permanente (OSTLIE
et al., 1984), sendo facilmente manipulaveis
e seguros ao ambiente (HAGLER & JACKSON,
2001). Assim, permite rapida distincdo dos
insetos liberados, em relacdo aos presentes
naturalmente no campo, garantindo a mar-
cacdo do inseto até o momento de recaptura
(SoutHwoOD, 1992), porém pode ser toxico
ao inseto, influenciando seu comportamento
e sobrevivéncia (OSTLIE et al., 1984).

Corantes incorporados em dieta tem efi-
ciéncia comprovada na marcacao de lepid6p-
teros (OSTLIE et al., 1984), porém, ndo exis-
tem estudos visando a movimenta¢do do
corante para o terceiro nivel tréfico, no caso,
seus predadores e parasitdides. Pesquisas
nesse sentido ampliariam a aplicacdo desses
marcadores, facilitando estudos de compor-
tamento de insetos na drea de Controle Bio-
l6gico. Entretanto, devem-se adotar concen-
tracdes que promovam o minimo de efeito
deletério no desenvolvimento, viabilidade
larval e vigor do adulto, de modo a evitar que
estes influenciem ou mascarem resultados
experimentais (HUNT ez al., 2000), propor-
cionando o desenvolvimento de trabalhos
relacionados a dispersdo de D. saccharalis
que ainda sdo escassos, bem como conse-
qiiente marcagdo de seus parasitéides.

Quanto a sua adocdo em parasitdides e
predadores, ¢ de grande importancia a deter-
mina¢do de sua dispersdo e distribuicao
espacial, fornecendo subsidios para o desen-
volvimento de modelos de liberacido desses
insetos em programas de controle bioldgico
aplicado, aumentando a eficiéncia de contro-
le por meio do melhor entendimento de seu
comportamento.

Em vista disso, o objetivo do trabalho foi
avaliar os aspectos biolégicos de D. saccha-
ralis alimentada com dieta artificial conten-
do diferentes concentragdes do corante Ver-
melho de Sudan B, bem como de seu parasi-
téide, Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae).

MATERIAL E METODOS

Local e Condicoes

Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboratério de Biologia e Criagdo de Insetos
(LBCI) do departamento de Fitossanidade da
FCAV/Unesp, em sala climatizada sob a
temperatura de 25+1°C, umidade relativa de
70+£10% e fotofase de 12 horas.

Bioensaio 1 — Marcacdo de Diatraea
saccharalis

Folhas de papel sulfite contendo postu-
ras de D. saccharalis foram separadas da
criagdo e acondicionadas em recipiente
plastico contendo algoddo imido para evi-
tar o ressecamento dos ovos até a eclosdo
das larvas. Larvas de 24 horas de idade
foram entdo transferidas com o auxilio de
um pincel de cerdas macias para tubos de
fundo chato (8,5 x 2 cm de didmetro) (20
larvas/tubo) contendo dieta artificial com
corante Vermelho de Sudan B Cl 26110
(produzido no Brasil) nas concentracdes de
100, 200, 300 e 400 ppm e testemunha
(dieta sem adi¢do de corante) (Figuras 1A
e B). Para o preparo da solugado, pesou-se
quatro gramas do corante que foi diluido
em 40 mL de 6leo de soja (OSTLIE et al.,
1984) (Figura 1C). Para o preparo da dieta
com concentracdo de 100 ppm, adicionou-
se 1 mL da solugdo por litro de dieta, e
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Figura 1. A) Embalagem do corante Vermelho de Sudan B; B) Tubos de fundo chato contendo dieta sem corante
(direita) e com corante (aumentando a concentra¢ao da direita para esquerda); C) Corante diluido em 6leo vegetal
(solugdo estoque); D) Dieta de realimentacdo sem corante (esquerda) e com corante (aumentando a concentra¢do da
esquerda para direita).

assim sucessivamente até 4 mL de solucdo
estoque para cada litro de dieta (400 ppm).
Ap6s 20 dias, foram retiradas 40 larvas
dos tubos de cada tratamento e individuali-
zadas em placas de Petri (6 x 2 cm) con-
tendo dieta de realimentacdo (dieta forne-
cida as lagartas a partir de 15 dias de idade)
com as mesmas concentragdes de corante
(Figura 1D). As pupas provenientes dos
tratamentos foram transferidas para reci-
pientes plasticos transparentes (29 x 16 x 8
cm), até a emergéncia dos adultos. Em
seguida, foram utilizados oito casais por
tratamento para montagem de gaiolas de
postura (1casal/gaiola) (20 x 10 cm de dia-
metro) para avaliacdo dos aspectos repro-
dutivos. Avaliou-se o periodo larval e
pupal, viabilidade larval e pupal, longevi-
dade, razao sexual, peso das pupas, nime-
ro total de ovos por fémea, nimero de ovos
por dia, nimero de ovos por postura, viabi-
lidade dos ovos e periodo embriondrio.
Além disso, foram retiradas dos tubos de
fundo chato 30 lagartas/tratamento com 20
dias de idade e realizadas afericdes com o
auxilio de um microscépio estereoscopico
com objetiva graduada, sendo estas, largura

da cépsula cefélica e do térax e comprimen-
to do corpo.

Bioensaio 2 — Marcacao de Cotesia fla-
vipes

Em pré-testes realizados, observou-se que
a concentracio de 100 ppm ndo foi suficien-
te para a marcacdo de C. flavipes. Portanto,
para a montagem do experimento, foram
retiradas 30 lagartas de 17 dias de idade de
tubos de fundo chato contendo dieta artifi-
cial com corante Vermelho de Sudan B, nas
concentragdes de 200, 300 e 400 ppm, e tes-
temunha. As lagartas foram submetidas ao
parasitismo por C. flavipes e individualiza-
das em placas de Petri (6 x 2 cm) contendo
dieta de realimentacdo com as respectivas
concentragdes de corante.

Avaliou-se o periodo ovo-pupa, periodo e
viabilidade pupal, nimero de machos, féme-
as e total de adultos emergidos, razdo sexual
e longevidade dos parasitéides.

Andlise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise
exploratéria de dados multivariada de agru-
pamento (AA), utilizando o Método de
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Figura 2. Dendograma mostrando o agrupamento das concentracdes do corante Vermelho de Sudan B em relag@o aos
aspectos bioldgicos de Diatraea saccharalis.

Ward’s (Statistica, 2004). Para comple-
mentar AA utilizou-se a anélise dos compo-
nentes principais (ACP) e Duas entradas
(Two-way), levando-se em consideragdo
pelo menos duas dimensdes, baseado no cri-
tério de Kaiser.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Marcacao de Diatraea saccharalis

Com base na andlise de agrupamento,
observa-se a formacdo de trés grupos. O
grupo A, composto pela testemunha e 100
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Figura 3. Distribuicao das concentragdes do corante Vermelho de Sudan B em relacdo aos aspectos bioldgicos de
Diatraea saccharalis, segundo andlise dos Componentes Principais.
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ppm, apresentando grande similaridade entre
esses dois tratamentos; o grupo B, formado
pelo tratamento com 200 ppm; e o grupo C,
com maior distdncia Euclidiana em relagdo
ao Grupo A, composto pelos tratamentos 300
e 400 ppm. O tratamento com 100 ppm nado
afetou negativamente os aspectos bioldgicos
de D. saccharalis pelo fato de se agrupar com
a testemunha. Fato evidenciado pelo periodo
larval de 27,70 dias (testemunha) e 27,50 dias
(100 ppm), periodo pupal (9,76 e 9,86 dias),
viabilidade pupal (92,50 e 94,74%), longevi-
dade (6,50 e 7,33 dias) e viabilidade de ovos
(92,0 e 91,0%) serem semelhantes para os
dois tratamentos. Porém, os demais influen-
ciaram negativamente os aspectos bioldgicos
da broca da cana-de-actcar, sendo que quan-
to maior a concentracio de corante utilizada,
maior o efeito negativo na biologia da praga,
comprovado pelo aumento da distancia
Euclidiana dos tratamentos com maiores con-
centragdes de corante em relacdo a testemun-
ha (Figura 2).
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A andlise de componentes principais
complementa os resultados obtidos na andli-
se de agrupamento. Assim, observa-se a for-
magdo de quatro grupos distintos, um em
cada quadrante do grafico. Testemunha e 100
ppm (Grupo A) ficaram proximos e em sen-
tido oposto ao 400 ppm (Grupo D), ou seja,
100 ppm foi semelhante a testemunha, ndo
afetando os aspectos biolégicos de D. sac-
charalis e mostrando ser antagbnico a 400
ppm. Os tratamentos com 200 e 300 ppm
ficaram separados da testemunha, mostrando
que afetam as caracteristicas bioldgicas da
praga (Figura 3).

Pela andlise de duas entradas, pode-se
averiguar o efeito de cada tratamento nas
caracteristicas biolégicas de D. sacchara-
lis. Testemunha e 100 ppm apresentaram
menores periodos larval e pupal, maior
peso da lagarta, maior largura do térax e
maior nimero de ovos por fémea, ou seja,
nao houve influéncia negativa nas caracte-
risticas biol6gicas da broca utilizando o
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Figura 4. Andlise de duas entradas mostrando a influéncia de cada aspecto bioldgico de Diatraea saccharalis em
relacdo as concentra¢des do corante Vermelho de Sudan B.



244 H. X. L. VOLPE, A. M. VACARI, A. C. P. VEIGA, S. R. VIEL, S. A. DE BORTOLI

Figura 5. Diatraea saccharalis sem adi¢do de corante (esquerda) na dieta e marcadas com as concentragdes de 100,
200, 300 e 400 ppm (direita). A) Posturas; B) Larvas; C) Adultos.

corante Vermelho de Sudan B na concen-
tracdo de 100 ppm. No entanto, para os
demais aspectos biol6gicos estudados,
todos os tratamentos foram semelhantes
(Figura 4). Nas maiores concentragdes, 0s
periodos larval e pupal foram maiores, as
fémeas ovipositaram menos, sendo que as
lagartas ganharam menos peso e se desen-
volveram menos, evidenciado pelo menor
comprimento do térax (Figura 4). Tal fato
explica o agrupamento da testemunha com
100 ppm (Figura 2) e a grande distancia
Euclidiana da testemunha e 100 ppm com
os demais tratamentos. Os resultados obti-
dos corroboram (OSTLIE et al., 1984), que
observaram efeito no desenvolvimento,
prolongamento do periodo larval e menor
peso pupal em larvas de Ostrinia nubilalis
(Huibner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae)
alimentadas com corante Sudan Red,
porém os autores nao notaram influéncia
negativa na longevidade, o que também foi
observado por VILARINHO et al. (2006) em
estudo com Spodoptera  frugiperda
(J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
utilizando corante Sudan Red, o que ndo

corresponde com os resultados para longe-
vidade encontrados no presente trabalho.

Portanto, os aspectos bioldgicos estdo
associados a qualidade do alimento consu-
mido, interferindo no periodo de desenvolvi-
mento, viabilidade pupal e longevidade dos
insetos (WALDBAUER, 1968). Esse fato pode
ser explicado pelo gasto energético do inseto
para metabolizar o corante ingerido, tido
como substancia téxica. Esse gasto energéti-
co poderia impedir o incremento para
desempenho de outras funcdes metabdlicas
que possibilitariam o desenvolvimento nor-
mal do inseto.

Todas as concentragdes de corante utiliza-
das proporcionaram marcacao de D. saccha-
ralis na fase larval, adulta e ovo, colorindo
os tecidos que apresentavam lipidios em sua
composicao, sendo que com o aumento da
concentragcdo do corante, a coloracdo de
ovos, larvas e adultos tornou-se mais intensa
(Figura 5), concordando com o que foi rela-
tado por QURESHI et al. (2004) em Diatraea
grandiosella Dyar 1911, (Lepidoptera:
Crambidae) com corante Sudan Red e Sol-
vent Blue.
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Figura 6. Dendograma mostrando o agrupamento das concentracdes do corante Vermelho de Sudan B em relac@o aos
aspectos biolégicos de Cotesia flavipes.

Marcacao de Cotesia flavipes
Pela andlise de agrupamento pode-se
observar a formagdo de dois grupos distin-
tos. O grupo A é composto pela testemunha,
200 e 300 ppm, mostrando que a similarida-

de das concentragdes com a testemunha indi-
ca que essas doses ndo interferiram negativa-
mente na biologia de C. flavipes. J4 o grupo
B, formado apenas por 400 ppm, possui
grande distancia Euclidiana dos demais tra-
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Figura 7. Andlise de duas entradas mostrando o peso de cada aspecto bioldgico em cada um dos tratamentos.
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tamentos, mostrando efeito negativo na bio-
logia do parasitéide (Figura 6).

Com base no grafico de duas entradas,
pode-se observar a influéncia de cada aspecto
biolégico estudado nos tratamentos. Nota-se
que os tratamentos testemunha, 200 e 300
ppm tiveram maiores valores para nimero de
fémeas, longevidade, viabilidade pupal e total
de adultos. Em contrapartida, 400 ppm teve
maior periodo pupal (Figura 7). Para os
demais aspectos bioldgicos estudados os
resultados foram semelhantes. Esses aspectos
biolégicos corroboram a formacdo dos dois
grupos na andlise de agrupamento, mostrando
a semelhanca dos tratamentos testemunha,
200 e 300 ppm e separando-os de 400 ppm
(Figura 6).

Ao contrario do ocorrido com D. sacchara-
lis, o corante ndo mostrou eficiéncia na mar-
cacdo de adultos de C. flavipes, sendo téxico
ao inseto a partir de 400 ppm. Contudo, apesar

RESUMEN

de corantes incorporados em dieta artificial
terem eficiéncia comprovada na marcacdo de
lepidépteros (OSTLIE et al,, 1984), a trans-
feréncia do mesmo para o parasitdide (terceiro
nivel tréfico) foi ineficiente nas concentragdes
testadas, sendo que o aumento das concen-
tragdes torna-se invidvel, visto o efeito negati-
vo que poderd causar na biologia da lagarta e
consequentemente em C. flavipes.

Todas as concentragcdes do corante Ver-
melho de Sudan B marcaram D. saccharalis,
sendo a concentracdo de 100 ppm a mais
indicada para a marcacdo de larvas e adultos,
por ndo prejudicar o seu desenvolvimento
bioldgico.

O corante nao marcou C. flavipes em nen-
huma das concentragdes testadas, tornando
invidvel pesquisas com maiores concen-
tracdes, devido ao efeito prejudicial nas
lagartas e no parasitéide nas concentracdes
de 300 e 400 ppm.

VoLprE H. X. L., A. M. VacaAry, A. C. P. VEIGA, S. R. VIEL, S. A. DE BORTOLIL 2009.
Efecto del colorante Rojo del Sudan B en la marcacién y desarrollo de Diatraea saccha-
ralis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) y Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae). Bol. San. Veg. Plagas, 35: 239-247.

Este trabajo tubo por objetivo evaluar los aspectos biolégicos de Diatraea sacchara-
lis alimentada con dieta artificial que contiendo diferentes concentraciones del colorante
Rojo del Sudan B y la posible marcacion y efecto en el parasitoide Cotesia flavipes cuan-
do parasité larvas marcadas. Para ello fueron adicionadas a la dieta artificial cuatro con-
centraciones del colorante (100, 200, 300 y 400 ppm) y un testigo (sin colorante). Se eva-
1ué el periodo larval y pupal, viabilidad larval y pupal, longevidad, razén sexual, peso de
las pupas, niimero total de huevos por hembra, nimero de huevos por postura, viabilidad
de los huevos y periodo embriondrio. Igualmente fueron realizadas algunas mediciones
en las larvas (bioensayo 1). Larvas de 17 dias de edad (30 por cada tratamiento) fueron
retiradas de los tubos y expuestas al parasitismo de C. flavipes (bioensayo 2). Se evalud
el periodo huevo—pupa, razén sexual, periodo y viabilidad pupal, nimero de hembras,
machos, total de adultos emergidos y longevidad. Los datos fueron sometidos a analisis
multivariado de agrupamiento two-way y componentes principales. Con base en éste ana-
lisis se observo que el tratamiento de 100 ppm fue el que menos interfiri6 en la biologia
de larval de D. saccharalis por agruparse junto con el testigo y no influenciar negativa-
mente los aspectos bioldgicos. La concentracion de 400 ppm afectd negativamente la bio-
logia de C. flavipes. Todas las concentraciones utilizadas marcaron larvas y adultos, pero
la concentracién de 100 ppm fue la més indicada para la marcacién de D. saccharalis.
Ninguna de las concentraciones utilizadas marcé adultos de C. flavipes, pero si afectaron
negativamente su biologia. Estos resultados indican que es inviable utilizar concentra-
ciones mayores de 100 ppm pensando en futuras pruebas, ya que el colorante mostré ser
perjudicial para la biologia de D. saccharalis y C. flavipes en valores superiores a esta

concentracion.

Palabras clave: Marcacion de insectos, biologia de insectos.
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ABSTRACT

VoLpE H. X. L., A. M. Vacari, A. C. P. VEIGA, S. R. VIEL, S. A. DE BORTOLI 2009.
Effect of Sudan Red B Dye in the mark and development of Diatraea saccharalis (Fabri-
cius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) and Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenop-
tera: Braconidae). Bol. San. Veg. Plagas, 35: 239-247.

The objective of this work was to evaluate biological aspects of Diatraea saccharalis
fed on artificial diet containing different concentrations of the Sudan B Red dye and the
possibility to mark the parasitoid Cotesia flavipes, when submitted to the parasitism of
dyed caterpillars. For that, were added to the artificial diet four concentrations of Sudan
Red B dye (100, 200, 300 and 400 ppm) and control (no dye addition). It was evaluated
larval and pupal period, larval and pupal viability, longevity, sex rate, pupal weigh, eggs
per female, eggs per day, number of eggs per egg mass, egg viability and embrionary
period; besides same were accomplished measurements in the caterpillars (bioassay 1).
Caterpillars of 17 days old (30) of each treatment were removed from the tubes and expo-
sed to the parasitism of C. flavipes (bioassay 2). The egg-pupae period, sex rate, pupal
period and viability, number of females, males, total of emerged adults and longevity
were evaluated. The data were submitted to the multivariate analisys methods: cluster
analysis, two-way and principal component analysis. Based on analysis, it was observed
that the treatment of 100 ppm was the least harmful to the biology of the sugar cane borer
larvae by groping to the control and did not influence negatively its biological aspects.
The concentration of 400 ppm affected negatively the biology of C. flavipes. The Sudan
Red B it is ended doses marked the caterpillars and the adults, however the concentration
of 100 ppm is the most suitable to dye D. saccharalis. None of the tested concentration
marked adults of C. flavipes, despite to affect negatively its biology. It is unviable to
increase the concentration seeking futures tests, for that dye to be harmful to the biolo-
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gical aspects of D. saccharalis and C. flavipes.

Key-words: Insects mark, insects biology.
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