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RESUMO

Os Reguladores de Crescimento de Insetos (IGRs) sdo considerados mais seletivos que
os inseticidas convencionais, nao sido toxicos aos mamiferos, se usados nas doses
recomendadas e degradam facilmente no ambiente. Diflubenzuron e Methoprene sdao IGRs
pertencentes a classe dos inibidores da sintese de quitina e dos andlogos ao hormdnio juvenil
dos insetos, respectivamente. Estes IGRs apresentam eficiéncia comprovada contra
Haematobia irritans, um dos principais ectoparasitos dos bovinos. Digitonthophagus gazella
€ um coledptero, inimigo natural de H. irritans, uma vez que desestrutura e enterra as fezes
bovinas, habitat dos imaturos deste parasita. Os objetivos deste trabalho foram mensurar a
susceptibilidade de adultos e imaturos de D. gazella aos IGRs Diflubenzuron e Methoprene,
analisar a interferéncia dos inseticidas na producdo de descendentes, verificar a agdo dos
inseticidas na duracio do ciclo de vida e na razio sexual de besouros que tenham sido
expostos durante todo o seu ciclo de desenvolvimento e analisar, segundo os critérios da
IOBC (International Oranization for Biological Control), a toxicidade dos IGRs para o
coledptero D. gazella. Casais de besouros foram colocados em baldes com terra e foram
alimentados com fezes contendo Diflubenzuron nas concentragdes 1, 0,5 e 0,2 ppm e
Methoprene a 0,2 ppm, pelo tempo necessdrio para oviposi¢do e desenvolvimento dos
descendentes. Posteriormente, foram recuperados por armadilhas “pitfall”, assim como seus
descendentes. Os IGRs ndo afetaram a sobrevivéncia dos adultos inicialmente expostos, mas
interferiram na producgéo de descendentes, conforme a metodologia utilizada. Diflubenzuron,
nas concentracdes de 1 e 0,5 ppm, também interferiu na duragdo do ciclo de vida dos
besouros. Nenhuma das concentragdes testadas dos dois IGRs alterou a razdo sexual dos
descendentes obtidos. As concentracdes testadas de Diflubenzuron mostraram-se
moderadamente nocivas ao besouro enquanto Methoprene a 0,2 ppm mostrou ser pouco

nocivo, segundo os critérios da IOBC (International Oranization for Biological Control).

Palavras chave: IGRs, Haematobia irritans, controle biol6gico



ABSTRACT

The Insect Growth Regulators are considered more selective than the conventional
insecticides, are not toxic to mammals if used in the recomended dose and are easily
degradable in environment. Diflubenzuron and Methoprene are IGRs from the chitin sinthesis
inibithors and juvenile hormones analogs classes, respectively. These IGRs show
comprovated eficience against Haematobia irritans, one of the most important bovine
ectoparasite. Digitonthophagus gazella is a natural enemy of H. irritans because it changes
the structure and bury the bovine feces, habitat of the imatures stages from this parasite. The
purposes of this work were to measure the suceptibility of adults and imatures of D. gazella to
the IGRs Diflubenzuron e Methoprene, analyse the interference of this insecticides in the
progeny production, verify the action of the insecticides in the duration of the life cicle and in
the sex ratio of beetles that have been exposed along all their development cicle and analyse,
according the IOBC (International Oranization for Biological Control), the toxicity of the
IGRs to the beetle D. gazella. Pairs of beetles were placed in buckets partially filled with
humid soil and were fed with bovine feces containing 1, 0,5 and 0,2 ppm of Diflubenzuron
and 0,2 ppm of Methoprene, during the time necessary to oviposition and development of the
progeny. Thereafter, they were recovered by pitfall traps, as well as their respective progenies.
The IGRs not affected the survival of the adults inicially exposed, but interfered on the
production of their progenies according to the methodology used. Diflubenzuron 1 and 0,5
ppm also interfered in the duration of the life cicle of the beetles. None of the tested
concentrations of the IGRs modified the sex ratio of the beetles progenies. Diflubenzuron
tested concentrations showed to be moderately harmful to the beetles whereas Methoprene 0,2

ppm was only slightly harmful, according to the IOBC.

Key words: IGRs, H. irritans, biological control
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1 INTRODUCAO

Fezes bovinas depositadas em pastagens sdo microhabitats de diversos artrépodes.
Alguns se utilizam das fezes somente como alimento ou abrigo, enquanto outros vivem e se
reproduzem nas mesmas. Coledpteros e dipteros utilizam as fezes como substrato de
alimentagdo e criacio (POORBAUGH; ANDERSON; BURGER, 1968; CERVENKA;
MOON, 1991; FLECHTMANN; RODRIGUES; COUTO, 1995). Ha também seus predadores
e parasitdides, principalmente artrépodes das familias Staphylinidae, Histeridae (Coleoptera)
e Macrochelidae (Acari) (POORBAUGH; ANDERSON; BURGER, 1968; GUIMARAES;
MENDES, 1998; KOLLER et al., 1999; MARCHIORI; OLIVEIRA; LINHARES, 2001).

Os coledpteros coprofagos, juntamente com anelideos e alguns estdgios imaturos de
moscas, contribuem para a limpeza, reciclagem de nutrientes, aeracdo do solo, conteido de
hdmus e produtividade do pasto. Eles também garantem que a drea de pastagem nao seja
drasticamente reduzida pelo actimulo de fezes, ja que os bovinos ndo se alimentam sobre estas
e em suas areas circunvizinhas (DOUBE; MACQUEEN; FAY, 1988; MIRANDA; SANTOS;
BIANCHIN, 1998; MIRANDA; SANTOS; BIANCHIN, 2000; BERTONE, 2004).

Entre as diversas espécies de moscas que se desenvolvem em fezes bovinas
depositadas em pastagens, encontram-se espécies de importincia veterindria como: Musca
autummnalis De Geer, Musca vetustissima (Walker) e a mosca-dos-chifres, Haematobia
irritans (Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae) (POORBAUGH; ANDERSON; BURGER,
1968; CERVENKA; MOON, 1991; MENDES; LINHARES, 2002).

H. irritans apresenta ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo na Europa, norte da
Africa, Asia e América. A introducio deste parasito no continente americano ocorreu
primeiramente nos EUA, no final do século XIX, com bovinos trazidos da Europa (RILEY,
1889). Foi detectada no Panamd no inicio do século XX e em 1937 na Venezuela
(VOGELSANG; DE ARMAS, 1940), supostamente vinda da Colémbia. No Brasil, foi
primeiramente registrada na regiio Norte, no final da década de 70 (VALERIO;
GUIMARAES, 1983) e atualmente encontra-se distribuida em todas as regides. O clima
tropical, subtropical e o predominio da pecudria extensiva praticada na regido Central
contribuiram para a rapida dispersdo e estabelecimento desta mosca (HONER; BIANCHIN;
GOMES, 1991). No inicio da década de 90 foi encontrada na Argentina (LUZURIAGA et al.,
1991) e Uruguai (CARBALLO; MARTINEZ, 1991).

A mosca-dos-chifres € hematéfaga quando adulta e, dependendo da carga parasitdria,

seu parasitismo pode provocar estresse nos bovinos, suficiente para interferir na producio de



leite e no ganho de peso dos mesmos. Além disso, o animal se mostra mais predisposto a
invasdo bacteriana (DRUMOND et al., 1981; BIANCHIN et al., 1992). Segundo Bianchin e
colaboradores (2006), o prejuizo econdmico causado pelo parasitismo de H. irritans no Brasil
¢ estimado em US$ 865 milhdes anuais.

Os adultos de H. irritans vivem sobre os bovinos. As fémeas s6 deixam o hospedeiro
para ovipOr nas fezes recém-defecadas e logo retornam ao parasitismo. As larvas se
desenvolvem nas fezes bovinas até atingirem a fase de pupa, que ocorre na propria massa
fecal ou no solo logo abaixo destas (THOMAS, 1985; MENDES; LINHARES, 1999). O ciclo
bioldgico é normalmente completado com nove a dezessete dias, dependendo da temperatura,
podendo haver até 22 geragdes ao longo do ano (PALMER et al., 1981; BARROS, 2002).

As primeiras tentativas de controle da mosca-dos-chifres foram feitas através da
utilizacdo de armadilhas e algumas substancias repelentes. Os primeiros inseticidas utilizados
contra esta praga foram os pds de piretro e de tabaco, seguidos pelo spray de piretro que era
mais eficiente, mas que necessitava de um nimero maior de aplicagdes, o que tornava seu uso
mais dispendioso. No inicio da década de 40, o DDT tornou-se disponivel para uso contra
diversas pragas. Ele exibia propriedades que nenhuma outra droga até entdo havia
demonstrado. Além de eliminar os adultos, deixava residuos por até quatro semanas, o que
evitava uma reinfestacdo, imediatamente apds seu uso. Na década de 50 os organofosforados
e os Reguladores de Crescimento de Insetos (IGRs) comegaram a ser utilizados contra
diversos artrépodes, incluindo a mosca-dos-chifres. A partir dos anos 60, passou-se a utilizar
os piretréides sintéticos, enquanto na década de 80 foram introduzidas as lactonas
macrociclicas (LANCASTER; MEISCH, 1986).

Os inseticidas convencionais como organofosforados, piretrides e lactonas
macrociclicas agem no sistema nervoso dos insetos tanto nas formas larvais quanto nos
adultos e possuem um amplo espectro de acdo (ELLIOT, 1976; MIYAMOTO, 1976). Além
de atuarem sobre as pragas, também podem ser t6xicos para animais néo alvos, inclusive para
o homem. Estudos que utilizaram organofosforados, como diclorvés, ruelene e coumafos,
demonstraram efeitos deletérios destes inseticidas sobre besouros copréfagos (BLUME et al.,
1976; MILLER; PICKENS, 1973).

Estudos realizados no Brasil (BIANCHIN; ALVES; KOLLER, 1998), Sul da Africa
(KRUGER; LUKHELE; SCHOLTZ, 1999; VALE; MUTIKA; LOVEMORE, 1999),
Austrdlia (WARDHAUGH; LONGSTAFF; LACEY, 1998), e Dinamarca (SOMMER;
VAGN JENSEN; JESPERSEN, 2001) demonstraram que as fezes de bovinos tratados com
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diferentes piretréides podem ser altamente toxicas para besouros adultos por duas ou mais
semanas pos-tratamento.

As lactonas macrociclicas (avermectinas e milbemicinas) sdo drogas amplamente
utilizadas para o controle de nematddeos e artropodes que afetam os bovinos. Animais
tratados com estes produtos excretam residuos nas fezes em concentragdes toxicas por
periodos que variam entre poucos dias a meses pos-tratamento (FLOATE, 1998). A ac¢do das
lactonas macrociclicas contra insetos ndo-alvos tem sido vastamente estudada. Estudos
realizados no Canadd comprovaram a acdo deletéria de ivermectina, doramectina,
eprinomectina e moxidectina sobre besouros copréfagos (FLOATE; COWELL; FOX, 2002),
assim como estudos realizados na Argentina (SUAREZ et al., 2003) e Dinamarca (SOMMER
etal., 1993).

Além do fato de apresentarem amplo espectro de acdo e, conseqilentemente, agirem
contra insetos ndo-alvos, os inseticidas convencionais ainda apresentam outras restri¢des: a
mosca-dos-chifres ja apresenta resisténcia a varios destes produtos. Suspeitas de resisténcia
aos organoclorados tiveram inicio na década de 50, sendo confirmadas na década seguinte
para o DDT e toxafeno (MC DUFFIE, 1960). Neste mesmo periodo, ja se detectou resisténcia
a organofosforados, como o fenclorfés (BURNS; WILSON, 1963). Nos anos 80 surgiram os
primeiros relatos de resisténcia aos piretroides (QUISENBERRY et al., 1984; SHEPPARD,
1984; SCHMIDT et al., 1985). Além disso, pesquisas demonstraram que resisténcia a um
piretréide confere resisténcia cruzada a outros inseticidas da mesma classe. Byford e
colaboradores (1985), demonstraram que mosca-dos-chifres resistentes a permetrina
apresentaram resisténcia cruzada a outros cinco piretréides e também ao DDT.

Na América do Norte, resisténcia de H. irritans aos piretréides foi detectada em todos
os paises (QUISENBERRY et al.,, 1984; MWANGALA; GALLOWAY, 1993; KUNZ;
ORTIZ; FRAGOSO, 1995). Nos EUA, resisténcia foi detectada também aos
organofosforados: fenclorfés (BURNS; WILSON, 1963), tetraclorvinfés (SHEPPARD,
1983), diazinon, fention, etion, metil-pirimifés (BARROS et al., 2001). Na América do Sul, j4
foi detectada resisténcia aos piretroides na Argentina (GUGLIELMONE et al., 2001),
Uruguai MARQUEZ et al., 1997) e Brasil (BARROS et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).

Os Reguladores de Crescimento de Insetos (IGRs) sdo compostos quimicos que
interferem no crescimento e desenvolvimento dos insetos. Atuam no desenvolvimento
fisiologico e morfolégico durante os processos de metamorfose e muda, impedindo a
emergéncia de adultos (CHAMBERLAIN, 1975; GRAFF, 1993). Por agirem diretamente no

sistema hormonal dos insetos, sdo considerados mais seletivos e especificos do que os
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inseticidas convencionais, e assim apresentam-se como alternativa em programas de controle
de vetores e no manejo da resisténcia a inseticidas convencionais (MULLA, 1995). Se
utilizados nas doses recomendadas, ndo sdo téxicos aos mamiferos e degradam facilmente no
ambiente (WRIGHT, 1976). S@o considerados a “terceira geracdo de inseticidas”
(WILLIAMS, 1967) e sao divididos em diferentes classes, de acordo com seu modo de acio:
andlogos aos hormonios juvenis de insetos; inibidores da sintese de quitina e derivados do
composto orgénico triazina que também interferem na muda e pupagdo, mas ndo diretamente
na sintese de quitina (GRAFF, 1993). Podem ser administrados aos animais misturados a sua
alimentacgdo, juntamente com suplementos minerais, misturados a dgua e até mesmo como
“bolus” de liberacdo lenta que s@o introduzidos diretamente no rdmen do animal.
(CHAMBERLAIN, 1975; WINSLOW, 1992).

Diflubenzuron [1-(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorbenzoil)-uréia] ¢ um IGR da classe dos
inibidores da sintese de quitina, representante das benzoilfeniluréias (BPU). Foi a primeira
benzoilfeniluréia a ser usada comercialmente como agente controlador de insetos (GRAFF,
1993). Além de possuir ag¢do ovicida, age também na fase larval. Larvas tratadas conseguem
se desenvolver, mas falham na ecdise e ndo conseguem se libertar completamente da cuticula
antiga, provavelmente devido a inibi¢do na deposicdo de quitina, ndo conferindo a
estabilidade necessdria para que as mesmas se livrem dessa cuticula (GROSSCURT, 1978;
MULLA, 1995). O crescimento e desenvolvimento de insetos sdo totalmente dependentes da
capacidade dos mesmos de remodelarem estruturas quitinosas, para permitir a ecdise e
também a regeneracdo da membrana peritréfica presente no epitélio do intestino médio que é
extremamente importante para o processo de digestdo de alimentos e protecdo contra
patégenos (CHAPMAN, 1982; MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003).

O modo exato de acdo de Diflubenzuron ainda nio foi totalmente esclarecido, mas
alguns estudos ja demonstraram que este IGR previne a deposi¢do de glucose na endocuticula
dos insetos (WRIGHT, 1976), a incorporacdo de 14C—glucosamina na molécula da quitina
(SOWA; MARKS, 1975) e influencia a produgdo de ecdisteréides, hormonios responsaveis
pela regulagdo da sintese de quitina (MERZENDORFER, ZIMOCH, 2003), eventos cruciais
para a formag@o do exoesqueleto de quitina dos insetos (CHAPMAN, 1982).

Diflubenzuron administrado oralmente a bovinos na concentragdo de 10mg/kg de massa
corporal é quase totalmente excretado na urina e fezes dos mesmos e o principal metabdlito
secretado € Diflubenzuron ndo metabolizado (IVIE, 1978). Miller e colaboradores (1976)
demonstraram que a meia vida de Diflubenzuron nas fezes de gado tratado oralmente, na

concentracdo de 0,25mg/kg de massa corporal, expostas no ambiente, € de quatro a cinco dias,
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havendo um decréscimo, descrito por uma curva hiperbdlica, de 5 ppm de Diflubenzuron nas
fezes no primeiro dia pds-tratamento para aproximadamente 1 ppm de Diflubenzuron no
quadragésimo dia pds-tratamento. Ivie (1978) e Miller e colaboradores (1976), nestes mesmos
estudos ainda demonstraram que Diflubenzuron e seus metabdlitos possuem pouca tendéncia
de secrecdo no leite ou retengdo no corpo dos bovinos, como foi evidenciado pelo minimo de
residuos nos tecidos e no leite dos animais tratados.

Diflubenzuron é comprovadamente eficaz contra H. irritans. Segundo Hopkins e
Chamberlain (1975), a exposicdo de ovos, larvas e pupas de H. irritans a fezes oriundas de
gado tratado com este IGR, misturado na 4gua na concentracdo de 5 ppm, foi letal as formas
expostas, principalmente as larvas de terceiro estidio. Kunz e colaboradores (1976), em
experimentos realizados em laboratério, demonstraram que Diflubenzuron utilizado em sacos
impregnados nas concentrac¢des de 0,05% e 0,10%, reduziu a produgdo de ovos pelos adultos
de H. irritans em 82% e 100%, respectivamente. No campo, as concentragdes de 0,5% e
1,0%, também aplicadas em forma de sacos impregnados, foram efetivas, eliminando a
ocorréncia dos adultos. Segundo Kunz e Bay (1977), adultos da mosca-dos-chifres coletados
de bovinos tratados com Diflubenzuron aspergido na concentracio de 1,0%, ndo tiveram sua
fecundidade e longevidade afetadas. Entretanto, no mesmo estudo, estes autores notaram que
as concentracdes de 1,5 e 1,0% reduziram a eclosdo de ovos desta mosca e as larvas que
conseguiram eclodir, ndo se desenvolveram até pupa, quando as moscas adultas foram criadas
diretamente em contato com Diflubenzuron. Fincher (1991), trabalhando com fezes de
bovinos tratados com “bolus” de liberag@o lenta na concentragdo de 9,5%, observou reducio
na emergéncia dos ovos desta mosca em 82,9 a 100%, quando comparado ao grupo controle.
Segundo um estudo realizado por Silva e Mendes (2002) em Uberlandia/MG, Diflubenzuron
na concentracdo de 50 ppb foi letal para 100% das larvas de H. irritans, quando aplicado
diretamente nas fezes.

Methoprene [isopropil (E,E)-11-methoxy-3,7,11,-trimethyl-2,4- dodecadionato], outro
representante dos IGRs, pertence a classe dos andlogos sintéticos ao hormonio juvenil dos
insetos. Interfere no processo de desenvolvimento do inseto, impedindo-o de completar o
ciclo-de-vida e atingir a fase adulta. Nao provoca uma mortalidade rdpida nas larvas expostas.
As larvas conseguem sobreviver, mas morrem no estagio de pupa ou durante o processo de
emergéncia dos imagos (GORDON; BURFORD, 1984; MULLA, 1995). A atuacdo dos
andlogos ao hormodnio juvenil como Methoprene, acontece principalmente durante um periodo
de maior susceptibilidade larval, chamado ‘“janela de susceptibilidade” (MULLA, 1995,

WILSON, 2004), descrito como o momento em que o hormdnio juvenil ou seu andlogo, esta
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presente quando o inseto nao necessita do mesmo, impedindo a metamorfose e resultando em
conseqiiéncias como interrup¢do do desenvolvimento dada sua toxicidade (WILSON, 2004).
A caracteristica e magnitude da resposta sdo diferentes para cada espécie, mas geralmente o
ultimo estddio larval, ninfa ou pupa, é o mais afetado (STALL, 1975; GINGRICH;
HOPKINS, 1976; PHONCHEVIN et al., 1985; LAN; GRIER, 2004).

Seu exato modo de a¢éo ainda ndo foi completamente elucidado, mas acredita-se que ele
interfira na lise e reabsor¢ao da endocuticula antiga, impedindo a sintese e deposicdo de uma
nova e bem estruturada cuticula pelas células epidérmicas (TUNAZ; UYGUN, 2004). Além
disso, interfere na acdo da ecdisona, hormonio essencial para a metamorfose e muda dos
insetos (WILSON, 2004). Os hormonios juvenis que sdo naturalmente produzidos pelos
insetos previnem o processo precoce de muda do estadio larval para o estadio pupal, além de
serem responsaveis pela inducdo da vitelogénese no estddio adulto. Logo, qualquer distirbio
no balango normal de hormonios, como a presenca dos andlogos sintéticos de hormdnios
juvenis, pode causar uma desordem no crescimento e desenvolvimento dos mesmos, com uma
conseqiiente acdo no processo reprodutivo (HOFFMAN; LORENZ, 1998). Efeitos subletais
do uso de Methoprene incluem morfologia e desenvolvimento anormais, fertilidade reduzida,
alteracdes na producdo de feromodnios e padrdes alterados de comportamento (GLARE; O’
CALLAGHAN, 1999).

A maior parte de Methoprene administrado oralmente para bovinos € excretada nas
fezes e urina no decorrer de quatro semanas de tratamento. Nas fezes, o principal metabdlito
encontrado foi Methoprene ndo degradado e na urina foram encontrados diversos metabdlitos
primérios livres e compostos polares. Os picos de excrecdo tanto nas fezes, quanto na urina,
ocorreram no segundo dia pds-tratamento (CHAMBERLAIN et al., 1975). Segundo estudo de
Quistad e colaboradores (1975), o metabolismo de Methoprene administrado oralmente a
vacas leiteiras, ndo produziu metabdlitos primdrios no leite.

Harris e colaboradores (1974) observaram que Methoprene, quando misturado em
blocos de mineral a 0,94, 0,12 e 0,01%, inibe o desenvolvimento das mosca-dos-chifres no
campo e em laboratério. Gingrich e Hopkins (1976), em laboratério, misturaram uma solugéo
de Methoprene a 0,2 ppm diretamente nas fezes bovinas e ofereceram estas fezes como
substrato de alimentagdo para larvas de primeiro, segundo, terceiro estidios e pupas de H.
irritans, perceberam que as larvas de terceiro estidio foram as mais afetadas e ndo
conseguiram se desenvolver até o estadio adulto. Fincher (1991) testou “bolus” de liberacio
lenta de Methoprene a 3% e obteve reducdo na emergéncia de H. irritans em 37,5% - 99,4%

durante as primeiras 25 semanas de tratamento e 8,3% na 27" semana de tratamento. Scott e



14

colaboradores (1995) demonstraram que Methoprene adicionado ao sal mineral, numa
concentragdo final de 0,02%, foi eficaz no controle de H. irritans em bovinos e manteve
baixos niveis de infestacio durante quatro meses. Methoprene possui, entdo, acdo
comprovada contra a mosca-dos-chifres.

Além do controle quimico de H. irritans hd também o controle biolégico ou natural
que é feito direto ou indiretamente por artrépodes que compdem a fauna associada as fezes
bovinas. O controle direto é feito por predadores como os stafilinideos e histerideos
(Coleoptera) e parasitdides como os microhimendpteros e Aleocharinae (Coleoptera:
Staphylinidae) (ROTH; FINCHER; SUMMERLAIN, 1983; DOUBE, 1986; FAY;
MACQUEEN; DOUBE, 1990; KOLLER et al.,, 1999). J4 os besouros copréfagos sdo
exemplos de insetos que agem indiretamente sobre as moscas, pois sua acdo de enterrar as
massas fecais e/ou desestruturd-las atua no controle de ecto e endoparasitos de bovinos,
especialmente nematdides e dipteros, pela destruicdo de seu hébitat. Contribui também na
reciclagem de nutrientes, estrutura, aeracdo e limpeza do solo, evitando que ocorra grande
acimulo de fezes no pasto e diminua o espaco de alimentagdo do gado (DOUBE;
MACQUEEN; FAY, 1988; ROTH, 1989; MIRANDA; SANTOS; BIANCHIN, 1998;
MIRANDA; SANTOS; BIANCHIN, 2000; BERTONE, 2004). O enterrio de massas fecais
por estes besouros ocorre com maior eficiéncia durante o periodo chuvoso e a desestruturagio
ou incorporagdo das fezes € mais intensa em massas fecais frescas, nas quais também ocorre o
desenvolvimento das larvas da mosca-dos-chifres (RODRIGUES, 1985; DOUBE, 1990;
FLECHTMANN; RODRIGUES; COUTO, 1995).

Dentre o0s coledpteros controladores da  mosca-dos-chifres, encontra-se
Digitonthophagus gazella (Fabricius: 1787) (Coleoptera: Scarabaeidae) que é um besouro
origindrio da Africa e foi importado dos Estados Unidos para o Brasil pelo Centro Nacional
de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA). A introducdo desta espécie no pais foi uma iniciativa ligada ao programa
integrado de controle da mosca-dos-chifres (NASCIMENTO; BIANCHIN; HONER, 1990).
A partir de 1990, este besouro foi liberado a campo em diversas dreas e estima-se atualmente
que ele esteja presente na maioria dos estados brasileiros. Segundo estudos de Blume e
colaboradores (1973), o numero e tamanho de H. irritans emergidas de fezes bovinas nas
quais D. gazella também foi criado foram reduzidos. Bryan (1973) demonstrou a reduc¢do no
ndmero de larvas e de helmintos recolhidos de amostras de esterco como resultado da agdo de

D. gazella.
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Este coledptero possui habitos crepusculares ou noturnos, cavando galerias ramificadas
abaixo ou ao lado do bolo fecal recém defecado (ROTH; FINCHER; SUMMERLAIN, 1983;
FLECHTMANN; RODRIGUES; COUTO, 1995; KOLLER et al, 1999). E um paracoprideo
que faz péras modeladas de dois tipos: menores, que sdo de alimentacdo e contém apenas
esterco fresco e um revestimento endurecido e maiores, para o desenvolvimento da prole,
contendo uma camara interna revestida de esterco endurecido, dentro da qual é colocado um
ovo (DOUBE, 1990). Nesta espécie existe dimorfismo sexual evidente: as tibias anteriores
das fémeas sdo mais curtas e largas do que as dos machos e o corpo das fémeas é mais
robusto. O pronoto das fémeas apresenta duas pequenas protuberincias que nio aparecem nos
machos. Estes, por sua vez, apresentam cabeca armada com um par de cornos curvos, de
comprimento varidvel, sendo proporcional ao tamanho do exemplar (COOK, 1987). Esta
espécie apresenta um ciclo de vida curto, é muito prolifera, apresenta véarias geragdes ao longo
do ano e € de facil manuteng@o em laboratério (BLUME; AGA, 1975; MARTINS; CONTEL,
1997) o que a torna um modelo experimental adequado para se avaliar os efeitos de
inseticidas sobre a entomofauna ndo-alvo.

As drogas veterindrias sdo recursos necessarios para o controle de ecto e endoparasitos.
O mesmo deve ser dito em relagdo a fauna copréfaga que tem um importante papel no
processamento das fezes, degradacdo, ciclagem dos nutrientes e higienizacdo das pastagens.
Em anos recentes, evidéncias acumuladas sugerem que drogas veterindrias mais potentes e
com espectro de acdo mais amplo agem também sobre os demais membros da comunidade
associada as fezes bovinas, como besouros e moscas copréfagos (WARDHAUG, 2005).
Como a maioria das drogas antiparasitdrias é excretada nas fezes dos animais tratados, tem
havido interesse no estudo de seus efeitos sobre organismos que se alimentam e/ou
desenvolvem nos excrementos dos animais, pois o amplo espectro de acdo das drogas
antiparasitdrias pode causar impacto de relevancia ecoldgica e econdmica na fauna nao alvo.

Em anos recentes, evidéncias acumuladas sugerem que drogas veterindrias mais
potentes e com espectro de acdo mais amplo agem também sobre os demais membros da
comunidade associada as fezes bovinas, como besouros e moscas copréfagos (WARDHAUG,
2005). Como a maioria das drogas antiparasitdrias ¢ excretada nas fezes dos animais tratados,
tem havido interesse no estudo de seus efeitos sobre organismos que se alimentam e/ou
desenvolvem nos excrementos dos animais, pois o amplo espectro de acdo das drogas
antiparasitarias pode causar impacto de relevancia ecoldgica e econdmica na fauna néo alvo.

Embora ja exista um considerdvel nimero de trabalhos demonstrando a efici€ncia de

IGRs no controle de pragas como culicideos Culex spp., Aedes spp. € Anopheles spp.
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(PHONCHEVIN et al., 1985; BARUAH; DAS, 1996; MARTINS; SILVA, 2004; BATRA, et
al., 2005), moscas simbovinas Stomoxys calcitrans (Linnaeus: 1758), Musca autumnalis De
Geer, além de H. irritans (WRIGHT; CAMPBELL; HESTER, 1973; MILLER; UEBEL,
1973) e pulgas, Ctenocephalides felis (Siphonaptera: Pulicidae) (MOSER; KOEHLER;
PATTERSON, 1992), ainda hd poucas informacdes sobre a acdo destes produtos na
artropodofauna nédo-alvo das fezes bovinas (FLOATE et al., 2005; WARDHAUGH, 2005).
Particularmente no Brasil, com excecao do trabalho de Ciociola Junior (2006), ndo ha
registros de estudos abordando o efeito de IGRs na fauna nio-alvo de fezes bovinas em

pastagens.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

- Verificar a susceptibilidade de Digitonthophagus gazella aos IGRs Diflubenzuron e

Methoprene.

2.2 Objetivos especificos:

- Verificar a susceptibilidade de besouros, expostos enquanto adultos, aos IGRs

Diflubenzuron e Methoprene.

- Mensurar o efeito dos IGRs na producio de descendentes de D. gazella e na duragéo de seu

ciclo de desenvolvimento.

- Determinar a susceptibilidade de imaturos origindrios de adultos tratados com os IGRs.

- Comparar a razio sexual dos descendentes tratados e néo tratados com estes IGRs.

- Analisar, segundo os critérios da IOBC (International Organization For Biological Control —

IOBC, 2005), a seletividade dos IGRs para o coledptero D. gazella.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Periodo de realizacao dos experimentos

Os experimentos foram realizados entre os meses de abril/2005 e dezembro/2006.

3.2 Locais de realizacao dos experimentos

Os experimentos foram realizados em uma baia no Hospital Veterinario, Campus
Umuarama, da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia/MG. A exposicdo dos
besouros ao Diflubenzuron na concentragdo de 0,2 ppm foi realizada no laboratdrio de
Entomologia da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG) situada em
Uberaba, Minas Gerais.

Os substratos de criagdo foram preparados no Laboratério de Entomologia da Disciplina
de Parasitologia da Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e no Laboratério de Entomologia da

EPAMIG.

3.3 Preparacio dos meios de criacao

Para realizagdo dos experimentos, foram recolhidas fezes bovinas recém defecadas de
animais que ndo recebiam nenhum tratamento para o controle de ecto ou endoparasitos. Estas
fezes eram levadas para os Laboratérios de Entomologia da Universidade Federal de
Uberlandia ou da EPAMIG, onde eram preparados os meios de criacdo dos besouros.

Uma solugdo estoque de Diflubenzuron foi preparada a partir da dissolugdo de 100 mg
de Diflubenzuron a 25% de ingrediente ativo (i.a.) (Diﬂy®) (Champion Farmoquimico Ltda.)
em 250 mL de acetona PA. Em seguida, 18 mL desta solugdo foram adicionados e misturados
por 15 minutos a 1,8 Kg de fezes acondicionadas em uma bacia pléstica (40 cm x 12 cm)
resultando em um meio com uma parte por milhdo (1 ppm) de Diflubenzuron. Este meio foi
utilizado como fonte de alimento e criagdo de um dos grupos tratados de besouros. Para os
experimentos com as concentragdes 0,5 ppm e 0,2 ppm de Diflubenzuron, foram misturados,
respectivamente, a 1,8 Kg de fezes bovinas, 9,0 e 3,6 mL da solugao estoque.

Procedimentos similares aos utilizados na preparacdo dos meios de criagdo dos besouros

contendo Diflubenzuron foram utilizados nos experimentos com Methoprene. Inicialmente foi
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preparada uma solucdo estoque a partir da dissolugdo de 40 mg de Methoprene a 1,5% (i.a.)
(Altosid XR-G®) (Novartis Satde Animal Ltda.) em 120 mL de acetona P.A.. Em seguida, 40
mL desta solucdo foram adicionados a 1,0 Kg de fezes acondicionadas em uma bacia plastica,
com as mesmas dimensdes daquela utilizada nos experimentos com Diflubenzuron, resultando
em um meio com 0,2 ppm de Methoprene, o qual foi utilizado como meio de alimentagdo e
criacdo do segundo grupo tratado de besouros.

O substrato utilizado para alimentag@o e criacdo do grupo controle era preparado a partir
da adicdo e mistura de aliquotas de acetona proporcionais aquelas presentes nas solugdes
estoques dos IGRs e adicionadas nos grupos experimentais. Todos os meios ficaram em
repouso em temperatura ambiente em média por 12 horas, para evaporagdo da acetona, antes

de serem oferecidos aos besouros.

3.4 Origem dos besouros, montagem, monitoramento e manutenciao dos experimentos

Os besouros utilizados nos experimentos foram obtidos da coldénia da EPAMIG de
Uberaba, MG.

Baldes plasticos, com capacidade de 15L cada, foram preenchidos até 10 cm da borda
com terra previamente peneirada e umedecida. As amostras de terra foram obtidas na Fazenda
do Gléria pertencente a Universidade Federal de Uberlandia para os experimentos realizados
em Uberlandia e na fazenda experimental da EPAMIG, para os experimentos realizados em
Uberaba.

Em quase todos os experimentos realizados foram utilizados, no minimo, 10 baldes para
cada grupo: tratados e ndo-tratados. Nos experimentos em que o niimero de grupos tratados e
ndo tratados dependeu da prole oriunda de coledpteros tratados durante todo seu ciclo de vida,
o numero de baldes dos grupos tratados e controles variou de seis a oito. Cada balde recebia
quatro casais de besouros e era individualmente coberto com organza, presa as suas bordas
com eldsticos ou tampas plésticas teladas, apds os besouros receberem seus respectivos
substratos de alimentagdo. Em cada um dos baldes dos grupos tratados eram inicialmente
colocados 200 g de fezes contendo a concentragido do IGR a ser testada. Os baldes do grupo
ndo tratado recebiam a mesma quantidade de fezes, mas sem IGRs.

A disponibilidade de fezes nos baldes e a umidade da terra e do ambiente eram
monitoradas diariamente. Quando necessario, dgua era pulverizada sobre a terra contida nos

baldes para restabelecer a umidade inicial. A temperatura e umidade do ambiente foram
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monitoradas com auxilio de um termohigrometro. Nos dias e/ou noites com temperaturas

mais baixas, um aquecedor era ligado para evitar grandes e bruscas oscilacdes de temperatura.

3.5 Rotina de manutencao e recuperacao dos coledpteros expostos aos IGRs enquanto

adultos (F0)

Durante 10 dias consecutivos, sempre que necessdrio, fezes “ad libitum” eram
adicionadas aos baldes, respeitando sempre o tipo de substrato que devia ser colocado nos
respectivos grupos. No décimo primeiro dia, as fezes remanescentes eram retiradas dos baldes
e armadilhas do tipo “pitfall”, constituidas de copos plésticos com capacidade de 100mL,
eram enterradas até suas bordas na terra presente nestes baldes e fezes frescas eram colocadas
diariamente dentro destas armadilhas para a captura dos adultos presentes. A captura dos
besouros adultos (FO) ocorria por cinco dias, durante os quais havia verificacdo didria das
armadilhas, troca das fezes e manutengdo da umidade da terra. As fezes usadas no periodo de
recuperacdo dos adultos ndo continham nenhuma solugdo misturada as mesmas. Os adultos

recuperados foram triados e identificados para posteriores andlises.

3.6 Coleta da prole (F1) obtida na criacao exposta a diferentes concentracoes dos IGRs

Ap6s os cinco dias de recuperagdo dos adultos (F0), as fezes presentes nas armadilhas
eram retiradas e ndo repostas por um periodo de 15 dias. A partir de entdo, fezes eram
novamente colocadas nas armadilhas e trocadas diariamente com o objetivo de coletar a prole
adulta origindria dos besouros mantidos inicialmente nos baldes. Apés 15 dias de coletas
didrias da prole, a terra de cada balde era retirada e peneirada com o intuito de se encontrar

besouros ou péras contendo larvas ou pupas remanescentes.

3.7 Duracao do ciclo de vida

A duragdo do ciclo de vida dos besouros foi monitorada e comparada entre os grupos

controles e tratados. Para isso, consideraram-se os tempos gastos desde o acasalamento dos

casais de adultos nos baldes até a total recuperagio das proles.
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3.8 Verificacao da sobrevivéncia e producao de descendentes por coledpteros expostos ao

Methoprene durante todo o seu ciclo de vida

Para o IGR Methoprene foi realizado um experimento adicional seguindo a mesma
metodologia anteriormente descrita, no qual parte da prole, oriunda dos primeiros adultos
expostos, foi exposta novamente ao IGR na concentracdo de 0,2 ppm e outra parte ndo foi
exposta. Desta exposi¢@o originou-se uma segunda geragdo de besouros (F2). Neste ensaio, o
grupo ndo tratado constituiu-se de besouros que ndo receberam tratamento durante todo o seu
desenvolvimento, o grupo tratado 1 constituiu-se de besouros que receberam tratamento com
Methoprene a 0,2 ppm somente enquanto imaturos € o grupo tratado 2 constituiu-se de
besouros que receberam tratamento com o IGR Methoprene a 0,2 ppm durante todo o seu

ciclo de desenvolvimento.

3.9 Organizacio e analise dos dados obtidos

O numero de adultos e proles recuperados em todos os experimentos e o tempo de
desenvolvimento das proles foram tabulados e inicialmente analisados quanto ao ajuste a
distribuicio normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em seguida, foram comparados
utilizando os testes de Kruskal-Wallis ou ANOVA. O teste “a posteriori” de Tukey foi
aplicado nos casos em que mais de dois grupos foram comparados e os resultados das anélises
de varidncia foram significativos. Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 para todas as
andlises. Os testes foram feitos com o auxilio do Software SYSTAT 11.0.

Os dados também foram analisados pelos critérios da escala de seletividade da IOBC
(2005). Segundo a escala de seletividade desta organizagéo, o inseticida que causar reducio
de menos de 30% na produg¢do de descendentes por insetos adultos que tenham sido expostos
ao mesmo, em laboratério, é considerado um produto in6cuo (1); jd aquele que causar reducido
de 30 a 79% ¢ considerado um produto pouco nocivo (2); aquele que causar uma redugdo de
80% a 99% ¢ considerado um produto moderadamente nocivo (3) e o produto que causar mais

de 99% de reducio na producdo de descendentes é considerado um produto nocivo ao inseto

G2



4 RESULTADOS

Os experimentos foram realizados entre os meses de abril/2005 e dezembro/2006 e a
média das temperaturas dos locais no periodo de realizacdo dos experimentos foi de 27,6°C
(DP =% 6,8°C) enquanto a média da umidade foi 56% (DP = £ 22%) (Anexo 1).

Nas andlises preliminares dos dados, somente os dados da prole (F1) recuperada no
experimento com Methoprene (0,2 ppm) se ajustaram a distribui¢do normal (Tabela 1).

Assim, testes paramétricos foram utilizados somente para as andlises destes resultados e nao

paramétricos para os demais.

Tabela 1 - Resultados dos testes de ajuste dos dados a distribui¢do normal.

IGR Kolmogorov-Smirnov
Dmix. p

Diflubenzuron Adultos Recuperados (F0) 0,166474 < 0,001
Prole Recuperada (F1) 0,272780 < 0,001

Tempo de Desenvolvimento da Prole 0.180358 < 0,001

Methoprene Adultos Recuperados (F0) 0,300811 < 0,001
Prole Recuperada (F1) 0,122620 =0,131

Tempo de Desenvolvimento da Prole 0.196289 < 0,001

Adultos Recuperados (F1) 0,204751 < 0,001

Prole Recuperada (F2) 0,334937 < 0,001

Tempo de Desenvolvimento da prole 0.188695 < 0,001

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na sobrevivéncia dos grupos tratados
com as tré€s diferentes concentragdes de Diflubenzuron em relagdo ao grupo nao tratado (H =

5,602; 3; p = 0,133) (Tabela 2). Logo, a exposicdo dos besouros adultos as concentragdes

testadas do IGR nao afetou a sobrevivéncia dos mesmos.
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Tabela 2 - Sobrevivéncia de adultos (FO) de D. gazella expostos ao IGR Diflubenzuron nas
concentracdes de 1, 0,5 e 0,2 ppm em Uberlandia e Uberaba, MG.

N° Inicial de  Total de Adultos  Proporcao de

Grupo N’ de Baldes Besouros Recuperados Recuperacao
Controle 32 256 143 0,56*
Difllubenzuron 10 30 50 0,62°
1ppm
Diflubenzuron 12 96 62 0,642
0,Sppm
Diflubenzuron 10 30 37 0.46°
0,2ppm

Obs.: Totais acompanhados com a mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Kruskal-Wallis; ppm=partes por milhZo.

Embora as trés concentracdes testadas de Diflubenzuron ndo tenham afetado a
sobrevivéncia de adultos expostos no periodo de acasalamento e oviposi¢cdo, a producdo de
descendentes (F1) foi significativamente afetada. Diferencas estatisticamente significativas
foram observadas entre o nimero de descendentes obtidos (F1) no grupo nio tratado e todos
os grupos tratados (Diflubenzuron a 1, 0,5 e 0,2 ppm) (Q = 3,914, 4, p < 0,001; Q =4,49, 4, p
<0,001; Q=3,67,4,p<0,001) (Tabela 3).

Tabela 3 - Producdo de descendentes (F1) por adultos de D. gazella (FO) expostos ao IGR
Diflubenzuron nas concentragdes de 1, 0,5, 0,2 ppm em Uberldndia e Uberaba, MG.

Grupo N° de Baldes Prole Obtida
(%) Q (%) Total (%)
Controle 32 220 (0,43) 291 (0,57) 511 (1)
Diﬂull;)e[::luron 10 3(0.21) 11 (0,79 14°(0,08)
Diﬂ(l)l’l;::;zl:llron 12 4 (0,50) 4 (0,50)" 8° (0,07)
Diﬂ(l)l’l;::;zl:llron 10 4(0.27) 11 (0,73)" 15° (0,09)

Obs.: Totais acompanhados com a mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia pelo teste “a
posteriori” de Tukey; ppm= partes por milhdo; (*): Propor¢@o de prole obtida; (**): Propor¢do de prole obtida
em relacdo ao grupo controle.

Ao final dos 45 dias, desde o acasalamento dos besouros até a total recuperacdo da
prole, todos os baldes dos grupos tratados e ndo tratados foram peneirados e triados. Em
nenhum dos experimentos foram encontradas larvas ou pupas vidveis no decorrer da triagem

final.
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Diflubenzuron nas concentragdes de 1 e 0,5 ppm afetou a duragio do ciclo de vida dos
besouros, cujos periodos médios de duracdo do ciclo de vida foram 44, 33 e 39 dias para os
grupos tratados com Diflubenzuron a 1, 0,5 e 0,2 ppm, respectivamente e de 38 dias para o
grupo ndo tratado. Os besouros do grupo tratado com Diflubenzuron a 1 ppm demoraram
mais tempo para emergir do que os besouros do grupo controle (Q = 3,23; 4; p<0,01). Por
outro lado, os besouros do grupo tratado com o IGR na concentragdo de 0,5 ppm demoraram
menos tempo para emergir do que os besouros do grupo controle (Q = 3,43; 4; p<0,01). Os
tempos de duracdo dos ciclos dos grupos tratados com Diflubenzuron a 0,2 ppm e controle,

nao diferiram estatisticamente (Q = 1,69; 4; p>0,05) (Figura 1).
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Figura 1 - Duracdo do ciclo de vida de besouros expostos ao Diflubenzuron (1, 0,5 e 0,2 ppm) desde o
acasalamento até a emergéncia de adultos (F1), em Uberlandia e Uberaba, MG. Totais acompanhados
com a mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significincia pelo teste “a posteriori” de
Tukey. As barras acima das colunas referem-se aos desvios padrdes; ppm = partes por milh3o.

Nio se observou diferenga significativa entre as propor¢des de besouros adultos (FO)
recuperados nos grupos ndo tratado e tratado com Methoprene a 0,2 ppm (H = 2,916; 1; p =
0,088) (Tabela 4). Os resultados indicam que este IGR também néo afetou a sobrevivéncia de

besouros expostos a ele enquanto adultos.
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Tabela 4 - Sobrevivéncia de adultos (FO) de D. gazella expostos ao Methoprene (0,2 ppm) em
Uberlandia, MG.

N° de N° Inicial de Total de Adultos Proporcao de
Grupo

Baldes Besouros Recuperados Recuperacao
Controle 10 80 50 0,62
Methoprene 10 80 44 0,55
0,2ppm

Obs.: Totais acompanhados com a mesma letra ndo sdio diferentes ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Kruskal-Wallis; ppm= partes por milhdo.

Methoprene a 0,2 ppm alterou a producdo da primeira geracdo de descendentes.
Segundo a ANOVA, houve diferenca significativa entre o nimero de prole coletada no grupo

tratado e nao tratado (F = 13,904; 1; p < 0,001) (Tabela 5).

Tabela 5 - Producdo de descendentes (F1) por D. gazella (FO) expostos ao Methoprene (0,2 ppm) em
Uberlandia, MG.

Grupo N° de Baldes Prole Obtida
3 (* ? ) Total (**)
Controle 10 118 (0,37) 203 (0,63)" 321* (1)
Methoprene y b
0,2ppm 10 53 (0,41) 76 (0,59) 129”(0,39)

Obs.: Totais acompanhados com letras diferentes sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia pela ANOVA;
ppm= partes por milhdo; (*): Propor¢do de prole obtida; (**): Proporcéo de prole obtida em relagdo ao grupo
controle.

No experimento adicional realizado com Methoprene, ndo se encontrou diferenga
significativa entre o nimero de besouros adultos (F1) coletados nos grupos controle, tratado 1
e tratado 2 (H = 2,316; 2; p = 0,314) (Tabela 6). Os resultados indicam que este IGR ndo
influenciou a sobrevivéncia dos besouros adultos, independentemente dos mesmos terem sido

anteriormente expostos ou ndo ao IGR, durante o seu desenvolvimento.



26

Tabela 6 - Sobrevivéncia de adultos (F1) de D. gazella expostos ao Methoprene (0,2 ppm) em
Uberlandia, MG.

Grupo N° de N° Inicial de Total de Adultos Proporcao iie
Baldes Besouros Recuperados Recuperacao
Controle 8 64 29 0,45%
Tratado 1 6 48 26 0,54*
Tratado 2 6 48 21 0,44%

Obs.: Totais acompanhados com a mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Kruskal-Wallis; ppm= partes por milhdo.

Diferentemente dos resultados obtidos na primeira geracdo, o IGR ndo afetou
significativamente a sobrevivéncia da segunda geracdo de prole (F2) (H=0,521; 2; p =0,771)
(Tabela 7).

Tabela 7 - Producdo de descendentes (F2) por adultos de D. gazella (F1) expostos ao Methoprene (0,2
ppm) em Uberlandia, MG.

Grupo N° de Baldes Prole Obtida
3 ? ) Total (**)
Controle 8 12 (0,35) 22 (0,65)" 34* (1)
Tratado 1 6 3(0,38) 5(0,62)" 8"(0,31)
Tratado 2 6 2 (0,20) 8 (0,30)" 10%(0,39)

Obs.: Totais acompanhados com a mesma letra ndo sdo diferentes ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Kruskal-Wallis; ppm= partes por milhdo; (*): Proporcdo de prole obtida; (**): Propor¢do de prole obtida em
relagdo ao grupo controle.

A duragdo média do ciclo de vida em ambos os grupos, tratados e ndo tratados com
Methoprene a 0,2 ppm, foi de 40 dias e estes ndo apresentaram diferencas entre si (H = 0,446;
1; p=0,504). No entanto, no ensaio adicional realizado com o IGR, no qual se obteve a
segunda geragdo de besouros (F2), os tempos de duracdo do ciclo foram, respectivamente, 35,
38, e 40 dias para os grupos controle, tratado 1 e tratado 2. Estes dados apresentaram
diferencas significativas entre o grupo controle e os dois grupos tratados (Q = 2,64, 3, p<0,05;
Q =4,00, 3, p<0,01) (Figura 2).
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Figura 2 - Duracdo do ciclo de vida de besouros expostos ao Methoprene (0,2 ppm) desde o
acasalamento (F1) até a emergéncia de adultos (F2), em Uberlandia, MG. Totais acompanhados com
diferentes letras diferem entre si ao nivel de 5% de significincia pelo “a posteriori” de Tukey. As
barras acima das colunas referem-se aos desvios padrdes.

As proles obtidas em todos os grupos apresentaram uma maior propor¢do de fémeas e
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as razdes sexuais dos grupos tratados
e seus respectivos grupos controles nos experimentos realizados com todas as concentracdes e
IGRs (H=0,974, 1, p=0,324; H= 3,496, 1, p =0,062; H = 2,452; 1; p =0,117) (Tabelas 3, 5
e 7).

Diflubenzuron a 1, 0,5 e 0,2 ppm causou mais de 90% de reduc@o na produgio de prole
em todos os grupos tratados com o IGR. Resultados que, segundo a escala de seletividade da
IOBC, classificam estas concentracdes como moderadamente nocivas para Digitonthophagus
gazella (Tabela 3). J4 a concentracdo de 0,2 ppm de Methoprene seria considerada pouco
nociva ao besouro, pois causou reducdo de 61% na primeira geragdo de prole obtida (Tabela

5) e de menos de 70% na segunda geracdo (Tabela 7).
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5 DISCUSSAO

Todas as concentragdes testadas de Diflubenzuron ndo tiveram influéncia na
sobrevivéncia dos adultos de D. gazella, mas alteraram significativamente o seu sucesso
reprodutivo. Esta alteracdo pode ter ocorrido por uma acio do IGR na fecundidade/fertilidade
destes adultos e/ou no desenvolvimento dos imaturos até adultos. No entanto, € mais provavel
que esta reducdo esteja ligada a acdo do IGR durante os processos de muda e
desenvolvimento dos imaturos, ja que os inibidores da sintese de quitina interferem na sintese
e/ou deposi¢do de quitina no decorrer do desenvolvimento dos insetos (GROSSCURT, 1978;
MULLA, 1995). A interferéncia na produgdo de quitina impede o inseto de se desenvolver
normalmente retendo as larvas na cuticula precedente e ndo permitindo a ecdise completa,
resultando na sua morte mesmo antes de chegarem ao estigio de pupa (MULLA, 1995;
TUNAZ; UYGUN, 2004).

Pickens e Miller (1975) observaram efeito deletério de Diflubenzuron sobre diversos
coledpteros presentes nas fezes bovinas. Ao administrarem este IGR a bovinos na
concentragdo de 1 mg/Kg de massa corporal, suficiente para o controle de Musca autummalis
(Diptera: Muscidae), demonstraram que a quantidade do IGR excretada nas fezes foi
suficiente para inibir o desenvolvimento de diversos insetos ndo-alvos como, Hister
abbreviatus (Fabricius: 1775) (Coleoptera: Histeridae), Sphaeridium spp. (Coleoptera:
Hydrophilidae), Philontus spp. (Coleoptera: Staphilynide) e Sargus curarius (Linnaeus: 1758)
(Diptera: Stratiomyidae). Fincher (1991) também demonstrou o efeito deste IGR na
emergéncia de descendentes de duas espécies de besouros: Sisyphus rubrus (Paschalidis:
1974) (Coleoptera: Scarabaeidae) e D. gazella, criados em fezes de bovinos tratados com
“bolus” de liberacdo lenta de 50 g com 9,5% de Diflubenzuron. Diflubenzuron também nao
teve efeito sobre a sobrevivéncia dos besouros adultos, mas foi eficiente no controle da
mosca-dos-chifres (Fincher, 1991).

Estudos com Rhyzopertha dominica (Fabricius: 1787) (Coleoptera: Bostrichidae), uma
praga de milho, trigo e arroz estocados, demonstraram que Diflubenzuron a 0,1 — 0,5 mg/Kg
ndo afetou os adultos inicialmente expostos, mas impediu o desenvolvimento de sua prole
(MIAN; MULLA, 1982; SAMSON et al., 1990). Desmacheller e Allen (1992) verificaram
que Sitophilus oryzae e Sitophilus granarius (Linnaeus: 1758) (Coleoptera: Curculionidae)
produziram poucos descendentes quando criados em trigo tratado com Diflubenzuron a 0,2

mg/Kg.
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Blume e Aga (1975), criando D. gazella em laboratério, obtiveram uma média de 29,8
dias de desenvolvimento de ovo até adulto, enquanto Martins e Contel (1997) obtiveram
média de 38,5 dias. Esta tltima média estd bem préxima das encontradas no presente estudo.
No entanto, mesmo todas as médias estando préximas as encontradas por estes autores, houve
diferenca no tempo de desenvolvimento entre os individuos do grupo controle e os dos grupos
tratados com Diflubenzuron a 1 e 0,5 ppm. Nado ha registros na literatura consultada de
alteracdo na duragdo do ciclo de vida de D. gazella por Diflubenzuron. Entretanto, este IGR
causou alteracdo na duragdo do ciclo de vida de Micromus tasmaniae (Walker: 1860)
(Neuroptera: Hemerobidae), inimigo natural de afideos, coccideos e lepiddpteros pragas
(RUMPF, FRAMPTON; DIETRICH, 1998), Hyposoter didymator (Thunberg)
(Hymenoptera: Ichneumonidae), parasitdide de larvas de lepidopteros (SCHNEIDER et al.,
2003) e Chrysoperla rufilabris (Burmeister: 1839) (Neuroptera: Crysopidae) (LIU; CHEN,
2000).

Blume e Aga (1975) ainda encontraram uma prole da qual 48,25% eram machos e
51,75% eram fémeas e Martins e Contel (1997) obtiveram 50,8% de fémeas. Estudo
recentemente realizado em Uberaba/MG por Ciociola Janior (2006) verificou que
Diflubenzuron néo alterou a razdo sexual da prole oriunda de besouros alimentados com fezes
de bovinos tratados com este IGR. Estes resultados corroboram com os do presente estudo, no
qual ndo houve diferencas significativas nas razdes sexuais entre os descendentes de todos os
grupos, demonstrando que o IGR ndo interferiu na razdo sexual deste besouro. Vale lembrar
que ha registros da interferéncia deste IGR na razdo sexual de M. tasmaniae (RUMPF,
FRAMPTON; DIETRICH, 1998) e H. didymator (SCHNEIDER et al., 2003).

Ciociola Junior (2006), ao oferecer a bovinos sal mineral contendo Diflubenzuron na
proporcao de 15g/30 Kg e posteriormente utilizar as fezes na manutencdo de D. gazella,
observou redugdo de 21% no nimero de descendentes produzidos pelo grupo mantido com
fezes contendo o IGR. Segundo os critérios da IOBC (2005), produtos que causam
mortalidade abaixo de 30% sdo considerados indcuos para a espécie em estudo. Segundo
esses mesmos critérios, os resultados encontrados no presente estudo indicam que todas as
concentracdes testadas de Diflubenzuron sdo moderadamente nocivas para D. gazella. A
menor reducdo na producdo de descendentes observada por Ciociola Jr. (2006) parece dever-
se a exposicdo dos besouros a concentracdes do IGR menores que as aqui testadas. No estudo
do autor acima, os bovinos tratados com Diflubenzuron estariam eliminando nas suas fezes,
concentragdes de Diflubenzuron abaixo de 0,2 ppm. Silva e Mendes (2002) demonstraram

que Diflubenzuron misturado as fezes bovinas na concentracdo de 50 ppb (0,05 ppm) foi
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100% letal para a mosca-dos-chifres. Logo, as concentra¢des aqui testadas sdo maiores que as
verificadas por Silva e Mendes (2002) como eficientes para o controle da mosca-dos-chifres.
A utilizagdo de técnicas de deteccdo das concentracdes deste IGR nas fezes de bovinos
tratados conforme as prescri¢des do fabricante do produto comercial, elucidaria a suposicao
levantada acima.

A média das temperaturas do periodo em que foi realizado o presente estudo estd bem
préxima da temperatura de 28°C preconizada para criacdo de Digitonthophagus gazella em
laboratério (NASCIMENTO; BIANCHIN; HONER, 1990; MARTINS; CONTEL, 1997). No
entanto, quando se observa o desvio padrdao desta temperatura verifica-se que, embora a
utilizacdo do aquecedor nos dias e noites mais frios tenha evitado varia¢des bruscas, um
controle mais acurado da temperatura durante o periodo de criagdo dos besouros teria
contribuido para obtencdo de melhores resultados quanto a duragdo do ciclo de vida e nimero
de descendentes.

Methoprene a 0,2 ppm ndo interferiu na sobrevivéncia dos adultos de D. gazella (FO),
mas alterou significativamente a produg@o de seus descendentes (F1). A acdo de Methoprene
também pode ser explicada pelo seu papel como agonista do hormonio juvenil, tornando-o
capaz de mimetizar fielmente a acdo deste hormdnio (WILSON, 2004). A alteracdo na
producdo de descendentes pode ter ocorrido por uma agdo do IGR na fertilidade destes
adultos ou no desenvolvimento dos imaturos até adultos. Esta reducdo na produgdo de
descendentes provavelmente estd ligada a acdo deste IGR sobre o desenvolvimento
embriondrio dos ovos e/ou retardamento do desenvolvimento das pupas, acarretando
mortalidade dos imaturos (RIDDIFORD, 1970; STAAL, 1975, WILSON, 2004). A presenca
de Methoprene ou de qualquer outro andlogo ao hormoénio juvenil, quando a larva ndo requer
este hormdnio enddgeno, interfere na regulacio da metamorfose pela ecdisona, alterando o
desenvolvimento e conseqiientemente resultando em morte da pupa ou do adulto durante o
processo de emergéncia (MULLA, 1995; WILSON, 2004; LAN; GRIER, 2004). Também
nio se pode descartar a hipétese de um efeito direto do IGR sobre os adultos ji que os
andlogos ao hormoénio juvenil também podem interferir no comportamento reprodutivo, na
producdo de feromdnios e oogé€nese dos insetos (TILLMAN et al, 1999; MOCZECK;
NIJHOUT, 2002).

Methoprene ndo afetou a sobrevivéncia dos adultos do besouro (F1),
independentemente dos mesmos terem sido expostos ou ndo ao IGR durante o estigio
imaturo. Chama atencfo o fato do IGR néo ter interferido significativamente na produgéo de

uma segunda geracdo de descendentes. No entanto, deve-se considerar que, em razio do baixo
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nimero de descendentes obtidos em todos os grupos no experimento onde se obteve a
segunda geracdo, estes resultados ndo deveriam ser considerados conclusivos. Deve-se
ressaltar que Blume e colaboradores (1974), quando transferiram besouros que haviam sido
tratados com Methorepne a 1 e 5 ppm para meios sem os IGRs, perceberam que os mesmos
ndo sofreram nenhuma altera¢do em sua fecundidade. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Peleg (1983) para o coledptero Chilocorus bipustulatus (Linnaeus: 1758)
(Coleoptera: Coccinelidae) e por Daglish e Pulvirenti (1998) para o coledptero R. dominica.

Segundo Blume e colaboradores (1974), Methoprene misturado as fezes bovinas nas
concentragdes de 100, 10, 5 e 1 ppm, inibiu a eclosdo de ovos de D. gazella em 100, 56, 33,3,
e 8,7%, respectivamente. Em todas as concentracdes testadas por estes autores, o efeito de
Methoprene foi somente o de prevenir a eclosido dos ovos. A sobrevivéncia das larvas, pupas e
adultos foi aparentemente normal nos tratamentos.

Pickens e Miller (1975) ndo notaram efeito de Methoprene em diversos insetos
presentes nas fezes de bovinos tratados com este IGR a 2,5 mg/Kg de massa corporal. Esta
concentragdo foi eficiente para o controle de Musca autummalis De Geer (Diptera: Muscidae).
Fincher (1991) também néo notou diferenca entre o niimero de péras construidas, de adultos
emergidos e de adultos sobreviventes de coledpteros das espécies D. gazella e Sysiphus
rubrus criados com fezes provenientes de bovinos tratados com “bolus” de liberagéo lenta de
80 g contendo Methoprene a 3%, que se mostrou eficiente para o controle de mosca-dos-
chifres.

Lastro (2006), nos EUA, realizou um experimento no qual expds adultos de
Onthophagus taurus, coledptero também inimigo natural da mosca-dos-chifres, a fezes de
bovinos tratados com Methoprene misturado a ra¢do na concentragdo de 0,12%. Este IGR
presente nas fezes dos bovinos e nas concentragdes de 0,08 ppm e 0,45 ppm, ndo interferiu no
ndmero de péras construidas e na sobrevivéncia da prole. Em estudos com R. dominica, o IGR
nao afetou a sobrevivéncia dos adultos, mas reduziu a fecundidade do coledptero
(MCGREGOR; KRAMER, 1975; MIAN; MULLA, 1982; SAMSON et al., 1990).

Methoprene a 0,2 ppm néo afetou a duracio do ciclo de vida da primeira geracio de
descendentes, mas alterou a duragdo da segunda geracdo obtida. Mais uma vez, aqui se deve
considerar o baixo nimero de descendentes obtidos em todos os grupos e a conseqiiente
limitagdo dos resultados. Porém, Lastro (2006) néo verificou interferéncia de Methoprene na
duracdo do ciclo de vida da prole F1 de O. taurus. A interferéncia de Methoprene na duragio
do ciclo de vida de outros insetos ja foi relatada por varios autores (FAGONEE, 1979;

CAMPERO; HAYNES, 1990). O IGR Pyriproxifen, outro andlogo ao hormonio juvenil dos
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insetos, também interferiu na duragdo do ciclo de vida de H. didimator (SCHNEIDER et al.,
2003) e Schistocerca gregaria (Forskal) (Orthoptera: Acrididae) (VENNARD et al., 1998).

Nao ha registros na literatura consultada de interferéncia de Methoprene na razio
sexual de coledpteros, o que corrobora com os dados obtidos neste estudo. Entretanto, Roth
(1989) constatou a interferéncia deste IGR na razdo sexual de Spalangia cameroni (Perkins:
1910) (Hymenoptera: Pteromalidae), um parasitéide da mosca-dos-chifres.

Methoprene a 0,2 ppm € considerado efetivo no controle da mosca-dos-chifres
(GINGRICH; HOPKINS, 1976). Também ha registro da efetividade deste IGR a 0,08 ppm
sobre a mosca (LASTRO, 2006), concentragdao bem menor que a testada aqui. Assim como no
caso de Diflubenzuron, a realizacdo de experimentos visando detectar as reais concentragdes
deste IGR eliminadas nas fezes de bovinos tratados com o produto comercial poderia indicar
outras concentracdes, inclusive mais baixas, a serem testadas em D. gazella e outras espécies

nao-alvos.
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6 CONCLUSOES

1. Diflubenzuron a 1, 0,5 e 0,2 ppm e Methoprene a 0,2 ppm, adicionados diretamente em
fezes bovinas, ndo interferiram na sobrevivéncia de adultos de Digitonthophagus gazella, mas

afetaram significativamente a produc¢ado de seus descendentes.

2. As concentragdes de 1 e 0,5 ppm de Diflubenzuron interferiram na duracdo do ciclo de vida

do besouro.

3. Ambos os IGRs ndo afetaram a razio sexual dos descendentes gerados.

4. Segundo os critérios da IOBC, enquanto ambos os produtos a 0,2 ppm seriam considerados
pouco nocivos, as concentragdes de 1 e 0,5 ppm de Diflubenzuron seriam consideradas

moderadamente nocivas ao coledptero.

5. Sdo necessdrios testes adicionais que utilizem técnicas de detec¢do das concentragdes
destes IGRs excretadas nas fezes de bovinos tratados com os produtos comerciais e posterior
utilizacdo dessas concentragdes em testes para verificacdo de suas agdes em D. gazella e

outras espécies nao-alvos.
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Médias mensais e desvios padrdoes da temperatura durante o periodo de realizacdo dos
experimentos em Uberlandia e Uberaba/MG.

Temperatura (°C)

Média Desvio Padrio
Atual Maxima  Minima Atual Maxima  Minima
Abril/05 29,1 39,5 22,7 33 7,3 2,6
Maio/05 26,9 40,5 20,9 4,5 4,9 2,4
Junho/05 29,6 27,7 19,8 3,6 4,6 1,7
Julho/05 24.4 36,5 18,0 5,0 4,0 1,9
Setembro/05 29,5 37,0 21,5 4,2 5,6 1,6
Outubro/05 31,6 41,3 23,5 6,1 5.5 1,2
Dezembro/05 26,3 31,5 21,7 2.4 4.4 0,9
Janeiro/06 27,0 32,5 21,4 2.9 3,6 1,0
Fevereiro/06 26,3 29,9 22,5 3,4 32 1,1
Marco/06 26,6 29,5 22,1 2.8 2,7 1,6
Abril/06 28,1 32,2 23,4 3,0 39 1,3
Maio/06 25,8 31,6 21,2 4,0 2,2 1,8
Novembro/06 24,8 27,6 24,0 1,6 2,5 1,3
Dezembro/06 25,0 28,9 24,4 0,8 1,9 0,5

Médias mensais e desvios padrdes da umidade durante o periodo de realizagdo dos
experimentos em Uberlandia e Uberaba/MG.

Umidade (%)
Média Desvio Padrao
Atual Miaxima Minima Atual Maxima Minima
Abril/05 51 72 32 12,6 7.8 10,1
Maio/05 44 61 26 16,1 14,8 5,4
Junho/05 60 48 30 13,2 10,2 9,4
Julho/05 46 67 27 16,3 8,8 5,7
Setembro/05 43 66 29 15,4 10,1 9,0
Outubro/05 43 61 26 18,8 12,8 4.3
Dezembro/05 70 86 51 12,6 6,1 14,6
Janeiro/06 65 82 44 11,6 7,0 13,1
Fevereiro/06 68 83 41 15,7 7,4 14,7
Marc¢o/06 74 86 50 13,1 10,1 12,8
Abril/06 66 80 44 12,1 8.4 13,3
Maio/06 40 55 24 11,4 11,9 5,8
Novembro/06 78 83 69 4,7 6,6 8,2
Dezembro/06 82 86 70 3,0 3,0 6,3




