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RESUMO

O manejo integrado de pragas - MIP possibilita o uso conjunto de taticas de controle visando
manter a densidade populacional dos insetos abaixo do nivel de dano econdmico. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a compatibilidade dos inseticidas deltametrina e 6leo de
neem com o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin e o
predador Podisus sagitta (Fabricius). O trabalho foi dividido em dois bioensaios, o primeiro
consistiu em avaliar compatibilidade in vitro dos inseticidas deltametrina e neem com o fungo
M. anisopliae, e o segundo em verificar os efeitos causados pelo M. anisopliae, deltametrina e
neem sobre o desenvolvimento e reprodu¢do do predador P. sagitta. Os isolados ISO 01, ISO
02 e ISO 03 do fungo M. anisopliae foram obtidos a partir do produto comercial Metarril®
WPE9 da linhagem WP E9. Para o primeiro bioensaio, discos de 5 mm de meio de cultura
com micélio dos isolados foram crescidos em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) isento
de inseticida 0,00 (controle) e contaminado por 16,67; 33,33 e 66,66 mg L' de deltametrina
(25 g i.a.) ou 0,00; 0,75; 1,50 e 3,00% do 6leo de neem (6000 ppm). No segundo bioensaio,
ninfas de terceiro estadio com 24 horas de idade foram tratadas topicamente com 1,0 pL. das
suspengdes de M. anisopliae nas concentragdes de 107 e 10% conidios.mL™!, e das solu¢des dos
inseticidas deltametrina (25 g ia.) e neem (6000 ppm). Os adultos foram sexados,
individualizados e acasalados ap6s a maturagdo sexual. Os inseticidas deltametrina e neem
nao afetaram a produgdo de conidios do entomopatogeno. Deltametrina foi compativel com o
fungo entomopatogénico em todas as doses avaliadas. A compatibilidade do neem com M.
anisopliae foi dependente da concentragdao e do isolado, sendo a concentragdo comercial
compativel com todos os isolados. O fungo M. anisoplie provocou melhorias na performance
de desenvolvimento e reproducdo do P. sagitta, sendo possivel o uso em conjunto desses
agentes para controle de pragas. A deltametrina ndo foi seletiva ao percevejo reduzindo o peso
dos machos e o nimero de ovos por postura e por f€mea. O dleo de neem ocasionou a redugdo
do ntimero de ovos por fémea do predador. A escolha de métodos compativeis em ensaios in
vitro, pode garantir maior sucesso da estratégia conjunta quando forem utilizados em situagao

de campo.

Palavras chaves: Controle Bioldgico, Percevejo, Inseticidas, Microrganismos.



ABSTRACT
Integrated pest management - IPM allows the joint use of control tactics in order to maintain
the population density of insects below the level of economic damage. This work aimed to
evaluate the compatibility of insecticides deltamethrin and neem oil with the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin and the predator
Podisus sagitta (Fabricius). The work was divided in two bioassays, the first consisted in
evaluating in vitro compatibility of the insecticides deltamethrin and neem with the fungus M.
anisopliae, and the second one to verify the effects caused by M. anisopliae, deltamethrin and
neem on the development and reproduction of the predator P. sagitta. The isolates ISO 01,
ISO 02 and ISO 03 of the fungus M. anisopliae were obtained from the commercial product
Metarril® WPE9 of the line WP E9. For the first bioassay, 5 mm disks of culture medium
with mycelium of the isolates were grown in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) medium free
of insecticide 0.00 (control) and contaminated with 16.67; 33.33 and 66.66 mg L
deltamethrin (25 g a.i.) or 0.00; 0.75; 1.50 and 3.00% neem oil (6000 ppm). In the second
bioassay, 24-h third-stage nymphs were topically treated with 1.0 uL of M. anisopliae
suspensions at concentrations of 107 and 10® conidia.mL™, and solutions of the insecticides
deltamethrin (25 g ai) and neem (6000 ppm). The adults were sexed, individualized and mated
after sexual maturation. The insecticides deltamethrin and neem did not affect the production
of entomopathogen conidia. Deltamethrin was compatible with the entomopathogenic fungus
at all doses evaluated. The compatibility of neem with M. anisopliae was concentration and
isolate dependent, with the commercial concentration compatible with all isolates. The fungus
M. anisoplie caused improvements in the development and reproduction performance of P.
sagitta, being possible the joint use of these agents for pest control. Deltamethrin was not
selective to bedbug by reducing the weight of males and the number of eggs per posture and
per female. Neem oil caused a reduction in the number of eggs per female of the predator. The
choice of compatible methods in in vitro assays can ensure greater success of the joint

strategy when used in the field.

Keywords: Biological Control, Stinkbugs, Insecticides, Microorganisms.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 11
2 OBIETIVOS ...ttt ettt ettt e sttt e sttt e ettt e e eabeeeenaeeeenaeeens 14
REFERENCIAS ..ottt 14
ARTIGO Lottt et e e e e ettt e sttt e ettt e e nabeeeenaeeeenaeeeas 12
LINTRODUGAO ...ttt 23
2 MATERIAL E METODOS........oouitiimiiiieiaeeieie s 23
2.1 Fungo entomopatogénico - Origem e Producao de Indculo...........ccovvvvvveeeeeiiiiiiiiiieennnnn. 24
2.3 ANALISES ESTAtISTICAS ..eeeiuuviiieeiiiiiee ettt et e ettt e et e e e e e e 26
3 RESULTADOS ...ttt ettt et e et e e et e e et e e e tneeeateeennneeennneeeans 26
4 DISCUSSAD ..ottt 31
5 CONSIDERACOES FINAIS .......cooviioiieeeeeeeeeeeeeteeeeeee e nanas 35
REFERENCIAS ..ottt 35
ARTIGO L ..ttt et e ettt e et e e et e e et e e enaeeennbeeeenaeeeanneeens 39
L INTRODUGAO ...ttt ettt eneaeas 43
2 MATERIAL E METODOS.........coooiiiiitieeeeeeeeeeeeeeeee et 44
2.1 Fungo entomopatogénico - Origem e Producao de Indculo...........ccovvvvveeeieeeiciniiiieennnn. 44
2.2 INSEUICIAAS ....eeeeeiieie ettt ettt e ettt e e e ettt e e e ettt e e e e nbbe e e e e ennees 45
2.3 TSCLOS. ¢t eteeeeeieete ettt ettt e e e ettt e e e e e ettt et e e e e e et taeeeeeeeeas 45
2.4 Exposi¢ao de P. sagitta a deltametrina, 6leo de neem, e M. anisopliae ........................... 45
2.5 Reproduga0 d€ P. SAQIIIA..........uveeeeeeeeeeeeiiieeeeee e e eeeeteee e e e e e e e e etaraeeaeeeeeeesssssaaaaaaaeeeens 46
2.6 ANALISES EStATISTICAS . veviieeieeiiiiiiiiieeeee e e et e et e e e e e e e s etareeeeeeeeeesssssarreeeeeeeeessnssssnnaeaeaeeens 46
3 RESULTADOS ...ttt ettt e e e ettt e e e ettt e e e e ebbeeeeentbaeeeesnnneeeeas 46
3.1 Desenvolvimento ninfal de P. SAQItta ............cccueeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 46
3.2 Reproducao A€ P. SAQIMIA...........coeeuueeieeeiiiie ettt e e eaeee s 51
4 DISCUSSAQ ..ottt 53
5 CONSIDERACOES FINAIS ...ttt 57
REFERENCIAS ..ottt 57
CONCLUSOES GERALS .....c.oueiiiiiieiiiiintieieieeeie ettt 62

APENDICE ..o oo, 63



11

1 INTRODUCAO

A produgdo agricola no Brasil ¢ uma das principais bases da economia do pais. As
condigoes edafoclimaticas favoraveis permitem a produgdo constante durante todo o ano, e
isso proporciona uma posi¢do de destaque no cenario mundial (FERNANDES et al., 2019). A
soja, o milho, o arroz e o algodao sdo as culturas com melhor desempenho no pais. Estima-se
que esses produtos corresponderdo a 95% da producdo da atual safra, com receita bruta de R$
200,76 bilhdes (CONAB, 2019). Além dos cultivos agricolas, os produtos de origem florestal
também possuem uma contribuigdo considerdvel para a balanga comercial do pais, com
receita bruta anual de R$ 73,8 bilhdes, sendo responsaveis por 6,1% do PIB industrial (IBA,
2017). Ainda, a industria brasileira de arvores plantadas ¢ lider mundial na exportacdo de
celulose de fibra curta de eucalipto (DA SILVA, 2019). Embora esses dados sejam bastante
otimistas, existem alguns obstaculos e desafios para manter a capacidade produtiva de ambos
os setores, pois com condigdes climaticas favoraveis associadas a expansao e homogeneidade
dos povoamentos florestais e dos plantios agricolas observa-se alta incidéncia de insetos
pragas. O ataque desses insetos ¢ um fator limitante a producao, pois ocasionam prejuizos
significativos e reduzem a produtividade (CZEPAK et al., 2013; MAFIA; MENDES;
CORASSA, 2014; CAMILO et al., 2015; PALADINI et al., 2018; FERNANDES et al.,
2019). Assim, métodos de controle eficientes devem ser utilizados para reduzir tais prejuizos.

O controle quimico, ainda, ¢ o mais utilizado no controle de pragas devido a
diversidade de formulagdes disponiveis no mercado, facilidade de aplicacdo e efeito de
choque. Entretanto, essa forma de controle possui uma série de implicagdes negativas como
contaminacdo do meio ambiente, reducdo da populagdo de inimigos naturais, resisténcia de
pragas e aumento nos custos de producdo (CAMILO et al., 2015; FERNANDES et al., 2019).
Com intuito de resolver esses problemas a comunidade cientifica propds uma nova filosofia
de controle, o manejo integrado de pragas - MIP, que leva em consideracdo ndo somente o
fator econdmico, mas também o ecoldgico e social (KOGAN, 1998). Esta consiste na
combinagdo de vdrias taticas de controle visando preservar os inimigos naturais e incrementar
os fatores de mortalidade natural, de modo que a densidade populacional das pragas fique
abaixo do nivel de dano econdmico, permitindo o equilibrio ecologico e a sustentabilidade do
agroecossistema (BORTOLOTTO et al., 2015). Essas taticas incluem métodos de controle de
pragas tais como controle quimico, genético com o uso de cultivares resistentes,
comportamental e o controle bioldgico natural ou com a importagdo e liberagdo de inimigos

naturais (CAMILO et al., 2015).
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A proibigdo no Brasil de diversas moléculas inseticidas que apresentam alta
toxicidade e persisténcia no ambiente, contribuiu para formulagdo de novas moléculas que
possuissem menor persisténcia, sendo difundido o uso de piretroides como alternativa aos
organoclorados (SANTOS; AREAS; REYES, 2008). Os piretroides possuem registro para
controle de diversas pragas na agricultura e silvicultura (AGROFIT, 2019), sendo destaque na
eucaliptocultura por apresentar resultados positivos no controle de lepidopteros desfolhadores
(ZANUNCIO et al., 1992). Atuam nos canais de so6dio das membranas dos neuronios,
afetando o sistema nervoso periférico e central do inseto (PEREIRA; CALDEIRA; SOARES,
2016). Dentre os inseticidas piretroides, a deltametrina tem sido muito utilizada nos
monocultivos devido a seu amplo espectro de ag¢do e ndo persisténcia no solo (VELISEK et
al., 2007).

Inseticidas botanicos possuem um grande potencial como alternativa a inseticidas
sintéticos. O neem, Azadirachta indica A. Juss tem sido muito estudado por apresentar um
grande potencial inseticida, possuir um baixo custo e poder residual, e menor risco de
intoxicagdo para mamiferos (CHAUDHARY et al., 2017, DELEITO; BORJA, 2008). O
limonoide azadiractina ¢ o principal composto encontrado em praticamente todas as partes
dessa planta (TAN; LUO, 2011; WANG et al, 2016). Azadiractina pode ocasionar
inibicao alimentar, alteragdes comportamentais, distirbios fisiologicos, inibicdo do
crescimento e do processo reprodutivo (DELEITO; BORJA, 2008; ZANUNCIO et al., 2016;
FRANCESENA; SCHNEIDE, 2018). Existem relatos de eficiéncia da azadiractina em
diversas ordens de insetos pragas, tais como, Coleoptera, Hemiptera e Lepidoptera (ALI et
al.,2017; ALIM et al., 2017; SHANNAG et al., 2015).

O interesse por métodos de controle de pragas menos impactantes ao meio
ambiente tem aumentado. O controle biologico pode ser utilizado como uma alternativa ou de
forma complementar ao controle quimico e tem se tornado uma tendéncia, pois além de
contribuir no controle de pragas, melhorar a produtividade e a qualidade dos alimentos, reduz
substancialmente a aplicacdo de inseticidas quimicos (SA et al., 2016; LOPES; PAIXAO:;
CRUZ, 2018). No setor florestal, o controle bioldégico também contribui para o marketing
positivo das empresas € com a concessdo de selos de certificagdo florestal, que sdo uma
exigéncia dos paises importadores, e propicia agregar maior valor ao produto. Esse método de
controle ¢ realizado pela liberagdo, incremento e conservacdo de inimigos naturais como
predadores, parasitoides e microrganismos, visando a regulagdo de populacdes de pragas

(PERDIKIS; FANTINOU; LYKOURESSIS, 2011).


https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
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Percevejos predadores sdo importantes agentes de controle natural nos sistemas
agricolas e florestais devido a capacidade de controlar diversos insetos pragas (CASTRO et
al., 2013). O género Podisus pertencente a subfamilia Asopinae (Pentatomidae) possui
destaque em programas de controle bioldgico no Brasil, por apresentar maior agressividade e
voracidade, ser encontrados em quase todo territério nacional e apresentar comportamento
generalista (PIRES er al, 2015) com destaque para controle de lagartas desfolhadoras
(ZANUNCIO et al., 2003; CASTRO et al., 2012 ). Entretanto, poucas informagdes estdao
disponiveis sobre a capacidade de preda¢do da espécie Podisus sagitta (Fabricius), com
relatos de ocorréncia no sul dos Estados Unidos e para América do Sul, tendo registro para
controle das formas larvares de Lepidoptera e Coleoptera nos cultivos de milho, arroz,
amendoim, soja, repolho e tomate (DE CLERCQ; DEGHEELE, 1992; ADIDHAR, 1986).

Outra técnica do controle bioldogico que vem ganhando espaco no mercado ¢ a
utilizagdo de fungos entomopatogénicos. Estes foram os primeiros agentes usados como
controle microbiano, sendo responsaveis por cerca de 80% das mortalidades que ocorrem
naturalmente nos insetos (ALVES, 1986; FRANCA et al., 2006). O sucesso dos fungos no
controle microbiano ¢ associado a alguns atributos favoraveis como a¢do por contato, nao
sendo necessaria a ingestdo. Além disso, apresentam largo espectro de agdo por controlar
diversas espécies de pragas agricolas e florestais, ocasionar infeccdo em qualquer estadio de
desenvolvimento do hospedeiro, sdo indcuos a mamiferos, possuem alta capacidade de
dispersao no ambiente e boa capacidade de multiplicagdo, o que torna sua producao em massa
de baixo custo (DE FARIA; WRAIGHT, 2007; SHAHID et al., 2012; LACEY et al., 2015).

A acdo dos fungos entomopatogénicos envolve as etapas de adesdao, germinacao,
diferenciacdo, penetracao da cuticula e disseminagao interna por todo o corpo do hospedeiro
(SHAHID et al., 2012; SHIN; BAE; WOO, 2016). No decorrer desse processo, as enzimas
secretadas pelos fungos, tais como proteases, quitinases e lipases, e os metabdlitos
secundarios produzidos podem suprimir o sistema imunoldgico, modificar o comportamento e
defender os recursos do hospedeiro contra microrganismos saprofitas concorrentes (BUTT,
2002; DUBOVSKIY et al., 2013; SHIN; BAE; WOO, 2016). A espécie Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin ¢ uma das mais promissoras no controle de um numero
significativo de pragas agricolas e florestais, sendo seu sucesso atribuido, principalmente, pela
alta eficiéncia no controle da cigarrinha-da-cana-acicar, Mahanarva posticata (Stal)
(Hemiptera: Cercopidae) (LOUREIRO et al., 2012; BRITO et al. 2019). Entretanto, apesar
dos produtos a base de fungos entomopatogénicos terem ganhado espago no mercado por

apresentarem alta eficiéncia e possuirem vantagens em contraste com produtos quimicos,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653513008217?via%3Dihub#b0340
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653513008217?via%3Dihub#b0040
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existem algumas preocupagdes com sua utilizagdo, pois seu largo espectro de acdo pode
incluir inimigos naturais (FRANCA et al., 2006; HOLTZ, 2009; POTRICH et al., 2009).

O emprego conjunto de fungos entomopatogénicos, inimigos naturais e inseticidas
quimico e botanico, pode propiciar maior eficacia na supressdo das espécies pragas nos
monocultivos, reduzir o impacto ambiental e o nimero de aplicagdes de inseticidas no campo,
0 que ocasiona maior economia ¢ contribui¢do para conservagdo de inimigos naturais
existentes no agroecossistema (SILVA et al, 2017). Dessa forma, para um bom
estabelecimento e efetividade no uso do MIP, ¢ importante verificar a compatibilidade e
seletividade desses métodos de controle, investigando a acdo desses produtos quimicos sobre
as estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo M. anisopliae, e analisando os impactos da

aplicacdao desses agentes em insetos nao alvos, como P. sagitta.

2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a compatibilidade dos inseticidas deltametrina e 6leo de neem com o
fungo  entomopatogénico Metarhizium  anisopliae  (Metschnikoff) Sorokin e o

predador Podisus sagitta (Fabricius).

2.2. Objetivos Especificos
a. Avaliar a compatibilidade in vitro do inseticida sintético deltametrina e botanico oleo de

neem com o fungo entomopatogénico M. anisopliae.

b. Avaliar os efeitos causados pelo inseticida microbiano M. anisopliae, e pelos sintético
deltametrina e botanico 6leo de neem, em doses comerciais, sobre o desenvolvimento € a

capacidade reprodutiva do predador P. sagitta.
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ARTIGO 1

COMPATIBILIDADE DOS INSETICDAS DELTAMETRINA E NEEM COM O
FUNGO ENTOMOPATOGENICO Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK.

RESUMO
O uso associado de fungos entomopatogénicos com inseticidas sintético e botanico pode
aumentar a eficiéncia no controle de insetos que causam prejuizos significativos ao
agronegocio e setor florestal. Entretanto, a incompatibilidade desses métodos compromete o
manejo integrado de pragas - MIP. O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade in
vitro do inseticida sintético deltametrina e botanico 6leo de neem com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin. Discos de 5 mm de meio
de cultura com micélio dos isolados ISO 01, ISO 02 e ISO 03 de M. anisopliae foram
crescidos por 18 dias em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) contendo 0,00 (controle);
16,67; 33,33 € 66,66 mg L' de deltametrina (25 g i.a.) ou 0,00; 0,75; 1,50 e 3,00% do 6leo de
neem (6000 ppm). O bioensaio foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado
com sete repeticdes. ApoOs oito dias, a cada 72 horas, o crescimento radial dos isolados foi
avaliado, a producdo de conidios e a germinacdo foram obtidas no final do periodo de
crescimento. A producao de conidios ndo foi afetada pelos inseticidas. Deltametrina estimulou
o crescimento dos isolados de M. anmisoplie e demostrou-se compativel com o fungo
entomopatogénico em todas as doses, possibilitando uso simultdneo desses agentes em
programas de MIP. O aumento na concentracdo do o6leo de neem afetou o crescimento
vegetativo ¢ a germina¢ao dos isolados de M. anisopliae. Este inseticida botanico foi
compativel com o isolado ISO 01 em todas as concentragdes, entretanto a concentracao de

3,00% de neem foi classificada como moderadamente toxica aos isolados ISO 01 ¢ ISO 03.

Palavras chaves: Agrotoxico, Controle Microbiano, Inseticida Botinico, Manejo Integrado
de Pragas.



ARTICLE I

COMPATIBILITY OF THE INSECTICIDES DELTAMETRIN AND NEEM WITH
THE ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK.

ABSTRACT
The associated use of entomopathogenic fungi with synthetic and botanical insecticides can
increase the efficiency of insect control that causes significant damage to the agribusiness and
forest sector. However, the incompatibility of these methods compromises integrated pest
management - I[PM. The objective of this work was to evaluate the in vitro compatibility of
the synthetic insecticide deltamethrin and botanical neem oil with the entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin. 5 mm discs of myeloid culture media
of the isolates ISO 01, ISO 02 and ISO 03 of M. anisopliae were grown for 18 days in
Sabouraud Dextrose Aguar medium (SDA) containing 0.00 (control); 16.67; 33.33 and 66.66
mg L deltamethrin (25 mg a.i.) or 0.00; 0.75; 1.50 and 3.00% neem oil (6000 ppm). The
bioassay was developed in a completely randomized design with seven replicates. After eight
days, every 72 hours, the radial growth of the isolates was evaluated, conidia production and
germination were obtained at the end of the growth period. Conidia production was not
affected by insecticides. Deltamethrin stimulated the growth of M. anisoplie isolates and was
shown to be compatible with entomopathogenic fungi at all doses, allowing the simultaneous
use of these agents in IPM programs. The increase in the concentration of neem oil affected
the vegetative growth and the germination of the isolates of M. anisopliae. This botanical
insecticide was compatible with the ISO 01 isolate in all concentrations. However the
concentration of 3.00% neem was classified as moderately toxic to the isolates ISO 01 and

ISO 03.

Keywords: Agrotoxic, Microbial Control, Botanical Insecticide, Integrated Pest

Management.
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1 INTRODUCAO

O controle microbiano com uso de fungos entomopatogénicos tem se destacado
devido a sua ocorréncia em condigdes naturais € por serem responsaveis por cerca de 80% das
mortalidades que ocorrem naturalmente nos insetos (ALVES, 1986; FRANCA et al., 2006,
DA COSTA et al., 2015). O género Metarhizium é o mais bem caracterizado e amplamente
estudado, sendo a espécie Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin uma das mais
promissoras no controle biolégico de diversas pragas agricolas e florestais (NISHI; SATO,
2017; MAYERHOFER et al., 2019).

Produtos quimicos sintéticos ainda sdo os mais utilizados no controle de pragas
devido ao efeito de choque e facilidade de aplicagdo (ECHEGARAY et al., 2016). O
inseticida deltametrina tem se destacado por controlar diversas pragas e ndo possuir
persisténcia no solo. Atua nos canais de s6dio das membranas dos neurdnios, afetando o
sistema nervoso periférico e central dos insetos (PEREIRA; CALDEIRA; SOARES, 2016).

Inseticidas botéanicos a base de azadiractina, encontrada em praticamente todas as
partes da planta de neem, Azadirachta indica A. Juss, possuem um grande potencial como
alternativa a inseticidas sintéticos (TAN; LUO, 2011; WANG, 2016). Os efeitos dessa
molécula sobre os insetos incluem deterréncia alimentar, alteragdes comportamentais,
interferéncia na metamorfose, interrup¢do do crescimento e do processo reprodutivo
(DELEITO; BORJA, 2008; ZANUNCIO et al., 2016; FRANCESENA; SCHNEIDE, 2018).

A associagdo de inseticidas e fungos entomopatogénicos, pode tornar o controle
de pragas mais eficiente e contribuir na redugdo de aplicagdes de agrotoxicos no campo
(ABIDIN; EKOWATI; RATNANINGTYAS, 2017; OLIVEIRA et al., 2018). Embora os
fungos entomopatogénicos permitam associagdes com outros métodos do manejo integrado de
pragas - MIP, ¢ importante verificar o grau de compatibilidade entres eles, visto que o uso de
métodos incompativeis pode resultar em efeitos deletérios no desenvolvimento e reprodugao
do entomopatdgeno (CELESTINO et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade in vitro do inseticida

sintético deltametrina e botanico 6leo de neem com o fungo entomopatogénico M. anisopliae.

2 MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratério de Fitopatologia - LF da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri - UFVJM, em Diamantina, Minas Gerais,

Brasil.


https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
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2.1 Fungo entomopatogénico - Origem e Producio de Inéculo

Os isolados ISO 01, ISO 02 e ISO 03 de M. anisopliae foram obtidos da linhagem
WP E9 de M. anisopliae por meio do produto comercial Metarril® WPE9, comercializado
pela empresa Koppert Biological Systems.

Os isolados foram ativados com a deposi¢do de esporos no centro das placas de
Petri (100 mm) contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e incubados em
BOD a 25 °C, UR 70 + 10%, com fotofase de 12 horas, por 15 dias. A partir dessas culturas,

foram retirados discos de 5 mm de didmetro para realizacao dos bioensaios.

2.2 Efeito de inseticidas sobre crescimento, producio de conidios e germinaciao do fungo
entomopatogénico M. anisopliae

Os inseticidas utilizados foram o botanico 6leo de neem, produto comercial
Sempre Verde Killer Neem®, 6000 ppm e o inseticida sintético Decis 25 CE® (deltametrina,
25 g/l CE).

O bioensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualisado, com quatro
tratamentos e sete repetigdes. Os inseticidas foram utilizados em trés concentragdes
diferentes, sendo 0,75; 1,50 e 3,00% do 6leo de neem e 16,67; 33,33 e 66,66 mg L' de
deltametrina. Estas concentracdes foram estabelecidas a partir da concentracdo comercial
recomendada pelos fabricantes de cada produto para controle de pragas na cultura do
eucalipto (1,50% para o neem e 33,3 mg L para deltametrina). Um meio puro de SDA foi
utilizado como controle. Os inseticidas foram esterilizados por filtragdo com o filtro Millipore
0,22 pum, e as quantidades pré-determinadas de cada tratamento foram adicionadas ao meio
SDA ainda liquido, com temperatura entre 45 e 50 °C para evitar possiveis alteragdes de suas
propriedades, e agitados por 2 minutos para homogeneizar os compostos adicionados. Foram
vertidos 20 mL do meio em placas de Petri (100 mm) e apos solidificagdao, um disco de 5 mm
de didmetro, retirado das bordas das colonias, crescidas por 15 dias, foi colocado no centro de
cada placa com o micélio voltado para baixo. Foram utilizadas sete placas por tratamento,
sendo cada placa considerada como uma repeti¢do. As placas foram incubadas em BOD a 25
°C, UR 70 = 10%, com fotofase de 12 horas, por 18 dias. O crescimento e a producdo de
conidios dos isolados de M. anisopliae foram avaliados. Apos oito dias, o crescimento radial
dos isolados foi avaliado a cada 72 horas, sendo medidos, em centimetros, dois didmetros
perpendiculares previamente marcados na parte externa do fundo da placa de Petri e calculada

a média das duas medidas.
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A produgdo de conidios foi avaliada aos 18 dias, final do periodo de crescimento
vegetativo. Cinco placas representativas de cada tratamento foram aleatoriamente escolhidas e
com auxilio de um perfurador de 5 mm de didmetro previamente flambado, foram retirados
trés discos das bordas das colonias e transferidos para um eppendorf com 1 mL de solucao
esterilizada de Tween® 80 a 0,01% e homogeneizado com agitagio por 1 minuto em vortex.
Em seguida, 100 pL da suspensdo de conidios foi colocada na camara de Neubauer e
realizada a contagem direta em microscopio Optico para quantificar a produgdo de conidios
(ALVES, 1998).

Para avaliagdo da germinacgdo, foi retirado um disco de 5 mm das bordas das
colonias crescidas por 18 dias e transferido para um eppendorf com 1 mL de solugao
esterilizada de Tween® 80 a 0,01% e homogeneizado com agitagio por 1 minuto em vortex.
Os conidios foram suspensos nessa solugdo aquosa onde permaneceram por uma hora para
hidratacdo (NEVES et al., 2001). Em seguida, 30 uL de suspensdo de cada tratamento foram
colocados sobre discos de meio dgar-agar de 9 mm mantidos na parte superior de laminas de
microscopia esterilizadas, foram usados trés discos para cada tratamento. Posteriormente, as
laminas foram individualizadas, acondicionadas em camara timida, feita de placa de Petri
forrada com papel filtro umedecido, e incubadas por 15 horas em BOD a 25 °C, UR 70 +
10%, com fotofase de 12 horas. Por meio de um microscopio com aumento de 40x foi
realizada a observacao dos conidios. A avali¢do de germinagao foi realizada pela contagem de
100 a 150 conidios em cada disco. Foram considerados como germinados os conidios com
tubo germinativo maior que seu didmetro (LUZ; FARGUES, 1997).

A compatibilidade dos inseticidas com o fungo entomopatogénico foi calculada
pela formula do Indice Biolégico (IB): IB = [47 * CV + 43 * ESP + 10 * GER ]/ 100, onde
CV ¢ a porcentagem de crescimento vegetativo da colonia fungica em relacdo ao
controle; ESP ¢ a porcentagem de esporulacdo de colonias em relagdo ao controle; GER ¢ a
porcentagem de germinag¢do de conidios em relagdo ao controle. De acordo com os valores
obtidos de IB, os inseticidas foram classificados como compativel (IB > 66), moderadamente

toxico (42 <IB < 66) e toxico (IB < 42) (ROSSI-ZALAF et al., 2008).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187861461100208X#bib4
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2.3 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a Anéalise de Varidncia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5%. Quando a interag@o ou efeito das doses foram

significativos pelo teste F estabeleceu-se regressoes.

3 RESULTADOS

Os isolados de M. anisopliae crescidos em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de inseticidas, obtiveram comportamento distintos para o crescimento
vegetativo ao longo do periodo de incubagdo (Figura 1 e 2).

O crescimento dos isolados de M. anisopliae foi estimulado durante o periodo de
incubacao quando expostos ao inseticida deltametrina (Apéndice A e B). Todas as doses desse
mseticida estimularam o crescimento do isolado ISO 01, sendo observado distanciamento das
curvas de crescimento em relagdo ao controle. A dose 16,67 mg L™ propiciou maior estimulo
no crescimento dos isolado ISO 02 e ISO 03, sendo observado um distanciamento das demais
curvas (Figura 1).

As concentracdes do 6leo de neem reduziram o crescimento dos trés isolados de
M. anisopliae, sendo observada tendéncia de distanciamento das curvas de crescimento para a
do controle com o aumento da concentracdo do neem, o que indica que esses isolados sdo
sensiveis a esse inseticida (Figura 2).

Ocorreram diferencas (p<0,05) no crescimento vegetativo de M. anisopliae aos 18
dias de incubacdo. O inseticida deltametrina estimulou o crescimento dos isolados e
apresentou compatibilidade com o fungo em todas as doses testadas em laboratério. J4 o neem
foi prejudicial ao crescimento dos isolados de M. anisoplie, sendo moderadamente compativel
quando expostos nas maiores concentragdes (Tabelas 1 e 2).

O crescimento vegetativo aos 18 dias apresentou diferencas (p<0,05) entre as
doses do inseticida deltametrina e entre os isolados de M. anisopliae. A dose de 66,66 mg L™!
de deltametrina proporcionou um aumento de 55,34% no crescimento do isolado ISO 01, em
relagdo ao controle, sendo maior que os demais isolados. O crescimento vegetativo dos
isolados ISO 02 e ISO 03 foi estimulado pela dose de 16,67 mg L. As demais doses ndo
diferiram (Tabela 1).

O crescimento das colonias dos isolados ISO 02 e ISO 03 foi reduzido na
concentracdo de 3,00% do neem, diferindo dos demais tratamentos. O isolado ISO 01 nao

teve seu crescimento afetado quando exposto a esse inseticida (Tabela 1).
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Figura 1 - Crescimento vegetativo dos isolados ISO 01 (a), ISO 02 (b) e ISO 03 (c) de Metarhizium anisopliae
em meio de cultura contendo diversas doses de deltametrina.

Diametro de micélio, cm

‘@ Controle  Y=0.5134 + 0.2332x - 0.0066x2; R*>= 0.9975
—O—- 16.67mgL Y=0.4916 + 0.2620x - 0.0054x?; R*= 0.9991
—¥— 3333mgL Y=0.4899 + 0.2467x - 0.0037x2; R*= 0.9995
5 66.66 mg L Y=0.4673 + 0.1835x + 0.0012x%; R2= 0.9966

a)

Didmetro de micélio, cm

Tempo de incubagao, dias

@ Controle  Y=0.5195 + 0.2597x - 0.0076x2; R*= 0.9964
—O0— 16.67mg L Y=0.4958 + 0.3114x - 0.0057x%; R?>= 0.9999
—W¥— 33.33mgL Y=0.5099 + 0.2179x - 0.0046x*; R*>= 0.9993
—40— 66.66 mg L Y=0.4941 + 0.1462x - 0.0003x%; R?>= 0.9993

—

Diametro de micélio, cm

8 12 15

Tempo de incubagdo, dias

® - Controle Y=0.5028 + 0.2070x - 0.0046x2; R*= 0.9998
—O— 16.67mgL Y=0.4995 + 0.2589x - 0.0025x%; R?>=0.9999
—W%— 3333 mg L Y=0.4947 + 0.2486x - 0.0046x?; R>= 0.9991
AT 66.66 mg L Y=0.4859 + 0.1555x - 0.0004x2; R2= 0.9983

8 12 15

Tempo de incubagao , dias
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Figura 2 - Crescimento vegetativo dos isolados ISO 01 (a), ISO 02 (b) e ISO 03 (c) de Metarhizium anisopliae
em meio de cultura contendo diversas concentragdes de neem.

Didmetro de micélio, cm

Diametro de micélio, cm

Diametro de micélio, cm

®  Controle Y=0.5105 + 0.2491x - 0.0056x*; R*=0.9994
—O— 0.75% Neem Y=0.5109 + 0.1644x - 0.0009x*; R*=0.9992
—w%— 1.50% Neem Y=0.5094+ 0.1213x + 0.0007x?; R*>= 0.9992
—40— 3.00% Neem Y= 0.4946 + 0.1405x - 0.0017x%; R?*=0.9996

a)

8 12 15

Tempo de incubagdo, dias

® Controle Y=0.5200 + 0.2554x - 0.0048x?; R?= 0.9982
—O— 0.75% Neem Y= 0.5041 + 0.1797x - 0.0020x?; R>= 0.9999
—w%— 1.50 % Neem Y=0.5058 + 0.1489x - 0.0012x?; R*>= 0.9993
—2A—3.00% Neem Y= 0.4969 + 0.1422x - 0.0013x?; R*= 0.9999

8 12 15

Tempo de incubagdo, dias

@ Controle Y=0.5022 + 0.2407x - 0.0039x*; R?= 0.9998
—O0— 0.75% Neem Y=0.5025+ 0.1759x - 0.0019x?; R*>= 1.0000
—%1.50% Neem Y=0.5022 +0.1327x - 8.8E”°x%; R®=0.9999

—2A—3.00% Neem Y= 0.4982 + 0.1523x - 0.0025x2; R>= 0.9999

8 12 15

Tempo de incubagio, dias
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Tabela 1 - Crescimento micelial (Cresc.), esporulagdo e germinagdo (Germ.) de isolados do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae cultivados em meio de cultura
contaminado com diversas doses/concetragdes dos inseticidas deltametrina e neem.

Dose/ ISO 01 ISO 02 ISO 03
Inseticida C(())Isli. Cresc. Esporu]agﬁo Germ. Cresc. Esporu]agﬁo Germ. Cresc. Esporulacﬁo Germ.
(cm)  10°cndsmL (%) (cm) 10 cndsmL. (%) (cm)  10%cnds mL (%)

Controle 2.62b A 1824aA 83.35abA 281 b A 1.76 aB 72.44 a A 2.73b A 21.92a A 86.87a A

Deltametrina 16.67 347abA 28.00aA 88.62aA 426 a A 3.60aB 78.45a A 434a A 23.52a A 73.51a A
-1

(mg L7) 3333 371abA 16.16aA 85.12abA 2.96b A 8.00a A 86.07a A 349ab A 1848aA 41.89bB

66.66 4.07aA 29.12aA 67.18bA 3.04bB 992aB 56.59a A 3.14bB 25.68aA  41.68b A

Controle 3.21aA  1832aA 8335aA 3.6laA 6.48a A 72.44 a A 3.56a A 1224a A 86.87aA

Neem (%) 0.75 323aA 15.04aA 4236bA 3.10ab A 6.96 a A 52.05a A 3.00abA 1344aA 339bcA
1.5 294aA 27.04aA T1.67aA 2.81ab A 12.88a A 4558aA 286abA 2848aA 56.8abA

3 245aA 536aB 36.02b A 262b A 28.16a A 27.68aA 241bA 6.48aB 23.86 c A

Médias entre concentragdes seguidas de letras iguais minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia e as médias entre isolados fiingicos
seguidas de letras iguais maitisculas na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia; Conc.: Concentragdo; cnds mL: Conidios por mL.
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A producdo de conidios nao apresentou diferencas (p<0,05) entre os tratamentos
de ambos inseticidas. Entretanto, os isolados diferiram (p<0,05), sendo o ISO 02 mais
sensivel a deltametrina na dose 66,66 mg L' apresentando média de 9,92 x 10° conidios mL,
sendo sua producdo de conidios menor em relagdo aos demais isolados. ISO 02 foi o isolado
mais tolerante ao neem tendo uma producao de conidios maior em relagdo aos demais quando
exposto a concentragdo de 3,00%, apresentando média de 28,16 x 10° conidios mL™! (Tabela
1).

A presenca dos inseticidas no meio de cultura reduziu a germinacao dos isolados
ISO 01 e ISO 03 de M. anisopliae (Tabela 1). Observou-se ainda um efeito dose-resposta com
as maiores doses do inseticida deltametrina, provocando reducao de 19,40% na germinacao
do isolado ISO 01, em relaco ao controle, quando exposto a dose de 66,66 mg L™, e de 51,78
e 52,02% do isolado ISO 03 quando exposto as doses 33,33 e 66,66 mg L™, respectivamente.
A germinagio na dose 33,33 mg L' apresentou diferenca (p<0,05) entre os isolados de M.
anisopliae, sendo o isolado ISO 03 o mais sensivel ao deltametrina (Tabela 1).

A germinagdo dos isolados ndao foi afetada pelo neem quando expostos a
concentracdo comercial de 1,50%. Entretanto, o isolado ISO 01 teve a germinagao reduzida
em 49,18 e 56,78%, em relacao ao controle, quando exposto as concentragdoes de 0,75% e
3,00%. O isolado ISO 03 foi o mais sensivel tendo uma redugdo de 72,53%, comparado ao
controle, na maior concentragao do neem (Tabela 1).

O inseticida deltametrina proporcionou os maiores valores de indices biologicos
para os trés isolados de M. anisoplie, sendo considerado compativel com o fungo
entomopatogénico em todas as doses avaliadas (Tabela 2).

O inseticida botanico 6leo de neem apresentou compatibilidade com o isolado
ISO 02 de M. anisoplie em todas as concentracdes. Entretanto, esse inseticida foi classificado
como moderadamente toxico aos isolados ISO 01 e ISO 03 na concentragdo de 3,00% (Tabela

2).
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Tabela 2 - Valores do indice Bioldgico e classificagdo dos inseticidas deltametrina e neem quanto & toxicidade aos
isolados do fungo Metarhizium anisopliae conforme as doses utilizadas.

Dose/ 1SO 01 1SO 02 1SO 03
Inseticida
Conc. p Classificacio IB Classificacio IB Classificacio
Controle 100 - 100 - 100
Deltametrina 1667 139 C 170 C 129 C
(mgLh) 3333 115 C 257 C 101 C
66.66 150 C 301 C 109 C
Controle 100 - 100 - 100 -
Neem (%) 0.75 88 C 94 C 92 C
1.5 115 C 128 C 144 C
3 53 MT 225 C 57 MT

Conc.: Concentragdo; IB: Indice bioldgico (%); C: compativel; MT: moderadamente toxico; T: toxico.

4 DISCUSSAO

O MIP vem tornando-se cada vez mais usual nas empresas, no intuito de controlar
o ataque de insetos que causam prejuizos significativos na producdo. Esse programa visa
utilizar de forma integrada todas as técnicas de controle possiveis de forma ecologicamente
correta e sustentavel, visto que o objetivo ndo ¢ erradicar o inseto do agroecossistema, mas
sim manter a sua densidade populacional abaixo do nivel de dano econdmico
(BORTOLOTTO et al., 2015). Dessa forma, para maior eficiéncia no uso do MIP, existe a
necessidade de avalicdo prévia da compatibilidade de fungos entomopatogénicos com
inseticidas quimicos e botanicos.

O incremento no crescimento vegetativo e auséncia de efeito negativo nos
parametros reprodutivos dos isolados de M. anisopliae, em meio SDA contaminado por doses
de deltametrina, demonstra compatibilidade desse inseticida com esse fungo
entomopatogénico. Por outro lado, a redugdo no crescimento e germinagdo na concentracao
de 3,00% de neem, demonstra que esse inseticida ¢ incompativel com esses isolados, sendo
essa concentragdo classificada como moderadamente toxica a M. anisopliae. O maior
crescimento vegetativo dos isolados de M. anisopliae em contato com o inseticida
deltametrina foi também observado para o isolado MA-7 de M. anisopliae quando exposto as
concentragdes 40 e 200 ppm, representando 0,004% e 0,02% de imidaclopride
(SCHUMACHER; POEHLING, 2012). Tal estimulo pode ser explicado pela presenca de
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adjuvantes na formulacdo comercial (ANDERSON et al., 1989). Adjuvantes atuam como
abrasivos suaves e quebram aglomeracdes de conidios, que aumentam o numero de
propagulos, promovendo maior crescimento (MOHAN et al., 2007). Também, pode ser
decorrente da capacidade do fungo em degradar a molécula do ingrediente ativo e utiliza-la
como fonte de carbono e nitrogénio. Diferengas de crescimento observadas entre os isolados
podem ser explicadas por taxas diferentes de degradagdo das moléculas inseticidas e formas
distintas de usos desses recursos posteriormente (TIXIER et al., 2000; TAMALI et al., 2002).
Assim, o estimulo no crescimento microbiano em presenca da deltametrina poderia ser uma
sobrecompensa¢do do fungo entomopatogénico ao enfrentar um ambiente estressante, que em
resposta, aumenta o seu crescimento vegetativo (SANTOS et al., 2009; SCHUMACHER;
POEHLING, 2012).

A reducao do crescimento vegetativo dos isolados ISO 02 e ISO 03 observada na
maior concentragao (3,00%) do neem pode ser explicada por esse inseticida botanico
apresentar efeito fungicida. Tendo sido observada redugdo no crescimento de M. anisopliae
B. bassiana ocasionada pela formulacdo comercial de 2% de neem (HIROSE et al., 2001),
inibicdo do crescimento de B. bassiana submetido a 1% do extrato aquoso de semente de
neem (DEPIERI.; MARTINEZ; MENEZES, 2005), reducdo micelial de M. anisopliae em
concentragdes de 0,04 a 5% (MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA et al., 2004) e efeito
inibitorio no crescimento de M. anisopliae quando submetido a 50% da concentragdo
recomenda pelo fabricante (SANTOS et al., 2009). Os impactos observados em diferentes
escalas de concentragdes do neem podem ser devido a diferengas na extracao da azadiractina
dos produtos utilizados. Ainda, a alta variabilidade na quantidade de azadiractina presente no
produto comercial, ou atribuida a variagdes genéticas inter e intraespecifica dos isolados
(SCHUMACHER; POEHLING, 2012; FREGONESI; MOCHI; MONTEIRO, 2016).

A redugdo na producao de conidios ocasionada pela deltametrina ¢ estimulo na
producdo gerada pelo neem, pode estar relacionada com a suscetibilidade de fungos
entomopatogénicos aos produtos, que apresentam variabilidade entre diferentes inseticidas e
inclusive em isolados de um mesmo fungo (OLIVEIRA et al., 2018). A producdo de conidios
estd ligada a capacidade do fungo entomopatogénico completar todo o ciclo dentro do
hospedeiro e provocar infestagdes secundarias no campo (ALVES, 1998). Assim, selecionar
isolados com maior potencial na produgdo de conidios e que sejam compativeis com
inseticidas, aumentam as chances do fungo se manter no campo e estender seu efeito residual,

o que diminui a necessidade de novas aplicacdes.



33

A variagdo nos impactos dos inseticidas sobre a germinagdo dos isolados de M.
anisopliae com o inseticida e a dose/concentra¢do utilizada pode estar relacionada com a
grande variabilidade genética existente em fungos entomopatogénicos (ROSSI-ZALAF et al.,
2008; CELESTINO et al., 2018). O efeito dose-resposta observado com o aumento das
doses/concentragdes e a redugdo na germinagdo dos isolados ISO 01 e ISO 03, mostra maior
sensibilidade dos isolados quando expostos ao neem. Por outro lado, a menor sensibilidade
dos isolados expostos a deltametrina indica baixo impacto na germinacao de M. anisopliae.
Esse ¢ um resultado promissor, tendo em vista que a germinacao dos conidios € um aspecto
bioldégico importante para viruléncia do patdogeno, pois corresponde a etapa inicial da
epizootia, sendo o sucesso na infeccdo do hospedeiro dependente da germinagcdo (ALVES,
1998; NEVES et al., 2001; PIRES et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos em
estudo com o isolado MA-K de M. anisopliae que teve pouco efeito sobre a germinagao
quando expostos a permetina na concentragdo de 200 ppm representando 0,02% desse
inseticida (SCHUMACHER; POEHLING, 2012). Isso pode ser um indicativo de que
piretroides nao causam efeitos significativos a germinagao de M. anisopliae, sendo possivel o
uso em conjunto no manejo de pragas sem prejudicar a viruléncia do patdégeno.

A reducao da germinacao dos isolados expostos a maior concentracdo do neem
(3,00%), pode ser atribuida a composicdio do produto. Em estudo com fungos
entomopatogénos M. anisopliae, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Paecilomyces
fumosoroseus (Wise) Brown e Smith, expostos ao neem na concentra¢do de 5%, a germinag¢ao
nao foi afetada (MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA, 2004). Nessa situagdo, o produto
testado ndo seria indicado para uso conjunto com os isolados de M. anisopliae 1SO 01 e ISO
03, pois com menor germinagdo de conidios em campo, o potencial para o fungo infectar
insetos sera reduzido (SILVA et al., 2012). J4 o neem na concentracdo comercial ndo
prejudicou a germinacdo dos isolados de M. anisopliae corroborando com outros estudos com
o mesmo fungo entomopatogénico, que nao tiveram efeito negativo na germinacao, quando
expostos a concentragdo comercial de neem (PIRES et al., 2010; SCHUMACHER;
POEHLING, 2012). Dessa forma, a dose comercial do neem poderd ser utilizada em
combinagdo com M. anisopliae no campo, mantendo taxas adequadas de germinagdo,
coloniza¢do do inseto-praga e provocando a patologia mesmo em presenca desse inseticida
boténico.

A compatibilidade do inseticida deltametrina com os isolados de M. anisopliae

demostra a capacidade de serem utilizados como estratégia conjunta no manejo integrado de
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pragas. Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com os inseticidas deltametrina,
fenpropatrina (Meothrin 300), betacyflutrin e permetrina, todos pertencentes ao grupo
quimico dos piretroides, que apresentaram compatibilidade com os fungos entomopatogénicos
B. bassiana e M. anisopliae (TAMALI et al., 2002; SCHUMACHER; POEHLING, 2012).
Essa compatibilidade ¢ essencial na preservagdo dos agentes microbianos, ¢ ainda pode
contribuir na melhoria do potencial do fungo como agente de controle, visto que algumas
substancias sintéticas podem provocar estresse no inseto, facilitar a infeccdo fungica e
acelerar a proliferagdo da doenga (ALVES, 1998; DAMIN et al., 2011).

A variabilidade genética dos isolados pode ter sido o fator determinante para as
diferentes classificacdes de compatibilidade com o neem na maior concentragao
(CELESTINO et al., 2018). A incompatibilidade do neem com isolados de fungos
entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana também foi encontrada em outros estudos
com neem a 2% da dose recomendada (HIROSE et al., 2001), 6leo de neem emucionavel nas
concentragdes 0,5; 1,0 e 1,5% (DEPIERI et al., 2005) e com o produto comercial Neemseto®
na concentragdo de 0,5% (ARAUJO Jr; MARQUES; OLIVEIRA, 2009). Entretanto, nas
concentragdes 0,00; 0,75 e 1,50% os valores encontrados do IB foram classificados como
compativeis com todos os isolados, o que corrobora com resultados obtidos com isolados de
M. anisoplie expostos ao produto NeemAzal nas concentragdes 0,32; 1,6; 8,0; 40 ¢ 200 ppm,
representado 3,2 x 107%; 1,6 x 10%; 8 x 10 0,004 e 0,02% desse inseticida botanico
(SCHUMACHER; POEHLING, 2012). Dessa forma, inseticidas a base de neem devem ser
utilizados com restricdes, pois podem afetar os parametros reprodutivos de fungos
entomopatogénicos e apresentar incompatibilidade, o que dependerd da concentracao e do
produto utilizado.

A preservacdo dos fungos entomopatogénicos em campo ¢ essencial para
equilibrio da populacdo de insetos pragas. Os estudos in vitro permitem alta exposicao desses
agentes microbianos a a¢do de inseticidas e, quando comprovada a inocuidade do produto em
laboratério espera-se um menor efeito em situacdo de campo devido aos varios fatores que
dificultam a exposi¢do ao microrganismo (OLIVEIRA et al., 2018). Assim, a escolha de
isolados compativeis com inseticidas em ensaios in vitro, pode garantir maior sucesso na

estratégia conjunta quando forem submetidos em situacdo de campo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A producdao de conidios de M. anisopliae ndo foi afetada pelos inseticidas
deltametrina e neem. O efeito de fungitoxicidade dos inseticidas foi dependente do isolado
desse fungo e da dose/concentracgdo utilizada do inseticida.

A associacdo do inseticida deltametrina com M. anisoplie estimulou o
crescimento dos isolados. Esse inseticida foi compativel com o fungo entomopatogénico em
todas as doses avaliadas. Isso possibilita uso simultineo desses agentes em programas de
MIP.

O aumento na concentracdo do 6leo de neem interferiu no desenvolvimento e
reproducdo de M. anisopliae. De acordo com o teste de compatibilidade in vitro, os isolados
desse fungo apresentaram potencial de associacdo com o inseticida botanico na dose
comercial. Entretanto, em concentragdes maiores o neem apresentou toxidade moderada, nao

sendo recomendado uso simultdneo com o fungo entomopatogénico M. anisoplie.
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ARTIGO 11

COMPATIBILIDADE DE Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK. E
SELETIVIDADE DE DELTAMETRINA E NEEM AO PERCEVEJO PREDADOR
Podisus sagitta (FAB.) ( HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

RESUMO
A adocao de métodos complementares no manejo integrado de pragas - MIP pode contribuir e
aumentar a eficiéncia no controle de insetos. Entretanto, ¢ importante verificar a
compatibilidade desses métodos de controle, pois podem ndo ser seletivos aos inimigos
naturais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar, os efeitos causados pelo fungo
Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, e pelos inseticidas deltametrina e 6leo de
neem, sobre o desenvolvimento e a capacidade reprodutiva do predador Podisus sagitta
(Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae). Ninfas de terceiro estddio com 24 horas de idade
foram tratadas topicamente com 1,0 pL. das suspengdes de M. anisopliae nas concentragdes de
107 e 10® conidios.mL™, e com solu¢des dos inseticidas deltametrina na dose de 33,33 mg L
(25 mg ia.) e o6leo de neem na concentracio de 1,5% (6000 ppm). Na fase de
desenvolvimento foram avaliados diariamente a sobrevivéncia ninfal, duracdo dos estadios
imaturos ¢ o peso de fémeas e machos adultos. Apos emergéncia do adulto, estes foram
individualizados em potes por 48 horas para maturagdo sexual, em seguida foram formados
casais para avaliacdo diaria das variaveis de reproducdo. O fungo M. anisoplie melhorou a
performance de desenvolvimento e reproducao do P. sagitta, sendo possivel o uso conjunto
desses organismos para controle de pragas. A deltametrina ndo foi seletiva ao percevejo,
reduzindo o peso dos machos e o nimero de ovos por postura e por f€mea. O 6leo de neem
ocasionou a reducdo do numero de ovos por f€mea. Esses resultados sugerem que a molécula
sintética deltametrina e inseticidas botanicos a base de azadiractina podem afetar a biologia
reprodutiva de P. sagitta. Investigacdes prévias dos efeitos destes inseticidas (sintético,
botanico e microbiologico) em predadores sdo importantes para associacdo de métodos de

controle em programas de MIP.

Palavras chaves: Asopinae, Controle Bioldgico, Entomopatdgeno, Inimigo Natural,

Inseticidas.



ARTICLE 1I

Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROK. COMPATIBILITY AND
SELECTIVENESS OF DELTAMETHRIN AND NEEM TO PREDATOR
PERCEPTION Podisus sagitta (FAB.) ( HEMIPTERA: PENTATOMIDAE)

ABSTRACT
The adoption of complementary methods in integrated pest management - [PM can contribute
and increase the efficiency in insect control. However, it is important to check the
compatibility of these control methods, as they may not be selective to natural enemies. The
objective of this work was to evaluate the effects of the fungus Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin and the insecticides deltamethrin and neem oil on the development
and reproductive capacity of the predator Podisus sagitta (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae). Three-hour, third-stage nymphs were treated topically with 1.0 uL of M.
anisopliae suspensions at concentrations of 107 and 10® conidia.mL!, and with solutions of
the insecticides deltamethrin at a dose 0f 33.33 mg L' (25 mg ai) and 1.5% (6000 ppm) neem
oil. In the development phase, nymphal survival, duration of immature stages and weight of
adult females and males were evaluated daily. After adult emergence, these were
individualized in pots for 48 hours for sexual maturation, and then couples were formed for
daily evaluation of reproduction variables. The fungus M. anisoplie improved the
development and reproduction performance of P. sagitta, being possible the joint use of these
organisms for pest control. Deltamethrin was not selective to stinkbugs, reducing the weight
of males and the number of eggs per posture and per female. Neem oil reduced the number of
eggs per female. These results suggest that the synthetic molecule deltamethrin and botanical
insecticides based on azadirachtin may affect the reproductive biology of P. sagitta. Previous
investigations of the effects of these insecticides (synthetic, botanical and microbiological) on

predators are important for the association of control methods in IPM programs.

Keywords: Asopinae, Biological Control, Entomopathogen, Natural Enemy, Insecticides.
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1 INTRODUCAO

Os setores agricola e florestal brasileiros sdo referéncias mundiais em produgao e
possuem contribui¢des expressivas na economia, com receita bruta anual total de R$ 207,27 e
R$ 73,8 bilhdes respectivamente (CONAB, 2019; IBA, 2018). Entretanto, existem alguns
obstaculos e desafios para manter essa capacidade produtiva, como por exemplo, o ataque de
insetos pragas que constituem um dos principais fatores limitantes a producdo (MAFIA;
MENDES; CORASSA, 2014; CHATTOPADHYAY; BANERJEE; MUKHERIJEE, 2017).

O uso de produtos quimicos sintéticos ainda tem sido a medida de controle mais
utilizada, por ser de facil aquisicdo e rapida acdo (ECHEGARAY et al., 2016). Dentre os
inseticidas utilizados para controle de pragas, a deltametrina ¢ destaque na classe dos
piretroides, por possuir um amplo espectro de acdo e nao persisténcia no solo (ZANUNCIO et
al., 1992; VELISEK et al., 2007). Atua nos canais de sddio das membranas dos neurdnios,
afetando o sistema nervoso periférico e central do inseto (PEREIRA; CALDEIRA; SOARES,
2016). Entretanto, possuem limitagdes, tais como a contaminacdo ambiental, incluindo do
solo e da agua, erup¢ao de pragas, selecdo de insetos resistentes, reducao das populagdes de
inimigos naturais ¢ aumento dos custos de produgao (PEREIRA et al., 2011; SIEGWART et
al., 2015; CHATTOPADHYAY; BANERJEE; MUKHERJEE, 2017). Diante disso, ha a
necessidade de adogao de métodos de controle complementares que sejam menos impactantes
ao meio ambiente (SIEGWART et al., 2015), como o controle bioldogico microbiano e com
macroorganismos € o controle quimico a base de inseticidas botanicos (KRELL et al., 2017;
NAPOLEAO et al., 2013).

A azadiractina ¢ o principal composto encontrado e extraido de sementes do
neem, Azadirachta indica A. Juss (Sapindales: Meliaceae) que apresenta um grande potencial
inseticida (CHAUDHARY ef al., 2017). Esse composto botanico pode provocar alteragcdes
comportamentais, ecdise incompleta, alteragdes morfologicas e afetar o desenvolvimento do
inseto (FRANCESENA; SCHNEIDE, 2018).

O controle bioldgico com insetos predadores (macroorganismos) tem despertado o
interesse de pesquisadores, sendo apontado como adequado no controle de pragas, por ser
uma técnica menos agressiva ao ecossistema e inserida dentro do manejo integrado de pragas
- MIP. Percevejos do género Podisus (Hemiptera: Pentatomidae: Asopinae) sdo inimigos
naturais de grande importancia para o equilibrio populacional de varios insetos e de
ocorréncia natural em diversos ecossistemas (ZANUNCIO et al., 2002; CASTRO et al., 2013;
MAGISTRALI et al., 2014). A espécie Podisus sagitta (Fabricius) possui comportamento


https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
https://www-sciencedirect.ez36.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S004565351830852X?via=ihub#!
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generalista e ataca, principalmente, as formas imaturas de Coleoptera e Lepidoptera, sendo
seu gé€nero importante controlador natural de lagartas desfolhadoras (DE CLERCQ;
DEGHEELE, 1992; ZANUNCIO et al., 2003; CASTRO et al., 2012).

Outra técnica do controle bioldégico que vem ganhando espago no mercado ¢ a
utilizacdo de microrganismos entomopatogénicos, sendo o fungo Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin uma das espécies mais promissoras no controle biologico de diversas
pragas agricolas e florestais (ALVES, 1998; DE FARIA; WRAIGHT, 2007; NISHI; SATO,
2017). Esse microrganismo apresenta alta patogenicidade em diferentes espécies de pragas
(GROTH et al., 2017), utilizando uma combinag¢do de enzimas para transpor a cuticula do
inseto hospedeiro e acessar os nutrientes da hemocele (BUTT, 2002). Ainda, produz
metabdlitos secundarios para suprimir o sistema imunologico do inseto durante o processo de
colonizagdo (VEY; MATHA; DUMAS, 2002; DUBOVSKIY et al., 2013).

O emprego conjunto de fungos entomopatogénicos, predadores e inseticidas
quimico e botanico, pode propiciar maior eficacia na supressao das espécies pragas. Portanto,
¢ importante verificar a compatibilidade desses métodos de controle, investigando os
impactos da aplicacdo em insetos autoctones ndao alvos, como P. sagitta. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos causados pelo inseticida microbiano M. anisopliae, e pelos
sintético deltametrina e botanico o6leo de neem, em doses comerciais, sobre o

desenvolvimento e a capacidade reprodutiva do predador P. sagitta.

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratdrio de Controle Biologico de Insetos
- LCBI e de Fitopatologia - LF da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

- UFVJM, em Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

2.1 Fungo entomopatogénico - Origem e Producio de Inéculo

Os isolados ISO 01, ISO 02 e ISO 03 de M. anisopliae foram obtidos da linhagem
WP E9 de M. anisopliae por meio do produto comercial Metarril® WPE9, comercializado
pela empresa Koppert Biological Systems.

Os isolados foram ativados com a deposi¢do de esporos no centro das placas de
Petri (100 mm) contendo meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e incubados em
BOD a 25 °C, UR 70 = 10%, com fotofase de 12 horas, por 15 dias. Com o auxilio de uma
al¢a de Drigalski, a superficie da colonia dos isolados foi raspada e os conidios suspensos em

4dgua destilada esterilizada mais espalhante adesivo (Tween® 80 a 0,01%), em seguida foram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653513008217?via%3Dihub#b0340
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quantificados com o auxilio de cdmara de Neubauer ¢ um microscopio Optico, segundo
metodologia adaptada de ALVES (1998). Apo6s a quantificagdo, a concentragdo da suspensao
foi ajustada para 1,0 x 107 ¢ 1,0 x 108 conidios mL"'.

2.2 Inseticidas
Os compostos utilizados foram o inseticida botanico 6leo de Neem, produto
comercial Sempre Verde Killer Neem®, 6000 ppm e o inseticida sintético Decis 25 CE®

(deltametrina, 25 g/1 CE).

2.3 Insetos

Ovos de P. sagitta foram obtidos da criacdo desse predador mantida no LCBI da
UFVIJM, sendo coletados com algodao seco e acondicionados em placas de Petri de plastico
(150 x 20 mm) contendo um chumaco de algodao no seu interior, umedecido diariamente com
agua destilada para manutencdo da umidade. Apos a eclosdo, as ninfas foram alimentadas
com pupas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) ad libitum (ZANUNCIO et
al., 1994).

2.4 Exposicao de P. sagitta a deltametrina, 6leo de neem, e M. anisopliae

Este bioensaio foi composto por cinco tratamentos, sendo o controle (solucao
estéril do espalhante adesivo Tween® 80 a 0,01%, mais 4gua destilada); suspensdes da
mistura dos isolados ISO 01, ISO 02 e ISO 03 do fungo M. anisopliae nas concentragdes 10’
e 10® conidios.mL"'; a dose recomendada pelo fabricante de 33,3 mg L' do inseticida
deltametrina e a concentragdo recomendada de 1,5% do 6leo de neem.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com dez repeticdes, conduzido em sala climatizada sob as condigdes de temperatura no
intervalo entre 23 e 27 °C, umidade relativa entre 60 e 80% e fotofase de 12 horas.

Ninfas de terceiro estadio, com 24 horas de idade de P. sagitta, foram tratadas
topicamente com a deposicdo de 1,0 pL com as solugdes dos tratamentos propostos. As
aplicagdes das solucdes foram feitas no dorso dos insetos com uma pipeta automatica
(DUBOVSKIY et al., 2013). Apds a aplicagdo, as ninfas foram transferidas para potes
plasticos de 500 mL, onde permaneceram até a fase adulta. Cada repeti¢ao foi constituida por
sete ninfas de mesma idade, que receberam 4gua destilada, pupas de 7. molitor e uma folha de
eucalipto como suplementacdo alimentar fixada no tubo anestésico ad [libitum (ASSIS
JUNIOR et al., 1998; ZANUNCIO et al., 2004; VIEIRA et al., 2018). Os adultos recém-

emergidos foram pesados em balanca analitica, sexados pelo tamanho do corpo e aparéncia
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externa da genitdlia. Posteriormente, foram individualizados em potes de 100 mL para
maturacdo dos orgdos reprodutores durante 48 horas, acasalados ¢ mantidos nas mesmas
condigdes das ninfas, com um casal por pote ¢ 10 repeticdes por tratamento. Diariamente
avaliou-se: a sobrevivéncia ninfal, dura¢do dos estadios imaturos, e apds emergéncia o peso
de fémeas e de machos adultos oriundos das ninfas tratadas.

Para os tratamentos com suspensdes de M. anisopliae, além da contagem e
retirada dos insetos mortos, os individuos que apresentaram caracteristicas de morte por
infecgdo dos fungos foram transferidos para cadmara umida para observar a esporulagao do

fungo e confirmar sua mortalidade.

2.5 Reproduciao de P. sagitta

As posturas de P. sagitta foram retiradas, diariamente, com chumago de algodao e
colocadas em placas de Petri, em seguida acondicionadas em sala climatizada nas mesmas
condi¢des anteriormente citadas.

As avaliagdes consistiram na obteng¢do das seguintes variaveis: pré-oviposicao,
oviposi¢cdo e pos-oviposi¢ao; nimero de posturas, numero de ovos por postura e por fémea;
periodo embrionario; viabilidade dos ovos; numero de ninfas eclodidas; longevidade de

machos e fémeas e Razdao Sexual.

2.6 Analises estatisticas
Os dados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), e quando
significativos, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

significancia.

3 RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento ninfal de P. sagitta

A curva de sobrevivéncia das ninfas de P. sagitta tratadas com deltametrina, 33,3
mg L', apresentou comportamento diferente das demais, com alta mortalidade inicial
estabilizando-se por volta dos 35%. As curvas dos demais tratamentos tiveram um
comportamento similar, sendo menos sinuosas e apresentando niimero de mortes constantes
ao longo do tempo (Figura 1).

As ninfas de P. sagitta tratadas com M. anisopliae na concentragio 10’
conidios.mL™" apresentaram sobrevivéncia superior a aquelas do tratamento controle, ficando

acima de 90%, durante os primeiros 20 dias apods o tratamento. Ainda, foi o tratamento com
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menor tempo entre o terceiro estadio ninfal (aplicacdo das solu¢des) e a emergéncia dos

adultos, pois os insetos viraram adultos em até 20 dias (Figura 1).

Figura 1 - Sobrevivéncia de ninfas de terceiro instar de Podisus sagitta (Hemiptera: Pentatomidae) tratadas
topicamente com fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae nas concentragdes 107 e 10 conidios.mL;
ao inseticida deltametrina - Decis 25 CE® na dose recomendada de 33,3 mg L! € ao dleo de neem na
concentragdo recomendada de 1,5% (25 + 2 °C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 12 horas).
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A observagdao em camara imida comprovou que a morte dos insetos submetidos
as suspensoes fungicas foi decorrente da patogenicidade do fungo M. anmisopliae, sendo
observada caracteristicas morfologicas da doenca provocada por esse entomopatdgeno,
apresentando esporulagdo de coloragdao verde escura, aspecto mumificado nos insetos mortos
e hifas caracteristicas do género (ALVES, 1998) (Figura 2 e 3).

O periodo ninfal ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos, ¢ as médias variaram de 30,50 a 37,60 dias (Tabela 1).

Apenas o periodo de desenvolvimento do terceiro estadio ninfal apresentou
diferenca significativa (p<0,05). Ninfas submetidas ao fungo M. anisopliae na concentra¢ao
107 conidios.mL™ apresentaram duracio média de 3,9 dias, inferior ao tratamento com

deltametrina, com maior média, de 7,7 dias (Tabela 1).
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Figura 2 - Ninfas de Podisus sagitta (Fabricius) mortas pelas suspensoes dos isolados ISO 01, ISO 02 ¢ ISO 03
de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin nas concentragdes 1,0 x 107 e 1,0 x 108 conidios mL™. (A)

Trés dias apds a morte, (B) cinco dias apos a morte, (C) nove dias apds a morte, (D) e (E) estrutura das hifas de

M. anisopliae.

Figura 3 - (A) Ninfa e (B) adulto recém emergido de Podisus sagitta (Fabricius) mortos pelas suspensdes dos

isolados ISO 01, ISO 02 e ISO 03 de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin.
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Tabela 1 - Duragdo em dias (médias + erro padrdo) dos I, II, III, IV e V estadios e da fase ninfal de Podisus sagitta
(Heteroptera: Pentatomidae) exposto ao fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae nas concentragdes 107 e 103
conidios.mL!; ao inseticida deltametrina (Decis 25 CE®) na dose recomendada de 33,3 mg L ¢ ao 6leo de neem na
concentragdo recomendada de 1,5% (25 + 2 °C, 70 + 10% UR e fotoperiodo de 12 horas).

Duragao (dias)

Estadios Controle 107 103 Oleo de neem Decis
s 2,40 £0,16 2,40 £0,31 2,00 +0,21 2,10 £0,1 2,20 £0,2
Imm™ 5,00 +£0,73 6,20 £ 0,95 5,10 £ 0,35 5,60 + 0,54 5,10 £ 0,46

III (aplicagao) 5,70+0,76 ab 3,90+031b 6,10+0,57ab 6,20+ 1,22ab 7,70+ 0,87 a
v 8,10+ 0,64 7,70 + 1,16 10,50 £ 0,97 8,30 £ 1,26 8,90 £ 1,26
A\ 14,20 £ 1,13 10,30 + 0,79 13,90 £ 1,28 12,00 £ 0,49 10,50 + 1,40

Fase ninfal ™ 35,40 + 1,40 30,50+1,65 37,60+1,71 34,20 £ 2,10 34,40 £2,90

Médias das variaveis seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%.
" - Néo significativo.
O peso médio dos machos de P. sagitta na fase adulta foi reduzido a 38,47 mg,
com aplicacdo de deltametrina no terceiro estadio ninfal, diferindo (p<0,05) dos demais
tratamentos (Figura 4). As fémeas apresentaram médias de peso similares e variando de 51,94

a 66,02 mg (Figura 5).
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Figura 4 - Peso de machos (médias + erro padrao) de Podisus sagitta (Hemiptera: Pentatomidae) expostos ao
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae nas concentragdes 107 e 10® conidios.mL!; ao inseticida
deltametrina - Decis 25 CE® na dose recomendada (33,3 mg L) e ao 6leo de neem na concentragio
recomendada (1,5%) (25 £2 °C, 70 + 10% UR e fotoperiodo de 12 horas).
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Figura 5 - Peso de fémeas (médias + erro padrio) de Podisus sagitta (Hemiptera: Pentatomidae) expostas ao
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae nas concentragdes 107 ¢ 10® conidios.mL!; ao inseticida
deltametrina - Decis 25 CE® na dose recomendada (33,3 mg L) e ao 6leo de neem na concentragdo
recomendada (1,5%) (25 +2 °C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 12 horas).
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3.2 Reproducio de P. sagitta

As variaveis biologicas pré-oviposi¢do, numeros de ovos por postura € nimero
total de ovos por fémeas do percevejo P. sagitta, tratados com fungo M. anisoplie, deltametrina e
6leo de neem diferiram (p<0,05) pelo teste de Tukey. As demais varidveis ndo apresentaram
diferencas entre os tratamentos (Tabela 2).

O periodo de pré-oviposi¢ao desse percevejo foi menor nos tratamentos com M.
anisoplie nas concentracdes de 10’ e 10® conidios.mL"!, com médias de 2,20 e 2,30 dias
respectivamente. Diferindo (p<0,01) do tratamento com deltametrina, com média de 3,70 dias
(Tabela 2).

O namero de ovos por postura diferiu (p<0,05) entre os tratamentos com fungo M.
anisopliae na concentracdo 107 conidios.mL™' e com o inseticida deltametrina (33,3 mg L™!). O
contato com a deltametrina ocasionou a reducao dos ovos por postura de P. sagitta com uma
média de 10,27 ovos, e o fungo M. anisoplie nas concentragdes de 107 propiciou o maior
incremento, com média de 16,89 ovos por postura (Tabela 2).

O tratamento com fungo M. anisoplie na concentragio de 107 conidios.mL™!, diferiu
(p<0,05) dos tratamentos com os inseticidas deltametrina e neem. O nimero de ovos colocados
por fémea aumentou no tratamento com 107 conidios.mL’, apresentando a melhor
performance com média de 491,20 ovos. Por outro lado, os tratamentos com deltametrina e
neem reduziram o numero total de ovos das fémeas de P. sagitta, sendo as médias de 237,10 e

245,22 ovos, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Média (% erro padrio) das variaveis de reproducgdo de Podisus sagitta (Hemiptera: Pentatomidae) exposto ao fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae nas
concentragdes 107 e 10® conidios.mL!; ao inseticida deltametrina - Decis 25 CE® na dose recomendada (33,3 mg L!) e ao 6leo de neem na concentracio recomendada (1,5%)
(25+2°C, 70 £ 10% UR e fotoperiodo de 12 horas).

Variaveis Controle 107 103 Oleo de Neem Decis
Pré-oviposicdo (Dias) ** 2,56 £ 0,29 ab 2,20+0,13b 2,30+£0,15b 2,67+0,29 ab 3,70+ 0,52 a
Oviposi¢ao (Dias) ™ 24,44 + 1,48 27,20 + 4,57 19,90 + 2,77 18,22 +4,38 20,40 £ 2,50
Pés-oviposicio (Dias) ™ 2,00 + 0,44 2,57+ 0,61 411+ 1,12 2,25 + 0,45 3,13 + 1,04
Numero de Posturas ™ 25,00 = 1,67 28,3 +4,40 21,2 +2,74 20,56 + 4,88 20,9 +4,23
N° Ovos por Postura * 16,12 + 1,66 ab 16,89 £ 1,11 a 15,96 + 1,59 ab 12,79 + 1,89 ab 10,27+ 1,21b
N° Total de Ovos * 397,44 £ 4734 ab 491,20+ 78,13 a 325,40 =47,24 ab 24522 +£5236 b 237,10 £ 56,89 b
Periodo embrionario ™ 4,52 £ 0,44 429 +0,17 4,41+0,13 4,33 £0,12 4,5+ 0,61
Viabilidade dos Ovos ™ 84,55 £2,50 83,78 £ 3,15 81,66 + 3,04 73,40 £+ 4,83 68,20 + 6,37
Longevidade das Fémeas ™ 28,20 +£2,88 33,20 £4,92 27,90 £ 3,15 24,70 £ 4,03 28,70 £ 2,47
Longevidade dos Machos ™ 28,00 + 3,81 35,90 £ 3,72 24,00 £ 2,34 26,00 £+ 3,41 26,40 £ 4,33
Razao Sexual ™ 0,46 + 0,07 0,46 + 0,06 0,58 £ 0,1 0,44 + 0,05 0,50 +£ 0,14

(ns) Nao significativo; Médias das varidveis seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% (¥) e a 1% (**).
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4 DISCUSSAO

A integracdo de métodos de controle ¢ importante para minimizar os prejuizos
causados na agricultura por insetos-pragas. Entre as bases para programas de MIP estd a
utilizacdo de métodos seletivos e compativeis, pois assim contribuem para a conservacao de
inimigos naturais presentes no agroecossistema (SILVA et al, 2017). Dessa forma, para um
bom estabelecimento e efetividade no uso do MIP, torna-se importante verificar a
compatibilidade de inseticidas microbiano, quimico e botanico ao predador autdctone P.
sagitta.

A melhor performance no desenvolvimento ninfal e na biologia reprodutiva de P.
sagitta quando expostas ao fungo M. anisoplie, demonstra que esses predadores tiveram
capacidade de recuperagdo da patologia e investiram recursos energéticos para passar
rapidamente ao estddio reprodutivo e deixar maior numero de descendes. Entretanto, o
alongamento do periodo ninfal e os efeitos negativos sobre o peso dos machos e a biologia
reprodutiva das fémeas de P. sagitta, expostas ao inseticida deltametrina na dose
recomendada de 33,3 mg L', demonstra sensibilidade do predador a esse inseticida. Também,
a exposi¢do ao neem na concentracdo comercial de 1,5%, pode afetar a fase reprodutiva das
fémeas, reduzindo o nimero de ovos desse inimigo natural. Ja a curva de sobrevivéncia das
ninfas de P. sagitta apresentou comportamento classificado como do tipo I, na qual a
mortalidade dos individuos concentra-se em idades mais avancadas (PEARL, 1928;
DEEVEY, 1947). A deltametrina foi o Unico tratamento que alterou o comportamento da
curva de sobrevivéncia para o tipo III, com alta mortalidade inicial das ninfas, se
estabilizando aos 20 dias, por volta dos 35% (PEARL, 1928; DEEVEY, 1947). Esse
comportamento mostra que o predador ndo alvo, P. sagitta ¢ suscetivel a deltametrina, fato
que corrobora com resultados obtidos com Podisus nigrispinus Dallas e Supputius cincticeps
Stal (ambos Hemiptera: Pentatomidae), que sofreram 100% de mortalidade das ninfas, apds
seis e 11 dias respectivamente, quando expostos a concentragdo recomendada (50 mg a.i. mL~
") de deltametrina no controle de Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae)
(DE CASTRO et al. 2013).

O melhor desempenho de ninfas e adultos de P. sagitta no tratamento com M.
anisoplie na concentragdo 10’ conidios.mL™" contribuiu para reducdo da duragdo do terceiro
estadio ninfal, pois o inseto conseguiu acumular reservas suficientes para mudar de estadio
em menor tempo que os demais tratamentos. Isto diminui as chances do inseto ser predado

ainda na fase imatura e de ndo alcangar o estddio reprodutivo. Em geral, percevejos sdo
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naturalmente resistentes a infeccdo fungica (SOSA-GOMEZ; MOSCARDI, 1998) o que
corrobora com os resultados desse ensaio com P. sagitta. Essa resisténcia pode estar associada
aos acidos graxos fungistaticos e enzimas fenoloxidases presentes na cuticula do inseto, estas
impedem a adesdo e germinagdo de entomopatdgenos, o que pode ter ajudado na defesa a
penetracdo desse fungo (DUBOVSKIY et al., 2013). O mesmo comportamento ndo foi
encontrado para P. nigrispinus, que quando exposto a 107 conidios.mL" de M. anisopliae
apresentou mortalidade de 52% das ninfas (FRANCA et al., 2006). Esta diferenca pode estar
relacionada com o comportamento de defesa e a agdo das enzimas e acidos graxos, de cada
espécie e ainda pelo uso de isolados distintos que podem ter ocasionado diferentes respostas
de infec¢do (SHAHID et al., 2012).

A maior duragdo do estddio ninfal de P. sagitta expostos ao inseticida
deltametrina pode estar diretamente relacionado a reducdo da alimentacdo, sendo necessaria a
maior permanéncia dos individuos naquele instar para alocacdo de reservas necessarias para
troca de estadio. Os piretroides em geral apresentam largo espectro de acao, além da agdo por
contato, o que pode ocasionar danos em qualquer estddio de vida do percevejo predador e
apresentar menor seletividade para espécies nao alvos (STECCA et al., 2017; CASTRO et al.,
2013).

Ja o peso similar de fémeas de P. sagitta expostas a deltametrina indica baixo
impacto desse produto para esses individuos. Esse pode ser um resultado promissor devido a
fecundidade possuir correlagdo positiva com a massa corpdrea do organismo, pois fémeas
mais pesadas tendem a deixar maior nimero de descendentes (OLIVEIRA et al., 2005;
DE BORTOLI et al., 2016; ZANUNCIO et al., 2018). O peso dos individuos ¢ o fator
primordial para um bom desempenho na reproducdo de percevejos predadores (LUNDGREN,
2011). Outra caracteristica importante para o sucesso reprodutivo ¢ a preferéncia para copula,
e em estudo com P. nigrispinus foi constatada maior preferéncia dos machos por fémeas mais
pesadas, pois as desnutridas possuem menor capacidade reprodutiva o que compromete a
perpetuacdo da espécie (PEREIRA ef al., 2017). Dessa forma, ¢ necessario que as fémeas
possuam um bom fitness, propiciando maior atragdo de machos para o acasalamento e
melhores condi¢des nutricionais, aumentando as chances do sucesso reprodutivo da espécie.

O baixo peso dos machos expostos a deltametrina também pode ter contribuido
com o efeito negativo na biologia reprodutiva da espécie P. sagitta. A qualidade dos machos
também ¢ importante para o sucesso da prole, pois fémeas virgens colocam ovos inférteis,
sendo necessario machos bem nutridos e ativos para tornar a fémea mais receptiva ao

acasalamento (DE CLERCQ et al., 1998; PEREIRA et al., 2017). Ainda indica que machos
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de P. sagitta sao mais sensiveis a deltametrina, o que pode comprometer os parametros
reprodutivos, pois apds o acasalamento as fémeas podem esgotar os espermatozoides
armazenados em seu trato reprodutor sendo necessaria inseminagdes adicionais, e a
subnutricdo dos machos pode ocasionar escassez de espermatozoides (DE BORTOLI et al.,
2011; SOARES et al., 2011) e ainda alongar o periodo de aceitacao das fémeas (PEREIRA et
al., 2017). Assim, a aplicacdo de deltamentrina ndo é recomendada em areas com esse
inimigo natural, pois afeta o estado nutricional dos machos diminuindo a atragdo das fémeas
para copula e dificultando o armazenamento de reservas necessdrias para produgdo de
gametas, o que compromete sua reproducdo e, consequentemente, a sua permanéncia em
campo.

O menor periodo de pré-oviposicao de P. sagitta origindrios de ninfas expostas ao
fungo M. anisoplie em relacdo aquelas expostas a deltametrina, indica uma maior alocacdo de
energia para reproducdo. Além disso, periodos de pré-oviposicdo mais curtos promovida pela
patologia, proporcionam melhor desempenho reprodutivo, maior nimero de posturas e de
ovos (MENEZES et al., 2014). Esse encurtamento do periodo de pré-oviposicdo pode estar
relacionado ao bom estado nutricional das ninfas mesmo expostas ao fungo, que obtiveram
reservas suficientes para mudanca rapida de estadio e, assim, puderam antecipar a oviposi¢ao.
Quando o fungo entra em contato com a cuticula do inseto, as enzimas antifingicas sao
ativadas para combater o patogeno (DUBOVSKIY et al., 2013). Possivelmente, essa ativacao
provocou um estresse no metabolismo do predador e em resposta a alocagdo de energia para
aceleracao de seu ciclo.

O percevejo P. sagitta inibiu satisfatoriamente o efeito patogénico do fungo M.
anisoplie, pois mateve a sobrevivéncia da populacdo exposta acima de 80% e obteve os
melhores resultados reprodutivos neste tratamento, com maior producdo de ovos por fémea.
Esse resultado difere dos encontrados em ninfas de P. nigrispinus, que tiveram a produgdo de
ovos das fémeas afetada quando alimentadas com presas tratadas com M. anisopliae
(FRANCA et al., 2006). Também, foi constatado que o fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana (Vuil.) afeta negativamente a reproducdo de P. nigrispinus quando submetido
tratamento topico das ninfas (HOLTZ, 2009). Isso porque, geralmente, o investimento em
defesa provoca reducdo da fecundidade (DUBOVSKIY et al., 2013), e ainda o fungo pode ser
especifico e infectar apenas um determinado tipo de hospedeiro (THUNGRABEAB;
TONGMA, 2007). Dessa forma, o uso em conjunto de M. anisopliae com o P. sagitta em
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programas de MIP ¢ vidvel, pois o percevejo tem boa capacidade de recuperacio da patologia
e apresenta estimulos provocados por realocagdes energéticas no ciclo e reprodugdo.

Os inseticidas deltametrina e neem ocasionaram efeitos negativos na biologia
reprodutiva de P. sagitta. O aumento significativo no periodo de pré-oviposicao das fémeas
de P. sagitta, expostas ao inseticida deltametrina no terceiro estadio ninfal, pode estar
relacionado a redugdo da capacidade de preda¢dao dos machos na fase imatura, resultando em
baixo peso, € como existe a preferéncia das fémeas por machos mais pesados para copula
(PEREIRA et al., 2017), possivelmente, essas ndo foram receptivas ao acasalamento. Esse
alongamento no periodo de pré-oviposi¢do corrobora com resultados obtidos com fémeas de
Podisus maculiventris (Hemiptera: Pentatomidae) expostas a deltametrina na dose de 12,5 mg
ia. L' (MOHAGHEGH; CLERCQ; TIRRY, 2000). No entanto, em ninfas de terceiro estadio
de S. cincticeps expostas as doses 5,74 x 107 e 5,74 x 102 ppb de permetrina, o periodo de
pré-oviposicao foi mais curto (ZANUNCIO et al., 2003). Isso demostra que o efeito de
piretroides ¢ dependente da espécie de inseto e da molécula utilizada, pois percevejos
predadores possuem sensibilidades distintas a esses inseticidas. O que demonstra a
necessidade de investigagao dos efeitos de piretroides em outros inimigos naturais.

A reducao do niumero de ovos por postura e por f€émea de P. sagitta, expostas ao
inseticida deltametrina no terceiro estadio ninfal, indica que piretroides podem afetar a
reproducdo deste predador. Embora o Decis 25 CE® seja classificado como mediamente
toxico (classe toxicologica III) (MAIA et al., 2018), estudos tém demonstrado que piretroides
sdo toxicos a artropodes benéficos (CROFT 1990; CORDEIRO et al. 2010). Assim como
constatado em resultados com P. nigrispinus, que também tiveram a reducdo da producao de
ovos quando alimentados com lagartas de Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera:
Noctuidae) expostas a esse produto quimico (DE CASTRO et al., 2015). Esses resultados
demonstram que a reproducdo de P. sagitta ¢ afetada por inseticidas neurotoxicos de amplo
espectro como a deltamentrina, e seu uso possui grande impacto na redugdo populacional
desse predador.

A redugdo no nimero de ovos por f€émea decorrente da exposicdo das ninfas de P.
sagitta ao neem na concentracdo recomendada de 1,5%, pode estar relacionada com a inibi¢ao
da ovogénese e sitentese de ecdisteroides ovarianos decorrente do efeito da azadiractina
(CHAUDHARY et al., 2017). Entretanto, ndo foi constatada interferéncia na oviposi¢do do
predador Euborellia annulipes Lucas (Dermaptera: Anisolabididae) quando submetido as
concentragdes 0,00; 0,50; 2,25 e 5,00% de neem (produto comercial Nim-I-GO) no estadio

ninfal (COSTA et al., 2007). Espécies diferentes de inimigos naturais € concentragdes ou
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formas de extragdes de azadiractina diferentes podem provocar respostas distintas em testes
toxicologicos.

Os resultados desse estudo sugerem que inseticidas neurotoxicos de largo espectro
de acdo e inseticidas botanicos podem afetar a biologia reprodutiva de P. sagitta. Portanto, ¢
necessaria uma investigagdo prévia de seus efeitos em organismos autdctones nao alvos antes

de utiliza-los conjuntamente em programas de MIP.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A associagdo do inseticida microbiano M. anisoplie com o percevejo predador P.
sagitta provocou melhorias no desenvolvimento e reproducdo desse inseto, e boa capacidade
de recuperacao da patologia. Isso possibilita uso simultaneo desses agentes em programas de
manejo integrado de pragas.

O inseticida sintético deltametrina ocasionou efeito negativo sobre o
desenvolvimento e biologia reprodutiva de P. sagitta. Assim, seu uso nao ¢ indicado quando
esse inimigo natural se encontra em altos niveis populacionais no campo.

O inseticida botanico neem apresentou baixa toxicidade para as ninfas do P.
sagitta. Contudo, observou-se alongamento do ciclo e redu¢do no nimero de ovos por fémea

indicando que essa associacao deve ser melhor investigada.
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CONCLUSOES GERAIS

A associacdo de inseticidas quimico e botanico com M. anisopliae devem
apresentar compatibilidade e permitir a preservacdo desse agente microbiano no campo,
propiciando um controle de pragas mais efetivo. O uso de deltametrina associado com esse
fungo apresentou compatibilidade e propiciou incremento no crescimento vegetativo, sendo
viavel para o MIP. Entretanto, o inseticida botanico neem deve ser utilizado com restri¢ao,
pois a concentracdo aplicada pode apresentar incompatibilidade com fungos
entomopatogénicos, ocasionando um risco elevado para o uso em conjunto como agentes de
controle.

O fungo entomopatogénico M. anmisopliae além de apresentar eficiéncia no
controle de insetos pragas, pode apresentar compatibilidade com percevejos predadores.
Ninfas de P. sagitta expostas a esse entomopatogeno se recuperaram da patologia e obtiveram
melhor desenvolvimento na fase imatura e melhor performance reprodutiva. Assim, 0 uso em
conjunto desses inimigos naturais proporcionard aumento dos niveis populacionais de P.
sagitta no campo, contribuindo no aumento da eficiéncia do controle populacional das pragas.

Inseticidas neurotoxicos de largo espectro de acdo e inseticidas botanicos podem
afetar o desenvolvimento e os parametros reprodutivos de P. sagitta. Isso sugere cautela no
uso desses inseticidas em conjunto com esse inimigo natural, para ndo afetar o equilibrio

ecoldgico e a sustentabilidade dos agroecossistemas.
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APENDICE

Apéndice A - Isolados de Metarhizium anisopliae crescidos em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) contaminado por deltametrina nas doses 0,00; 16,67; 33,33
€ 66,66 mg L. Crescimento vegetativo aos oito dias (A), 12 dias (B), 15 dias (C) e 18 dias (D).

Dose 1SO 01 1SO 02 1SO 03 1SO 01 1SO 02 1SO 03 1SO 01 1SO 02 1S0 03 1SO 01 1SO 02 1SO 03
(mg L) _

66,66
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Apéndice B - Isolados de Metarhizium anisopliae crescidos em meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (SDA) contaminado por 6leo de neem nas concentragdes 0,00;
0,75; 1,50 e 3,00%. Crescimento vegetativo aos oito dias (A), 12 dias (B), 15 dias (C) e 18 dias (D).

ISO 01 1SO 02 ISO 03 ISO 01 1SO 02 1ISO 03 ISO 01 15O 02 ISO 03 ISO 01 ISO 02 ISO 03

Cone.

0,00%

0,75%

1,50%

3,00%
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