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RESUMO

O presente estudo foi dividido em capitulos que inclui diversos aspectos da
interacdo entre o fungo entomopatogénico M. anisopliae com o percevejo do colmo
do arroz T. limbativentris como se seguem:

O capitulo 1 (Consideragcfes teoricas) descreve uma introducdo sobre os
elementos envolvidos neste estudo como: A importancia da cultura do arroz para o
Brasil, assim como aspectos sécio-econbmicos e fitossanitario dessa cultura. O
mesmo capitulo também aborda informacdes sobre o percevejo do colmo do arroz,
Tibraca limbativentris stal (1869) como aspectos morfologicos, bioldgicos,
importancia como praga e métodos de controle quimico e biolégico. Sobre o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin esse capitulo aborda
aspectos gerais como taxonomia, morfologia, processo de infec¢éo desse fungo aos
seus hospedeiros e fatores de viruléncia. Para finalizar o capitulo foi explorado o
assunto sobre ecologia quimica abordando as interacBes interespecificas e
intraespecificas entre os insetos da familia pentatomidae com énfase nos estudos
sobre compostos de defesas ja elucidados nesta familia de insetos.

O capitulo 2 (Toxicidade de compostos extraidos da Glandulas
Metatoracica (GMT), de adultos, e da Abdominal Dorsal (GAD), de ninfas, de T.
limbativentris a M. anisopliae) descreve os resultados relacionados a diferenca de
susceptibilidade entre os estagios de vida do T. limbativentris ao fungo M. anisopliae
e correlaciona estes resultados a atividade fungitoxica dos aldeidos (E)-2-octenal e
(E)-2-decenal, extraido da glandula metatoracica (MTG) de adultos, e também o
(E)-2-hexenal, extraido da glandula abdominal dorsal (DAG) nos estagios ninfais de
segundo a quinto instar deste percevejo, por meio de coleta de exudvias. Todos 0s
compostos extraidos foram caracterizados por CG-EM e o potencial fungitoxico
determinado por meio da concentracao inibitdria minima (MIC) desses compostos
capaz de inibir totalmente a germinacao do fungo. O aldeido (E)-2-decenal foi 0 mais
ativo, apresentando MIC de 0,003% (30 ppm), em comparacdo com o (E)-2-hexenal
e o (E)-2-octenal que apresentaram MIC de 0,012 e 0,025% respectivamente.

O capitulo 3 (Efeito de agroquimicos convencionais utilizados na cultura
do arroz ao fungo M. anisopliae.) descreve a avaliacdo da compatibilidade do M.
anisopliae a oito inseticidas, cinco herbicidas e quatro fungicidas registrados para a
cultura do arroz. Neste trabalho avaliou-se a germinacdo (GER), o crescimento
vegetativo (CV) e a esporulacdo (ESP) do fungo ap0s trés horas em mistura, sob
agitacdo, com o0s agroquimicos. Os parametros avaliados do fungo foram
equacionados segundo a formula: 1B = [(CV*47)+(ESP*43)+(GER*10)]/100; no qual
através do valor indice biolégico (IB) determinou-se a seletividade dos agroquimicos
ao fungo. Entre os agroquimicos testados, os inseticidas Bravic™, Actara™, Karate
Zeon™:; os herbicidas Roundup™, Basagran™, Kifix™ e o fungicida Priori™ foram
compativeis ao M. anisopliae. No entanto, o fungicida Priori™ retardou a germinacéao
do fungo, até 20 horas apds o contato nenhum conidio germinado foi observado
neste tratamento e apos 48 horas foi observado 43% germinacao.

O capitulo 4 (Aumeto da patogenicidade de M. anisopliae a T.
limbativentris com doses subletais de inseticidas quimicos.) descreve a
interacdo do M. anisopliae combinado com concentracfes subletais de tiametoxam
contra adultos do T. limbativentris. A combinagdo tem como hipétese superar
resisténcia quimica natural do T. libentriventris ao M. anisopliae. Os resultados
mostraram que o T. limbativentris foi mais susceptivel ao M. anisopliae associado a
doses subletais de tiametoxam (Actara™) ou A-cialotrina (Karate Zeon™) do que ao
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fungo isolado. E ainda foi verificado uma concentracdo 6tima para o fungo (5x10’
conidios.mL), através de correlagdo com concentracdes do inseticida tiametoxam. O
fungo nesta concentragdo misturado ao tiametoxam a 3.1 ppm causou mortalidade
de 80%, enquanto a taxa de mortalidade nos tratamentos com o fungo isolado e o
tiametoxam 3.1 ppm foi de 38 e 35% respectivamente. As doses sobletais de
Actara™ (3,1ppm) Karate Zeon™ (186ppm) foi estimada pela equacéo Probit. Com
a intencdo de utilizar uma cepa comercial do M. anisopliae foi comparada a
viruléncia da cepa CG-168, utilizadas em todos 0s ensaios anteriores, com a cepa
ESALQ-1037, registrada comercialmente. Segundo resultados ambas as cepas
tiveram viruléncia semelhante para adultos de T. limbativentris.

No experimento de campo, foram preparados cinco tratamentos: Fungo +
Actara™ dose subletal (50g/ha), Fungo, Actara™ dose subletal (50g/h4), Actara™
dose cheia (200g/ha) e o controle; os quais foram aplicados nos insetos contidos em
gaiolas em campo. Apés um e sete dias da aplicacéo, foram coletados 20 insetos de
cada gaiola e avaliados em laboratério. Segundo resultados, na avaliagcdo da
primeira coleta, o tratamento com a mistura do M. anisopliae com 50g/ha Actara™
apresentou taxa de mortalidade 54% contra 40, 32, 26 e 18% respectivamente para
os tratamentos Actara™ dose cheia (200g/ha), Fungo, Actara™ dose subletal
(50g/ha) e Controle. Na avaliacdo da segunda coleta, o tratamento com o fungo +
Actara™ destacou em relacdo aos demais, causando taxa de mortalidade de 50%
enquanto o tratamento com o fungo isolado foi de 16% e os demais de 0%. Nesta
avaliacdo constatou-se um sinergismo entre o fungo e a dose subletal do inseticida.

Em resumo, nossos resultados destacam o potencial de concentracdes
subletais do inseticida tiametoxam (neonicotindide) em aumentar a susceptibilidade
dos adultos de T. limbativentris ao fungo M. anisopliae. Na verdade, esta estratégia
consiste em um método de controle eficaz e viavel para combater o percevejo do
colmo do arroz em campo, do ponto de vista de um manejo integrado pragas com
sustentabilidade.
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ABSTRACT

This study was divided in chapters that include various aspects of the
interaction between the entomopathogenic fungus M. anisopliae with rice stink bug T.
limbativentris as follows:

Chapter 1 (Theoretical considerations) describes an introduction about the
elements involved in this study as: the importance of rice crops for Brazil, as well as
socio-economic and planted areas with this crop. It also covers information about life
cycle and ecology of the rice stink bug, Tibraca limbativentris stal (1869) along with
its importance as a pest. Chemical and biological control measures are discussed as
well. Regarding the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin, general aspects of taxonomy, morphology, infection process of this fungus
to their hosts and virulence factors were also addressed. To sum up, chemical
ecology was explored addressing intraspecific and interspecific interactions among
insect family pentatomidae with emphasis on studies of chemical compounds of
defense in order to understand the natural resistance of this group of insects to
entomopathogenic fungi.

Chapter 2 (Toxicity of compounds extracted from the cuticle and the stink
methatoracic gland (MTG) of T. limbativentris to the fungus M. anisopliae)
describes the susceptibility of different life stages of T. limbativentris to M. anisopliae
and correlates these results with the fungicidal activity of aldehydes (E)-2-octenal
and (E)-2-dedecenal extracted from metathoracic scent glands (MTG) of adults as
well as the (E)-2-hexenal, extracted from dorsal abdominal scent glands (DAG) of
nymphal stages (second to fifth instar), by collecting exuviae. All compounds
extracted were characterized by GC-MS and their fungistatic potential determined
measuring the minimum inhibitory concentration (MIC) of these compounds, which
expresses the ability of these compounds to inhibit the conidial germination of this
fungus entirely. The aldehyde (E)-2-decenal was the most harmful to M. anisopliae
germination, with MIC of 0.003% (30 ppm) compared to the (E)-2-hexenal and (E)-2-
octenal, which in turn showed MIC of 0.012 and 0.025%, respectively.

Chapter 3 (Effect of pesticides used in conventional rice cultivation with
the entomopathogenic fungus M. anisopliae.) Describes the assessment of the
compatibility of M. anisopliae to eight insecticides, five herbicides and four fungicides
registered for rice cultivation. In this study we evaluated the germination (GER),
vegetative growth (VG) and sporulation (ESP) of the fungus after three hours in the
mixture, stirring with agrochemicals. The parameters evaluated were the fungus
equated using the following formula: Bl = [(VG * 47) + (ESP * 43) + (10 * GER)] / 100,
in which through the biological index value (Bl) was possible to determine the
compatibility level of agrochemicals to the fungus. Among the tested pesticides,
insecticides Bravic™, Actara™, Karate Zeon™; herbicide Roundup™, Basagran™,
Kifix™ and fungicide Priori ™ were the only products compatible with M. anisopliae.
Chapter 4 (enhanced pathogenicity toT. limbativentris with sublethal doses of
chemical insecticides.) describes the interaction of M. anisopliae combined with
sublethal concentrations of thiamethoxam against adults of T. limbativentris. This
combination as hypothesis has to overcome the natural chemical resistance of T.
limbativentris to M. anisopliae. The results showed that T. limbativentris was more
susceptible to M. anisopliae (strain CG-168) associated with sublethal doses of
thiamethoxam (Actara™) or lambda-cyhalothrin (Karate Zeon™) than the fungus
alone. In addition, the optimum concentration was observed for the fungus at 5x10’
conidia combined with concentrations of the insecticide thiamethoxam. The fungus in
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this concentration mixed with thiamethoxam at 3.1 ppm caused 80% adult mortality,
whereas the mortality rates in treatments with the fungus and 3.1 ppm thiamethoxam
both applied alone were 38 and 35% respectively. Sublethal doses of Actara™ (3.1
ppm) and Karate Zeon™ (186 ppm) was estimated by Probit equation. For the
purpose of using a commercial strain of M. anisopliae, the virulence of strain CG-168,
used in all previous tests, was compared to strain 1037-ESALQ, registered
commercially. According to the results both strains had similar virulence to adult T.
limbativentris.

commercially registered in Brazil market. According to the results, adults of T.
Limbativentris were similarly susceptible to both strains of M. anisopliae.

In the field experiment, five treatments were prepared: Fungus + Actara™
sublethal dose (50g ha), Fungus, Actara™ sublethal dose (50g./ha) Actara™ full
dose (200g./ha) and control; which were applied on rice plants infested with insects
inside nylon cages under field conditions. After seven and 14 days of application, 20
insects were collected from each cage and evaluated in the laboratory. According to
the results, the evaluation of the first collection, mixture of M. anisopliae with 50g/ha
Actara™ caused 54% mortality compared with 40, 32, 26 and 18% respectively for
the full dose of Actara™ (200g/ha), fungus alone, Actara™ sublethal dose (50g/ha)
and control. In the second collection, fungus + Actara™ highlightedin relation to the
others, causing a 50% mortality, while treatment with the fungus alone the mortality
was16% and the others treatment was 0% As a result, we found a synergism effect
between fungus and sublethal dose of the insecticide.

In summary, our results highlight the potential of sublethal concentrations of
the neonicotinoid insecticide thiamethoxan in increasing the susceptibility of adults of
T. Limbativentris to the fungus M. anisopliae. In fact, this strategy consists in a
control method effective and feasible to combat this stink rice bug in the field from a
viewpoint of an integrated pest management and sustainability.
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Capitulo 1

Consideracoes tedricas



1.1. O ARROZ

“..Nenhuma outra cultura agricola alimenta tantas pessoas, sustenta tantas familias,
€ tdo crucial para o desenvolvimento de tantas nacdes e apresenta alto impacto
sobre 0 nosso meio ambiente. A produgcédo de arroz alimenta quase a metade do
planeta todos os dias, fornece a maior parte da renda para milhdes de habitantes
rurais pobres, pode derrubar governos e cobre 11% da terra agricultavel do
planeta."(Cantrell, 2002).

1.1.1. Aspectos gerais

O arroz é constituido por sete espécies, Oryza barthii, O. glaberrima, O.
latifolia, O. longistaminata, O. punctata, O. rufipogon e O. sativa, sendo a O. sativa a
espécie mais comercializada. E uma planta da familia das gramineas que junto com
o trigo e o milho, constituem a base da alimentacdo humana, sendo responsaveis
por cerca da metade da ingestdo energética e proteica dos individuos (YOUNG &
PELLET, 1994). E a terceira maior cultura cerealifera do mundo, ficando atras

apenas do milho e trigo.

Em muitos paises em desenvolvimento, o arroz é considerado o produto de
maior importancia econémica, sendo basico para cerca de 24 bilhdes de pessoas, e
0 aumento crescente de seu consumo impde aos setores produtivos a busca de

novas tecnologias visando o aumento da produtividade (CANTRELL, 2002).

Diante da importancia das caracteristicas nutricionais e aceitacdo pelos
consumidores, o produto arroz devera cada vez mais ser enfocado quanto a questao
de seguranca alimentar, estratégica e politica para a melhoria da nutricdo e

gualidade de vida do povo dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento.
1.1.2. Importancia na nutricdo humana.

A alimentacdo humana consome carboidratos, proteinas, lipidios, minerais e
vitaminas. Os carboidratos potencialmente digestiveis fornecem cerca de 60% do
valor caldrico total ingerido diariamente pela espécie humana. Eles sao
indispensaveis para manter a integridade funcional do tecido nervoso e, em

condi¢Bes normais, é a Unica fonte de energia para o cérebro. Tem as finalidades de



fornecer energia ao organismo, desenvolver e restaurar tecidos e manter as funcoes
vitais (VELOSO & BASSINELO 2006).

As principais fontes de carboidratos sdo os graos de cereais. O arroz € um
glicidio de facil digestéo, alto valor energético e indice glicémico que se caracteriza
por absorcéo lenta e gradual pelo organismo. O arroz contém um hidrato de carbono
complexo, que mantém o nivel de energia por periodos maiores. Na alimentacao
com arroz, ha uma economia de proteinas, pois 0 corpo ndo usa a proteina da dieta
ou das reservas para abastecer as necessidades de energia quando ha um hidrato
de carbono disponivel (VELOSO & BASSINELO 2006).

A proteina do arroz é a mais nobre entre os cereais. A fracdo proteica do
arroz, embora quantitativamente pequena, apresenta uma boa composicdo de
aminoacidos para o metabolismo humano, quando metabolizado, gera menos
residuos nitrogenados, favorecendo a funcéo renal de filtragem desses catabdlitos
(JULIANO, 1993).

Como produto da Cesta Béasica Brasileira, o arroz € responsavel por 12% das
proteinas e 18% das calorias da dieta basica (VELOSO & BASSINELO 2006). No
Brasil, o arroz é consumido preferencialmente nas formas branco polido,
parboilizado e integral, sendo o branco polido 0 mais consumido. E um cereal muito
versatil, podendo ser consumido também na forma de cereais matinais, macarrao,
biscoitos, péaes, farinhas, pastas, sorvetes, doces e bebidas (VELOSO &
BASSINELO 2006). Do farelo extrai-se o Oleo, rico em gama-orizanol, que possuli
propriedades antioxidantes que protegem vasos do coracdo dos danos dos radicais
livres e ajuda a manter os niveis de colesterol dentro da normalidade. Como
produtos processados, o arroz pode ser encontrado na forma de pratos semiprontos,
com temperos, arroz expandido, farinhas instantaneas, pellets e também na forma

enriquecida, com adicdes de célcio, de ferro e zinco.

O arroz é considerado um bom complemento para qualquer prato a base de
carnes, € ingrediente de varias receitas e de facil preparo. Na alimentacdo de
pessoas sadias, o arroz complementado com feijdo, carne ou ovo, supre com

exceléncia a necessidade de aminoacidos essenciais para o equilibrio do organismo



(VELOSO & BASSINELO 2006). Nesse contexto, 0 arroz agrega valores nutricionais

e culturais inquestionaveis, contribuindo para uma alimentagdo adequada.
1.1.3. Produgéo, consumo e aspectos econdémicos.

Pela importancia do arroz na alimentacdo das populacdes de varios paises, a
Organizacao das NagOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) comemorou
em 2004 o ano internacional do arroz, com o objetivo de encorajar 0s governantes a
criar politicas de incentivo a producéo e consumo do arroz e abertura dos mercados,
pois naquela época temiam a possibilidade de desabastecimento e aumento da
fome e desnutricdo. Esse produto foi incentivado devido a sua aceitagdo, valor

nutricional e area para cultivo.

O arroz é cultivado em todos os continentes, tanto em regides tropicais
quanto temperadas. A Asia contribui com cerca 90% da producdo mundial, sendo
gue entre os 10 maiores produtores mundiais, apenas o Brasil, Nigéria e Costa do

Marfim ndo pertencem ao continente asiatico.

A producao de arroz no Brasil é expressiva, ocupando a terceira posicdo em
termos de producdo de grdos, sendo antecedido pela soja e pelo milho (IBGE,

2010). Em relacao a producéo mundial ocupa a nona posicao.

Mesmo o Brasil estando entre os 10 maiores produtores mundiais de arroz, a
partir da década de 80 passou a importar pequenas quantidades, 5% da demanda
total. A partir de 1989/90, se tornou um dos principais importadores deste cereal,
chegando a 2 milhdes de toneladas (ALONCO et al., 2005), colocando o Brasil entre
0s dez maiores importadores, absorvendo cerca de 5% do volume das exportacdes
mundiais (FERREIRA et al., 2005).

1.1.4. Doencas do arroz

Em qualquer fase do desenvolvimento, o arroz é susceptivel a doencas que
podem afetar a produtividade e a qualidade dos gréos. A prevaléncia e a severidade
das doencas dependem de uma serie de fatores como: viruléncia do patdégeno,
ambiente mais favoravel, incidéncia do patdgeno e fator de resisténcia da cultivar.
Segundo a literatura, existe mais de 80 doencgas catalogadas em todo o mundo para
cultura do arroz (PRABHU et al., 2005).



As lavouras brasileiras de arroz estdo expostas a ocorréncia de diversas
doencas. Entre estas, destaca-se a brusone, causada pelo fungo Pyricularia grisea,
cujos danos em anos favoraveis a sua ocorréncia podem comprometer até 100% da
producdo do arroz. Outras doencgas fangicas importantes na cultura do arroz séo a
mancha parda (Bipolaris oryzae), escaldadura da folha (Rhynchosporium oryzae),
mancha estreita (Cercospora oryzae), mancha das bainhas (Rhizoctonia oryzae),
gueima das bainhas (Rhizoctonia solani), carie do gréao (Tilletia barclayana) e falso
carvao (Ustilaginoidea virens). Como as principais doencas do arroz sdo causadas
por fungos fitopatégenos, o método de controle mais utilizado € o uso de fungicidas
sintéticos. No entanto, o uso intensivo desses fungicidas pode causar danos a
microbiota natural do agroecossistema, eliminando fungos benéficos as praticas
agricolas como antagbnicos a outros fitopatbgenos, decompositores e
entomopatogénicos (PRABHU et al. 2005).

Para minimizar a acao deletéria desses produtos aos fungos benéficos,
deve-se implementar boas praticas de manejo como: dimensionamento adequado
das fontes de agua, realizar a irrigacdo no momento necessario, semear na época
recomendada, destruir os restos de cultura e utilizar produtos fitossanitarios seletivos
(PRABHU et al., 1999).

1.1.5. Pragas do arroz

Entre as espécies de insetos mais prejudiciais ao arroz estdo Spodoptera
frugiperda (lagarta-da-folha), Oryzophagus oryzae (gorgulho-aquatico), Tibraca
limbativentris (percevejo-do-colmo) e Oebalus poecilus (percevejo-do-gréo). O
conhecimento sobre bases técnicas do Manejo Integrado de Pragas (MIP) é
essencial para o controle eficaz das espécies supracitadas, resultando assim em
menores riscos de impacto ambiental negativo (FERREIRA & BARRIGOSSI 2001).

Nesse sistema, 0 manejo integrado de pragas, baseia-se no inter-
relacionamento dos elementos dos agroecossistemas, tais como clima, solo, planta,
medidas culturais, organismos benéficos, controle quimico e fit6fagos. Dessa forma,
constitui-se um plano de medidas voltado a diminuicdo do uso de agrotdoxicos na
producdo convencional. O MIP € um conceito aberto, por definicdo, a todas as

tecnologias, modernas ou mais antigas, que permitem controlar com eficiéncia as



pragas muito numerosas e diversificadas, com 0s menores custos econGmico e
ambiental (FERREIRA & BARRIGOSSI 2001).

Na cultura do arroz, o principal método de controle de pragas ainda é o0 uso
de agrotéxicos. Esse método € extremamente agressivo aos organismos benéficos
(predadores, parasitoides, microrganismos benéficos, polinizadores entre outros),
contamina o solo e a 4gua, e, além disso, pode induzdir os insetos pragas a adquirir
resisténcia aos inseticidas sintéticos, exigindo doses mais altas ou a necessidade
constante de estar renovando os produtos, tornado mais oneroso 0s custos de

producéo.

Diante de toda essa problemética causada pelo uso intensivo de agrotéxicos
€ uma crescente preocupac¢ao com a seguranca alimentar, cria-se uma necessidade
de um método de controle alternativo menos agressivo ao meio ambiente e a saude

do homem.

1.2. Tibraca limbativentris STAL, 1860 (PERCEVEJO DO COLMO DO
ARROZ)

A cultura do arroz, no aspecto fitossanitario, conta com uma seérie de fatores
adversos entre doencas e pragas, dentre os quais se destaca o percevejo do colmo
(Tibraca limbativentris Stal, 1860) (Fig. 1.1 F), como uma praga importante na
cultura do arroz. Essa praga pode, em determinadas condi¢des, causar prejuizos de
até 80% no rendimento de grdos (FERREIRA et al 1997). E ainda, segundo 0s seus
habitos de vida, mesmo identificado a tempo, é de dificil controle (FERREIRA et al.,
1986).

1.2.1. Aspectos morfoldgicos e biologicos.

As posturas de Tibraca limbativentris (Fig. 1.2) ocorrem na superficie das
folhas e possuem, aproximadamente, 20 ovos agrupados dispostos alternadamente
em duas ou mais fileiras. Os ovos sdo de formato cilindricos, medindo 1 mm de
comprimento e 0,8 mm de largura, possuem coloracdo esverdeada, escurecendo
com a proximidade da eclosdo (BOTTON et al., 1996; FERREIRA et al., 1997;
SILVA et al., 2004).



O periodo ninfal apresenta cinco instares. No primeiro (Fig. 1.1 A), as ninfas
tém 1,5 mm de comprimento e 1,0 mm de largura, sdo de coloracdo marrom
avermelhado, sendo o abdome verde amarelado com manchas marrons. As ninfas
de segundo instar (Fig. 1.1B) tém 2,3 mm de comprimento e 1,5 mm de largura,
apresentam pequenas pontuacdes claras na cabeca e térax sendo
predominantemente de cor verde, o abdome tem trés manchas grandes na linha
média dorsal, e parte ventral verde. No terceiro instar (Fig. 1.1 C), essas tém em
média, 4,0 mm de comprimento e 2,2 mm de largura, cabe¢a marrom escura, térax
com pontuagdes marrons claras, sobre o fundo branco amarelado na parte dorsal,
abdome com trés manchas dorsais em cores semelhantes ao térax, porém claras,
estendendo-se na parte ventral. As de quarto instar (Fig. 1.1 D) medem 5,5 mm de
comprimento e 3,2 mm de largura, cabeca, com pontuagdes marrons escuras, em
geral branco amareladas, torax com coloracdo semelhante a da cabeca e pernas
branco amareladas, tecas alares comecam a aparecer, o abdome tem pontuacdes
marrons claras sobre fundo branco brilhante, coloracdo clara também na parte
ventral. No quinto e dltimo instar (Fig. 1.1E) as ninfas medem 9,5 mm de
comprimento e 6,5 mm de largura, cabeca branco amarelada com pontuacgdes cinza
escuras, torax com superficie colorida semelhante & da cabeca, manchas claras
arredondadas no pronoto, o abdome é preto brilhante com manchas grandes e
alaranjadas no dorso, pernas de cores mais claras como no quarto instar
(FERREIRA et al. 1997).

As fémeas medem, em média, 13,7 mm de comprimento e 7,4 mm de largura,
sdo0 maiores que os machos, os quais medem 12,5 mm de comprimento e 7,1 mm
de largura. Os adultos apresentam cabeca de formato triangular, marrom, com
pontuacdo preta e bordas alaranjadas. Os olhos séo salientes, marrom-escuros
contornados de branco-amarelado, dois ocelos vermelho-escuros localizados entre e
um pouco atrds dos olhos compostos. Antenas da cor da cabeca com 5,5 mm de
comprimento, tendo cinco segmentos pilosos dos quais o terceiro € o maior, labio de
aproximadamente 6 mm de comprimento, indo um pouco além do terceiro par de
pernas, possui quatro segmentos marrons, sendo o Ultimo mais escuro. O térax tem
pronoto bem desenvolvido, marrom com laterais amarelo brilhantes e pontuado
como as demais partes dorsais, angulos antero-laterais com saliéncias pouco

pronunciadas, escutelo triangular, com apice semi-arredondado, base apresentando



trés pontos, sendo um no meio e um junto a cada vertice, hemiélitros do
comprimento do abdome, cada um com um ponto amarelo no corion. Pernas
totalmente marrons com tarsos trimeros. O abdome é coberto pelo escutelo e
hemiélitros, com apenas parte do conexivo visivel, o qual é marrom, com quatro
manchas pretas de cada lado. O corpo do adulto, em geral, apresenta-se marrom
claro na parte dorsal e marrom escuro na parte ventral, com uma faixa na margem
do abdome (FERREIRA et al. 1997; GALLO et al., 2002).

A fase de ovo tem duracdo média de sete dias (BOTTON et al., 1996; SILVA
et al., 2004) e sobrevivéncia de 89%. Em condi¢bes controladas, em laboratério,
Silva et al. (2004) observaram durag&o do periodo ninfal de 55,4 dias, sendo 0 4° e o
5° instares, os que mais duraram, tendéncia similar a ocorrida para outros

pentatomideos, como Euschistos heros (COSTA et al., 1998).

O ciclo de vida de T. limbativentris é de cerca de 60 dias (SILVA et al., 2004)
a uma temperatura média de 26 °C. Em casa de vegetacdo, com temperatura média
de 28 °C, Botton et al. (1996) obtiveram duracdo menor do ciclo de vida, 37,5 dias.
Ciclo este considerado longo, quando comparado a de outros pentatomideos como
Nezara viridula (Linnaeus, 1726) e Euschistus heros (Fabricius, 1794), com 37 e
38,6 dias, respectivamente (COSTA et al., 1998). De acordo com Silva et al. (2004)
fémeas de T. limbativentris atingiram maturidade sexual, registro da primeira cépula,
em 14,2 + 7,48 dias apds a emergéncia, periodo maior do que o observado nos
machos, 11,3 + 6,86 dias. As fémeas apresentaram periodo de oviposicao de 39,2 +
10 dias em que depositaram 92,2 + 27,4 ovos/fémea, e longevidade de 59,3 + 25,2

dias, menor que a longevidade dos machos, 68,5 = 23,6 dias (SILVA et al., 2004).

Em regiBes de clima temperado, apds a colheita, as populagdes infestantes
podem migrar para sitios de hibernacédo, em areas de reflgio, como restos culturais
ou gramineas e ciperaceas nativas, permanecendo nestes locais em diapausa
reprodutiva, ao redor das areas de lavoura, retornando quando o arroz inicia o
perfilhamento (LINK et al., 2006; COSTA& LINK, 1992b).



Figura 1.1 — Tibraca limbativentris stal — A) Ninfa de primeiro instar (tamanho real de
1,5mm x 1,0mm); B) Ninfas de segundo instar (tamanho real de 2,3mm x 1,5mm); C) Ninfa
de terceiro instar (tamanho real de 4,0mm x 2,2mm); D) Ninfa de quarto instar (tamanho real
de 5,5mm x 3,2mm); E) Ninfa de quinto instar (tamanho real de 9,5mm x 6,5mm); F) Adulto
(tamanho real de 13,7mm x 7,4mm). Foto: Ferreira et al. 1997 com adaptacoes.

Figura 1.2 — Postura de T. limbativentris

Foto: (FERREIRA et al. 1997)
1.2.2. Danos causados a cultura do arroz.

Em altas infestagbes, T. limbativentris provoca perdas consideraveis na

producdo, principalmente se o ataque ocorrer nas fases de pré-floracdo e formacao
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dos graos (COSTA & LINK, 1992a). Os danos desta espécie sdo observados a partir
do segundo instar, cuja picada na base das plantas provoca o aparecimento do
sintoma conhecido como “coragdo-morto” (Fig. 1.3) na fase vegetativa e o sintoma
da “panicula-branca” (Fig. 1.4) na fase reprodutiva (COSTA & LINK, 1992a;
FERREIRA et al, 1997; SILVA et al., 2004).

Figura 1.3 — Plantas com coracdo morto Figura 1.4 — Plantas com panicula branca

Fonte: (FERREIRA et al 1997) Fonte: (FERREIRA et al 1997)

Costa & Link (1992a), verificaram que o nivel de dano econémico desta praga
esta associado & fase fenolégica da planta, na fase vegetativa 1 inseto/m® reduz a
producdo em 58,7 kg/ha e na fase reprodutiva, a reducdo na producao é de 65,16
kg/ha.

No Brasil, recomenda-se que o controle quimico deva ser realizado quando a
infestacdo, em plantas com 40 a 50 dias de idade, for de 1 a 2 percevejos por 15
colmos (FERREIRA et al. 1997; MARTINS et al. 2000). Para tal controle as
recomendacdes indicam o uso de Actara 250 WG (neonicotindide), Karate Zeon
(piretréide) ou Malathion 500 CE Sultox (organofosforado) (AGROFIT, 2009).

1.2.3. Controle biolégico por fungos entomopatogéncos
Estudos realizados por Martins et al. (1987, 1994 e 2004) demostraram o

potencial dos fungos Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin e Beauveria
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bassiana (Balsamo) Vuillemin (Moniliales - Moniliaceae) para controle do T.

limbativentris.

Em outro estudo, Martins et al. (1998) avaliaram os efeitos de cepas de M.
anisopliae e B. bassiana sobre T. limbativentris, em condi¢bes de laboratério e
campo. Em laboratério, usaram suspensées de 5 x 10’ esporos/mL, e no campo,
suspensdes de 1 x 10* esporos/ha. Somente as cepas 172, catalogado como CG-
169 na Embrapa CENARGEN, e 171 de M. anisopliae evidenciaram ser virulentas
em condicdes de laboratério e campo.

Em experimento de campo com T. limbativentris confinados em gaiola,
Martins et al. (2004), ao utilizarem as cepas 171 e 172 de M. anisopilae e a 164 de
B. bassiana, em suspensdo aquosa (10™ esporos/ha) e granulos (13,9 kg de
esporos/ha), verificaram que, em relagcdo a testemunha, todos os tratamentos
diminuiram o crescimento populacional do inseto de forma significativa.
Posteriormente, esses mesmos autores realizaram outro experimento em area de
producéo de arroz, utilizando como tratamentos: Monocrotofos (200 g de i.a/ha) Cp
172 de M. anisopliae, em suspensdo (7,2 x 10" de esporos/ha) e em arroz
descascado (20 kg de material fungico/ha), e testemunha. Avaliacao feita 30 dias
apos a aplicacdo do fungo e 16 dias apos a aplicacdo do Monocrotofos indicou

eficiéncia de controle para ambas as estruturas celulares.

Em testes de laboratério para verificar a viruléncia de cepas de M. anisapliae
e B. bassiana para T. limbativentris, Martins & Lima (1994) concluiram que a Cp 172
de M. anisopliae era a mais virulenta, acumulando, em 25 dias apos a aplicacao,

uma mortalidade 37% superior a da testemunha.
1.3. O FUNGO Metarhizium anisopliae.

O fungo Metarhizium anisoplieae (Metsch.) Sorokin (Fig. 1.5) € um dos mais
conhecidos e importantes agente microbiano de controle de pragas, tendo seu

mecanismo de acdo bem conhecido (ALVES 1998).
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Figura 1.5 — Conidios de M. anisopliae com ampliacdo de 400x

O primeiro relato utilizando o fungo entomopatogénico M. anisoplieae para
controle de pragas foi publicado em 1978 pelo russo Metchnikoff. O fungo foi
aplicado em larvas de curculionideos, conhecida como broca da beterraba. Este
fungo parasita naturalmente mais de 300 espécies de diferentes ordens, entre elas
pragas importantes da agricultura, da pecuaria e insetos vetores de doencas
(ALVES, 1998). Segundo Zimmermann (1993), pragas como cupins, gafanhotos,
cigarrinhas e besouros tem sido controladas por este fungo. Esse fungo por ser
cosmopolita € amplamente utilizado em varios paises como Australia, Cuba, EUA e

Brasil.

No Brasil existem varios estudos no sentido de viabilizar programas de
controle bioldgico de insetos pragas por este fungo. Os hospedeiros mais explorados
sdo: carrapatos, broca da bananeira, cupim de monticulo em pastagens, pragas de
graos armazenados, larvas de escarabeideos que atacam a cana de acucar,
cigarrinhas da cana de acucar (Mahanarva posticata e Mahanarva. fimbriolata) e
cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta e Zulia entreriana) (BARBOSA et al.,
1990; ZHIOUA, 1997; CASTRO et al., 1999; KAAYA, 2000; ALMEIDA et al., 2003;
PAIAO et al., 2001; ALMEIDA & BATISTA FILHO, 2002; BATISTA FILHO et al.,
2002; LEITE et al., 2003; REIS et al., 2003; GARCIA et al., 2005; MARANGA et al.,
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2005; LOPES et al, 2007; PEREIRA et al., 2008). Em 1995, estima se que 150.000

hectares de canaviais receberam a aplicacdo do fungo (LEITE, et al., 2003).

M. anisopliae coevolui em associagdo com o0s insetos, e foi classificado
durante muito tempo como Deuteromiceto, e pertencente a classe Hiphomycetes,
ordem Moniliales, familia Moniliaceae (ZIMMERMANN, 1993; DRIVER et al., 2000)'.
Entretanto, utilizando-se de andlises de sequéncias da regido de ITS do rDNA, Liu et
al. (2001) identificaram o fungo M. anisopliae como sendo a forma anamorfa de
Cordyceps britllebankisoides, dando-o assim uma nova classificagdo como um
Ascomiceto.

Morfologicamente o M. anisopliae apresenta-se como um fungo filamentoso,
com um corpo de frutificacdo semelhante a um esporodoquio agregado a hifas
intimamente entrelacadas, contendo uma massa compacta de conidiéforos
caracteristicos, simples ou ramificados, resultando em células esporogénicas

denominadas fidlides; das quais se originaram os fialospéros (WANG et al, 2002).

Os conidios s&o uninucleados, hialinos e fracamente coloridos, se formando
sobre conidioforos simples que, justapostos, resultam em uma massa regular sobre
o inseto (ALVES, 1998). A doenca € conhecida como muscardine verde, pois no final
da conidiogénese, os cadaveres apresentam tons de verde que variam do claro ao

escuro, acinzentado ou ainda esbranquicado (WANG et al., 2002) (Fig. 1.6).

Alves (1998) cita que o0s sintomas causados pela patogenia sobre o
hospedeiro incluem inquietacdo, perda da sensibilidade, descoordenacdo dos
movimentos e paralisia, levando os a morte. O ciclo total da doenca € de 5 a 12 dias
e varia em funcdo de condicbes ambientais (temperatura, luz, umidade, radiacéo

ultravioleta), condi¢des nutricionais e susceptibilidade do hospedeiro.
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Figura 1.6 — Cadaver de insetos de diferentes ordens tomados por esporos de M.
anisopliae (Muscardine Verde).

Fonte: www.itafortbioprodutos/fung/meth/h24957.htim

1.3.1. Processo de infeccdo do fungo M. anisopliae

No processo de infeccdo, o M. anisopliae constitui de uma série de eventos
de natureza mecanica e bioquimica (Fig. 1.7). Esse mecanismo comeca pela
deposicdo do conidio sobre a cuticula do hospedeiro (adesdo), seguida pela
germinacdo do conidio (germinacdo), penetracdo através da cuticula por acdo
mecanica e processo enzimatico (formacdo de apressorios e grampo de
penetracdo), invasdo, colonizacdo do corpo do inseto, producdo de toxinas,
exteriorizacdo das estruturas fangicas, producdo de conidios sobre a carcaca do
hospedeiro e disseminacdo (ST. LEGER et al., 1996). O tempo de infeccédo e
colonizacdo pode variar, dependendo do hospedeiro e das condicbes ambientais
(WANG et al., 2002).

O fungo ao encontrar condicbes ambientais favoraveis, faz com que seus
esporos interajam hidrofobicamente com a cuticula do hospedeiro. Apdés a
penetracdo da cuticula pelos tubos germinativos, o fungo M. anisopliae rapidamente
invade os 6rgaos internos, causando paralisia e a morte do hospedeiro (GARCIA et
al, 2005). Quanto mais conidios penetram, mais toxinas ou enzimas séao liberadas,
aumentando a mortalidade do inseto. Depois da morte, se as condicdes forem

favoraveis, o fungo cresce e esporula servindo de fonte de inéculo para outros
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individuos (DRIVER et al., 2000), A fonte natural de in6culo mais importante para
iniciar uma epizootia é o solo (ALVES, 1998; FRANCESCHINI et al., 2001).

Giela atala:ies o fun:1a no 33t naiaadair (259¢)
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Figura 1.7 — Esquema ilustrativo representando o processo de infec¢do do M. anisopliae.

Segundo St. Leger et al. (1991) o processo de adesao conidial € de
fundamental importancia para a formacao de apressorios, uma vez que representa o
primeiro evento da relacdo fungo hospedeiro e visa a penetracdo no inseto. A
fixacdo dos conidios no inseto hospedeiro representa o evento inicial no
estabelecimento de micoses, e ocorre via cuticula aonde adere e germina. Alves
(1998) cita que o fungo M. anisopliae atua por contato e age de forma mais lenta que
os inseticidas quimicos. Contudo, apresentam maior competéncia para manter o
controle, podendo permanecer sobre os insetos mortos na forma de conidios ou
mesmo no solo, sendo este, considerado o0 maior reservatorio do M. anisopliae. A
velocidade de infeccdo deste fungo esta relacionada a estrutura tegumentar dos
hospedeiros. Ele produz uma série de enzimas proteoliticas e quitinoliticas que
provavelmente, estdo envolvidas na sua patogenicidade (JOSHI et al., 1997), sendo
responsaveis pela regulacdo e inducdo da degradacédo da quitina (ST. LERGER et
al., 1996). Tanto as proteases quanto as quitinases e lipases estao envolvidas na

patogenicidade dos fungos entomopatogénicos aos seus hospedeiros (ST. LEGER
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et al., 1999), atuando sinergisticamente para degradar e penetrar na cuticula do
hospedeiro para posteriormente atingir a hemolinfa, rica em nutrientes (JOSHI et aL,
1997).

1.3.2. Fatores de viruléncia do fungo M. anisopliae

O desenvolvimento e a viruléncia dos fungos entomopatogénicos responde
drasticamente a fatores ambientais como temperatura, luz, pH, umidade e nutrientes
(MILNER et al., 2000). Segundo Alves (1998), a temperatura e & umidade relativa do
ar sdo fatores ambientais relevantes no desenvolvimento das relacdes parasito-
hospedeiro, influindo na germinagdo dos esporos, no desenvolvimento do tubo
germinativo e na penetracédo do M. anisopliae no hospedeiro. O M. anisopliae exige
umidade relativa do ar entre 70-90% para a germinacdo, a infeccdo e a
conidiogénese do fungo (HALLSWORTH & MAGAN, 1999).

Entre os fatores bidticos que afetam o desenvolvimento dos fungos
entomopatogénicos, varios trabalhos relatam a acdo fungistatica de alguns aldeidos
presentes na cuticula do hospedeiro que afeta a germinacdo do M. anisopliae
(BORGES et al., 1993; SOSA-GOMEZ et al., 1997). Soza-Gomez et al. (1997) isolou
os aldeidos (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal e (E)-2-decenal da exavia de quinto instar
de N. viridula e verificou o alto potencial fungistatico desses aldeidos ao M.

anisopliae.

Segundo St. Leger (1991), a variacdo de viruléncia de isolados de fungos
entomopatogénicos esta relacionada com a composi¢cdo quimica da cuticula e os
processos bioquimicos envolvidos para a formagdo do tubo germinativo e
colonizacédo do hospedeiro. Outros fatores relacionados a patogenicidade incluem a
dimensdo de conidios, taxa de crescimento do fungo e atividade enziméatica (ST,
LEGER et al., 1996; 1999). A velocidade de acdo do fungo depende da dosagem do
fungo e das espécies hospedeiras envolvidas (BATISTA FILHO et al., 2002;
ALMEIDA et al., 2003; LEITE et al., 2003; PEREIRA et al., 2008). Alves (1998) citou
gue a variacdo da patogenicidade pode estar associada a fatores como baixa
viruléncia do isolado, especificidade e tolerancia do hospedeiro e aplicacdo em
subdoses. As dosagens utilizadas nas aplicacdes de isolados do fungo M. anisopliae

variam muito (LEITE et al.,, 2003), sendo que em alguns casos, mais de uma
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aplicacdo do fungo parece ser necessaria para se obter resultados satisfatorios
(ALMEIDA et al., 2002). Pereira et al. (2008) constataram que as doses 16 x10* e
20 x 10 de conidios viaveis por hectare do isolado IBCB-425 e ESALQ-1037 foram
eficientes no controle de D. flavopicta, em pastagem de capim braquiaria (B.
decumbens).

Kaaya (2000) afirma que os tipos das formula¢des do isolado de M. anisopliae
podem influenciar na atividade, na eficiéncia e na resisténcia aos fatores ambientais.
Em trabalhos desenvolvidos com M. anisopliae e B. bassian,a no controle de pragas
verificou-se que as maiores eficiéncias foram encontradas nas formulacdes a base
de 6leo (PRIOR & JOLLANDS, 1988; BATEMAN, 1993; BATISTA FILHO et al.,
2002; MARANGA et al., 2005).

Na selecédo de isolados de M. anisopliae em laboratorio, onde se comparou 79
isolados de diferentes hospedeiros e procedéncia sobre ninfas de M. fimbriolata, os
isolados IBCB-348, IBCB-408, IBCB-410 e IBCB-425 foram 0s mais virulentos e
produtivos (LOUREIRO et al., 2003). A maioria dos fungos atua por contato e por
ingestdo, 0 que permite estudos de selecdo de cepas ou isolados (LEITE et al.,
2003). Almeida & Batista Filho (2002) citam que a principal fase de um programa de

controle microbiano € a selecdo de isolados dos patégenos.

1.4. ECOLOGIA QUIMICA

Ecologia quimica € a ciéncia que estuda as interagcdes quimicas entre
organismos tais como plantas e animais; animais e animais; plantas e plantas; e,
animais e microrganismos (ZARBIN et al., 2009). O estudo da ecologia quimica € de
particular importancia para entender as relacdes entre insetos sociais como
formigas, abelhas, vespas e térmitas, onde as substancias volateis assumem papel
primordial nha comunicacdo e manutencdo da organizacdo social (SCHOWALTER,
2006). Em uma nomenclatura mais generalista, essas substancias sdo denominadas
semioquimicos (ZARBIN et al., 2009). Esse termo genérico engloba os compostos
guimicos envolvidos nas interacdes intraespecifica (feromodnios) e interespecificas
(aleloquimicos) dos insetos (SCHOWALTER, 2006).

Entre os insetos, varios tipos de feroménios sdo reconhecidos com base nos
comportamentos que induzem (JURENKA, 2004). Os comportamentos mediados por

ferombnios incluem a atracdo do sexo oposto para acasalamento (feroménios
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sexuais), a agregacdo de ambos os sexos a um local especifico para alimentacéo,
protecdo contra predadores ou acasalamento (ferombnios de agregagao) e
demarcacdo ou a formagéo de trilhas (feroménios de trilha). Além da comunicagéo
quimica entre espécies, a ecologia quimica também envolve os estudos com
substancias quimicas defensivas que sao utlizadas para afetar predadores
potenciais e também como agentes antimicrobianos para se proteger de parasitas
como bactérias, fungos, nematdides e protozoarios. Os compostos de defesa sdo
fisiologicamente ativos em organismos e podem ter sido selecionados ao longo do
processo evolutivo como mecanismos de defesa contra inimigos naturais
(HERRERA & PELIMYR, 2002; PANIZZI & PARRA, 1991).

Das 480 espécies-praga agricolas no Brasil, identificadas até 2009, 103 ja
tiveram volateis identificados, deste total de espécies-praga com compostos
identificados, oito pertencem as familias Pentatomidae e Coreidae (ZARBIN et al.,
2009).

Com relacdo aos pentatomideos que atacam os cultivos no Brasil, quatro
possuem os feromdnios sexuais identificados: E. heros, N. viridula, Thianta sp.,
Piezodorus guildinii (Cull, 1788) e T. limbativentris (BAKER et al., 1987; ALDRICH et
al., 1989; ALDRICH et al., 1991; BORGES et al., 2006). Somente no final da década
de 90 houve a identificagdo do feromoénio sexual de um pentatomideo-praga por
pesquisadores brasileiros. Na ocasiao foi identificado o feroménio sexual da espécie
E. heros (BORGES et al., 1998).

Pentatomideos sdo comumente conhecidos como “Stink bugs” (bichos fedidos
ou malcheirosos), porque em resposta a perturbacbes ou agressdo, imaturos e
adultos produzem secrecdes defensivas com odor desagradavel (BAKER et al.,
1987). Estes compostos possuem dupla finalidade, para defesa contra predadores e
como feroménio de alarme (PAREJA et al., 2007). Estes compostos de repeléncia
em adultos sdo produzidos na glandula meta toracica (GMT). Por outro lado, em
imaturos, sdo produzidos na glandula dorso-abdominal (GAD) (ALDRICH, 1978).
Quando liberados em gquantidades menores ou diferentes propor¢cdes, componentes
das secrec¢fes de defesa podem funcionar como feromonio de agregacao de ninfas
e adultos (FUCARINO et al., 2004).

Os primeiros compostos de defesa da familia Pentatomidae identificados
foram (E)-2-heptenal e tridecano, identificados como sendo produzidos pela espécie

Oebalus pugnax (Fabricius) (BLUM et al., 1960). Os pentatomideos produzem uma
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diversificada variedade de compostos para alarme e defesa, principalmente aldeidos
e hidrocarbonetos. As moléculas mais comuns séo os aldeidos (E)-2-hexenal, (E)-2-
decenal, 4-oxo-(E)-2-hexenal, (E)-2-octenal e o hidrocarboneto. Ainda ndo ha
estudos que predizem se estes compostos podem inferir nas relacées taxonémicas
dentro do grupo Pentatomidae, em consequéncia da baixa quantidade de espécies
estudas e compartilhamento de compostos por espécies de géneros diferentes
(PAREJA et al., 2007). A producéo de compostos por pentatomideos machos com a
funcdo de feroménio sexual, geralmente, ocorre em glandulas exdcrinas localizadas
em diferentes partes do corpo do inseto, principalmente glandulas tegumentares da
regido ventral do abdome ou esternitos (glandula esternal) (ALDRICH et al., 1978;
ALDRICH, 1995).
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Capitulo 2

Toxicidade de compostos extraidos das

glandulas metatoracica (GMT), de adultos, e
abdominal dorsal (GAD), de ninfas, do T.

limbativentris a M. anisopliae.
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2.1. INTRODUCAO

O T. limbativentris, mesmo habitando um ambiente com condi¢bes
micrometeorolégicas de umidade e temperatura ideais ao desenvolvimento e
disseminacdo do fungo entomopatogénico M. anisopliae, um importante inimigo
natural deste inseto (MARTINS et al., 2004), apresenta em condi¢cdes de campo

baixas taxas de infeccdo por esse fungo (MARTINS et al., 2004; RAMPELOTTI et
al., 2007).

Segundo Sosa-GOmez et al., (1997) e Borges et al., (1992) a baixa
suscetibilidade dos pentatomideos a fungos entomopatogénicos pode ser atribuida

aos aldeidos a,B-insaturados volateis produzidos por essa familia de percevejos.

Os aldeidos a,B-insaturados, contendo 6, 8, 10 e 12 atomos de carbono ja
foram identificados em pentatomideos (SOSA-GOMEZ et al., 1997; MORAIS et al.,
2008; FAVARO et al.,, 2011). De um modo geral, os aldeidos a,B-insaturados
apresentam alta atividade antimicrobiana sobre bactérias e fungos de diferentes
familias (GORMAN & SCOTT 1980; TROMBETTA et al., 2002).

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivos Gerais

Isolar e identificar os compostos volateis da glandula metatoracica de adultos,
da glandula abdominal dorsal de ninfas em diferentes estagios de vida, e ainda,

avaliar a fungitoxicidade desses compostos ao fungo M. anisopliae.

2.2.2. Objetivos Especificos

e Extrair e identificar os compostos produzidos pelo T. limbativentris na
glandula metatoracica em adultos e na glandula abdominal dorsal em
ninfas, nos cinco instares da fase imatura.

e Avaliar a fungitoxicidade dos extratos de compostos extraidos do T.
limbativentris a M. anisopliae,

e Avaliar a fungitoxicidade dos compostos isoladamente, identificados

nos extratos que apresentarem atividade a M. anisopliae.
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2.3. MATERIAIS E METODOS
2.3.1. Insetos

Adultos de T. limbativentris foram obtidos a partir de uma coldnia de insetos
criados em estufa no Centro Nacional de Pesquisa de arroz e feijao da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Arroz e Feijdo). Os insetos foram
alimentados com plantas de arroz da cultivar BR-IRGA 409 cultivadas em vasos
(Fig. 2.1). A colbonia de insetos foi derivada de uma populagcdo de campo
originalmente coletada em Santo Anténio de Goias, GO. Adultos sexados, com idade
definida ap6s a emergéncia foram recolhidos a partir desta colénia estoque e

utilizados nos experimentos seguintes.

Ovos de T. limbativentris foram obtidos de matrizes mantidas em criagao,
conforme metodoligia supracitada. Os ovos coletados, todos de mesma idade,
foram transferidos para uma caixa Gerbox (caixas de poliestireno cristal, com 11cm
lateral e 3,5cm de altura, tampadas e com papel mata-borrdo cobrindo o fundo). Nos

experimentos foram utilizados ovos de cinco dias.

Para obtencdo de ninfas 1° instar, as posturas provenientes da criacdo de
adultos, foram acondicionadas em caixa Gerbox sobre papel filtro Watmam n°1,
mantida em laboratério e umedecida diariamente com 500 pL de agua destilada, que
era aplicada de forma homogénia no papel filtro com cuidado para ndo encharcar os
ovos. ApOs a eclosdo, os ovos inviaveis (auséncia de ninfas eclodidas) foram

retirados, deixando apenas as ninfas de primeiro instar.

As ninfas a partir do segundo instar foram ciradas em vasos, conforme
metodogia descrita para audultos. Apds cada muda, os insetos sao transferidos para
outro vaso plantado, de tal modo que mantenha os instos separados por fases, de

segundo a quinto instar.
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Figura 2.1 — Criagdo do T. limbativentris em sistema de vasos

2.3.2. Fungo

Em todos os experimentos, utilizou-se a cepa CG-168 de M. anisopliae,
isolada originalmente de T. limbativentris no municipio de Santo Anténio de Goias,
depositada na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia CENARGEN (Brasilia,
DF). No laboratério o fungo foi inoculado em Zabrotes subfasciatus (Coleoptera:
Bruchidae) com a intencdo de manter a viruléncia original do fungo. O fungo foi
isolado do Z. subfasciatus em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA,

Acumedia®).

2.3.3. Avaliacdo da susceptibilidade de ovos de T. limbativentris ao M.

anisopliae.

Foi preparada uma suspensédo do fungo M. anisopliae na qual os conidios,
produzidos em BDA, foram coletados por raspagem com espatula de borracha,
transferidos para 10 mL de uma solucdo de Tween 80 (0,01%) e padronizada para
5x10" conidios/mL por meio de contagem em microscépio de contraste de fase

(Leica® DM 2500) com auxilio de hemacitdbmetro. A partir dessa suspensdo foi
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preparada outra suspencdo de concentracdo 5.10° conidios/mL através de diluicdo
decimal com Tween 80 0,01%. Uma aliquota de cada suspensao foi plaqueada em
meio BDA e verificada a viabilidade dos conidios ap6s 20h de incubacdo.

Com o auxilio de um microaplicador bruker® foram aplicados 10uL de uma
suspensao fungica sobre uma massa de 10 ovos e 10uL de Tween 80 0,01% no
controle. Cada massa com 10 ovos foi colocada sobre a superficie de um papel filtro
gualitativo Whatman n° 1 de 55 cm de diametro, previamente umedecido com
500uL de agua destilada, acondicionados em uma placa de Petri de 6 cm de
diametro e mantidos em incubadora do tipo BOD a 26 + 1°C, UR de 70 + 8% e 12h
de fotofase. O experimento consistiu em dois tratamentos com fungo nas
concentracdes de 5x10’ conidios/mL e 5x10° conidios/mL e um controle com Tween
80 0,01%. Foram utilizados 60 ovos por tratamento divididos em seis repeti¢coes.

As avaliacdes foram feitas diariamente, quantificando o numero de ninfas

eclodidas, numero de ovos inviaveis e o numero de ovos infectados pelo fungo.

2.3.4. Avaliacdo da susceptibilidade de ninfas e adultos de T.

limbativentris ao M. anisopliae.

Foram realizados trés experimentos separadamente: o primeiro com ninfas de
primeiro e segundo instares, o segundo com ninfas de terceiro ao quinto instares, e

0 terceiro com insetos adultos.

No primeiro experimento foi avaliado o potencial de viruléncia do fungo nas

dosagens de 5x10° e 5x10’ conidios/mL sobre ninfas de primeiro e segundo instar.

Para este experimento preparou-se uma suspensdo de M. anisopliae, na qual
conidios foram coletados por raspagem com alca de platina e transferidos para 10
mL de uma solucdo de Tween 80 (0,01%), padronizada para 5x10’ conidios/mL por
meio de contagem em microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse 80i) com
auxilio de hemacitémetro. A partir da suspensao fangica de 5 x10’ conidios/mL foi
preparada mais uma suspensdes de 5x10° conidios/mL por diluicdo. Foram
separados 30 insetos de cada instar, colocados a cada 10 insetos em Erlenmeyer de

500 mL. Para anestesiar os insetos, foi injetado gas CO,, durante 20 segundos,
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dentros dos Erlenmeyer e tampados com algodao hidrofilico. Para cada estagio de
vida do inseto utilizado neste experimento foram preparados trés tratamentos, que
foram as duas suspensdes fangicas descritas anteriormente e o controle (Tween 80
0,01%). Nos tratamentos com o fungo, foram aplicados 5 pL da suspenséao fangica
na regido dorsal. As testemunhas foram tratadas com 5 pL de Tween 80 0,01%
sobre a mesma regido. Foram utilizados seis repeticbes por tratamento. Cada
repeticdo era composta por cinco insetos, acondicionados em um tudo de vidro de
2,5 cm de diametro interno e 20 cm de altura; em cada tudo continha trés colmos de
arroz da cultivar BR-IRGA-409 com a bese elvolta por algodéo hidrifilico umediceido
com 1 mL de &gua destilada. Ap6s a plicacdo de todos os tratamentos e
acondicionados nos tubos todos os insetos, os tubos foram tampados com tecido
voile (30 um de porosidade) presos por atilhos de borracha. Todos os insetos foram
incubados em incubadora do tipo BOD a 26 = 1° C, UR de 70 = 12% e 12h de

fotofase.

Tanto o segundo quanto o terceiro experimento, foram conduzidos seguindo a
mesma metodologia descrita para o primeiro experimento, com execdo; do numero
de tratamentos que nestes sdo quatro, o controle (Tween 80 0,01%) e trés
suspensdes fungicas nas concentraces de 5x10%, 5x10’ e 5x10° conidios/mL; e
também o volume aplicado nos insetos, que foram 10 pL nos dois Ultimos

experimentos.

Nos trés experimentos supracitados, para cada tratamento com o fungo, uma
aliquota de 0,5 mL de cada suspensao fungica foi espalhada em meio BDA, contido
em placa de Petri de 9 mm de diametro, para verificar a viabilidade dos conidios
apo6s 20h de incubacédo a 26 £ 2 °C e UR de 75 + 10%.

Em todos os experimentos, as avaliacdes de inetos mortos e vivos foram
feitas diariamente. Os insetos mortos foram transferidos para camara Umida para

posterior confirmacéo da infeccédo por M. anisopliae.
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2.3.5. Extracdo dos compostos da glandula abdominal dorsal (GAD) em

ninfas.

A extracdo dos compostos das GAD’s foi feita a partir das exuvias de ninfas
de primeiro a quinto instar, quando ocorre a mudanca de estdgio de vida nesta

familia de instos, a GAD permanece na exuvia.

Foram separadas 50 exuvias de primeiro instar, 36 de segundo, 28 de
terceiro, 18 de quarto e 12 exudvias de quinto instar, coletadas com no maximo 24
horas apds a ecdise. O quantitativo das exuvias foi baseado em outros trabalhos
(KRALL et al., 1999; FAVARO et al., 2011).

O processo de extracédo foi estatico, no qual as exuvias foram mantidas
por 24 horas em 2 mL de hexano de grau cromatografico, previamente destilado.
Apoés esse periodo, o extrato foi filtrado com algodéao hidrofilico preso na ponta de
uma pipeta de Pasteur, transferido para um frasco de vidro ambar, previamente
autoclavado e lavado com o mesmo solvente utilizado na estragcéo, e acondicionado

em freezer a -20°C até o momento das analises.
2.3.6. Extracdo dos compostos da glandula metatoracica (GMT) em adultos.

Foram selecionados cinco machos e cinco fémeas do inseto adulto. Os
insetos foram colocados em Erlenmayer de 250 mL, anestesiados com gas CO; e
posteriormente mortos em freezer. Os insetos foram dissecados, segundo a
metodologia descrita por Favaro et al. (2011). Foram fixados em uma placa de
isopor por alfinetes perfurando-os no térax e no final do abdome, foram cortadas as
pernas e dissecados com auxilio de um microscépio estereoscépio (Leica® S6D). Os
tergitos foram removidos, e os tecidos no interior da cavidade do corpo foram
cuidadosamente removidos para expor a GMT de cor alaranjado. A GMT foi
perfurada por um tubo capilar de vidro, e a mistura de substancias do seu interior
extraida por capilaridade e diluida em 2mL de hexano grau cromatografico (Merck®),
previamente destilado. O extrato foi acondicionado em freezer a -20°C até o

momento das analises.
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2.3.7. ldentificacdo estrutural dos compostos quimicos

Cerca de 1 mL de cada extrato (ninfas e adultos), foi concentrado para
aproximadamente 0,1 mL com fluxo de N, gasoso, desidratado com Na,SO, e
injetados 1 pL de cada extrato em GC-MS, da marca Shimadzu, modelo QP5050A,
coluna CB-5 de 30m de comprimento e 0,25 mm de diametro com fase estacionaria
constituida de 5% de metilcenil polissiloxano com espessura do filme de 0,5 um,
temperatura do injetor de 220 °C, temperatura inicial da coluna de 60 °C com
gradiente de aquecimento de 3°C/min, gas de arraste Hélio, com fluxode 1 mL/min,
detector de ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) operando na temperatura de

280°C, e, scan de analise de 60 minutos.

O tempo de retencao linear foi calcula segunda equacao (I, = 100n + 100(tx-t,)
/ (tn+1 — tn) proposta por VAN DEN DOOL & KRATZ (1963), na qual I, = indice de
retencédo do composto, tx = tempo de retencdo do composto a ser identificado e tpetn
+1 = tempo de retencdo dos hidrocarbonetos de referéncia mais proximos eluidos

antes de depois do composto a ser identificado.

Os espectros de massas obtidos e os indices de retencbes lineares calculados
foram comparados com a literatura (ADAMS 2007; MARQUES et al., 2007; MORAIS
et al., 2008) e base de dados NIST. Para confirmar a elucidacdo dos compostos,
foram injetados os padrdes analiticos comerciais (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal, (E)-2-
decenal, dodecano, undecano e tridecano, todos da marca Sigma-Aldrich®

adquiridos da empresa Aldrich Chemical Company (Milwalkee, Wisconsin, USA).
2.3.8. Ensaios antifungicos

Numa placa de Petri de 6 cm de diametro contendo meio de cultura (BDA)
mais antibidtico tetraciclina 100 mg/L foram inoculados 2 pyL de uma suspensao de
M. anisopliae a 5x10’ conidios/mL. No mesmo ponto da inoculacao, foram aplicados
3 UL do extrato bruto (todos os extratos de ninfas e adultos). Foram feitas seis
repeticbes para cada extrato, para cada controle do fungo (no qual foi aplicado
apenas o fungo) e para o controle do solvente (no qual foi aplicado 30 uL de hexano
de grau cromatografico (Merck)). Todas as placas foram vedadas com parafiime e
colocadas em incubadora do tipo BOD a 26 + 1°C, UR 70 + 10% e 12 horas de

fotofase. Ap6s 12 dias, o crescimento micelial do fungo foi medido com auxilio de
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régua graduada tomando-se duas medidas perpendiculares.

Os compostos, extraidos das GAD’s e GMT’s provenientes dos extratos que
apresentaram atividade fungitoxica a M. anisopliae (inibicdo total da germinacéao),
identificados via CG-EM foram testados por meio dos padrdes comerciais. Os
compostos testados foram (E)-2-decenal, (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal, dodecano,
undecano e tridecano (Sigma-Aldrich®). Os compostos foram diluidos para 0,1% com
hexano de grau cromatogréafico. O bioensaio com os compostos puros foi conduzido

conforme procedimento descrito anteriormente para o bioensaio do extrato bruto.

Os compostos a 0,1% que inibiram totalmente o crescimento micelial do fungo
foram submetidos ao ensaio para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM)
nas concentracoes de 0,1, 0,05, 0,025, 0,012, 0,003 e 0,0015%. Para aqueles
compostos que causaram inibicdo do crescimento micelial do fungo a 0,0015%, o
mesmo foi testado em mais cinco diluicdes com concentracdes sucessivas pela

metade, a fim de determinar sua concentragéo inibitoria minima.
2.3.9. Anédlises estatisticas.

Os dados de mortalidade acumulada até o ultimo dia de avaliacdo em
cada ensaio, bem como a porcentagem de insetos com micose (colonizados) ou
mortalidade confirmada e também o crescimento vegetativo de M. anisopliae foram
submetido a analise de variancia usando um modelo linear generalizado (MLG). Em
seguida, as médias foram comparadas pelo teste de Fisher’s least significance
difference (LSD) ao nivel de probabilidade de 5%. Todas as analises estatisticas

foram processadas no software SAS versao 9.2 (SAS Institute 2008).

O tempo mediano letal (TLsg) € as curvas de sobrevivéncia dos insetos
expostos a cada um dos tratamentos foi determinado pelo método de Kaplan-Meier
(Kaplan & Meier 1958). As curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste

ndo-paramétrico de Log-rank (Mantel-Cox) com a = 5%.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. Avaliacao da susceptibilidade de ovos de T. limbativentris ao M.

anisopliae.

As posturas de T. limbativentris tratadas com as concentragdes 5x10° e 5x10’
conidios/mL de M. anisopliae foram altamente suscetiveis ao fungo, mostrando uma
viabilidade de 3,75 + 0,25 e 3,75 %= 0,75% respectivamente e, por conseguinte,
apresentaram significativamente menor proporc¢ao de ninfas eclodidas em relagdo ao
controle, cuja viabilidade de ovos foi de 93,75 + 1,22% (F = 257,36; gl = 2, 21; P <
0,0001) (Fig. 2.2).

A mortalidade e a confirmacgédo da infeccdo pelo M. anisopliae nas ninfas de
primeiro instar eclodidas dos ovos tratados com o fungo foi de 100%, em trés dias de

avaliacdo, nesse mesmo periodo a mortalidade no controle foi de 0%.
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Figura 2. 2 — Percentual acumulado de ninfas eclodidas do T. limbativentris apés
aplicacdo do M. anisopliae. As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade néo

sao significativamente diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P <0,05).

2.4.2. Avaliacdo da susceptibilidade de ninfas e adultos de T.

limbativentris ao M. anisopliae.

Conforme apresentado no grafico da Fig. 2.3, a mortalidade acumulada de
ninfas de primeiro instar do T. limbativentris, expostas as concentracdes de 5x10°

conidios/mL (TLso = 6 dias) e 5x10" conidios/mL (TLso = 5 dias) de M. anisopliae
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(CG-168), diferiram significativamente do controle (X? = 47,11; gl = 2; P < 0,0001).
No entanto, ndo houve diderenca significativa na mortalidade das ninfas

comparando os tratamento com o fungo (X? =0,83; gl =2; P =0,88)
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Figura 2.3 — Avaliacdo da mortalidade ao longo do tempo de ninfas de primeiro instar apés

aplicacéo do de M. anisopliae nas concentra¢des de 5x10° conidios/mL e 5x10’ conidios/mL.

Segundo os resultados apresentados na figura Fig. 2.4, as ninfas de segundo
instar, tratadas com o fungo na concentracdo de 5x10’ conidios/mL, tiveram menor
tempo de sobrevivéncia em relacdo ao controle (TLsp = 5 dias) em comparacéo
aquelas tratadas com a menor concentracdo e do controle ndo-tratado (X2 = 32,85;
gl = 2; P < 0,0001). O tratamento com fungo a 5x10° conidios/mL n&o diferiu do
controle. Portanto, ninfas de segundo instar foram significativamente mais

suscetiveis a M. anisopliae em concentracdes acima de 5x10’ conidios/mL.
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Figura 2.4 — Avaliacdo da mortalidade acunulada ao longo do tempo de ninfas de segundo
instar apés aplicacdo de M. anisopliae nas concentracdes de 5x10° conidios/mL e 5x10’
conidios/mL. As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade nao sao
significativamente diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P < 0,05).

O resultado da susceptibilidade de ninfas de terceiro instar expostas ao fungo,
apresentado no na figura 2.5, mostra que as ninfas tratadas com as concentragdes
de 5x10’ (TLso = 7 dias) e 5x10° conidios/mL (TLso = 6 dias) do M. anisopliae (CG-
168) sobreviveram por menos tempo em comparacdo aquelas tratadas com a
concentracdo de 5x10° conidios/mL e do controle ndo-tratado (X22=71,63; gl = 3; P
< 0,0001). Portanto, ninfas de terceiro instar foram significativamente mais
suscetiveis as concentracdes de 5x10’ e 5x10° conidios/mL do fungo.
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Figura 2.5 — Avaliacdo da mortalidade acumulada ao longo do tempo de ninfas de terceiro
instar tratadas com M. anisopliae nas concentracées de 5x10°, 5x10” e 5x10° conidios/mL.
As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade ndo sdo significativamente

diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P < 0,05).

De acordo com a figura 2.6, a mortalidade das ninfas de quarto instar tratadas
com o fungo nas concentracées de 5x10’ (TLso = 8 dias) e 5x10° conidios/mL (TLso =
6 dias) diferiram do controle, no entanto, a maior concentracdo do fungo resultou em
maior eficiéncia (X? = 71,66; gl = 3; P < 0,0001). A mortalidade das ninfas no
tratamento com o fungo na concentracdo de 5x10° conidios/mL n&o diferiu do

controle.
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Figura 2.6 — Avaliacdo da mortalidade acumulada ao longo do tempo de ninfas de quarto
instar apos aplicacdo de M. anisopliae nas concentracdes de 5x10° 5x10’ e 5x10°
conidios/mL. As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade nao sao

significativamente diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P < 0,05).

O comportamento da curva de mortalidade para ninfas de quinto instar (Fig. 2.7)
€ semelhante as de quarto instar (Fig. 2.6), seguindo 0 mesmo padrdo de
diferenciacao entre os tratamentos, com excecéo da TLso que € de nove dias para o
tratamento com o fungo a 5x10’ conidios/mL e de sete dias para o tratamento com o
fungo a 5x10° conidios/mL (Tabela 2.1) (X22 = 45,78; gl = 3; P < 0,0001).
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Figura 2.7 — Avaliagdo da mortalidade acumulada ao longo do tempo de ninfas de quinto
instar apés aplicacdo de M. anisopliae nas concentracbes de 5x10° 5x10’ e 5x10°
conidios/mL. As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade ndo sao

significativamente diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P < 0,05).
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Assim como ninfas de quarto e quinto instares, o percentual de mortalidade
dos adultos de T. limbativentris apresentaram o mesmo padrédo de diferenciagéo
entre os tratamentos. No entanto, os adultos apresentaram menor susceptibilidade
ao fungo, tendo um maior tempo de sobrevivéncia no tratamento com o fungo na
concentracdo de 5x10° conidios/mL (TLso = 9 dias) (X2 = 48,98:; gl = 3; P < 0,0001)
(Fig. 2.8) em comparagao com as ninfas de quinto instar (TLso = 7 dias). O fungo na
concentracdo de 5x10’ conidios/mL causou mortalidade inferior a 50% somente em

adultos.
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Figura 2.8 — Avaliacdo da mortalidade acumulada ao longo do tempo de adultos do T.
lembativentris expostos ao fungo M. anisopliae nas concentracdes de 5x10°, 5x10’ e 5x10°
conidios/mL. As mesmas letras indicam que as curvas de mortalidade ndo séao

significativamente diferentes de acordo com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P < 0,05).
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Tabela 2.1. TLso nos diferentes estagios de vida do T. limbativentris em diferentes tratametos
com o fungo M. anisopliae.

Estagios de vida o Tratamento com M. Tratamento com M. Tratamento com M.

T. limbativentris anisopliae 5 x 10° anisopliae 5 x 10" anisopliae 5 x 10°
conidios/mL conidios/mL conidios/mL

Primeiro instar 6 dias 5 dias Né&o tratado
Segundo instar Mortalidade < 50 % 5 dias N&o tratado

Terceiro Instar Mortalidade <50 % 7 dias 6 dias

Quarto Instar Mortalidade < 50 % 8 dias 6 dias

Quinto Instar Mortalidade < 50 % 9 dias 7 dias

Aduto Mortalidade < 50 % Mortalidade <50 % 9 dias

2.4.3. Caracterizacao estrutural dos compostos quimicos

Os compostos elucidados (Fig. 2.9 e Tabela 2.1) foram caracterizados Todos
0s compostos foram confirmados por padrdes analiticos, com excecéao do 4-oxo-(E)-
2-hexenal. No entanto, esse composto foi comparado ao padréo de fragmentacédo de
massa com a literatura, e ainda verificou-se que se tratava de um composto comum
em pentatomideos (BORGES et al., 1992; PAREJA et al.,, 2007; MORAIS et al.,
2008). Os Indices de Retencdo e a quantificacdo relativa dos compostos

caracterizados estéo representados na Tabela 2.2, pagina 43.
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Figura 2.9 — Compostos caracterizados via CG-EM, extraidos de diferentes estagios de vida

de T. limbativentris.
2.4.4. Ensaios antifungicos.

Todos os extratos obtidos atravées da GMT de adultos e GAD de ninfas,
exceto de primeiro instar, inibiram o crescimento micelial de M. anisopliae apos 12
dias da inoculagdo. No entanto, no tratamento com o extrato de ninfas de primeiro
instar, o crescimento micelial diferiu do controle (Tabela 2.3) (X2 = 38,37; gl = 7,
F=4,42; P < 0,001).

Os tratamentos com os hidrocarbonetos apresentaram resultados
semelhantes ao controle. O composto tetradecanal n&o inibiu totalmente o
crescimento micelial do fungo, entretanto, difeririu do controle (Tabela 2.4). Os
aldeidos aq,B-insaturados (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal, (E)-2-decenal apresentaram
maior toxicidade ao fungo, inibindo totalmente a germinacédo de M. anisopliae a 0,1%
(Tabela 2.4).

O ensaio de CIM demonstrou que o (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal e o (E)-2-
decenal inibiram totalmente o crescimento do fungo, respectivamente, nas
concentracbes de 0,012%, 0,025% e 0,003%, demostrando o alto potencial

fungistatico desses compostos (Tabela 2.5).
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Tabela 2.2 — Dados sobre indice de Retencéo, quantificacdo relativa, compostos
extraidos e origem do extrato.

indice de Quantificacdo relativa Origem do extrato®
Compostos .
Retencéao (%)
L L Ninfas (22 a 5°) e
(E)-2-hexenal 856 6.77A" e 17,46N2
Adultos
(E)-2-octenal 1054 28,62 Adultos
(E)-2-decenal 1259 0,90 Adultos
4-oxo-(E)-2- Adultos
965 19,23
hexenal
tetradecanal 1509 32,08 N1' e 39,57N2 Ninfas (1° a 5°)
limoneno 1026 10,25 Ninfas (1°)
dodecano 1099 0,60 Adultos
' 4,19 N1, 43,95N2 e Todos os estagios
Tridecano 1200

42,79A

' A = Adultos, N1= Ninfas de primeiro instar e N2 = Ninfas de segundo a

quinto instar.
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Tabela 2.3 - Efeito do extrato bruto da GAD de infas e da GMT de adultos sobre o

crescimento vegetativo do M. anisopliae.

Diametro da colénia (mm)

Tratamentos
(n=6)
Testemunha 31,66 +1,87a
Controle do solvente! 31,52+25a
1° instar 25,33+ 1.8Db
2° instar Oc
3°instar Oc
40 instar Oc
5 instar Oc
Adultos Oc

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P > 0,05).
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Tabela 2.4 — Atividade fungitdéxica dos compostos extraidos do T. limbativentris a

0,1% ao fungo M. anisopliae.

Diametro da colénia (mm)

Tratamentos
(n =6)
Testemunha 34,02 + 2,0a
Controle do solvente® 30,91+28a
Decano 29,85+ 49a
Undecano 31,00+ 29a
Tridecano 3503+ 18a
Tetradecanal 223+53b
(E)-2-hexenal od
(E)-2-octenal 0d
(E)-2-decenal od

As meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi

aplicado teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2.5 - Resultados da concentracgédo inibitéria minima (CIM) dos aldeidos a,B-insaturados ao fungo M. anisopliae.

Tratamento Crescimento Tratamento Crescimento Tratamento Crescimento
(E)-2-hexenal Vegetativo (E)-2-octenal vegetativo (E)-2-decenal Vegetativo
~ Testemunha ~  29,00+1,05a  Testemunha  31,3+15a  Testemunha 29,00+105a
Controle solvente’ 29,27 +1,09 a Controle solvente!  29,41+1,1a  Controle solvente’ 29,27 +1,09a
0,1% 0 0,1% 0 0,1% 0
0,05% 0 0,05% 0 0,05% 0
0,025% 0 0,025% 0 0,025% 0
0,012% 0 0,012% 23,95+ 1,75 0,012% 0
0,006% 25,01+ 1,02 0,006% 26,06+ 0,8 0,006% 0
0,003% 28,80 £ 0,76 0,003% 30,05% 1,06 0,003% 0
0,0015% 28,22 £ 0,43 0,0015% 30,94+ 1,12 0,0015% 2951+1,14

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste deTukey ao nivel de 5% de probabilidade. * O
solvente utilizado foi hexano grau cromatogréfico.
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2.5. DISCUSSADO.

Ovos e ninfas de primeiro instar de T. limbativentris foram mais
suscetiveis a M. anisopliae do que os demais estagios. Menos de 4% dos ovos
ficaram viaveis ao final de dez dias de avaliacéo, e entre os vidveis, nenhuma
ninfa eclodida chegou ao segundo instar nos dois tratamentos com o fungo. Foi
ainda observado o crescimento do fungo no cadaver de todas as ninfas
eclodidas. Esse resultado € um indicativo de que M. anisopliae é altamente
virulento as fases de ovo e ninfas mais jovens deste inseto. Rampelotti et al.
(2007) observaram que mais de 80% de uma populacdo de ninfas de primeiro
instar de T. limbativentris infectadas por M. anisopliae n&o alcancaram o
segundo instar; e ainda constataram que o0s adultos desse inseto foram
consideravelmente menos susceptiveis ao M. anisopliae comparado com o0s
outros estagios de desenvolvimento. Diante desses resultados, pode-se sugerir
gue o melhor momento para aplicacdo do fungo € no periodo das primeiras
posturas, onde o fungo tem maiores chances de infectar um numero maior de

ovos e ninfas de primeiro instar.

De acordo com os resultados, T. limbativentris a partir do segundo instar,
apresentaram menor susceptibilidade ao fungo. E ainda, os adultos
apresentaram menor suscetibilidade a M. anisopliae comparando o percentual

de mortalidade e o valor de TLso entre os estagios de vida do inseto.

De acordo com os resultados obtidos nos bioensaios de todos os
extratos brutos, a baixa susceptibilidade de T. limbativentris pode ser atribuida
a compostos fungistaticos ou fungicidas presentes produzidos por este inseto.
Resultados semelhantes foram observados por Sosa-Gomez et al., 1997 e
Borges et al., 1992, em estudos com outros pentatomideos. Em relacdo as
ninfas de primeiro instar, as mais suscetiveis, essas provavelmente nao
produzem os possiveis compostos fungitéxicos ou eventualmente podem estar
presentes em concentracdes abaixo do limite da atividade biolégica. Segundo o
bioensaio para avaliar o efeito do extrato bruto da GAD de infas e da GMT de
adultos sobre o crescimento vegetativo do M. anisopliae, o Unico tratamento no
gual houve crescimento vegetativo do fungo foi com o extrato da GAD de

ninfas de primeiro instar (Tabela 2.3).
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Para verificar qual(is) o(s) composto(s) seria(m) responsavel(eis) pela
atividade fungitoxica, os extratos da glandula metaroracica (GMT) de adultos e

da glandula dorsal abdominal (GAD) das ninfas foram analisados via CG-EM.

De acordo com o cromatograma da Fig. 2.11, referente ao extrato de
ninfas de primeiro instar, podemos observar quatro compostos, caracterizados
como dois hidrocarbonetos (limoneno e tridecano) e um aldeido alifatico
saturado (Tetradecanal). O limoneno que é um monoterpeno constituinte do
0leo essencial da casca de laranja e também encontrado em varias plantas das
mais variadas familias (Stefanello et al., 2010), tem dois sinais caracteristicos,
um referente ao ion molecular m/z 136 e o outro ao pico base do ion radical
m/z 68 (Fig. 2.12), no qual corresponde ao fragmento formado pela reagéo de
retro Diels-Alder (Fig. 2.10)

B +.
CH; _ +
Py ¢|CH3 N
T ” CHy”  CH;
G -
|CHy  "CH;
cation radical dieno nautro
imoneno _
s = 136 miz =68

Figura 2.10 — Representacdo do padrao de fragmentacdo na formacéo do cation

m/z 68 a partir da reacao de retro Diels-Alder do limoneno.

504

Mao idertificacdo
Tetradecanal

Limoneno

=
-
Tridecano

8,853 20,383 22,223 25 33517

Figura 2.11 — Cromatograma (CG) dos componentes extraidos da GAD de ninfas

de primeiro instar.
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Figura 2.12 — Espectro de massas do limoneno.

O padrao de fragmentacdo do tridecano, como era esperado, segue a
regra de fragmentacdo dos alcanos lineares, os quais sofrem fragmentacao
formando uma série de cations que diferem entre si numa razdo m/z de 14
unidades de massa, isso ocorre devido a possibilidade de fragmentacdo em
diferentes partes da molécula, no entanto, o ponto mais fragil para
fragmentacao tende a ser o meio da molécula que forma os cations e radicais
mais estaveis (Silverstein & Webster 2000). O ion molecular de baixa
intensidade também €& uma caracteristica marcante dos hidrocarbonatos
saturados, pois ndo ha nenhum fator que estabiliza o ion radical molecular. No
EM do n-tridecano, o fragmento mais estavel ocorre a m/z 57 (Fig. 2.13) e os
demais diminuem em intensidade a medida que se diferem em 14 unidades de

massa.
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Figura 2.13 — Espectro de massa do tridecano

O tetradecanal segue padrdo de fragmentacdo dos aldeidos e envolve
uma quebra a-carbonila podendo a carga positiva residual ficar no carbono
carbonilico originando o fragmento m/z 29 (CHO) (Fig. 2.14). No entanto, esse
fragmento ndo pode ser adotado como uma informacédo chave, isso porque o
fragmento CHsCH>", comum em hidrocarbonetos, também responde como pico
m/z 29. Outros picos que podemos usar na identificacdo ocorrem em m/z 194,
que corresponde ao fragmento M* - 18 (Eliminacdo de éagua); m/z 184,
referente ao fragmento M" - 28 (eliminagao de etileno); m/z 168 (M — 44, perda
de CH,CHOH). O tetradecanal por ser uma molécula de cadeia longa, assume
também o modelo de fragmentacédo dos hidrocarbonetos de cadeia longa (m/z
43, 57 e 71). Estes fatos sdo dominantes no espectro do tetradecanal (Fig.
2.14).
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Figura 2.14 — Espectro de massa do tetradecanal.

No cromatograma referente aos compostos extraidos de ninfas de
segundo a quinto instar (Fig. 2.15), além do tridecano e do tetradecanal que
foram encontrados também em ninfas de primeiro instar, foi caracterizado o
(E)-2-hexenal. Como fragmento mais importante para auxiliar na identificacéo
desse grupo de compostos, temos o sinal do pico base com m/z 41(Fig. 2.16),
referente ao ion alilico [H,C-CH=CH,]", que é formado pela quebra da ligacdo
alilica favorecida pela conjugacdo da dupla ligacdo com o agrupamento
carbonila impedindo a migracdo da ligacdo dupla. Esse ion é estabilizado por
ressonancia. Outro pico relevante na caracterizacdo € o pico do ion molecular
m/z 98.

Tridecano Tetradecanal

501 (E)-2-Hexenal

TR = 4,00 TR =22047 TR = 33367
L, I

25

Figura 2.15 - Cromatograma (CG) dos componentes extraidos da GAD de ninfas de

segundo a quinto instar instar.
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Figura 2.16 — Espectro de massa do (E)-2-hexenal.

Em relacdo ao cromatograma da Fig. 2.17, relativo ao perfil quimico dos
insetos adultos, foram identificados os hidrocarbonetos undecano e dodecano,
0S quais apresentam padrdo de fragmentacdo semelhante ao tridecano,
discutido anteriormente. A principal diferenca estd no pico do ion molecular,

m/z 156 para o undecano e m/z 170 para o dodecano (Figuras 2.18 e 2.19).

Em relagdo aos aldeidos a,B-insaturados elucidados a partir desse
extrato, o (E)-2-octenal e o (E)-2-decenal, com picos dos ions moleculares m/z
126 e 154, respectivamente (Figuras 2.20 e 2.21), seguem 0 mesmo padrao de

fragmentacdo discutido para o (E)-2-hexenal.
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Figura 2.17 - Cromatograma (CG) dos componentes extraidos da GMT de aldultos

do T. limbativentris.
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Figura 2.18 — Espectro de massa do undecano.

55



43

1004
57
i
7l
T 25
= 142
Ll sl |‘ i e
oINS Y 11 1 PRSI FE 11 NUUREIPIREY | THRSTRUNP * FDIEESIERVHN RIS ¥ SNSRI FR—
40 50 40 70 a0 20 100 110 120 130 140
Figura 2.19 — Espectro de massa do decano.
41
100
55
1 70
83
57
501
g
1 67
Q7
53 e
45 7a 79
108
55‘ ! |1m
o I| I|. |||‘| ‘II il nI..|.|I| i gll .|. I 1|1|5
L LFELT) S S e B SR L L | R R T O U B R IR S A R e R 1 . A R
40 50 80 70 80 90 100 110 120 130

Figura 2.20 — Espectro de massa do (E)-2-octenal.
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Figura 2.21 - Espectro de massa do (E)-2-decenal.

Assim como foi discutido, o padrdao de fragmentacdo € semelhante
dentro de um mesmo grupo quimico, o que nos ajuda a direcionar a uma
hipétese do grupo funcional. No entanto, para se certificar da real
caracterizacdo dos compostos, os espetros de massa e os indices de Retengdo
foram comparados com literatura (Sosa-Gomez et al., 1997; Borges et al.,
1992; Adms 2007; Marques et al., 2007; Morais et al., 2008; Favaro et al.,
2010). Comparou-se ainda, através da injecdo de padrdes analiticos de todos
0S compostos, exceto o0 4-oxo-(E)-2-hexenal por ser instavel ndo é
comercializado. Ainda ndo obtivemos sucesso na sintese desse composto
utilizando a rota sintética proposta por Moreira e Millar (2005). No entanto, 4-
oxo-(E)-2-hexenal € um composto caracteristico em pentatomidios e com um
fragmento caracteristico m/z 83 (Fig. 2.22), que corresponde a um ion
lactdnico, estabilizado por ressonancia, formado a partir do rompimento da

ligacdo a a carbonila cetonica.
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Figura 2.23 - Espectro de massa do 4-oxo-(E)-2-hexenal.

Entre os compostos extraidos de ninfas de primeiro instar o tetradecanal,
afetou o crescimento vegetativo do fungo, apesar de nao inibir completamente,
diferindo o diametro da colénia em relacdo ao controle. Provavelmente este
composto pode ser ou estar entre os responsaveis pela diferenca entre os
diametros das colénias comparando o tratamento com o extrato bruto de ninfas
de primeiro instar com o controle. Segundo a literatura, o D-limoneno € um
potente agente antibacteriano (VAN VUREN E VILIJOEN 2007). Sokovic &
Griensven (2006) observaram a atividade antifungica do D-limoneno (MIC 40
uL/L) frente aos fungos Verticillium fungicola e Trichoderma harzianum.
Hammer et al., (1999) relataram que a germinacdo de esporos de Candida

albicans foi completamente inibida pelo D-limoneno a 200 pL/L. Embora o D-
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limoneno apresente atividade antifingica perante alguns fungos, até o
momento ndo ha trabalhos publicados de sua bioatividade frente a fungos da
familia Clavicipitaceae, na qual pertence o M. anisopliae. Este trabalho
descreve a identificagdo do limoneno, no entanto, por nédo ter identificado qual
isbmero se tratava, ndo foi possivel avaliar a funtitoxicidade, deixando esta

proposta para futuros trabalhos.

Os aldeidos a,p-insaturados, (E)-2-hexenal, encontrado em ninfas de
segundo a quinto instar e adultos, (E)-2-octenal e (E)-2-decenal, encontrados
em adultos, apresentaram um alto potencial antifingico com MIC de 120, 250 e
30 ppm, respectivamente. Borges et al.,, (1992) também observaram a
fungitoxicidade do (E)-2-hexenal e do (E)-2-decenal, extraidos do percevejo da
soja Nezara viridula (Pentatomidae), a conidios de M. anisopliae. Verificou-se
ainda, que o (E)-2-decenal foi mais ativo que o (E)-2-hexenal, dados

condizentes com este trabalho.

De um modo geral, todos os tipos de aldeidos sao intrinsicamente
compostos reativos. A eletrofilicidade do grupo carbonilico pode proporcionar
uma variedade de reacOes de adicdo e condensacdo. No entanto,
particularmente os aldeidos alifaticos a,B-insaturados apresentam maior
reatividade quando comparados aos aldeidos de cadeia saturada. Os q,f3-
insaturados reagem rapidamente com grupos sulfidrico, hidroxilico e
principalmente amino, que sao grupos quimicos comuns na estrutura celular de
varios organismos vivos. Trombetta et al., (2002) relatam que os (E)-2-
alquenais sao conhecidos por possuir notaveis atividades frente a diversas
cepas de fungos e bactérias, podendo sua atividade ser comparada a biocidas
comerciais como biguanidinas, alcoois e guanidinas. Segundo Bisignano et al.,
(2001), a acao letal desses compostos sobre 0s microrganismos € justificada
principalmente pela alteracdo na permeabilidade da membrana citoplasméatica

celular.

O principal modo de acdo dos aldeidos sobre as bactérias é causado
pela lise da parede celular. Isso consiste na reacdo do aldeido com os
peptidoglicanos, que € em um esqueleto de glicano (polissacarideo) formado

por acido N-acetil muramico e N-acetil glicosamina ligados a cadeias laterais de
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peptideos contendo os aminoacidos D-alanina e L-lisina, e em algumas
espécies 0 acido diaminopimélico. Pela composicdo da parede celular
peptidoglicona, percebe-se muitos grupos quimicos que podem reagir como um

nucledfilo, principalmente agrupamento amino.

Shockmagn et al. (1967) e Hughes & Thurman (1970) observaram que
enzimas autoliticas, responsaveis pela plasticidade da parede celular, séo
desnaturadas em contato com aldeidos como: glutaraldeido, (E)-2-hexenal, (E)-
2-decenal e (E,E)-2,4-decadienal, e ainda verificaram que estes aldeidos
reagem condensando com o amino&cido D-alanina comprometendo a estrutura

da membrana celular.

O mecanismo de acdo dos (E)-2-alquenais ou qualquer aldeido sobre
fungos ainda néao foi estudado a fundo como em bactérias (GORMAN E
SCOTT, 1980; TROMBETTA et al., 2002; KUBO et al.,, 1995; DANYERA E
STEWART 1998). No entanto, segundo Gorman & Scott (1980), o mecanismo
de acdo que leva a inibicdo da germinacdo de esporos de fungos pelos
aldeidos € semelhante ao mecanismo descrito para as bactérias. O
componente principal da constituicdo da parede celular dos fungos séo fibras
de quitina e corneo formado por unidades de N-acetilglicosamina, que se
assemelha ao peptidoglicano de bactérias, tendo assim, 0 mesmo potencial

reativo perante compostos altamente eletrofilicos como os aldeidos.

Outros sitios ativos, segundo Gorman & Scott, (1980), podem incluir os
complexos proteina-polissacarideo, encontrados em células de levedura e
outros fungos, e também as ligacdes -S-S- do aminoacido cistina (Fig. 2.24),
gue sdo rompidas pela adicdo de uma carbonila ao atomo de enxofre. E ainda,
assim como na cistina e também em varias proteinas e aminoacidos, o grupo —
NH,, que é abundante nestas espécies quimicas, é altamente reativo com
aldeidos formando iminas, também conhecidas como base de Schiff,
relativamente estabilizadas por ressonancia (Fig. 2.25). Acredita-se que as
iminas, por estarem em um meio propicio, entre grupos carbindlicos
(eletrofilicos), sofram uma reagdo de Mannich produzindo compostos [-

aminocarbonilados. Consequentimente sao formadas ligacbes secundarias
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intercelulares que resulta na aglutinagdo do complexo da parede celular

levando a célulala a morte.

Os aldeidos alifaticos a,B-insaturados, com base nos mecanismos de
acao bioldgica discutidos, parecem néo ter seletividade, ou seja, podem causar
danos a uma variedade de células diferentes, além da significativa atividade
bactericida e fungicida. Caboni et al., (2012) observaram que (E,E)-,2,4-
decadienal e (E)-2-decenal apresentaram atividade nematicida contra
Meloidogyne javanica. Sjaastad e Svendsen (2008) relataram que os (E)-2-
alquenais e (E,E)-2,4-alquenais, de 9 a 12 atomos de carbono, sdo compostos
mutagénicos, podendo causar dano oxidativo significativo em células A-549 de
humanos. Outros estudos indicaram uma associacdo destes aldeidos com
efeitos genotoxicos devido a reacdo com bases de acidos nucleicos
(LOUREIRO et al., 2000). Krall et al., (1999) verificaram que aves predadoras
de insetos evitam se alimentar do pentatomideo Cosmopepla bimaculata, fato
que foi atribuido aos compostos de defesa da GMT do pentatomideo.
Verificaram ainda, que as mesmas aves evitaram a dieta artificial contaminada
com o composto (E)-2-hexenal, dando preferéncia para a dieta néao

contaminada.

Diante dos resultados alcancados por este trabalho e outras
bioatividades discutidas dos aldeidos a,B-insaturados, é oportuno concluir que
estes compostos apresentam a funcdo de defesa de T. limbativentris contra

predadores e microorganismos entomopatogénicos.

Podemos atribuir a maior susceptibilidade das ninfas de primeiro instar a
M. anisopliae ao fato que neste estagio de vida esse inseto ndo produz, ou
produz em quantidades ndo detectaveis de aldeidos a,B-insaturados,
considerando o numero de insetos utilizados. Por outro lado, podemos justificar
a menor suscetibilidade em adultos por serem o0s Unicos a produzir o (E)-2-
octenal em maior proporcdo, comparado aos outros aldeidos (Tabela 1), e

principalmente o (E)-2-decenal, que apresentou maior potencial fungitoxico.

A identificacdo de substancias fungitoxicas nos pentatomideos, abre

oportunidade para novas pesquisas com interesse de induzir a isolados
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eficientes do fungo M. anisopliae maior resisténcia a estes compostos ou

propor estudos sobre formulagbes com componentes capazes de inativar o

sitio de reacdo desses compostos, podendo assim estabelecer um programa

mais consistente e eficaz de controle biolégico dessa praga, reduzindo as

aplicacbes de agrotoxicos (Inseticidas sintéticos) nos agroecossistemas de

arroz.

HO 0
ji/ O
5
H N \S/%OH
NH,

Figura 2.24 — Estrutura molecular do aminoacido Cistina.
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Figura 2.25 — Formacao de uma imina pela reacao entre aldeidos e aminas.
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Capitulo 3

Efeitos de agroquimicos convencionais
utilizados na cultura do arroz ao fungo M.

anisopliae.
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3.1 INTRODUCAO.

Metarhizium anisopliae é um fungo adaptado para viver como simbionte
na rizosfera da planta (Hu e St. Leger 2002), o que torna o solo a sua principal
fonte de indéculo. Além disso, o M. anisopliae é reconhecido como um
importante agente de controle biolégico de T. limbativentris e também tem
mostrado resultados promissores em testes de campo, consequentemente
motivando o uso em larga escala para o controle desta praga (Martins et al.
2004; Rampelotti et al. 2007).

O estudo sobre o efeito de pesticidas quimicos mais comumente
utilizados pelos produtores de arroz no Brasil, em diferentes fases biol6gicas do
M. anisopliae, € de suma importancia para o estabelecimento de um programa
de manejo integrado de pragas para esse inseto. De acordo com alguns
investigadores, o potencial nocivo dos produtos quimicos agricolas para o M.
anisopliae é variavel, sendo os compostos fungicidas mais prejudiciais, seguido
por inseticidas e herbicidas (LOUREIRO et al. 2002; TANZINI et al. 2002;
RACHAPPA et al. 2007; RAMPELOTTI-FERREIRA et al. 2010).

Os micoinseticidas ndo podem substituir totalmente a necessidade de
pesticidas quimicos sintéticos em sistemas de producédo comercial de arroz. No
entanto, como ha fortes evidéncias que indicam efeitos nocivos desses
produtos sobre a sobrevivéncia de fungos entomopatogénicos no
agroecossistema, é de extrema importancia determinar a compatibilidade dos
agrotoxicos e dizer quais sdo menos nocivos ao M. anisopliae, a fim de orientar
os produtores de arroz. Além disso, o uso combinado de diferentes medidas de
controle, tais como agentes microbianos e inseticidas quimicos, compreende
um componente importante no manejo integrado de pragas e ajuda a minimizar
a resisténcia nos insetos (GEORGHIOU 1994). A toxicidade de produtos
fitossanitarios sobre esses fungos entomopatogénicos pode variar com a
espécie do fungo, cepa, a natureza quimica do principio ativo, o0 modo de acéo,
a formulacéo do produto e da dose recomendada (ALVES & LECUONA 1998).

Tanzini, et al. (2002) observaram que duas cepas diferentes de M. anisopliae
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apresentaram respostas diferentes quando expostos a Metamidofos e A-
Cialotrina.

3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivos Gerais

Determinar o efeito de diferentes agroquimicos sintéticos convencionais

ao M. anisopliae (CG-169), em condi¢des de laboratério.
3.2.1. Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito de oito inseticidas, cinco herbicidas e quatro fungicidas
sobre a germinacdo, 0 crescimento vegetativo e a esporulacédo do M.
anisopliae.

e Determinar a compatibilidade dos agroquimicos testados, segundo

equacao proposta por Rossi-Zalaf et al. (2008).
3.3. MATERIAIS E METODOS.
3.3.1 Fungo

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Patologia de Insetos
da Embrapa Arroz e Feijao localizado em Santo Anténio de Goias, GO. Uma
cepa do complexo de M. anisopliae isolada originalmente de adultos de T.
limbativentris, ap0s uma epizootia na criacdo desses insetos em casa de
vegetacdo na Embrapa Arroz e Feijdo (CNPAF). Essa cepa do fungo foi
depositada na colecdo de culturas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN), em Brasilia, DF, registrado com o cédigo CG-168.

3.3.2 Agroquimicos testados

Os Inseticidas, fungicidas e herbicidas selecionados para os bioensaios
foram os mais frequentemente utilizados por produtores de arroz e estdo
descritos na Tabela 3.1. As concentracfes dos produtos agroquimicos testadas
foram de acordo com a recomendacéo do fabricante (AGROFIT 2009). Quando
a concentracdo de um produto foi registrada indicando dose minima e maxima,

foi usada a concentracdo meédia. Metamidofés é um inseticida de amplo
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espectro, muito conhecido, e que néo estéa registrado para o arroz, apesar de
ser amplamente utilizado pelos produtores para controlar T. limbativentris. A
concentragéo testada para cada produto foi calculada tendo por base 200 L de
agua/ha.
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Tabela 3.1. Descricao dos agroquimicos utilizados nos bioensaios in vitro com Metarhizium anisopliae CG 168.

Nome Comercial Formulagcdo

Grupo Quimico

Nome Técnico

Concentracéo do i.a. Dose (g ou mL/ha)

(g/L ou g/kg)

Inseticidas

Standak CS Pirazol Fipronil 250 240

Bravik 600 CE EC Organofosforado Parathion metilico 600 400

Nor-trin 250 CE EC Piretroides Cipermetrina 250 100

Actara 250 WG WP Neocotinoides Tiametoxam 250 125

Engeo Pleno CSs Neocotindides + Piretroides Tiametoxam + A-Cialotrina 106 + 141 175

Karate Zeon 50 CSs Piretréides A-Cialotrina 50 125
Cs

Klap CSs Pyrazol Fipronil 200 60

Tamaron CSs Organofosforado Metamidofés 600 100
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Tabela 3.1 Descricado dos agroquimicos utilizados nos bioensaios in vitro com Metarhizium anisopliae CG 168.

Herbicidas
Roundup Original CS Glycina substituida Glifosato 480 3250
DMA 806 BR SL acido ariloxialconoico Acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) 806 1000
Basagran 600 SL Benzoato de diazonona Bentazona 600 1200
Kifix WP Imidazolinona Imazapique + Imazapyr 175 + 525 120
Herbadox 500 CE EC Dinitroanilinas Pendimetalina 500 3000
Fungicidas
Score EC Triazol Difenoconazol 250 275
Stratego 250 EC EC Triazol Propiconazol 250 300
Flint 500 WG WG Strobilurina Trifloxistrobina 500 625
Priori CS Strobilurina Azoxistrobina 250 225

“Volume da calda de referéncia = 200 L por hectare.
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3.3.3 Protocolo para ensaio de compatibilidade in vitro

No primeiro experimento, foi avaliado o efeito de oito inseticidas sobre a
taxa de germinacdo fungica. Cada concentracdo do inseticida foi adicionada a
10 mL de uma suspensdo fangica contendo 1,9 x 10’ conidios/mL em &gua
destilada além de Tween ® 80 (0,01%). Cada tratamento foi repetido quatro
vezes. Em seguida, esta mistura foi vigorosamente agitada em vortex (Biomixer
QL 901) durante dois minutos e mantida sob agitacdo constante, em um
agitador rotativo (Tecnal N206A) a 214 RPM a 25 °C, durante trés horas, com a
intencdo de simular uma mistura em tanque de pulverizacdo dos conidios do
fungo com o pesticida. A suspenséo de conidios foi submetida novamente ao
vortex e, em seguida, 500 pL de suspensao foram pulverizados sobre uma
camada fina (3 mm) do BDA (infusé&o de batata 20%, dextrose a 2% e agar a
2%) em laminas de vidro (7,5 x 2,5 cm) usando um pulverizador de méo. Para
a germinacdo de conidios, cada tratamento consistiu de trés laminas
(repeticbes). Apos a inoculacédo dos conidios, as laminas foram colocadas em
camaras de crescimento (Marconi MA 402) a 26 + 1 °C, umidade relativa (UR)
de 70 £ 8% e fotofase de 12 h. O controle consistiu de conidios suspensos
numa solucéo aquosa de 0,01% de Tween ® 80 livre de quaisquer pesticidas.
A germinacao de esporos foi determinada apés 20 e 48 h de incubacé&o atravées
da contagem de 200 conidios aleatoriamente, utilizando um microscopio de
contraste de fase (Nikon Eclipse 80i) com 400x de ampliacdo. Os conidios
foram considerados germinados quando observado um tubo de germinacéo de
alongamento maior do que o diametro de conidios (LUZ & FARGUES 1997).

Este experimento foi realizado em duplicata.

No segundo bioensaio, avaliou-se o efeito dos inseticidas sobre o
crescimento micelial e esporulacdo do fungo. Dois microlitros de cada
suspensao original de conidios misturados com pesticidas, cuja preparacao foi
descrita no ensaio anterior. Em seguida, foram inoculados no centro de uma
placa de Petri de 6 cm de diametro contendo BDA (10 mL por placa). Cada
tratamento foi realizado com quatro repeti¢cdes (placas). O controle consistiu de
conidios suspensos em uma solucédo aquosa 0,1% de Tween ® 80. As placas
foram entdo colocadas em camaras de crescimento a 26 + 1 °C, 70 + 8% de

UR e 12 h de fotoperiodo. Depois de nove dias, o diametro (mm) da colbnia
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fungica foi determinado com base no comprimento e na largura da colénia. Foi
utilizado um paquimetro digital (Digimess DG302). Posteriormente, a colbnia foi
transferida para uma centrifuga equipada com tubos de 50 mL contendo 10 mL
de agua destilada + Tween ® 80 (0,01%) e vigorosamente agitada em vortex
durante dois minutos, de modo que os conidios foram desprendidos da col6nia
do fungo. Foram realizadas diluicbes sucessivas até se obter uma suspensao
com concentracao desejavel para uma boa contagem em camara de Neubauer
numa ampliacdo de 400x. A producdo de conidios foi expressa como namero
de conidios por col6nia. Este experimento foi repetido duas vezes.

O mesmo ensaio de compatibilidade foi feito para cinco herbicidas e
quatro fungicidas (Tabela 3.1), utilizando o mesmo protocolo descrito para
inseticidas. Para os herbicidas e fungicidas, ambos os experimentos foram

repetidos duas vezes.
3.3.4 Anédlise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos duas vezes em datas diferentes,
e, em seguida, foram analisados os conjuntos de dados de cada experimento.
Os residuos derivados dos conjuntos de dados foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe de significancia de 5% de probabilidade, a fim
de verificar se eles seguiram distribuicdo normal e variancias requeridas pelo
modelo estatistico paramétrico. Para aqueles que seguiram pressupostos
paramétricos, os dados foram submetidos a uma forma de analise de variancia
(ANOVA, PROC GLM) e, em seguida as medias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Fisher (LSD, a = 0,05). Quando os residuos né&o
corresponderam a pressupostos parametros, os dados foram submetidos a
analise ndo paramétrica baseada Kruskal-Wallis com dados ranqueados
transformados (PROC NPAR/WAY).

Depois, os meios de classificacdo foram comparados por LSD de Fisher
(a =0,05), a fim de determinar qual o grupo de produtos quimicos (insecticidas,
fungicidas e herbicidas) foi mais prejudicial para cada estadgio de
desenvolvimento de M. anisopliae. As médias foram comparadas dentro do

mesmo grupo de agroquimicos. As médias foram submetidas ao teste de
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Kruskal-Wallis e, em seguida comparadas pelo teste de Fisher LSD (a = 0,05).
Todas as analises estatisticas foram realizadas no SAS versdo do programa
9.2 (SAS Institute 2008).

Para determinar a seletividade dos agroquimicos ao M. anisopliae, sob
condicbes de laboratorio, foi utilizado o indice biolégico (IB), proposto por
Rossi-Zalaf et al. (2008) como segue:

5 47(CV)+ 43(ESP)+ 10(GER)
B 100

onde: CV € o percentual de crescimento vegetativo da colénia do fungo
em relacdo ao controle; ESP é o percentual de esporulacdo colénia em relacéo
ao controle; GER é a porcentagem de germinacdo dos conidios em relacdo ao
controle. Os valores de "IB" (a = 0,05) foram agrupados em trés categorias de
classificacdo: 0 a 41 = toxico; 42-66 = moderadamente toxico;> 66 =
compativeis. Assim, esta formula €& considerada pratica para classificar

pesticidas quimicos em termos de sua toxicidade a fungos.
3.4 RESULTADOS

Todos os inseticidas inibiram significativamente a germinacdo dos
esporos até 20 h, em comparacao ao controle ndo tratado (F = 261,98; gl = 8,
45; P < 0,0001). Fipronil (250 g/L) e Cipermetrina foram os mais prejudiciais
para a germinacdo dos esporos (reducdo de 54% e 100%, respectivamente)
(Tabela 3.2). Ap6s 48 h, os tratamentos com Tiametoxam e Parathion Metilico
nao diferenciaram do controle (P > 0,05), enquanto os demais inseticidas
afetaram negativamente a germinacdo dos conidios em comparacdo com a
testemunha (F = 266,7, gl = 8, 45, P < 0,0001). Como resultado, Fipronil (250
g/L) e Cipermetrina causaram uma inibicdo significativa sobre a germinacéao
dos esporos, quando comparados com Tiametoxam, (Tiametoxam + A-
Cialotrina), Parathion Metilico, A-Cialotrina, Fipronil (200 g/L) e Metamidofos,
em periodos de incubacéo de 20 e 48 horas (P < 0,05).

O crescimento micelial foi significativamente reduzido em todos os
tratamentos com inseticidas em comparacgéo com o controle (X* = 62,14; gl = 8,

P < 0,0001), exceto para Parathion Metilico, que permitiu o crescimento normal
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do fungo (P > 0,05). Nenhum crescimento micelial do M. anisopliae foi
observado no tratamento com Cipermetrina que foi significativamente diferente

dos outros tratamentos (Tabela 3.2).

A esporulacdo do M. anisopliae foi significativamente inibida pelos
inseticidas (X? = 63,05; gl = 8, P < 0,0001), exceto para Parathion Metilico, que
nao diferiu do controle (P > 0,05) (Tabela 3.2). (Tiametoxam + A-Cialotrina),
Fipronil (200 g/L), Fipronil (250 g/L), e Metamidofés foram altamente
antagonicos (> 73,7% de reducdo) a esporulacdo do M. anisopliae (P < 0,05).
Uma vez que Cipermetrina inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo,

nao foi observado producgéo de conidios neste tratamento (Tabela 3.2).

De acordo com o indice bioldgico (IB), Parathion Metilico, Tiametoxam e
A-Cialotrina foram compativeis com a Cepa CG-168, enquanto Fipronil (200
g/L), Fipronil (250 g/L), (Tiametoxam + A-Cialotrina) e Metamidofés foram
classificados como moderadamente toxicos (Tabela 3.5). Dos inseticidas

testados apenas Cipermetrina ndo foi compativel com M. anisopliae.

Todos os herbicidas inibiram significativamente a germinacéo apés 20 h,
e nao se observou germinacdo quando o M. anisopliae foi exposto ao
Pendimetalina e 2,4-D (F = 255,22; gl = 5, 29; P < 0,0001) (Tabela 2.3). Apos
48 h, a taxa de germinacdo dos tratamentos com adicdo de (Imazapique +
Imazapir) e Bentazona foram semelhantes ao controle (P > 0,05), enquanto os
outros herbicidas reduziram consideravelmente a viabilidade de conidios (F =
715,18; gl =5, 29; P < 0,0001) (Tabela 2.3). Além disso, o Glifosato retardou a
germinacao dos conidios, com 8,2% de germinacdo apos 20 h e 96,4% apos
48 h.

A maioria dos herbicidas reduziu significativamente o crescimento
micelial em comparacdo com o controle (X? = 39,47; gl = 5, P < 0,0001), exceto
para o Glifosato (P > 0,05). O 2,4-D causou uma completa supressao do
crescimento vegetativo do M. anisopliae, e, consequentemente, neste
tratamento ndo foi observado nenhuma producdo de conidios (Tabela 2.3).
Todos os herbicidas mostraram efeito deletério sobre a producédo de conidios

em relacdo ao controle (X? = 36,53; gl = 5, P < 0,0001), sendo Pendimentalina
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e 2,4-D os mais deletérios, causando redugcdo na producdo de conidios de
81,8% e 100%, respectivamente.

De acordo com o indice biolégico, Glifosato, Bentazona e (Imazapique +
Imazapir) foram compativeis com o M. anisopliae CG-168, enquanto
Pendimentalina foi classificado como moderadamente toxico e 2,4-D toxico
(Tabela 3.5).

Similar aos outros grupos quimicos, todos os fungicidas afetaram
negativamente o processo de germinacdo do M. anisopliae tanto a 20 h (F =
1246,20; gl = 4,20, P < 0,0001) quanto a 48 h (F = 256,62; gl = 4,20; P <
0,0001) em comparacdo com o controle (Tabela 3.4). Trifloxistrobina e
Azostrobina foram os fungicidas mais deletérios a viabilidade fungica apos 20
h, uma vez que nenhum conidio germinado foi observado. No entanto, esse
tratamento apresentou alguns conidios germinados apds 48 h de incubacéo
(48-52% de viabilidade), indicando que tanto Trifloxistrobina quanto
Azostrobina retardaram a taxa de germinacdo dos conidios. Tanto o
crescimento vegetativo quanto a producdo de conidios foram afetados por
todos os fungicidas (F = 54,4, gl = 4,32, P < 0,0001; F =107,51; gl =4,32, P <
0,0001, respectivamente). Propiconazol e Trifloxistrobina causaram mais de

50% de antagonismo sobre o M. anisopliae.

De acordo com o indice biologico, Azostrobina foi o Unico fungicida
compativel com M. anisopliae CG-168, enquanto Difenoconazol, Propiconazol
e Trifloxistrobina foram classificados como moderadamente toxicos. Nenhum

fungicida foi classificado como téxico para este fungo.

De acordo com as analises para a comparacao entre 0S grupos quimicos
pelas médias agrupadas, todos os agroquimicos testados afetaram de alguma
forma algum parametro biolégico do fungo. Com relacdo ao crescimento
vegetativo, os inseticidas foram mais deletérios do que herbicidas e fungicidas
(X* = 36,97; gl = 3, P < 0,0001), enquanto que para a producdo de conidios
todos os agroquimicos, de forma semelhante, reduziram a producdo de
conidios por colénia em relacdo ao controle (X* = 33,06; gl = 3, P < 0,0001).

Em relacdo a viabilidade do fungo, os fungicidas causaram o maior efeito
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prejudicial sobre a germinac&do ap6s 20 h (X? = 64,28; gl = 3, P < 0,0001) e 48 h
apos a incubagao (x2 = 33,31; gl = 3, P < 0,0001). Além disso, os herbicidas
causaram uma menor germinacdo de esporos apés 20 h do que os inseticidas,

no entanto, eles ndo diferem entre si apds 48 h.
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Tabela 3.2 Efeito dos inseticidas sobre os parametros bioldgicos a M. anisopliae CG 168 a 25°C e 12 h de fotofase.

Germinac&o 20h (%)*

Germinagao 48h (%)

Crescimento Vegetativo (mm)?

Producéao de Conidios

Tratamentos (n x10° conidia/mL)?
MédiatDP  %Reducéo MédiatDP %Reducéo MédiatDP %Reducéo MédiatDP %Reducéo

Controle® 98,3+13a - 100 a - 303+x1,7a - 6,3+ 0,8a -

Actara 95,8+1,8b 2,5 99,8 + 0,8 ab 1,7 275+12b 9,2 43+ 12c 32,6
Bravik 94,7+20b 3,7 99,5+ 0,8 abc 0,5 30,2+t12a 0,3 55+ 0,9ab 12,8
Engeo Pleno 92,2+ 3,5bc 6,2 98,7+ 1,4 bcd 1,3 21,7+3,7¢C 28,4 1,0+ 04e 83,7
Karate 91,8+ 5,1bc 6,5 98,7 £ 0,8 cde 1,3 285+1,7b 5,9 48+ 1,7 bc 24,6
Klap 89,1+5,7cd 9,3 97,6 £1,1de 2,4 233+16¢C 23,3 1,7+ 0,4d 73,7
Tamaron 85,3+39d 13,1 96,8+14e 3,2 23,2+10c 23,6 16+ 0,1d 74,3
Standak 439+34e 54,4 72+7,4f 28 205+15¢c 32,4 16+ 0,2d 74,6
Nor-trin of 100 8,0+48¢g 92 0od 100,0 of 100,0

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao difere siguinificativamente pelo teste de Fisher's LSD (P < 0.05). Numero de repeti¢cdes por

tratamento: *n = 6, °n = 8, * Foi utilizado solucdo de Tween 80 (0,01%) como controle.
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Tabela 3.3 Efeito dos herbicidas sobre os parametros biolégicos a M. anisopliae CG 168 a 25°C e 12 h de fotofase.

Germinac&o 20h (%)*

Germinac&o 48h (%)

Crescimento Vegetativo (mm)?

Producéao de Conidios

Tratamentos (n x10° conidia/mL)?
MédiatDP %Reducéo MédiatDP  %Reducédo MédiatDP %Reducéo MédiatDP %Reducéo

Controle® 97,3+19a - 100 a - 26,1+0,7a - 57+ 06a -

Kifix 846+6,6b 12,7 100 a 0 246+ 04b 54 40+ 06Db 30,9
Basagran 79,1+6,4cC 18,2 100 a 0 235+ 1l4c 9,8 3,7+ 15D 36,6
Roundup 8,2+7,6d 89,1 96,4+ 15D 3,6 254+ 05a 2,5 45+ 06Db 22,6
Herbadox Oe 100 145+ 6,8¢C 85,5 196+ 22d 24,8 1,1+ 0,3cC 81,8
DMA Oe 100 22+ 2,0d 97,8 Oe 100 od 100

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao difere siguinificativamente pelo teste de Fisher's LSD (P

tratamento: *n = 6, n = 8, * Foi utilizado solucdo Tween 80 (0,01%) como controle.

0.05). Numero de repeti¢cbes por
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Tabela 3.4 Efeito dos fungicidas sobre os parametros bioldgicos a M. anisopliae CG 168 a 25°C e 12 h de fotofase.

Germinac&o 20h (%)*

Germinagao 48h (%)

Crescimento Vegetativo (mm)?

Producéao de Conidios

Tratamentos (n x10° conidia/mL)?
MédiatDP %Reducao MédiatDP  %Reducéo MédiatDP  %Reducéo MédiatDP  %Reducéo
Control® 97,3+19a 0 100 a 0 26,1+0,7 a 0 5,7+ 0,6a 0
Score 33,7+4,7b 63,6 87,1+19b 13,1 220+ 1,1d 15,7 29+ 0,4c 50,2
Stratego 0,3+0/4c 97 42,7+ 4,5d 57,3 229+ 04c 12,2 26% 03c 54,5
Flint Oc 100 520+ 6,1c 48 212+ 05e 18,7 11+ 0,1d 81,4
Priori Oc 100 43,2+7,3d 56,8 24,0+04b 7,9 3,9+05b 33,2

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna n&o difere siguinificativamente pelo teste de Fisher's LSD (P < 0.05). Numero de repeticbes por

tratamento: *n =6, °n = 8, ® Foi utilizado soluc&o de Tween 80 (0,01%) como controle.
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Tabela 3.5 Classificagcdo toxicolégica dos agroquimicos ao M. anisopliae cepa

CG-168 com base no indice biolégico (IB) proposto por Rossi-Zalaf et al.

(2008).

Agroquimicos

indice Biologico®

Classificacao

Inseticidas
Fipronil (250 g/L) 47,2 Moderadamente toxico
Parathion Metilico 94,0 Compativel
Tiametoxam 81,8 Compativel
Tiametoxam + A-Cialotrina 49,9 Moderadamente toxico
A-Cialotrina 86,3 Compativel
Fipronil (200 g/L) 56,8 Moderadamente toxico
Metamodofos 55,6 Moderadamente toxico
Cipermetrina 0,00 Toxico

Herbicidas
Glifosato 80,5 Compativel
2,4-D 0,00 Toxico
Betazona 78,4 Compativel
Imazapique + Imazapir 83,2 Compativel
Pendimetalina 43,6 Moderadamente toxico
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Tabela 3.5 - Classificacéo toxicologica dos agroquimicos ao M. anisopliae cepa
CG-168 com base no indice biolégico (IB) proposto por Rossi-Zalaf et al.
(2008).

Fungicidas
Difenoconazol 65,0 Moderadamente toxico
Trifloxistrobina 46,5 Moderadamente toxico
Propiconazol 60,9 Moderadamente toxico
Azoxistrobina 72,6 Compativel

! Para o célculo do indice de biolégico, considerou-se a germinacdo dos conidios em
20 h. 2 Embora azoxistrobina foi classificada como seletiva ao M. anisopliae de acordo
com a classificacdo do indice bioldégico, ndo é recomendavel o seu uso em

combinacdo com o fungo, uma vez que impediu a germinacdo de esporos em 20 h.
3.5 DISCUSSAO.

Nenhum dos agrotoxicos testados nas doses recomendadas de campo
promoveu efeitos positivos sobre estagios de desenvolvimento de M.
anisopliae. Por outro lado, essas formulacdes que foram compativeis com o
fungo, especialmente os inseticidas, poderiam ser utilizadas em doses
subletais em combinacdo com o fungo, a fim de melhorar a sua viruléncia
contra T. limbativentris ou até mesmo para ampliar a sua gama de hospedeiros

na cultura de arroz.

Embora os insecticidas Metamidofés, Parathin Metilico, (Tiametoxam +
A-Cialotrina), A-Cialotrina, Fipronil (200 g/L), Tiametoxam e o herbicida
(Imazapique + Imazapir) tenham diferido do controle, a germinacdo dos
conidios nestes tratamentos foi elevada, variando de 84,6-95,8%. Por
conseguinte, dentro dessa taxa de germinacdo dos conidios, estes inseticidas
seriam adequados para utilizar em conjunto com este fungo no controle

bioldgico.
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Alguns dos produtos agroquimicos testados retardaram a germinacéao de
conidios do M. anisopliae, uma vez que foi observado o aumento da taxa de
germinacdo no intervalo entre 20 h e 48 h no periodo de incubacgdo. Por
exemplo, Fipronil (250 g¢/L), Glifosato, Difenoconazol, Propiconazol,
Trifloxistrobina e Azoxistrobina mostraram acdo fungistatica sobre a
germinacao de conidios apés 20 h, porém apds 48 horas foi observado um
aumento na germinacdo dos conidios do fungo para estes produtos. Para o
Azoxistrobina, ndo houve conidios germinados apés 20 h, mas este fungicida
permitiu um maior crescimento micelial e maior producdo de conidios em
comparagcdo com o0s outros fungicidas. O efeito destes produtos sobre a
germinacdo dos conidios € provavelmente devido ao ingrediente ativo e/ou
alguns componentes dos veiculos inertes. Quintela (1996) observou que um
dos componentes do veiculo inerte do inseticida Admire™ 2 F (Bayer
Corporation), afetou a germinacdo dos conidios de M. anisopliae. A atividade
fungicida do grupo quimico estrobilurinas (Azoxistrobina e Triflixistrobina)
depende da capacidade do ingrediente ativo de interromper a producao de
energia na germinacdo das mitocondrias e, consequentemente, impedir o
desenvolvimento dos esporos; fungicidas do grupo dos triazois (Difenoconazol
e Propiconazol) inibem a biossintese de ergosterol e, consequentemente,
evitam a formacdo da membrana da célula fungica (BARTLETT et al. 2002).
Nossos resultados estdo de acordo com o modo de acdo das estrobilurinas,
Azoxistrobina e Triflixistrobina, uma vez que estes reduziram negativamente a
germinacdo a 20 e 48 h, e os triazois Difenoconazol e Propiconazol, que
também reduziram a germinacdo, o crescimento micelial e a producdo de

conidios do M. anisopliae.

As formulacBes com o herbicida 2,4-D e o inseticida Cipermetrina foram
as mais nocivas para o fungo, uma vez que inibiram completamente a
germinacao, o crescimento vegetativo e a producédo de conidios. O 2,4-D (4cido
2,4-diclorofenoxiacético) atua por inibicdo da acetil-CoA da enzima carboxilase,
e como resultado impede a biossintese de acidos graxos e glicosilceramidas,
gue sdo componentes da membrana lipidica em animais, plantas e fungos
(LEIPELT et al. 2001). Ainda ndo esta claro como os inseticidas a base de

Cipermetrina podem afetar os fungos. Em contraste com os resultados obtidos
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no presente estudo, Rachappa et al. (2007) observaram que os piretréides ndo
causavam danos nos estagios de desenvolvimento de M. anisopliae, mas essa
interacdo depende de procedimentos metodoldgicos, formulacdo dos pesticidas
e dos isolados fungicos.

A compatibilidade do M. anisopliae com Tiametoxam e A-Cialotrina esta
de acordo com outros estudos (BATISTA FILHO et al. 2001; NEVES et al,
2001; CAVALCANTI et al. 2002; LOUREIRO et al. 2002; RAMPELOTTI-
FERREIRA et al 2010). Mesmo o inseticida Engeo Pleno™ (Tiametoxam e A-
Cialotrina) sendo uma combinacdo de dois inseticidas compativeis, 0 mesmo
foi classificado como moderadamente toxico no presente estudo. De acordo
com Alves (1998), a combinacdo de dois ou mais ingredientes ativos em um
agroquimico pode reduzir ou aumentar o grau de compatibilidade pelo efeito
sinérgico ou antagonico. No presente estudo, nenhum dos produtos

agroguimicos testados foi sinérgico para o M. anisopliae.

O inseticida Fipronil (250 g/L), em doses de 160 e 240 mL/ha, nao foi
prejudicial ao crescimento micelial e a producdo de conidios do M. anisopliae,
sendo classificado como compativel no estudo de Rampelotti-Ferreira et al.
2010). Em nosso estudo, este produto foi classificado como moderadamente
toxico para M. anisopliae CG-168 usando o mesmo indice biologico. No
entanto, estes resultados ndo podem ser comparados porque a metodologia
experimental e os isolados do fungo foram diferentes. Estes autores
incorporaram 0s agroquimicos ao meio BDA, enquanto que no nosso estudo,
os pesticidas foram adicionados em uma suspensao aquosa de conidios e
expostos durante trés horas. O nosso método simula uma mistura em tanque
entre conidios do fungo e agroquimicos, permitindo que os conidios ficassem
totalmente expostos ao pesticida por um determinado periodo, podendo ser
considerado mais realista do que o método de incorporacéo dos pesticidas em
meios solidos. No método de incorporacdo dos agroquimicos ao meio solido
podem ocorrer alguns inconvenientes como a precipitacdo de alguns pesticidas
e a diluicdo ndo uniforme no meio sélido, devido a diferencas de densidade, o
gue pode comprometer o contato direto entre os agroquimicos e 0s conidios
(SILVA et al. 2005).
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De acordo com o indice bioldgico, Azoxistrobina foi classificado como
sendo compativel com o M. anisopliae, permitindo o crescimento vegetativo e
producdo de conidios, embora ndo houvesse conidios viaveis em 20 h de
incubacdo. No entanto, deve ser levado em conta que qualquer pesticida
guimico que impede a germinacao dos esporos até 20 h, ndo deve ser utilizado
em combinacdo com este fungo, uma vez que a germinagcdo de conidios € o
primeiro passo para iniciar o processo de infeccdo fungica no inseto. Se a
germinacao dos conidios é retardada ou reduzida, a possibilidade do fungo
infectar o inseto no campo pode ser bastante reduzida, uma vez que existem
fatores abidticos e bibticos que séo prejudiciais a sobrevivéncia do fungo. Por
exemplo, a maior parte dos conidios viaveis nas folhas € perdida em
aproximadamente 24 h por fatores ambientais, incluindo radiacdo solar, alta
temperatura e baixa humidade relativa (JARONSKI 2010). Além disso, alguns
estudos tém mostrado que a taxa de germinacéo elevada em periodo inferior a
incubacdo dos fungos entomopatogénicos tem uma relagcéo direta com a sua
viruléncia em hospedeiros (HASSAN et al. 1989; ALTRE et al. 1999; RANGEL
et al. 2008). Como afirma Faria et al. (2010) a maior viabilidade dos conidios e
a velocidade mais rapida da germinacdo desempenham um papel importante
para o sucesso do controle biologico de insetos e devem ser levados em conta

no controle de qualidade de micoinseticidas.

Faria et al. (2010) observaram que apenas 0s conidios vigorosos de
Beauveria e Metarhizium com taxa de germinacao rapida dentro de um periodo
de 24 h de incubacéo foram considerados viaveis para o controle de insetos.
Conidios que germinaram ap6s um periodo de 24 h, foram considerados
esporos debilitados (baixo vigor), uma vez que causaram mortalidades baixas
de insetos e ndo devem ser considerados para o controle de insetos. Com base
nesses resultados, foram utilizados apenas os conidios que germinaram a 20 h
para calcular o indice biolégico, uma vez que os conidios vigorosos e nao
estressantes sao muito mais propensos a ter sucesso na germinacao e
penetracdo através da cuticula do inseto e escapar de adversidades

ambientais.

7

O fato de um agroquimico inibir o crescimento micelial ndo é

necessariamente indicativo de reducdo na esporulacdo e germinacdo de
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conidios e vice-versa (ZIMMERMANN 1975). Alguns produtos agroquimicos
podem atrasar o crescimento micelial, embora possam estimular uma maior
producdo de conidios mais tarde. Em outros casos, 0 micopatdgeno cresce
bem mais sem esporular, portanto, ndo ha uma relacdo direta entre o
crescimento vegetativo e a producdo de conidios (TAMAI et al. 2002). Na
classificacao toxicoldgica atual proposta por Rossi-Zalaf et al.. (2008), h4 um
baixo peso atribuido ao parametro viabilidade (isto é, 10%) em comparacao
com os outros. No entanto, Muitos estudos tém sugerido que a germinacao de
conidios € parametro mais importante do que o crescimento vegetativo e a
esporulacdo em cadaveres, pois a primeira corresponde ao primeiro passo que
aciona uma epizootia, e o fungo depende dele para infectar o hospedeiro com
sucesso (KHALIL et al. 1985; HIROSE et al. 2005; ALIZADEH et al. 2007).
Assim, se um pesticida provoca uma grande reducdo na germinacdao dos
conidios, pode reduzir a eficacia do entomopatégeno para o seu alvo. Como o
crescimento micelial desenvolve dentro do inseto hospedeiro e a concentracao
dos agrotoxicos, especialmente daqueles com modo sistémico de acdo, €
normalmente baixa na hemolinfa, ha menor chance dessa fase de
desenvolvimento ser afetada negativamente (KHALIL et al. 1985). O indice
biologico atual para a classificacdo toxicolégica dos pesticidas tem o mérito de
considerar a capacidade de crescimento de fungos saprofitos no ambiente e a
formacédo de fontes de indculo secundario pela esporulacdo em cadaveres, que
sdo fatores mais relacionados com a abordagem conservacionista para

entomopatégenos em um agroecossistema.

Com base em todos os fatos citados acima, sugerimos fortemente uma
revisdo na importancia dos parametros que compdem a equacdo do indice
bioldgico proposto por Rossi-Zalaf et al. (2008). Essa revisdo deve ser feita por

pesquisadores envolvidos neste assunto.

Do ponto de vista de um agroecossistema estavel e perene, o0
estabelecimento do fungo na area, seria o fator mais importante a ser
considerado, assim o crescimento vegetativo e esporulacdo em cadaveres sao
mais importantes do que a germinag¢do de conidios. Por outro lado, em
colheitas anuais, em que ciclo da planta é curto e o solo fica mais exposto a

radiacdo solar, seria mais viavel e coerente adotar a abordagem inundativa
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numa tentativa de reduzir rapidamente a densidade de populagcédo. Neste
cenario, propagulos fungicos permanecem mais expostos a fatores ambientais
nocivos, tais como a radiagédo solar, temperatura elevada e assim por diante.
Por conseguinte, é desejavel que os conidios germinem tdo rapidamente
guanto possivel para escapar desses inconvenientes abioticos. Estudos sobre
a compatibilidade para especificos isolados fungicos com agrotdxicos aplicados
em agroecossistema tem o objetivo global de preservar e permitir o
estabelecimento de entomopatégenos fungicos (INGLIS et al. 2001).

No controle de T. limbativentris em culturas de arroz que adotam manejo
integrado de pragas, duas estratégias podem ser utilizadas para a aplicacao

concomitante do M. anisopliae com agroquimicos téxicos para este fungo:

1) Aplicar o fungo entre dois e quatro dias antes da pulverizagéo
qguimica, para que o fungo tenha tempo suficiente de infectar o hospedeiro
(KOUASSI et al. 2003).

2) Utilizar uma formulacdo de conidios em 6leo para reduzir o efeito
fungistéatico dos pesticidas aos fungos. Estudo recente, utilizando a formulacéo
de conidios de M. anisopliae em 0Oleo, aplicada de forma aérea, demonstrou
gque o Oleo pode promover protecdo contra os produtos com atividade
fungistatica ou fungicida e também reforca a viruléncia do fungo no hospedeiro
Diatraea saccharalis (LOPES et al. 2011).

Em resumo, os fungicidas foram mais prejudiciais para a germinacao
dos esporos, crescimento micelial e producdo de conidios do M. anisopliae CG
168 do que os herbicidas e inseticidas, e ndo devem ser aplicados em conjunto
com este fungo. Os defensivos agricolas compativeis com M. anisopliae CG
168 foram: os inseticidas Bravik™ (400 mL/ha), Actara™ (125 g/ha), e Karate
Zeon™ (125 mL/ha) e os herbicidas Roundup Original™ (3250 mL/ha),
Basagram ™ (1200 mL/ha), e Kifix ™ (120 g/ha).
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Capitulo 4

Aumento da patogenicidade de M.
anisopliae a T. limbativentris com doses

subletais de inseticidas quimicos.
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4.1. INTRODUCAO

O percevejo do colmo do arroz, Tibraca limbativentris Stal. (Heteroptera:
Pentatomidae), € a prinicpal praga do arroz irrigado (Oryza sativa L.) no Brasil
e outros paises da América do Sul (Pantoja, 1997). Este inseto, particularmente
o estagio adulto, pode reduzir a producao de arroz entre 10-80% (FERREIRA
et al., 1997; COSTA & LINK 1992). Ninfas e adultos se alimentam dos colmos
em desenvolvimento desde o inicio do perfilhamento vegetativo, no entanto, o
maior dano ocorre durante o pré-floracdo e formacdo da panicula (COSTA E
LINK 1992).

O ambiente irrigado é propicio tanto para o desenvolvimento de ninfas e
adultos do percevejo quanto para fungo entomopatogénico (MARTINS et al.,
2004). Na entressafra, o percevejo do colmo hiberna na base de diferentes
espécies de plantas junto a superficie do solo onde ha alta umidade (LINK et
al.,, 1996). Quando os adultos migram para novos campos de arroz, eles
inicialmente infestam a base das plantas, entre os colmos, onde ndo ha agua
estagnada (BOTTON et al., 1996). N6s temos observado varias epizootias do
Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. (Hypocreales: Cordycipitaceae) nas
populacdes de T. limbativentris em ambientes de casa de vegetacéo e também
em campos de arroz irrigado nos Estados de Goias e Mato Grosso. Embora as
condi¢cbes ambientais sejam favoraveis para o uso do fungo para controlar T.
limbatientris, muitos estudos tém mostrado que o M. anisopliae nao teve
eficiéncia superior 50-60% no controle deste inseto (MARTINS E LIMA, 1994,
MARTINS et al., 1997, MARTINS et al., 2004). Baixa taxa de infeccdo por
fungo entomopatogénico hypocrealean em algumas espécies relatadas de
pentatomideos associados com soja também foram observadas com M.
anisopliae e Beauveria bassiana (SOSA-GOMEZ et al., 1993). Posteriormente,
concuiu-se que alguns compostos quimicos produzidos por este inseto foram
capazes de reduzir a adesao, germinacao e também foram fungistaticos para
os conidios do M. anisopliae (BORGES et al., 1993; SOSA-GOMEZ et al.,
1997).

Uma abordagem promissora para superar a resisténcia do T.
limbativentris a fungos entomopatogénicos envolve a exploracdo potencial de

interacdes sinérgicas com inseticidas quimicos, especialmente da classe 4A
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(neonicotindides), o qual pode ser usado para atingir essa praga (ANDERSON
et al.,, 1996; BOUCIAS et al., 1996; KAAKEH et al.,, 1997; QUINTELA &
MCCOY 1997, 1998a, 1998b; PACHAMUTHU & KAMBLE 2000; HIROMORI &
NISHIGAKI, 2001; RUSSEL et al., 2010). Trabalhos anteriores demonstraram
gue doses subletais de inseticidas podem aumentar o stress e comprometer o
sistema imune ou, de outro modo, alterar o comportamento do inseto que leva
a um aumento da patogenicidade do fungo (BOUCIAS et al., 1996; QUINTELA
E MCCOY, 1998a). Doses subletais de inseticidas misturadas a fungos
entomopatogénicos podem aumentar a mortalidade da pragas, assim como
reduzir o tempo letal, em comparacdo com a utilizacdo dos agentes separados
(PACHAMUTHU & KAMBLE, 2000; PAULA et al., 2011). Entretanto, os estudos
de combinagfes de fungos entomopatogénicos e inseticidas para controle de
percevejos sdo escassos na literatura.

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivos Gerais.

Testar doses subletais de inseticidas quimicos, pertencentes a duas
classes (Neocotinodes e Piretrédes), combinadas com o fungo
entomopatogénico M. anisopliae, com a intencdo de aumentar a viruléncia do
fungo.

4.2.2. Objetivos especificos.
e Determinar a concentragao subletal de tiametoxam e A-cialotrina para os

adultos do T. limbativentris.

e Comparar a viruléncia entre duas cepas de M. anisopliae contra adultos

de T. limbativentris.

e Comparar a viruléncia do M. anisopliae, formulado em suspensao

oleosa, contra T. limbativentris.

e Avaliar, em laboratério, a susceptibilidade de adultos do T. limbativentris
a diferentes concentracdes do fungo M. anispoliae (cepa CG-168)

isolada ou combinada com doses subletais de tiametoxam e A-cialotrina.

e Avaliar a eficacia do tratamento combinado de M. anisopliae com doses

subletais de tiametoxam em condi¢cGes de campo de arroz irrigado.
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4.3. Materiais e Métodos
4.3.1 Col6nia de insetos

Os adultos de T. limbativentris foram obtidos a partir de uma criagdo em
casa de vegetacdo no Centro Nacional de Pesquisas Arroz e Feijao da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Arroz e Feijao),
localizada a 16°28°00” S, 49°17°00” W e 823 m de altitude. Os insetos foram
alimentados com plantas de arroz (Oryza sativa L.) cultivadas em vasos,
cultivar BR-IRGA 409. A colbnia de inseto foi obtida de uma populacdo de
campo originalmente coletada em Santo Antonio de Goias, Estado de Goiés.
Adultos com idade definida depois da emergéncia foram coletados desta
col6nia e usados em todos 0s experimentos.

4.3.2. Fungos e inseticidas

A cepa CG-168 de M. anisopliae foi, a principio, isolada do T.
limbativentris durante uma epizootia em casa de vegetacdo na EMBRAPA
Arroz e Feijao. Esta cepa foi preservada a -80 °C no Laboratério de Micologia
de Invertebrados, na EMBRAPA Recursos Geneéticos e Biotecnologia (Brasilia,
Brasil). Recentemente, esta cepa de fungo foi identificada através da
aproximacdo da sequéncia de multigenes descrita por Bischoff et al. (2009).
Uma cepa comercial ESALQ-1037 de M. anisopliae senso latu (ltaforte
BioProdutos Ltda., Itapetininga, SP, Brasil), a principio isolada do Solenopsis
invicta em Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul, foi também usada. O
fungo foi cultivado em BDA (200 g de infusdo de batata + 5 g de dextrose + 15
g de Agar com 0,2 g de tetracilina) e incubado de 10-15 dias a 26 + 1 °C, 70 +
10% de umidade relativa (U.R.), 12:12 horas de fotoperiodo. A viabilidade dos
conidios foi determinada pela contagem dos tubos germinativos produzidos em
placas de BDA depois de 20 horas de incubacdo usando um microscopio de
contraste de fase com ampliacdo de 400x. A viabilidade dos conidios foi
superior a 90% em todos 0s casos.

Os inseticidas quimicos sintéticos usados nos experimentos foram
Tiametoxam (Actara™ 250 WG [granulos dispersiveis], 25% [IA], nome técnico
3-(2-cloro-tiazol-5-ilmetil)-5-metil-[1,3,5] Xxadiazina-4-ilideno-N-nitroamina) e A-
Cialotrina (Karate Zeon™ 50 SC [suspensédo de microcapsulas], 5% [IA], nome
técnico (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil(2)-(1R,3R)-3-(2-cloro-3, 3, 3-trifluor prop-1-

enil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxila e (R)-a-ciano-3-fenoxibenzil (Z) —(1S,3S)-
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3-(2-cloro-3,3,3-trifluorprop-1-enil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxila  (Syngenta
Crop Protection, Greensboro, NC, EUA). Tiametoxam é uma segunda geracao
de inseticidas neocotindides pertencentes a subclasse quimica do tianicotinil
(JESCHKE & NAUEN 2008). O produto piretréide contém a molécula micro-
encapsulada A-Cialotrina que possui um amplo espectro de acéo contra
diversas pragas de insetos (HE et al., 2008). Estes produtos sao atualmente
registrados para controle do T. limbativentris em culturas de arroz no Brasil
(AGROFIT 2012).

4.3.3. Determinacdo da concentracdo subletal de inseticidas quimicos
para adultos de T. limbativentris.

No primeiro experimento, foi realizado um bioensaio com formulagéao de
Tiametoxam (Actara™ 250 WG, Syngenta, Greensboro, NC, EUA) diluida em
agua destilada estéril (dH,0), nas concentracdes de 6.25, 3.1, 1.6, 0.77, 0.38, e
0.19 ppm (IA), com aplicagao topica, para determinar a concentracao subletal
(CL3o) em adultos do Tibraca. Adultos com 15 dias de vida foram anestesiados
com CO; por 10 segundos. Os individuos foram tratados dorsalmente com 10
ML de cada concentragdo usando uma micropipeta. O grupo controle foi tratado
com agua destilada estéril dH,O. Os insetos tratados foram colocados em
grupos de cinco dentro de tubos de frascos de vidro (20 x 2,5 cm) e entdo
alimentados com trés colmos de arroz (cultivar BR-IRGA 409). As superficies
dos colmos de arroz foram previamente esterilizadas com solucdo de agua
sanitaria a 1% v/v e lavadas duas vezes com agua destilada. A base dos
colmos de arroz foi envolta por algoddo Umido para manter a turgéncia do
material vegetal. Os tubos foram tampados com uma camada de gaze (malha
de 30 pm) e presos por um atilho de borracha. Cada tratamento, incluindo o
controle, consistiu de seis repeti¢cdes (tubos) contendo cinco insetos (30 insetos
por tratamento). Os tubos foram incubados a 26 £ 1 °C, 70 + 10% U.R. e 12:12
horas de fotoperiodo dentro de uma incubadora do tipo B.O.D.

No segundo experimento, a formulagdo de A-Cialotrina (Karate Zeon™
50 SC, Syngenta, Greensboro, NC, EUA) foi testada a concentracdes de 2.5,
5.0, 7.5, 10, e 12.5 ppm (lA). O protocolo do experimento foi 0 mesmo usado
para o primeniro experimento. O primeiro e 0 segundo experimentos foram

repetidos duas vezes em diferentes ocasioes.
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4.34. Comparacgao da viruléncia entre duas cepas de M. anisopliae em
adultos de T. limbativentris

A viruléncia dos conidios da cepa experimental (CG-168) aos adultos do
Tibraca foi comparada com uma formulacao comercial de 6leo contendo cepas
de M. anisopliae ESALQ-1037 a 5x10’conidios/mL. Todas as suspensdes de
conidios foram preparadas em 0.01% v/v solucdo aquosa de polioxietileno (80)
monoleato de sorbitan (Tween 80) (Vetec™ Quimica Fina Ltda., RJ, Brasil).
Uma solugdo de Tween 80 a 0.01% v/v foi incluida como controle. Os adultos
foram inoculados por via tépica, como descrito no item 4.3.3. Todos o0s
tratamentos foram incubados em uma incubadora do tipo B.O.D. a 27 + 2 °C,
70 £ 12% U.R. e 12:12 horas de fotoperiodo. Cada tratamento foi repetido seis
vezes e cada repeticdo continha cinco insetos (30 insetos/tratamento). Os
adultos mortos foram registrados diariamente e, em seguida, transferidos para
placas de Petri de 90 mm contendo pequenos pedacos de algodao umido para
determinar a infeccdo por M. anisopliae. Este experimento foi repetido duas
vezes em ocasides diferentes.

4.3.5. Interacdo entre M. anisopliae CG-168 e dois inseticidas contra
adultos T. limbativentris.

No primeiro bioensaio, Tiametoxam a 0.38 ppm (IA) e fungos a 5x10’
conidios/mL foram testados isoladamente e em combinacdo. No segundo
bioensaio, a suspensdo de conidios de M. anisopliae a 5x10° conidios/mL foi
testada isolada e em combinacdo com Tiametoxam a 0.77 ppm (IA). No
terceiro bioensaio, o fungo foi testado isoladamente a 5x10" conidios/mL e em
combinagcdo com Tiametoxam a 0.77 ppm (IA). No quarto bioensaio,
Tiametoxam a 0.77 ppm (IA) e fungo a 5x10° conidios/mL foram testados
isolados e em conjunto. No quinto bioensaio, A-Cialotrina foi testado a 9.3 ppm
e M. anisopliae isolado a 5x10’ conidios/mL e em combinac&o. A suspenséo de
conidios e as solucdes foram preparadas em Tween 80 0.01% v/v aquoso.
Tween 80 a 0.01% foi adicionado como controle em todos os bioensaios. Os
tratamentos foram aplicados por via tépica nos adultos do Tibraca como
descrito no item 4.3.3. Cada tratamento foi repetido seis vezes com cinco
adultos por repeticdo (30 insetos/tratamento). Os tratamentos foram incubados
em uma incubadora do tipo B.O.D a2 7+2 °C, 70 + 12% U.R. e 12:12 horas de

fotoperiodo. Os individuos mortos e vivos de percevejos do colmo foram
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recolhidos diariamente determinando-se assim, as micoses nos cadaveres.
Cada bioensaio foi repetido duas vezes em datas diferentes.
4.3.6. Estudos de campo com M. anisopliae e Tiametoxam

O experimento foi realizado na fazenda Palmital em campos
experimentais da EMBRAPA Arroz e Feijao, (Brazabrantes, GO, Brasil)
localizada a 16°26'13” S e 49°23'46.3” W. Os tratamentos consistiam de: 1)
Tiametoxam a 50 g [IA]/ha (dose completa recomendada); 2) Tiametoxam a
12.5 g [IAJ/ha (dose subletal); 3) Dispersdo de o6leo emulsionavel de M.
anisopliae ESALQ-1037 a 1 L/ha (1x10* conidios viaveis/ha); 4) Combinagéo
de Tiametoxam (12.5 g/ha) e M. anisopliae (1 L/ha); 5) Controle (somente
agua). O arroz cultivar Jacana foi semeado (espacamento de 30 cm) em uma
area de 100 x 15 m em 11 de dezembro de 2009. A area experimental foi
imediatamente inundada e drenada depois de 46 dias (26/jan/2010), quando
foram colocadas gaiolas de nylon de 1m3 para cada tratamento, em um
delineamento em blocos casualizados. A distancia entre as gaiolas era de 5 x 2
m. Cada gaiola foi infestada com 20 casais de adultos de T. limbativentris com
10 dias de vida apés emergéncia. Um dia apos a infestacédo, os tratamentos
foram aplicados com um pulverizador costal de CO, equipado com um bico
plano operando a 25 Ib/pol2. Os tratamentos foram pulverizados a uma taxa de
30 mL/m2 para cada gaiola. A mortalidade de adultos dentro do campo foi
verificada em um, sete e 14 dias ap0s a pulverizacdo. Além disso, insetos (10
por gaiola) foram coletados 24 horas e sete dias ap0s a pulverizacdo. Os
insetos coletados das gaiolas no campo foram incubados em tubos de vidro
contendo colmos de arroz e incubados em incubadora do tipo B.O.D. (25 £ 1
°C, 70 £ 12% U.R. e 12:12 (horas de fotoperiodo), como descrito na secao
4.3.3. para ensaios de laboratério, e a mortalidade foi avaliada diariamente.
Além disso, a mortalidade dos adultos dentro das gaiolas no campo foi
verificada em um, sete e 14 dias apdés a pulverizacéo.
4.3.7. Analises estatisticas
A relacédo entre a resposta da mortalidade acumulada e a concentracdo de
inseticidas seguiu a distribuicdo binomial com probabilidade de resposta dada
pela equacédo p’i= C + (1 — C)*pi, onde p’i é a probabilidade de mortalidade, ci é

a concentracao de inseticida (ppm),
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C é a mortalidade natural (segundo plano) no grupo de controle, e p;i é a
probabilidade de mortalidade causada pelos inseticidas (Tiametoxam ou A-
Cialotrina). O melhor ajuste foi estimado pelo modelo probit (PROC PROBIT),
dentre outros modelos testados (Gompertz e Logit), baseado no menor desvio
(e.g., Pearson x? / graus de liberdade). Deste modo, as concentracdes letais
dos inseticidas foram estimadas (ROBERTSON & PREISLER 1992).

A mortalidade acumulada e os testes em laboratério e em campo para
micoses de M. anisopliae foram sujeitos a uma andlise de variancia (ANOVA,
PROC GLM) com as médias comparadas pelo modelo Fisher's LSD com a =
0.05. Todas estas analises estatisticas foram rodadas no programa SAS versao
9.2 (SAS Institute, 2008).

O tempo letal médio (TLso) e as curvas de sobrevivéncia foram
estimados usando o modelo Kaplan-Meier (analise de sobrevivéncia) com
tratamentos separados por um teste Log-Rank (Mantel-Cox) com a = 0.05
(SPSS, 2008). A interacdo entre fungos e o inseticida foi determinada por
método estatistico relatado por Farenhorst et al. (2010), o qual é baseado no
teste T-Student (a = 0.05), onde compara a porcentagem de mortalidade
observada para a mistura (Mfi) e sua porcentagem de mortalidade esperada
(Me). A mortalidade esperada foi dada por Me = Mf + Mi (1 — Mf/100), onde Mf
e Mi foram porcentagens de mortalidade observada causada por fungos e
inseticidas isolados, respectivamente. Quando o teste T é significante e Mfi —
Me > 0 (positivo), considera-se sinergismo. Se o teste T é significante e Mfi —
Me < 0 (negativo), entdo a interacdo é antagonica. Finalmente, se o teste T nao
€ significante e a mortalidade observada para tratamentos combinados é maior

gue cada agente isolado, o efeito pode ser considerado aditivo.

4.4. RESULTADOS
4.4.1. Concentragao subletal de Tiametoxam e A-Cialotrina para os adultos
de T. limbativentris.

Os adultos de T. limbativentris foram mais susceptiveis ao Tiametoxam
que ao A-Cialotrina. A mortalidade acumulada de insetos aumentou com a
concentracdo de ambos inseticidas (Figura 4.1 e Tabela 4.1). Os valores
estimados de CLgp para T. limbativentris foram 0.77 ppm (Tiametoxam) e 9.33

ppm (A-Cialotrina), respectivamente, aos nove dias ap0s a aplicacéo. A relacdo
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entre a mortalidade de adultos e a concentracdo de inseticidas (ajustada para
controle de mortalidade) foi descrita pelo modelo probit (melhor ajuste:
Xtiametoxam = 59.92, P = 0.9976; X*\ciaotina = 33.27, P = 0.9963) (Figura 4.1). A
mortalidade natural estimada pela equacdo probit para adultos de T.
limbativentris foi cerca de 11.5% e 19.5% para os testes com tiametoxam e A-

cialotrina, respectivamente.
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Tabela 4.1. Determinagdo das concentracdes letais de Tiametoxam e A-Cialotrina sobre Adultos de T. limbativentris usando o
modelo Probit, sob condicdes de laboratorio.

Ingrediente Ativo N° de Equac&o de Probit® x* (P valor) CLso (1A ppm) [95% LF]°
insetos
utilizados
Tiametoxam 540 Y=0.1146+(1-0.1146)[6(-0.3357+1.6471log(dose)] 59.92 (0.9976™) 0.77 [0.49-1.08]
£-Cialotrina 360 Y=0.1946+(1-0.1946)[0(-4.4236+4.0214log(dose)] 33.27 (0.9963) 9.32 [1.52-11.11]

2Y foi a proporcédo de mortalidade e 0 a distribuicdo normal acumulada. ° The above lethal concentration (LC) and fiducial limits (95% FL) refer
to effects due to the independent variable (e.g. chemical insecticide) and do not include any effect due to the natural threshold. The natural

mortality was 11.5% and 19.5% in control groups for thiamethoxam and lambda-cyhalotrin bioassays, respectively.
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Figura 4.1. Curva de mortalidade acumulada (%, + SE) de adultos de Tibraca limbativentris depois da exposicado a diferentes
concentragbes de tiametoxam e A-cialotrina, estimados pelo modelo Probit e ajustados pela mortalidade natural. Barras de erros

sdo mostradas para os valores observados (circulos vazios).
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4.4.2 Comparacao da viruléncia entre duas cepas de M. anisopliae a
adultos de T. limbativentris.

A viruléncia das duas cepas de M. anisopliae sobre adultos de T.
limbativentris foi similar, independente da formulacdo (Tabela 4.2). A
mortalidade de adultos em todos os tratamentos fangicos foi duas vezes maior
quando comparado com o controle (Fz44 = 6.52, P < 0.0001) (Tabela 4.2). O
ndamero de insetos que apresentou micose foi similar para CG168 e ESALQ-
1037, ambos aplicados como solu¢édo aquosa de conidios ou como formulacdo
a base de dleo. (Fp33 = 1.15; P < 0.3289) (Tabela 4.2).

4.4.3. Interacao de M. anisopliae com dois inseticidas sobre adultos de T.
limbativentris.

A combinacdo de Tiametoxam a 0.77 ppm com M. anisopliae a 5x10°,
5x10’ e 5x10° conidios/mL causou 50% da mortalidade de adultos com 6-7 dias
(Tabela 4.3). Os adultos do percevejo do colmo do arroz expostos a todos os
tratamentos combinados de M. anisopliae e Tiametoxam apresentaram um
significativo crescimento na mortalidade total em relagdo a cada um dos
agentes aplicados isoladamente (P < 0.05, Tabela 4.3), exceto para os fungos
a 5x10° conidios/mL. Além disso, os adultos tratados com todas as
combinacdes de fungos com Tiametoxam a 0.77 ppm sobreviveram em um
periodo significativamente curto (TLsp = 6-7 dias) quando comparados com as
aplicacoes isoladas de M. anisopliae e Tiametoxam (TLso = 15 dias). O maior
valor para TLsp (= 15 dias) foi atingido com a mistura de 0.38 ppm de
Tiametoxam e 5x10° conidios/mL de M. anisopliae resultando em uma
velocidade de morte duas vezes mais lenta em comparacdo com as outras
combina¢des fungolinseticida. Por outro lado, os tratamentos isolados de
fungos a 5x10° ou 5x10’ conidios/mL e Tiametoxam n&o foram suficientes para
causar 50% de mortalidade dos percevejos do colmo, exceto para o fungo a
5x10°® conidios/mL. Estes resultados sugerem que os adultos do percevejo do
colmo do arroz exibem uma resisténcia natural a infeccdo para este
micopatdgeno.

As analises de sobrevivéncia indicaram que os adultos de T. limbativentris
mostraram um significante aumento na susceptibilidade quando expostos a
baixas taxas de Tiametoxam (0.38 ou 0.77 ppm) combinado com diferentes

concentracdes de M. anisopliae (5x10° — 5x10° conidios/mL) do que com os
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tratamentos isolados para cada agente (P < 0.05) (Figura 4.2). Tiametoxam a
0.77 ppm retratou da mesma forma a taxa de mortalidade em relacdo ao
tratamento flngico isolado a 5x10° (x2 = 2.985, P = 0.084), 5x10’ (x2 = 0.003, P
= 0.958) e 5x10° conidios/mL (x2 = 0.909, P = 0.34). A mesma tendéncia foi
encontrada quando comparado Tiametoxam a 0.38 ppm com fungos a 5x10’
conidios/mL (x* = 0.993, P = 0.319).

Concentracdes de fungos a 5x10° e 5x10 conidios/mL com Tiametoxam

a 0.77ppm promoveram uma alta porcentagem de cadaveres infectados pelo
fungo do que suas contrapartes isoladas (Fj1,22) = 55.0, P < 0.0001; F1,22) =
16.39, P = 0.0005, respectivamente), variando de 50 a 57% de insetos
infectados pelo fungo (Tabela 4.3). Enquanto a combinacdo de M. anisopliae a
5x10° conidios/mL com 0.38 ppm de Tiametoxam e M. anisopliae a 5x10°
conidios/mL com 0.77 ppm de Tiametoxam ndo aumentou a porcentagem de
micoses em comparacao aos fungos isolados (Fj122) = 2.17, P = 0.1553; F1,29) =
2.0, P =0.1713, respectivamente).
Em relagdo ao A-Cialotrina, houve um crescimento significativo na mortalidade
dos adultos para os tratamentos combinados dos inseticidas com os fungos
qguando comparados com os tratamentos isolados (Fz44 = 18.62, P < 0.0001)
(Tabela 4.4). Os adultos foram igualmente susceptiveis ao fungo e A-cialotrina
aplicados isoladamente de acordo com suas curvas de mortalidade (x* = 365; P
= 456), com ambos agentes causando 41,7% de mortalidade dos adultos aos
14 dias (Figura 4.3). Consequentemente, este inseticida ndo melhorou a
porcentagem de micose pelo M. anisopliae nos cadaveres em relacdo aos
fungos isolados (Fj120) = 1.11; P = 0.3027) (Tabela 4.4).

Finalmente, o teste T mostrou que combinacfes de M. anisopliae com
concentragbes subletais de Tiametoxam ou A-Cialotrina foram classificadas
como interacdes aditivas. Embora o teste T nédo foi significante, a mortalidade
observada nos tratamentos combinados foi maior do que com cada agente
isolado (Tabela 4.5).

Tabela 4.2. Viruléncia de duas cepas de M. anisopliae sobre adultos T.
limbativentris sob condi¢bes de laboratorio.

Cepas de M. Tratamento (5x10’ Mortalidade Insetos

anisopliae?® conidios/mL) acumulada até Infectados (%)"
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12 dias

(%)

CG-168 Suspencédo Aquosa 33.3t45a 31.7+39a
ESALQ-1037 Suspengédo Aquosa 31.7+39a 31.7+39a

2

Oleo emulsionavel 38.3+3.0a 38.3+3.0a
Controle Tween 80 (0.01%) 15.0+x4.4b —
ANOVA Fzuq = 6.52, P Fpaz = 1.15, P =

=0.001 0.3289

% Médias (+ SE) seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo difere
estatisticamente de acordo com o teste de Fisher LSD (P < 0.05). ® Percentual
de insetos com M. anisopliae esporulado no cadaver a partir do total de insetos

mortos.
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Figura 4.2. - Curvas cumulativas de mortalidade (% + EP) de adultos de T.
limbativentris apds a exposi¢cao ao tratamento individual e combinado entre as
concentragdes de Actara™ (1,5 e 3,1 ppm) e as suspensdes de conidios de M.
anisopliae (5 x 10° 5 x 107, 5 x 10® conidios/mL). As mesmas letras indicam
gue as curvas de mortalidade ndo séo significativamente diferentes de acordo

com teste Log-Rank (Mantel-Cox) (P <0,05). DAA = dias ap0s a aplicacéo.
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Figura 4.3. - Curva de mortalidade acumulada (%+ SE) de adultos de T.
limbativentris apds exposicdo aos tratamentos com A-Cialotrina isolada e
combinada com M. anisopliae CG-168. A mesma letra indica que a curva de

mortalidade n&o apresenta diferenca significativa segundo teste de Log-Rank
(Mantel-Cox) (P < 0.05).
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Tabela 4.3. - Susceptibilidade de adultos de T. limbativentris exposto a M.
anisopliae CG-168 e Tiametoxam aplicado individualmente ou in combinagéo
sob condi¢bes de laboratorio.

I : Mortalidade _
M. anisopliae Tiametoxam  TLsg 95% Insetos infectdos
o . L . acumulada em 15 .
(conidios/mL) (ppm) (dias) LF ) (%)
dias (%)
0 0 ND ND 20.0t4.9 a -
0 0.77 ND ND 35.0+4.4 b -
5x10° 0 ND ND 35.0+4.4 b 16.7+3.3 a
5 5.503 -
5x10 0.77 7.0 66.7+5.7 C 50.0+£3.0b
8.497
F[3,44] = 16.35, P< F[lyzz] = 55.0, P
ANOVA
0.0001 < 0.0001
0 0 ND ND 21.7£4.6 a -
0 0.77 ND ND 35.0+4.4 ab -
5x10’ 0 ND ND 38.3+5.8 b 31.7+4.6 a
; 4.623 -
5x10 0.77 6.0 71.745.2 c 56.7+4.1b
7.377
F[3,44] =18.07, P < F[1,22] =16.39, P
ANOVA
0.0001 = 0.0005
0 0 ND ND 11.7429a -
0 0.38 ND ND 25.0+4.4 b -
5x10’ 0 ND ND 35.0+45b 28.3+4.6 a
5x10’ 0.38 15.0 ND 50.0+4.6 C 36.7+3.3a
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Tabela 4.3. - Susceptibilidade de adultos de T. limbativentris exposto a M.
anisopliae CG-168 e Tiametoxam aplicado individualmente ou in combinagéo

sob condi¢bes de laboratorio.

F[3‘44] =1542, P< F[1,22] =217, P

ANOVA
0.0001 =0.1553
0 0 ND ND 18.3+4.6 a _
0 0.77 ND ND 41.7+4.6 Db -
5x10°8 0 15.0 ND 50.0+4.6 bc 35.0+5.0 a
4.25 —
5x10°8 0.77 6.0 63.3+5.4 ¢ 45.0+5.0 a
7.75
F[3,44] =1547,P< F[1,22] = 2.0, P=
ANOVA

0.0001 0.1713

8 Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo apresentam
diferenca significativa Segundo o teste de Fisher LSD (P < 0.05). °ND = (Curva de
mortalidade ndo determinada) Mortalidade inferior a 50%.“Percentual de insetos no

qual apresentaram esporulacdo do M. anisopliae em seu cadaver.
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Tabela 4.4. - InteracOes entre M. anisopliae com os inseticidas Tiametoxam
e A-Cialotrina, com base na mortalidade observada em laboratdrio

comparada com a mortalidade esperada.

% Mortalidade cumulada em 15 dias

Tratamento combinado Teste T Valor P
Observada Esperada

Thiamethoxam (0.77 ppm) + 66.745.7 57.7+4.3 159 0.2212
M. anisopliae (5x10°)

Thiamethoxam (0.38 ppm) + 50.0+4.6 51.3+4.3 005 08336
M. anisopliae (5x107)

Thiamethoxam (0.77 ppm) + 71.745.2 59.0+4.9 311  0.0915
M. anisopliae (5x107)

Thiamethoxam (0.77 ppm) + 63.3+5.4 71.742.3 200 01714
M. anisopliae (5x10°)

Lambda-cyhalothrin (9.33 63.35.4 66.3+3.6 021 0.6499

ppm) + M. anisopliae (5x107)

* Mortalidade esperada Me = Mf + Mi (1 - Mf/100), sendo MF e Mi o percentual mortalidade, causada
pelo fungo e pelo inseticida sozinho, respectivamente. Os efeitos sinérgicos entre Actara (tiametoxam)
e o fungo Metarhizium anisopliae (Ma) em adultos de Tibraca limbativentris em laboratério. Os
resultados mostram os resultados de pares de amostras T-teste de compara¢des observadas e
esperadas acumulados dia 15. Aas taxas de mortalidade (média + EP), com sinergia significativa

indicadas em negrito.
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Tabela 4.5 EfichAcia do M. anisopliae (isolado ESALQ-1037), combinada com uma
concentragao subletal de Actara™ em adultos de T. limbativentris coletado com 1 e 7 dias apds

a aplicagdo, em parcelas de campo. Fazenda Palmital, municipio de Brasabrantes, GO, 2010.

TLso (dias) % Mortalidade cumulativa em % Insetos com
[95% CI] 12 daa (xEP) micose (zEP)

Tratamento

Um dia ap6s aplicacéo®

Actara subdose (50

ND 26.0+4.0 cd* -
g/ha)
Actara dose cheia (200
ND 40.0+4.5b -
g/ha)
M. anisopliae (1x10* .
. ND 32.0+3.7 bc 32.0thb
conidios/ha)
Actara subdose + M.
o 12.0 [ND] 54.0+4.0 a 44.0+ a
anisopliae
Controle ND 18.0+3.7d -

F=12.26;9l=4,16;P< F=10.29; gl =1, 4
0.0001 P =0.0327

Sete dias apés aplicagéo?®

Actara subdose (50

ND 6.0+2.4c -
g/ha)
Actara dose cheia (200
ND Oc -
g/ha)
M. anisopliae (1x10"
) ND 16.0+2.4 b 16.0+2.4 b
conidios/ha)
Actara subdose + M,
) ) 8.0 [ND] 50.0£3.2 a 46.0+2.4 a
anisopliae
Controle ND Oc -
F=102.05;9l=4,16;P< F=45.0;9l=1,4;P
ANOVA

0.0001 = 0.0026

* Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo sdo estatisticamente significativas,
segundo o teste de Fisher LSD (P> 0,05). ND = ndo determinado porque a curva de
mortalidade nado atingiu os 50%. ° Os adultos vivos foram coletados aleatoriamente em

parcelas no campo para todos os tratamentos e a taxa de mortalidade foi avaliada sob
condic¢®es de laboratério. DAA = dias apés a aplicacéo.
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4.4.4. Estudos de campo com M. anisopliae e Tiametoxam

As condi¢des meteoroldgicas durante o experimento (monitoradas por

uma estacdo meteorologica localizada a 16°25’46” S e 49°23'13” W) foram
em média de 54.4 a 82.4% U.R., e 19.5 a 29.4 °C. Dez dos 14 dias atingiram
80% de U.R. devido ao periodo chuvoso do més de janeiro.
Fémeas e machos adultos de T. limbativentris retrataram a mesma resposta
a susceptibilidade para todos os tratamentos, ja que suas curvas de
mortalidade ndo foram significativamente diferentes para a primeira coleta (1
dia apds a aplicacao, daa) (x* = 1.33, P = 0.249) bem como para a segunda
coleta (7daa) (x* = 0.103, P = 0.748) (dados ndo mostrados). Uma vez que o
efeito do sexo ndo afetou a resposta ao tratamento, este fator ndo foi
considerado na analise de sobrevivéncia.

Na primeira coleta, a curva de mortalidade de adultos, registrada em
condicOes de laboratério, depois da aplicacdo de Tiametoxam (12.5 g/ha) +
M. anisopliae (1x10'? conidios viaveis/ha), ndo foi significativamente
diferente para a aplicacédo isolada de M. anisopliae ou Tiametoxam na dose
cheia (50 g/ha) (P > 0.05) (Figura 4.4). Por outro lado, a mistura de
Tiametoxam + M. anisopliae causou elevada taxa de mortalidade em relacéo
ao Tiametoxam com dose subletal (12.5 g/ha) e ao controle (x* = 7.828, P =
0.005 e x2 = 18.226, P < 0.0001, respectivamente). Portanto, a interacéo
fungol/inseticida foi considerada aditiva (T = 0.57, P = 0.4731). A dose cheia
de Tiametoxam (50 g/ha) causou rapida mortalidade dos adultos (18 a 32%)
do primeiro ao sexto dia, enquanto 0s outros tratamentos ndo superaram o
nivel de 10% de mortalidade durante este periodo (Figura 4.4).

Na segunda coleta, a curva de mortalidade de adultos pela aplicacao
de Tiametoxam + fungo foi consideravelmente maior que o0s outros
tratamentos (P < 0.05) mostrando um efeito sinérgico (T= 39.67, P = 0.0002)
(Figura 4.4). A aplicacdo isolada de M. anisopliae obteve maior taxa de
mortalidade que o controle (x* = 5.69, P = 0.017), enquanto que a dose
subletal de Tiametoxam ndo promoveu um aumento da mortalidade quando
comparado ao fungo isolado (x2 = 2.79; P = 0.095) e ao controle (x2 = 1.03, P
= 0.31). Porém, em relacdo a mortalidade total aos 12 daa, a mistura de

Tiametoxam + fungo resultou em maior mortalidade do que aquela causada
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por outros tratamentos para ambas as avaliagdes de campo (1 daa: Fi 16 =
12.26, P < 0.0001; 7 daa: Fy1s = 102.05, P < 0.0001) (Tabela 4.6). Além
disso, o nivel de micose em adultos expostos a interagédo foi maior do que
naqueles insetos expostos somente ao fungo, para as duas avaliacdes (1
daa: Fp4 = 10.29, P = 0.0327; 7 daa: Fp.4 = 45.0, P = 0.0026). Estes
resultados indicam que a dose subletal de Tiametoxam melhorou a
susceptibilidade dos adultos as micoses pelos fungos (Tabela 4.6). Doses
cheias de Tiametoxam mataram somente 40% dos adultos em 1 daa e nao
causou a mortalidade de insetos apés 7 daa (Tabela 4.6), o qual indica que
este inseticida na dose recomendada exibiu um efeito subletal similar a ¥4 da
dose cheia.

Quando os numeros de adultos mortos nas avaliacbes de campo e
laboratorio foram agrupados, a mistura com % da dose de Tiametoxam com
M. anisopliae foi 0 mais eficiente tratamento fornecendo significante aumento
no numero de adultos mortos/m?2 em comparagdo com outros tratamentos
(Fa200 = 19.02, P < 0.0001) (Figura 4.5). Entretanto, a dose cheia de
Tiametoxam resultou em maior numero de adulto mortos/m? do que sua

dose subletal e o fungo isolado.
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)

Insetos capturados um dia apds aplicagdo

Mortalidade acumulada (%

Dias apds incubacéo

70
Insetos capturados sete dias apds aplicagdo

30 —e— Controle
—— Actara 50 g/ha
b~ 7 Actara 12.5g/ha
M. anisoplige 1#10°° conidia/ha
—=— Actara (12.5 g/ha) + M. anisoplice 121012 conidiarha

Mortalidade acumulada (%)
1

Dias apos incubacdo

Figura 4.4. - Curva de mortalidade acumulada (%, + EP) de adultos de T.
limbativentris coletados apds um e sete dias da aplicacdo dos tratamentos
com M. anisopliae ESALQ-1037, duas doses de Tiametoxam e um
tratamento combinando o fungo M. anisopliae (1x10% conidios/ha) com
Tiametoxam (12.5 g/ha) . As mesmas letras indicam que as curvas de
mortalidades ndo diferem estatisticamente Segundo o teste de Log-Rank
(Mantel-Cox) (P < 0.05).
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Tabela 4.6. - Interagdo entre M. anisopliae & 1x10'? conidios viaveis/ha e
subdoses de Tiametoxam (12.5 g/ha) com base na mortalidade observada
em condic¢des de laboratorio a partir de insetos coletados em experimento de

campo.
Dias apoés Mortalidade Acumulada (%) b
o Teste T P
aplicacao Observada Esperada®
1 daa 54.0+4.0 49.6+4.3 0.57 0.4731
7 daa 50.0+3.2 21.0+3.3 39.67 0.0002

®Mortalidade esperada (Me) = Mf + Mi (1 - Mf/100), com Mf e Mi sendo o percentual de mortalidades
observadas provocadas pelo fungo e o insecticida sozinho, respectivamente. °Os resultados constam
de uma analise de emparelhamento por teste T fazendo comparagdes entre a mortalidade observada e
esperada cumulada em 13 dias (média + EP). O sinergismo significativo esta indicado a negrito. DAA

= dias ap0s a aplicacdo
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Figura 4.5. - Efeito de doses subletais de Tiametoxam(12,5 g/ha) e dose cheia (50
g/ha) e M. anisopliae ESALQ-1037 (Ma) 1 L na forma de 6leo emulsionavel (1x10*2
conidios viaveis/ha) aplicado isoladamente e combinado com Tiametoxam em dose
subletal. Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
segundo teste de Fisher LSD (P < 0.05). As barras representam as medias
computadas pela somatéria do total de insetos mortos em campo mais 0s que
foram avaliados a evolugéo da mortalidade em laboratorio.
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4.5. DISCUSSAO

Nossos estudos de laboratdrio confirmaram conhecimentos anteriores
gue demonstram a baixa susceptibilidade de adultos do T. limbativentris ao
M. anisopliae CG-168 (MARTINS et al.,, 1997; MARTINS & LIMA , 1994,
RAMPELOTTI et al., 2007). Sob condicbes de campo, aplicacdes de M.
anisopliae CG-168 de 5.0 a 7.2 x 10*® conidios/ha em infestagBes naturais
de percevejos do colmo, em fazendas produtoras de arroz, durante trés
anos, reduziu a populacdo de percevejos do colmo de 48 para 62%
(MARTINS et al., 2004). Entretanto, a infecgao confirmada dos insetos pelos
fungos foi baixa (£ 20% da taxa de infec¢do), sugerindo que este inseto
possui baixa susceptibilidade a este patégeno. No nosso estudo, quando dos
fungos CG-168 foram testados a partir de 5x10° para 5x10° conidios/mL,
somente a alta concentracdo foi capaz de causar 50% da mortalidade dos
adultos. NOs também mostramos que uma formulagéo de 6leo emulsionavel
a base de M. anisopliae (ESALQ-1037) causou menos de 40% da
mortalidade dos adultos, semelhante ao CG-168. Por esta razdo, a cepa
comercial ESALQ-1037 foi selecionada para ser usada nos experimentos de
campo, e ja esta registrada como um micoinseticida no Brasil (FARIA &
WRAIGHT, 2007; AGROFIT 2011).

A fim de melhorar a eficacia do fungo, doses subletais de Tiametoxam
e A-cialotrina foram combinadas com os fungos em uma série de bioensaios.
Nés previamente mostramos que o tiametoxam e o A-cialotrina eram
compativeis com a germinagdo dos conidios, crescimento vegetativo e
esporulacéo do M. anisopliae CG168 (Capitulo 3).

Um efeito aditivo da interagao tiametoxam/fungo e A-cialotrina/fungo
foi observado em todos os testes laboratoriais. O tempo letal médio foi
reduzido com as interacbes e as doencas nos insetos aumentaram
significativamente. No campo, quando M. anisopliae (ESALQ-1037) era
combinada com ¥ da dose cheia de Tiametoxam, a eficacia dos fungos
durava mais e um efeito sinérgico era observado para esta interacdo aos 7
daa. Tiametoxam testado na sua dose recomendada (dose cheia) tinha um
baixo efeito de contato no inseto apds 24 horas de aplicacdo, promovendo

guase 40% de mortalidade. NO0s também observamos que esta formulacéo
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ndo persistia apds sua aplicacdo, ja que ndo houve nenhum inseto morto
registrado na avaliagao laboratorial a partir dos insetos coletados das gaiolas
de campo aos 7 daa (Figura 4.4). Estes resultados demonstram a dificuldade
de reduzir a populacdo de Tibraca mesmo com inseticidas quimicos como
controle, provavelmente por estarem localizados na base das plantas de
arroz, entre os colmos. Apesar da baixa eficiéncia deste inseticida para o
Tibraca, o ingrediente ativo Tiametoxam possui propriedades quimicas,
como ser um inseticida de aplicacao foliar, resultando em excelente controle
de muitas pragas de succao e mastigacdo (JESCHKE & NAUEN, 2008) e
possui um excelente perfil de seguranca para mamiferos e para o ambiente
(MAIENFISCH et al., 2001). Acrescentando, baseados em nossos
resultados, este inseticida aparenta ser um eficiente agente estressante para
aumentar a susceptibilidade do percevejo do colmo ao fungo. Portanto, o
Tiametoxam € bem apropriado para ser usado em combinacdo com M.
anisopliae contra o T. limbativentris em programas de controle integrado de
pragas. Por outro lado, A-cialotrina ndo € apropriada para ser aplicada em
combinacdo com fungos entomopatogénicos devido a sua alta toxicidade
aos organismos aquaticos e a outros organismos nao alvos (HE et al., 2008;
SYNGENTA, 2010).

As condi¢cbes ambientais na base das plantas de arroz, onde o solo é
saturado, é favoravel para o Metarhizium (por exemplo: alta umidade e baixa
radiacdo solar). Estes fungos sdo abundantes em solos e sdo encontrados
em um grande numero de ecossistemas (BEHIE et al., 2012). N6s temos
observado inumeras epizootias de M. anisopliae em populacbes de T.
limbativentris, apesar de que epizootias de fungos geralmente ndo sao
registradas entre os Pentatomideos. Por exemplo, levantamentos de campo
encontraram baixas micoses em percevejos da soja (< 0.5%) (MOSCARDI et
al., 1988). Pesquisas anteriores de campo com aplicacées de M. anisopliae
e B. bassiana em percevejos do colmo engaiolados resultaram em baixo
nivel de mortalidade (< 40%) (SOSA-GOMEZ & MOSCARDI, 1998). Como
resultado, nenhum relato de epizootias naturais destes dois maiores
micopatdgenos foi mencionada em populacdes de percevejo da soja ou
outra espécie relatada (SOSA-GOMEZ et al., 1997).
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Percevejos do colmo, principalmente aqueles membros dos
Pentatomideos, podem reduzir ou mesmo prevenir infecgcdes por fungos
produzindo compostos antifingicos, o qual pode ser encontrado impregnado
na sua cuticula (BORGES et al., 1993; MORAES et al., 2008). Como
relatado anteriormente por Sosa-Gomez et al. (1997), ambas a topografia e
a quimica da cuticula do inseto podem afetar a adesao dos conidios de M.
anisopliae. Estes autores também expressam que o aldeido (E)-2-decenal
encontrado na cuticula extraida de N. viridula inibiu a germinagcdo do M.
anisopliae, mas nao bloqueou a germinacdo da B. bassiana e Isaria
fumosorosea. Nossos resultados demonstraram que as doses subletais de
tiametoxam aumentaram a susceptibilidade dos adultos do percevejo do
colmo ao M. anisopliae, o qual € considerado o estagio mais dificil de ser
controlado pelos fungos devido a capacidade desse inseto de produzir alta
concentracdo de aldeidos com potencial fungistatico ao M. anisopliae CG-
168 (Capitulo 2).

Ha& inumeros estudos mostrando efeitos sinérgicos entre fungos
entomopatogénicos e inseticidas quimicos sintéticos contra diferentes
insetos pragas (ANDERSON et al., 1996; BOUCIAS et al., 1996; Kaakeh et
al., 1997; QUINTELA E MCCOQY, 1998a, 1998b, 1997; JARAMILLO et al.,
2005). Alguns deles identificaram os fatores que influenciam o sinergismo.
Por exemplo, baixas concentracdes de imidaclopride melhorou a viruléncia
de fungos entomopatogénicos contra o cupim Heterotermes tenuis (Isoptera:
Termitidae) (MOINO Jr & ALVES, 1998) e Diaprepes abbreviatus
(Coleoptera: Curculionidae) (QUINTELA & MCCOQY, 1998a, 1998b) afetando
0 comportamento de limpeza e impedindo a larva de remover os conidios da
cuticula, respectivamente. Além disso, Pachamuthu e Kamble (2000)
também demonstraram que os efeitos aditivo e sinérgico podem variar com a
concentracdo e o tipo de inseticida quimico usado em combinacdo com M.
anisopliae contra a barata Blatella germanica (Dictyoptera: Blattellidae),
enquanto que Jaramillo et al. (2005) ndo observou diferencas significativas
na susceptibilidade do Cyrtomenus bergi (Hem.: Cydnidae) a diferentes
taxas de indculo de M. anisopliae (cepa CIAT) combinadas com baixas

concentracbes de imidaclopride. De acordo com Paula et al. (2011), a
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estratégia de combinar agentes de controle biolégico e quimico desempenha
um papel importante no controle de certas pragas, porque diminui 0 tempo
para matar o alvo, € economicamente viavel, e minimiza os impactos
ambientais por usar baixas doses de inseticidas quimicos, o qual reflete em
uma menor abordagem custo-beneficio e pode ser mais aceitavel por
produtores.

O impacto da combinacdo de fungos e inseticidas quimicos em
subsequentes micoses é um importante fator que ira influenciar a producao
de inbéculos e potenciais epizootias secundarias. Em geral, nossos
resultados indicam que o numero de insetos com micoses € maior quando
baixas doses de tiametoxam foram combinadas com M. anisopliae, em
contraste aos insetos expostos somente ao fungo. Reciprocamente, Russel
et al. (2010) verificou que baixas doses de imidaclopride reduziu as micoses
juntamente com a producdo de conidios por cadaver para Anoplophora
glabripennis (Coleoptera: Cerambycidae), embora eles observaram um efeito
sinérgico para os tratamentos combinados de Metarhizium brunneum Petch
e imidaclopride (a 10 ou 100 ppm).

Nés especulamos que a interagdo sinérgica entre M. anisopliae e
Tiametoxam no T. limbativentris pode ser causada pela reducao da reacao
imune e pela quantidade do feromoénio de alarme produzido pelo inseto.
Porém, estudos adicionais estdo a caminho em nosso laboratério que irdo
nos ajudar a identificar como as concentracfes subletais de tiametoxam
influenciam a susceptibilidade do percevejo do colmo do arroz ao M.
anisopliae através do seu efeito no sistema imunolégico do inseto.

Em sintese, nossos resultados destacam o potencial do uso de
concentragfes subletais do inseticida neocotindide Tiametoxam para
aumentar a susceptibilidade dos adultos do T. limbativentris ao fungo M.
anisopliae. De fato, esta estratégia consiste em uma abordagem pratica
efetiva e viavel que pode ser implantada para combater o percevejo do
colmo do arroz no campo a partir de um ponto de vista integrado e

sustentavel de manejo de pragas.
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