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“Tente uma, duas, trés vezes e se possivel tente a quarta, a quinta e quantas vezes for

necessario. So ndo desista nas primeiras tentativas, a persisténcia é amiga da conquista. Se

’

vocé quer chegar aonde a maioria ndo chega, faca o que a maioria ndo faz.’

Bill Gates

“Se alguém quiser ser o primeiro, seja o ultimo de todos, aquele que serve a todos!”

(Marcos 9, 35)
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PATOGENICIDADE DE FUNGOS A MOSCA-NEGRA-DOS-
CITROS E COMPATIBILIDADE ENTRE AGROTOXICOS E

Purpureocillium lilacinum

AUTOR: Fabiola Rodrigues Medeiros
ORIENTADOR: Antonio Batista Filho

RESUMO

A mosca-negra-dos-citros constitui-se uma amedgaiéultura, por ser uma praga com
grande potencial de dano econdmico. O objetivo eddshbalho foi avaliar a
patogenicidade e viruléncia de isolados de funguwsneopatogénicos sobre a mosca-
negra-dos-citrosAleurocanthus woglumi{Hemiptera: Aleyrodidae) em condi¢cdes de
laboratorio, e o efeito de diferentes produtossfitmitarios sobre o desenvolvimento do
fungoPurpureocillium lilacinumin vitro e semicampo. No teste de patogenicidade, foram
utilizadas dez ninfas de segundo e terceiro irsti@leurocanthus wogluna os fungos
Beauveria bassianaMetarhizium anisopliae Lecanicillium muscarium, Fusarium
proliferatum e Purpureocillium lilacinum Para determinagéo dancentragéo letal 50
(CLso) e do tempo letal médio 50 (3d). foi escolhido o fung®. lilacinum sendo cada
tratamento representado por uma concentracgéo §, % ¥01¢, 1 x 10, 5x 10, 1 x 16

e 5 x 16 conidios/mL. Nos testes de compatibilidade detagicos sobre o fung®.
lilacinum, foram testados os produtos Ampligo® (clorantrprole + lambda-cialotrina),
Kohinor 200 SC® (imidacloprido), Provado 200 SC@®&nifacloprido), Recop®
(oxicloreto de cobre), lharol® (6leo mineral), Tats100 EC® (bifentrina), Stimulate®
(acido 4-indol-3-ilbutirico + acido giberélico +etina) e Neenmax® (azadiractina), nas
doses recomendadas para campo. No experimentosandeaegetacdo, mudas de lim&o
Cravo foram pulverizadas com os produtos e o patde lilacinum (4,76 x 10
conidios/mL) de trés formas diferentes, primeiram@es agrotoxicos e depois o fungo;
primeiro o fungo e posteriormente o agrotoxico elos simultaneamenté&s mudas
foram mantidas em estufa telada, e, apds as pzdwéres, 24, 48 e 72 horas, foi feita a
contagem de colbnias para determinar o numero dades formadoras de colbnia
(UFC). Em relacao aos testes de patogenicidadel€ncia, concluiu-se que os isolados

de B. bassianaM. anisopliae L. muscarium F. proliferatum e P. lilacinum foram



patogénicos as ninfas de woglumie que as concentracdes avaliadas do fuhgo
lilacinum foram patogénicas as ninfés woglumi Nos testes de compatibilidade os
agrotoxicos Ampligo, Kohinor 200 SC, Provado 200, $@lstar 100 EC, Stimulate e
Neenmax, sob condicfes laboratoriais, foram comwgiatcomP. lilacinume os produtos
Recop e Iharol foram considerados moderadamentecogx Em condicbes de
semicampo, o fungB. lilacinumné&o foi afetado pelos produtos, independententmte

tempo de coleta e da forma como foram aplicados.

Palavras-chavelleurocanthus woglumfungos entomopatogénicos, seletividade.



PATHOGENICITY FUNGI CITRUS BLACKFLY  AND

COMPATIBILITY OF PESTICIDES AND Purpureocillium lilacinum

Botucatu, 2016. Tese (Doutorado em Agronomia/Péatete Plantas) - Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulist

Author: Fabiola Rodrigues Medeiros

Advisor: Antonio Batista Filho

SUMMARY

Citrus blackfly is a threat to fruit, to be a plaguith great potential for economic damage.
The objective this study was to evaluate the pathmiy and virulence of
entomopathogenic fungi on citrus blackflleurocanthus woglumi(Hemiptera:
Aleyrodidae) under laboratory conditions, and dffet different pesticides on the
development of fungusPurpureocillium lilacinum in vitro and greenhouseln
pathogenicity test were used ten nymphs secondtlandl instars ofAleurocanthus
woglumi and fungi Beauveria bassiana Metarhizium anisopliae Lecanicillium
muscarium Fusarium proliferatumand Purpureocillium lilacinum To determine the
lethal concentration 50 (Gb) and median lethal time 50 (¥d) the fungusP. lilacinum
was chosen, each treatment represented by a coatgamtl x 16, 5 x 16, 1 x 10, 5 x
10°, 1 x 1§ and 5 x 18 conidia/mL. In compatibility tests the fungBs lilacinumwere
tested products, Ampligo® (clorantraniliprole + lada-cyhalothrin), Kohinor®
(imidacloprid), Provado® (imidacloprid), Recop® fger oxychloride), Iharol® (oil
mineral), Talstar® (biphenthrin), Stimulate® (inddbutyric acid + gibberellic acid +
kinetin) e Neenmax® (azadirachtin), the recommerdites for field. The experiment in
greenhouse, rangpur lemon seedlings were sprayadhei products and the pathoden
lilacinum (4,76 x 10 conidia/mL) in three different ways, first the piesle and then the
fungus; first the fungus and then the pesticidetaedwo simultaneously. Seedlings were
kept in screened greenhouse, and after sprayingi®4nd 72 hours, the colony count
was done to determine the number of colony formings (CFU). With respect to
pathogenicity and virulence tests, it was concluthed the isolates d8. bassianaM.
anisopliag L. muscariumF. proliferatumandP. lilacinumwere pathogenic to nymphs

of A. woglumiand the evaluated concentrations of the funBudilacinum were



pathogenic to nymphs. In compatibility tests Amglig<ohinor, Provado, Talstar,
Stimulate e Neenmax under laboratory conditiongy tivere compatible withP.

lilacinum and Recop and Iharol products were moderatelyctoka greenhouse
conditions, the funguB. lilacinumwas not affected by the products regardless dirte

of collection and the way they were applied.

Keywords:Aleurocanthus woglumentomopathogenic fungi, selectivity.



1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira apresenta numeros expvess que
traduzem a grande importancia econdmica e socehatividade tem para a economia
do pais. Segundo o Ministério de Agricultura, Peeaué Abastecimento (BRASIL,
2015), o Brasil é o lider mundial de producéo ti@sie de exportacdo de suco de laranja
concentrado congelado. A citricultura representa setor altamente organizado e
competitivo, e é considerada uma das mais destaeapaindUstrias brasileirddentre
os estados da federacdo, Sdo Paulo é o que abmgé@bpparque citricola, considerado
também um dos maiores do mundo. Apontada como mdgvorgulho para o pais, a
cadeia dos citros traz, por meio das exportacde8ds de dblares a economia (NEVES
et al., 2011; ZULIAN, DORR e ALMEIDA, 2013).

A agroindustria sempre teve por objetivo atingueis elevados
de produtividade. Para conseguir essa missaofigsilbgres necessitam conter as pragas
que arrasam as plantacdes e diminuir a utilizagdagdotoxicos, uma vez que iSso vem
causando sérios danos ao ambiente e a saude dagémpudevido a possibilidade de
contaminagcdo direta da aplicacdo, bem como a camagdo indireta das aguas e
alimentos que se ingere (SANTOS, 2014).

Os citros, assim como as demais plantas frutifeé@ssuscetiveis

a diversos insetos-praga. Neste cenario, a moggpa-des-citros Aleurocanthus



woglumi(Ashby, 1915) (Hemiptera: Aleyrodidae) constitaitBna ameaca a fruticultura,
por ser uma praga com grande potencial de danobetoo. Este inseto ataca as
principais espécies frutiferas brasileiras, ocasido danos diretos (sucgdo de seiva) e
indiretos (desenvolvimento de fumagina), diminuireksim, a respiracéo e a fotossintese
da planta, comprometendo a producéo e a qualidaftetd (MELLO e MAIA, 2008).

Para o desenvolvimento de estratégias de mangjerdgés da
mosca-negra, € necessaria a integracdo de proéitdesanitarios com o controle
biologico, com a disponibilizacdo de produtos efites e seletivos aos seus inimigos
naturais. Dentre 0s inimigos naturais que sao aiimehte prejudicados estdo o0s
entomopatdégenos, como os fungos, pois os agrowpoolem afetar o crescimento
vegetativo, a viabilidade e a conidiogénese degjentes, ou até alterar sua composi¢cao
genética, acarretando modificacdes na sua virdé(ERATISSOLI et al., 2011;
BATISTA FILHO et al., 2003).

Os fungos entomopatogénicos tém sido utilizados eboacia
para o controle de pragas agricolas. Diferentem@éateutros agentes microbianos, os
fungos séo patdgenos de largo espectro, capazetomézar diversas espéecies de insetos
e de causar com frequéncia, epizootias em condigiasais (ALVES, 2008). A grande
variabilidade genética destes organismos, printipate quanto aos parametros
moleculares e de patogenicidade, determinam difasemo grau de viruléncia do
patogeno, interferindo, dessa maneira, nos perasntle eficiéncia de controle de
insetos, sendo assim, a selecao de isolados adagtadondi¢cdes climaticas e de cultivo
em cada regido torna-se necessaria, para que Begeoa potencialidade dos diferentes
materiais genéticos e se possa eleger os maisadtexipara a utilizacdo em programas
de controle biologico (ALMEIDA et al., 1998; FERNANES et al., 2006).

No Manejo Integrado de Pragas, a preservacao degos
naturais tem sido uma das praticas de maior impcig&dNeste sentido, a aplicagéo de
agrotoxicos de alta toxicidade e de largo espeestdo sendo reconhecidos como a
principal causa de desequilibrios biolégicos nasegpssistemas, assim, a utilizacao de
compostos seletivos é de grande importancia psaedeg ou mesmo evitar problemas,
tais como, ressurgéncia de pragas, selecdo deosngesistentes e extincdo de
determinadas espécies fundamentais para o equitiniegido.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avala
patogenicidade e viruléncia de isolados de funguwsneopatogénicos sobre a mosca-

negra-dos-citros em condi¢cdes de laboratorio, efeitoede diferentes produtos



fitossanitarios sobre o desenvolvimento do fuRgmpureocillium lilacinumin vitro e

semicampo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Citricultura no Brasil

A citricultura vem ganhando cada vez mais espaco no
agronegaocio brasileiro com a ampliacdo do mercamlagimoramento da atividade. Sua
importancia vai além da geracao de divisas pacaaoenia brasileira, o setor tem grande
Impacto na criacdo de empregos, formacédo de cagéehcédo de renda, agregacdo de
valor e no desenvolvimento regional (ZULIAN, DORREMEIDA, 2013).

O Brasil é o maior produtor mundial de laranjasusig por
Estados Unidos, China, india, México, Egito e Efpas concomitantemente maior
exportador de suco de laranja. No ano de 2015 nslegiados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica a estimativa da safra pgrais foi em torno de 16 milhdes de
toneladas da frutad producéo de citros ocorre principalmente no Es@el Sdo Paulo,
onde encontram-se cerca de 85% da producédo braside laranjas (10.193.794
toneladas, 431.931 hectares). Outros estados camia,BMinas Gerais, Parfi@arana e
Rio Grande do Sul contribuem para o agronegécio doess com a producao,
principalmente, de laranjas, tangerinas e limo&ASIL, 2015).

Na regidao Nordeste, destacam-se os estados da (38bi&50

toneladas) e Sergipe (590.520 toneladas). Ja ona@oarepresenta o 5° lugar, com uma



producdo de aproximadamente 6.000 toneladas. Autitra nordestina tem grande
potencial para implementar seu crescimento, satwetm funcéo da auséncia de doengas
e pragas de grande importancia (BRASIL, 2015).

A citricultura esta suscetivel a mudancas climatibem como
ao ataque de pragas e doencas, que interferemodacggo, no preco de mercado e,
consequentemente, em todo andamento da atividadeor®éncia de anos consecutivos
de secas, associados a ocorréncia de doencas @ig\asno, o declinio, em 1970; morte
subita, em 1999; e dhtianglongbing’; em 2004, além de inUmeros acaros e insetos-
pragas foram responsaveis pela erradicacdo de emilldie arvores. Diante da
representatividade do setor, o aspecto fitossémitdmo um todo se destaca como um
desafio para o produtor (MELLO e MAIA, 2008).

A producéo de citros esta sendo comprometida pelaéncia
do “huanglongbing”ou HLB que é considerada a doenca mais problematica atotdm
além de outras pragas como o acaro-da-lepBregjpalpus phoenici§Geijskes, 1939)
(Acari: Tenuipalpidae); acaro-da- ferrugelhyllocoptruta oleivora (Ashmead, 1979)
(Acari: Eriophyidae); acaro purpure®anonychus citri(McGregor, 1916) (Acari:
Tetranychidae); cochonilha ortézi®raelongorthezia praelongaDpuglas, 1891)
(Hemiptera: Ortheziidae); pulgdo pretdoxoptera citricida (Kirkakdy, 1907)
(Hemiptera: Aphididae); mosca-negra-dos-citAdsurocanthus woglumiAshby, 1915)
(Hemiptera: Aleyrodidae); moscas-das-frut@sratitis capitata(Wiedemann, 1824),
Anastrepha fraterculugWiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) &leosilbaspp.
(Diptera), entre outras espécies (FUNDECITRUS, 2018este cenario, novas
alternativas devem ser estudadas com finalidadedleir o custo da producédo para a

cultura dos citros.

2.2 Mosca-negra-dos-citros

2.2.1 Classificacdo taxondmica, origem e distribudip geografica de
Aleurocanthus woglunfAshby, 1915)

A mosca-negra-dos-citros € um inseto da ordem Henaip
subordem Sternorrhyncha, familia Aleyrodidae, gén&leurocanthus(OLIVEIRA,
SILVA e NAVIA, 2001)



10

E uma praga de origem asiatica (NGUYEN e HAMON, 3)99
sendo detectada pela primeira vez no hemisféraeatal em 1913, na Jamaica e descrita
por Asbhy em 1915. Na América do Sul, a mosca-negeantra-se no Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e VelaeUABI, 2016).

No Brasil,A. woglumifoi constatada inicialmente na area urbana
de Belém, em 2001 (OLIVEIRA, SILVA e NAVIA, 20019 Maranh&o foi o segundo
estado brasileiro a relatar a presenca da pragagtambro de 2003, nos municipios de
Boa Vista do Gurupi, Imperatriz e Bacabal, em p@wale citros, e em marco de 2004,
em Barra do Corda e Sao Luis, em citros e mangu@iEeMOS et al., 2006).

A praga era considerada quarentenaria no BrasialAente, em
funcdo de sua ampla dispersdo, ndo é mais cond&deraa praga quarentenaria A2,
representando uma ameaca a citricultura brasilegeessitando medidas fitossanitarias
rigorosas para seu controle (BRASIL, 2014).

Até o inicio de 2008, a mosca-negra-dos-citrosvagtastrita aos
Estados do Amap4, Amazonas, Belém, Maranhao e finsgh EMOS et al., 2007),
sendo constatada também em S&o Paulo, nos musicg®o Arthur Nogueira,
Cosmopolis, Engenheiro Coelho, Holambra, Limeiran&hal, Paulinia e Mogi-Mirim
(RAGA e COSTA, 2008; YAMAMOTO et al., 2008) e aorteode Goias, em Porangatu
e Campinorte (INFO AGRICULTURA, 2008). No ano d¥®9 também foi detectada no
estado da Paraiba (LOPES et al., 2010). A part?0d® sua presenca ja foi confirmada
nos estados da Bahia, Ceara, Espirito Santo, MatssG do Sul, Minas Gerais,
Rondbnia, Rio Grande do Norte, Roraima, Rio deidaneernambuco, Parana, e Piaui
(CORREIA et al., 2011; MONTEIRO et al., 2012; RA@Aal., 2013; MOLINA et al.,
2014; ALMEIDA e LHANO, 2014 e SILVA et al., 2015).

2.2.2 Aspectos bioecoldgicos

A mosca-negra-dos-citros apresenta aparelho bipcastigador
labial tanto na fase jovem como na adulta, alinreddsse de grandes quantidades de
seiva elaborada, causando definhamento lento deegdevando-a & morte (OLIVEIRA,
SILVA e NAVIA, 2001).

As fémeas selecionam as folhas jovens das plaosseteiras

para ovipositar. A oviposi¢cao pode ser realizagaaquer hora do dia, entretanto, € mais
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intensa entre as 9 horas e 11 horas da manha (RGDE, 2002). Os ovos possuem
forma eliptica, medindo cerca de 0,2 mm de comprime se aderem as folhas por um
pedicelo que fica inserido no interior dos estomaa@s folhas. Os ovos recém-colocados
s&o de cor branca cremosa, tornando-se marrom @aidamente. A medida que o
embrido se desenvolve, 0s ovos vao escurecendd@téirem um tom quase negro, um
pouco antes da ecloséo. Eles sdo colocados em fienespiral, na face abaxial das
folhas, em grupos de 30 a 35 (OLIVEIRA, SILVA e N/ 2001; CUNHA, 2003).

O inseto possui trés estagios ninfais e um quastagm,
denominado “pupa’. As ninfas eclodem de 4 a 12 dj@ss a oviposicdo, dependendo
das condi¢fes climaticas. Estas ninfas, bastan@samovem-se por um curto periodo
de tempo e possuem trés pares de pernas, alongascueecido, apresentando dois
filamentos compridos e outros mais curtos. Ao seaitarem, inserem suas pecas bucais
nas folhas e comecam, entdo, a sugar a seiva atiboinicialmente as ninfas séo
transparentes e gradualmente vao escurecendoriadquima cor café escuro, possuem
formato ovalado, medindo aproximadamente 0,3 mneaheprimento e 0,15 mm de
largura. O primeiro instar dura de 7 a 16 diaspAssarem para o segundo instar, tornam-
se sésseis, adquirindo aspecto convexo ha regidsaldanedindo 0,4 mm de
comprimento a 0,2 mm de largura, apresentandoagiormarrom-escuro ou preta com
manchas amareladas, e com espinhos por todo o ealp@m de 8 a 13 dias. O terceiro
instar se diferencia do segundo apenas pelo tantashoinfas, que medem 0,87 mm de
comprimento e 0,74 mm de largura e os espinhomsd®visiveis. A partir deste instar
ja é possivel a distincdo dos sexos. Os machosmed® mm de comprimento por 0,18
mm de largura e sdo menores que as fémeas que meolesua vez, 0,68 x 0,24 mm e
a duracao neste estadio varia de 6 a 20 dias (DEZETEK, 1920SMITH, MALTBY
e JIMENEZ 1964; MARTINEZ e ANGELES, 1973; OLIVEIRA, SILVA &AVIA,
2001; CUNHA, 2003).

A “pupa’, o quarto instar possui formato eliptisendo a parte
anterior menor que a posterior. O pupario € coneegoberto com numerosos espinhos
dorsais. Os sexos sdo prontamente distinguivdé&anaa mede em meédia 1,24 x 0,71
mm e € muito mais larga que os machos, que med#nx1),61 mm. Adicionalmente,
uma fina camada de cera branca e filamentosa étadarao redor do corpo, sendo que
0S machos secretam mais cera que as fémeas. Esl®ahira de 16 a 50 dias. Na
emergéncia do adulto, uma abertura em forma def&fece na parte anterior da pupa e

se torna visivel aproximadamente uma hora antesmagéncia dos adultos. Apds 24
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horas de sua emergéncia, 0s insetos que sao bemnesdgicam cobertos por uma fina
camada pulverulenta que da ao corpo uma coloragdeeinzentada, as quais recobrem
as asas e todo o corpo do inseto, muito emboraasasbranquicadas possam ser
observadas nas margens das asas (NGUYEN e HAM(33).19ma fémea apresenta
longevidade de 10 a 14 dias e pde cerca de 100amogrias posturas. Os ocelos sédo
marrom avermelhados, e as pernas e antenas sael@@sitiranquicadas (DIETZ e
ZETEK, 1920;,CUNHA, 2003; MELLO e MAIA, 2008).

Os fatores ambientais afetam diretamente o cidbgico deA.
woglumi O desenvolvimento do inseto € favorecido por emapiras entre 20°C e 32°C
e umidade relativa do ar elevada, entre 70 e 86f@dasque esta espécie ndo sobrevive,
por um longo periodo, a temperaturas em torno &e.4ém disso, ventos fortes, chuvas
pesadas, mostraram-se capazes de desalojar eomatiultos da mosca-negra (MELLO
e MAIA, 2008).

A temperatura ideal para o desenvolvimento da mosgea,
oscila proxima aos 25°C + 3°C. Nesta faixa, o desleimento torna-se mais acelerado
e consequentemente, ocorre um aumento populaadonaketo, devido ao aumento do
namero de geracfesana faixa acima de 40°C estes insetos entram emédaran
temporaria. Por outro lado, quando a temperatuea doeduzida abaixo dos 15°C, ocorre
a hibernacao temporaria dos insetos (MORAES €2@14).

A precipitacao foi o principal fator meteoroldgigoe atuou sobre
a densidade populacional dos estadios ninfais edlitos, de acordo com Medeiros et
al. (2009) e Imperato (2014), sendo verificado Aue@oglumiocorreu em todos 0s meses
do ano, ja seus picos populacionais concentraranoggeriodo de baixa precipitacéo

pluviométrica.

2.2.3 Principais hospedeiros, dispersdo, danos egortancia econdmica

Os hospedeiros primarios Aewoglumisao as plantas do género
Citrus spp., cajueiroAnacardium occidentalk.) e abacateiroRersea americaniill.)
e secundarios o cafeeil@dffea arabicd..) e a mangueirafangiferaindical.). Porém,
em elevada densidade populacional, os adultos sgerdam para outras plantas

hospedeiras como jambeiro-vermellsyZygium malaccenge.) Merr. & L. M. Perry] e
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grumixameira [Eugenia brasiliensid.am.). No geral, a espécie possui cerca de 300
plantas hospedeiras (OLIVEIRA, SILVA e NAVIA, 200CUNHA, 2003).

Em algumas regides do Brasil, segundo Raga e N&ia3y,
jaqueiras Artocarpus heterophyllusam.) e mangueiras, principalmente as da variedade
Palmer sdo severamente atacadas pelo inseto. @ssaoadem ser encontrados em um
grande numero de espécies botanicas, como por éxempplantas espontaneas ou de
mandioca, mas sem apresentar posturas ou ninfa0EM) foi relatada a ocorréncia do
inseto atacando o mogno african&h@ya ivorensisA. Chev), em areas de
reflorestamento na Amazoénia Oriental (FARIAS et2011).

A disseminacdo da mosca-negra ocorre de formapacardpor
meio de mudas ou plantas ornamentais infestademngpbrtadas pelo homem e pode
ocorrer naturalmente, por meio de folhas infestadaegadas pelo vento ou disperséo
natural pelo crescimento populacional da praga. @spersdo pode ocorrer também
verticalmente na planta e horizontalmente entretata O inseto possui uma capacidade
de voo de 187 metros em 24 horas (OLIVEIRA, SILVAAVIA, 2001; MELLO e
MAIA, 2008).

Tanto os adultos como as formas imaturas da mosga-tos-
citros causam danos por se alimentarem da seimralda do floema, sugando os
nutrientes e deixando as plantas debilitadas, tas ao murchamento e, na maioria
das vezes, a morte. O inseto excreta uma substnaarada, induzindo o aparecimento
de fungos saprofitas, que por serem escuros, foramarnamada fumagina, que, em
grande quantidade, reveste folhas, frutos e raredszindo a fotossintese e impedindo
a respiracao celular. Em altas concentracdes, aduma interfere na formacgéo, tamanho
e qualidade dos frutos, prejudicando a producadamendindo o valor comercial do
produto (OLIVEIRA, SILVA e NAVIA, 2001; MELLO e MAA, 2008).

Nos paises onde ocorre, a mosca-negra pode caugaral80%
de perdas na producéo, afetando assim a produg&olage as exportacdes, ndo apenas
de citros como a de outras fruteir@grca de 5 a 10 ninfas por centimetro quadrado sao
suficientes para reduzir o nivel de nitrogénio abaios 2,2% necessarios para uma boa
frutificacdo em laranja. Trabalhos conduzidos nxikle dao conta de que mais de 90%
da reducdo na producdo de frutos ocorre quandonfastacées excedem 5 a 7
ninfas/cm2/folha. Quando o atague severo se dflaagas ainda novas ou em fase de
mudas, pode leva-las a morte (SUMMY et al. 1983, UNEN e HAMON, 1993;
OLIVEIRA, SILVA e NAVIA, 2001; CUNHA, 2003).
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Raga, Basilli e Soares (2012), constataram emltrabaalizado
no municipio de Artur Nogueira (S&o Paulo, Bragile o comportamento de oviposicao,
aliado com altos niveis de infestacdo observadomdstram o elevado potencial bidtico
deA. woglumiem citros, tornando recomendavel a ado¢céao do mamntegrado da praga

para alcancar o controle populacional da praga.

2.2.4 Métodos de controle

2.2.4.1 Controle cultural

Uma vez detectada a presenca de folhas com ovassmu
pupas, proceder a eliminacéo das partes infestidplsinta, que deverdo ser queimadas,
garantindo que toda parte vegetativa seja elimindgas a remocdo das partes
infestadas, deverdo ser instaladas armadilhasvadeamarelas para monitoramento e
captura de adultos, sendo a troca das armadilaéizasga a cada sete dias (MELLO e
MAIA, 2008). Além disso, outras medidas de mitigada risco podem ser tomadas para
evitar a disseminacao do inseto, sao elas: evitaarsporte de vegetais ou partes de
vegetais infestados para areas de ndo ocorrénpiaga; producao e transporte de mudas
de plantas hospedeiras em ambiente telado; lavagedesinfeccdo de tratores,
implementos e material de colheita e lavagem dedrcolhidos para comercializagcéo e

oriundos de pomares infestados pela praga (RAGASTA, 2008).

2.2.4.2 Controle quimico

No Brasil, o controle quimico d&. woglumitem sido realizado
com os produtos Ampligo® (clorantraniliprole + lagabcialotrina), Kohinor 200 SC®
(imidacloprido), Provado 200 SC® (imidacloprido, anicos registrados no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRAS1 %), sendo eficientes no controle

de ninfas e adultos.
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2.2.4.3 Controle alternativo

Os Oleos minerais, vegetais ou derivados também aé&o
positiva sobre a mosca-negra-dos-citros e poderhareel as estratégias de controle da
praga, causando minimo efeito nocivo sobre popakadeé inimigos naturais e espécies
nao-alvo (RAGA e COSTA, 2008). A acao ovicida diminuicdo do percentual de
ecloséo de ninfas da mosca-negra foi constatadSijwar et al. (2012), ao utilizarem os
Oleos comerciais de sojalfycine max.. Mer.), milho Zea may4..), girassol Helianthus
annuuslL.), algodao Gossypium hirsuturh.) e extrato de nim.

Vieira et al. (2013) ao estudarem o efeito ovicits Oleos
comerciais de eucalipt&(calyptus globulukabil.), alho @llium sativumL.), gergelim
(Sesamum indicuin.), mamonaRicinus communik.) e cravo Dianthus caryophyllus
L.) no controle d&\. woglumj observaram que para todos os 0leos quando auar@Ata
se as concentracgdes, diminuiu-se a porcentagenabiédade dos ovos, sendo os 6leos
de eucalipto e alho os que promoveram as menoregriagens de ninfas eclodidas,
demonstrando que estes produtos tém efeito toxabetando o desenvolvimento

bioldgico da praga.

2.2.4.4 Controle biolégico

A aplicagdo do controle biolégico pode ser considarcomo
uma alternativa vélida para restaurar a biodivaded funcional em ecossistemas
agricolas, pois, toda populacéo de insetos naermte atacada de alguma maneira por
um ou mais inimigos naturais. Assim, predadoreggi@ides e entomopatdégenos atuam
como agentes de controle natural que, quando sfguadamente manejados, podem
determinar a regulacdo das populacdes de herbieorasm agroecossistema particular
(NICHOLLS, 2004). Esse tipo de controle é vantajpsra o combate de pragas e
doencas em relagédo ao controle quimico, especi&geanto ao aspecto ambiental, uma
vez que os produtos quimicos tém efeito negatiboeso solo, agua, vegetacao, animais
e homem, além de provocar a selecdo de indivicdagistentes (FRANCESCHINI et al.,
2001).

O controle biolégico da mosca-negra foi iniciado €mba, em

1929, com a introduc&o de varios inimigos natyseisenientes de paises da Asia, como
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0s parasitoide&retmocerus serius, Encarsia clypealis e E. opaléBilvestri, 1927)
(Hymenoptera: Aphelinidaeg@ Amitus hesperidur{Silvestri, 1927) (Hymenoptera:
Platygasteridae), e dos predaddbedphastus pusillugLeconte, 1852 Scymnuspp.
(Coleoptera: CoccinellidaeChrysoperlaspp. (Neuroptera: Chrysopidae) e o fungo
entomopatogénicAschersonia aleyrodi€®LIVEIRA, SILVA e NAVIA, 2001).

Em todos os paises onde ocorreu ou ha ocorrénciaodaa-
negra-dos-citros, o controle biologico foi 0 métadais eficiente, reduzindo a densidade
populacional a niveis de equilibrio, sem causapg@tonémicos. O parasitoidenitus
hesperidumfoi importado da india e introduzido no Méxiconde posteriormente
liberado no Texas e na Florida (NGUYEN, 2008). Mo de 2000, com a liberacéo da
vespinhaA. hesperidunem pomares de citros de Trindade, o controle decainegra foi
superior a 98% (WHITE, KAIRO e LOPEZ, 2005).

No Brasil, os autores Mello e Maia (2008) e Raddag (2013)
constataram varios inimigos naturais, principalraegrh pomares do Estado do Para e
Sé&o Paulo, dentre eles os fungos entomopatogéticgénercAegeritg Aschersoniae
Fusarium sp., onze espécies predadoras de crisopideos ofera), dentre elas,
Ceraeochrysasp. e Leucochrysap. popularmente chamados de “bichos-lixeiros”, a
joaninhaDelphastus pusillug o sirfideoOcyptamus gastrostactifg/iedemann, 1830)
(Diptera: Syrphidae), além dos parasitoides afddio$,Cales noackiHoward, 1907)

(Hymenoptera: Aphelinidae)Encarsiasp.

2.3 Fungos entomopatogénicos

O controle biolégico é um componente vital nos
agroecossistemas sustentaveis, visto que, conglittd medida ecologicamente
sustentavel que objetiva reduzir os insumos exsegmaelhorar a quantidade e qualidade
dos recursos internos, mediante a utilizacdo denisgos devidamente selecionados por
sua eficiéncia e inocuidade, além da capacidadsedan gerados a partir de recursos
locais e possuirem carater enddégeno (GUEDEZ €2G08).

O uso desses agentes biocontroladores constituneoessidade
econbmica e ecoldgica. Estes organismos sdo essemeira a sustentabilidade da
agricultura, pois, atualmente, ha uma grande ppEg&o em reduzir o dano ambiental

causado pelo uso dos agrotoxicos e 0 uso de maTMOS para o controle de pragas
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representa um avanco ecologico para solucionarroblgmas causados por estes
produtos (ALVES, 1998).

Entre os agentes passiveis de utilizacdo no cerdepragas, 0s
fungos entomopatogénicos sdo considerados um das importantes e com largo
espectro de utilizacdo. Eles sdo capazes de atvessas espécies de insetos, possuem
baixa toxicidade para outros organismos, baixo a@mpaambiental, sdo versateis,
podendo infectar diferentes estadios de desenvehtiondos hospedeiros e causam
frequentemente epizootias naturais. Além disso,iddeao processo de infeccao
multifatorial realizados pelos fungos, a probalaiid dos insetos adquirirem resisténcia
€ menor ou mais lenta do que a resisténcia adquand agrotéxicos (JUNGES, 2010).

A grande variabilidade genética desses entomopaddgetada
por Alves (1998), também pode ser considerada uhagsprincipais vantagens no
controle microbiano de insetos e a capacidade detga&gdo via tegumento, altamente
especializada representa uma caracteristica qoeacok fungos em vantagem quando

comparados a outros agentes patogénicos.

2.3.1 Modo de acéo

A maioria dos fungos entomopatogénicos inicia ccesso de
infeccdo com a adesédo de conidios a cuticula dgsedeiros. O mecanismo de adeséo
envolve forcas hidrofobicas, eletrostaticas e ag@es fisioldgicas entre o fungo e a
superficie do hospedeiro. Apés a adeséao, os canfialimam tubos germinativos e hifas,
gue penetram na cuticula. Proteases, quitinaspases$ sdo produzidas e favorecem a
penetracdo do fungo no hospedeiro. Apos a penetragéhifas se ramificam e atingem
a hemocele. O sistema imunoldgico do hospedeirccexem papel de defesa e tenta
impedir o crescimento fungico. Porém, os fungosmopatogénicos conseguem vencer
este sistema de defesa do hospedeiro, colonizam®i e excretando toxinas que em
associacdo a disturbios na hemocele provocadosrpscimento de corpos hifais e
micélio, levam o hospedeiro a morte. No hospedemimto, o fungo invade varios
sistemas como o digestivo, nervoso e muscular eempasnente, hifas emergem dos
espiraculos e da cuticula havendo a esporulacdcorddios sobre o cadaver podem ser
disseminados no ambiente, pela agua, vento, animaidectar novos hospedeiros
(ALVES, 1998).
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Em areas de clima tropical, epizootias naturaig\siehersonia
spp., Isaria spp., Lecanicillium spp., Hirsutella spp., Nomuraea rileyi, Metarhizium
anisopliae Beauveria bassian&ordycepspp., € de muitas espécies de fungos da ordem
Entomophthorales s&o frequentes. E provavel quénmérica Latina, para cada praga,
haja no minimo um patdégeno capaz de exercer ow#rote sustentavel (ALVES et al.,
2008a, ALVES et al., 2008Db).

2.3.2 Espécies de fungos entomopatogénicos

Os fungos entomopatogénicos que frequentementesai@olos
de aleirodideos pertencem a mais de 20 espécabginisho A. aleyrodis Lecanicillium
sp.,Isaria sp, B. bassiandRAMOS, 2004).

O génerdAschersonizonstitui um dos agentes mais importantes
que atuam no controle natural de pragas de ciNosBrasil sua ocorréncia é muito
comum. Ele possui um reduzido numero de hospedédimitando-se a moscas brancas
e coccideos. Foi um dos primeiros fungos utilizadoscontrole biolégico de insetos
pragas na América do Norte. A época mais favoraselpizootias coincide com a maior
precipitacdo pluviométrica, periodos extensos t@eushidade e temperaturas adequadas
para induzir a esporulacao do fungo no corpo detinBERGER, 1921; ALVES, 1998;
LOUREN(;AO, YUKI e ALVES, 1999).

Aschersonia aleyrodig/ebber (Hypocreales: Clavicipitaceae) é
eficiente no controle da mosca-negra-dos-citros.titmalho realizado por Pena et al.
(2009) sob condic¢des laboratoriais, o fungo coatra inseto em concentracdes a partir
de 2,3 x 10 conidios/mL, sendo as maiores mortalidades ermtaér nas fases mais
jovens deA. woglumicomo ovo, ninfa (estadios 1 e 2). No estagio depmcorreu a
menor mortalidade.

Lecanicillium lecanni (Zimmermann) Zare & Gams
(Hypocreales: Cordycipitaceae) € um dos agentagdds mais efetivos e promissores
para controle de insetos e ocorre frequentementafiel®os, coccideos e aleirodideos,
além de nematoides e fungos fitopatogénicos. Eidersslo como um complexo de
espécies, que inclli. lecannj L. muscariuneL. longisporum(HALL, 1981; GRAJEK,
1994; ZARE e GAMS, 2001). Possui aspecto cotonosol@acao branca-amarelada

ténue. Os conidios sdo geralmente elipticos e énacoise envoltos por uma massa



19

gelatinosa na extremidade da fidlide, apresentgracts liso e de tamanho variado
dependendo do isolado, como ndo apresentam mataligadpria, os conidios sao
involuntariamente, colhidos pela movimentacdo dsetws, gracas a substancia
mucilaginosa com a qual séo recobertos e que petahiidesao (CASTALDI e NICOLI,
1993).

Esse fungo possui a capacidade de causar grandedidacles
em pulgbes sob condigbes naturais e em tripes, andsancas e acaros. Ele requer
umidade relativa entre 85 e 90%, necessita de tatypa entre 20 e 25 °C para causar
alta mortalidade. O fungo parece ser inécuo ao homeutros vertebrados, devido a sua
baixa capacidade de crescimento sob temperaturaa de 37°C. Além disso, ndo tem
sido observado colonizando insetos Uteis ou de rit@pcia no controle biolégico. No
Brasil, ocorre naturalmente em culturas importagntesisando epizootias, como em
cochonilhas de citrasCoccus viridigGreen, 1889) (Hemiptera: Coccidae) em cafeeiro.
A presenca de insetos doentes é facilmente detadaiem fungcdo do aparecimento de
um halo branco em volta do inseto atacado, assmd@aestrutura caracteristica do
conidiéforo com forma de furador e dos conidiogudmo (ALVES, 1998).

Ao avaliar a patogenicidade de 50 isolados de &osp de
fungos entomopatogénicaB.(bassianaM. anisopliagl. fumosoroseys. lilacinus L.
lecanii, Lecanicilliumsp.,Cladosporium cladosporioideSporothrixsp.) para o controle
de ninfas de 2° e 3° instaresRi@aelongorthezigraelonga Garcia (2004) verificou que
os melhores resultados foram obtidos com os isslddb. lecanniproporcionando 46,6
% de mortalidade, ap0s 12 dias de aplicacdo. Cuturee Walters (2005) ao avaliarem
0 isolado L. muscarium,constararam que 0 patdégeno tem potencial paraurser
importante agente de controle biolégico no contdelBemisia tabac{Gennadius, 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae)

O efeito do entomopatégendecanicillium spp. sobre o
parasitoideAphidius coleman(Vierck, 1912) (Hymenoptera: Aphidiidae) foi eshadd
por Aiuchi et al. (2012), onde foram observadosapetros como, longevidade dos
adultos, comportamento de oviposicdo, velocidadeemergéncia e longevidade da
geracao F1 sob condicdes de laboratério, conclujnéaa utilizacdo do entomopatégeno
e do parasitoide pode ser feita concomitantemeregcontrole de pulgdes, pois ambos
sdo altamente compativeis.

Isaria fumosoroseaVNize (Hypocreales: Cordycipitaceae), foi

descrito com®aecilomyces fumosorosqus M. Wize em 1904 na Ucrania, no gorgulho
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da beterraba, sendo uma espécie complexa, peltereiss de grande variabilidade
intraespecifica. Pode ser encontrado no solo, te#as, no ar. Fatores bidticos e
abidticos podem influenciar o crescimento, a ebtitule e a patogenicidade deste agente.
Entre os fatores abidticos de maior importancidadasn-se a temperatura, umidade
relativa, radiacdo ultravioleta e planta hospedeioainseto-alvo. O fungo cresce
rapidamente e coloniza com micélio branco, podenddar para cor rosa ou purpura.
Possui conidios de formato cilindricos a fusiforfd@&MERMANN, 2008).

I. fumosoroseus € um dos mais promissores agentes
controladores. Ele se mostrou eficiente no coattel térmitas, de acordo com Wright et
al. (2003) e sobre ninfas @=misia argentifolliBellows & Perring, 1994) (Hemiptera:
Aleyrodidae) nas culturas de tomate, repolho en@emuando cultivadas em casa de
vegetacdo, de acordo com Vidal et al. (1998). Estainelhante feito por Hunter et al.
(2011), com Homalodisca vitripennis(Germar, 1821) (Hemiptera: Cicadellidae),
Toxoptera citricidugKirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae)@iaprepes abbreviatus
(Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Curculionidae) sommdogbes laboratoriais também
constataram o fungo como potencial agente bioclawdtoo, com indices de mortalidade
de até 100%. Nos ultimos anos, as pesquisas rauelgue isolados deste fungo foram
patogénicos a ninfas e adultos Dephorina citri (Kuwayama, 1908) (Hemiptera:
Aleyrodidae) em condi¢cbes de semicampo e campaaslBHOY, SINGH e ROGERS,
2010; CONCESCHI, 2013; AUSIQUE, 2014).

Beauveria (Hypocreales: Cordycipitaceae) € o fungo mais
comumente encontrado em insetos mortos no ambreiteal. Além disso, ocorre
enzooticamente ou causa epizootias em espéciesmgasBeauveria bassiangals.)
Vuillemin € um patdgeno amplamente estudado coreatagle controle biologico para
muitas espécies de insetos-praga, sendo um dossfulgyocorréncia generalizada em
todos os paises. Podem ocorrer em lepidOpterospmuteiros, hemipteros, dipteros,
himendpteros e ortdpteros. Seus conidios podentrpemen qualquer parte da cuticula
do inseto, ou até mesmo pelo aparelho respiratdridigestorio, juntamente com
Metarhizium anisopliaéMetsch.) Sorokin (Hypocreales: Clavicipitacea®) as espécies
mais estudadas e utilizadas no controle de pr&EISINAKOVA, 1966; IGNOFFO,
1975; PIRES, 2002).

Potrich et al. (2011) avaliaram a viruléncia doshgos
entomopatogénicdd. bassianaM. anisopliaeeIsaria sp. aB. tabacj concluindo que os

isolados deB. bassianae Isaria sp. foram 0s que apresentaram maior potencial para
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controle da praga com valores de mortalidade 84198,6% respectivamente, quando
utilizados na concentracédo de 1 X &Onidios/mL.

A classificagao dé-usarium geralmente se baseia em estudos
morfologicos e fisioldgicos, e mais recentemente aaracteristicas moleculares. O
género apresenta grandes dificuldades taxonbm@adadsua grande variabilidade e a
instabilidade de certas caracteristicas usadasamolassificacdo (URBEN et al., 2009).
O género foi descrito desde meados dos anos 80 pmmassor no controle de insetos.
Séao fungos filamentosos distribuidos no solo e @gados com plantas, porém, este
género tem espécies patogénicas e ndo patogéaieaglantas e ndo apresenta produtos
disponiveis no mercado. E de grande importanca@apntrole de pragas, por ter ampla
gama de insetos hospedeiros, incluindo espécieSatisoptera, Diptera, Hemiptera,
Hymenoptera e Lepidoptera (TEETOR-BARSCH e ROBERIBB3; HUMBER, 1992;
ALVES, 1998; LESLIE e SUMMERELL, 2006).

As espécies dEusariumque ocorrem sobre insetos parecem se
comportar como patdgenos pouco virulentos, excetqua ocorrem em cigarrinhas e
dipteros que séo altamente patogénicas deasarium lateritium Além disso, alguns
autores citam como vantagem o fato de néo terdatiectado nenhum dano as plantas
cultivadas e ser de facil multiplicacdo em labaiatdDentre as espécies #esarium
que vem sendo amplamente estudadas, enconffasseium proliferatum(Matsush.)
Nirenberg (Hypocreales: Nectriacea®&ste fungo € normalmente apontado como
patogeno de raiz em algumas gramineas, como mifftgle ser encontrado em plantas
ou residuos em praticamente todos os campos de.nfllantas atacadas por este fungo
apresentam podriddo na coroa, no colmo e em giosildo (TEETOR-BARSCH e
ROBERTS, 1983; HUMBER, 1992; ALVES, 1998; LESLIEEMMERELL, 2006).

Fusariumtambém vem sendo utilizado no controle de insetos,
devido sua capacidade de produzir toxinas, em @tsvaiveis, incluindo a beauvericina,
fusaproliferina, acido fusarico, fusarinas e mdmitnina, substancias as quais ja se
sabem estarem ligadas a capacidade de fungos gudtmgénicos em causar a morte de
insetos. As fumonisinas séo produzidaskasroliferatumem niveis elevados (LESLIE
e SUMMERELL, 2006). Até o presente momento, 28 foisioas foram isoladas e
caracterizadas, sendo a fumonisingdfB;) a mais importante do grupo, sendo associada
a edema pulmonar em suinos, cancer hepatico es) rattucdo do desenvolvimento,
imunossupressao, problemas cardiacos, degeneragé&mse hepatica em aves, além de

estar associada ao cancer esofagico em humanosABAR, 1996).
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Fusarium verticillioidesfoi encontrado pela primeira vez em
2008, causando epizootias effropidacris collaris (Stoll, 1813) (Orthoptera:
Romaleidae) na Argentina, sendo entéo isolado mgetas mortos e conduzidos para
testes com intuito de comprovar sua patogenicid@detestes foram realizados com
Ronderosia berg(Stal, 1878) (Orthoptera: Acrididae) sob condicdmratoriais com
resultados positivos, constatando-se 58% de maetddi dez dias apOs a inoculagéo
(PELIZZA et al., 2011). J4, Lazo (2012) observoespécid-usarium proliferatunmem
uma epizootia no percevejo-bronzeado em campo dirmon nos testes de
patogenicidade em laboratério a capacidade do fulgaeausar a morte do inseto
Thaumastocoris  peregrinus (Carpintero & Dellapé 2006) (Hemiptera:
Thaumastocoridae) a partir de 24 horas.

Purpureocillium lilacinum (Thom.) Luangsa-ard et al. (=
Paecilomyces lilacinys(Hypocreales: Ophiocordycipitaceae) é um fundgnfentoso,
que apresenta distribuicdo cosmopolita, comumestéado na maioria dos solos
agricolas, vegetacdo em decomposicao, insetosioieles no ar e até mesmo em alguns
vertebrados, incluindo o homem (LUANGSA-ARD et &011; MEDRANO-LOPES,
MADERA, FOZ, 2015). E um saprofita capaz de wiiligrande faixa de substratos, seu
desenvolvimento é favorecido por temperaturas diire 30°C, com 6timo crescimento
entre 25 e 30°C, ou seja é observado com maiouéraip em regibes quentes. Sua
adaptabilidade a uma ampla faixa de pH do solatoram organismo competitivo em
solos agricultaveis, além disso, é compativel comitas fungicidas e nematicidas
(JACOBS et al., 2003). Quando aplicado no solo eaethientes favoraveis o fungo se
estabelece, cresce e dissemina-se rapidamente @jremperiodo de tempo, torna-se a
espécie dominante (NUNES, 2008). E também uma slpécies mais estudadas do
género devido sua atividade nematicida e capacidedausar infeccées em humanos e
animais (PERDOMO et al., 2013).

E um fungo parasita de ovos e cistosvioidogyne incognita
e outras espécies de nematoides, incluiRdmopholus similis Heteredora spp.,
Globoderaspp.,Rotylenchulus reniformg&ANNAN e VEERAVEL, 2012; CARRION
e DESGARENNES, 2012; ALZATE, PIEDRAHITA e CAYCEDQ(Q12; CASTILLO,
LAWRENCE e KLOEPPER, 2013). Além do que, ha relatambém de sua
patogenicidade sobre algumas espécies de insates;amo,Aphis gossypi(Glover,
1877) (Hemiptera: Aphididag) Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856)
(Hemiptera: Aleyrodidae) Thrips palmi (Karny, 1925) (Thysanoptera: Thripidae)
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Tribolium confusum(Jacquelin du Val, 1863) (Coleoptera: Tenebrioa@jddriatoma
infestans(Klug, 1834) (Hemiptera: Reduviidae), e os acareganychus urtica¢Carl
Ludwig Koch, 1836) (Acari: Tetranychidae) Rhipicephalus microplugCanestrini,
1888) (Ixodida: Ixodidae) (MARTI et al., 2006; FIEBR e SOSNOWSKA, 2007;
WAKIL et al., 2012; ANGELO et al.,, 2012; HOTAKA eal., 2015; BARRA,
ETCHEVERRY e NESCI, 2015).

A base molecular que rege 0 mecanismo patogénic®.de
lilacinum sobre os nematoides ainda nao foi elucidada. tante alguns experimentos
mostram que somente as enzimas extracelulares apestee quitinases foram
caracterizadas molecularmente. Elas estdo envslvidaprocesso de degradacéo dos
ovos e corpo dos nematoides e de insetos parasitpdlm fungo. Ademais, o
entomopatdégeno produz uma micotoxina, denominadailptoxina. Estes fatores séo
considerados determinantes da viruléncia do fungRASAD, VARSHNEY e
ADHOLEYA, 2015). Além da capacidade do fungo dedoir enzimasP. lilacinumé
um candidato promissor para o desenvolvimento debiafertilizante orgénico, pois
pode produzir auxinas, acido indolacético ativaX)Auando produzido pelo método de
fermentacdo submersa (CAVELLO et al., 2015).

O controle de insetos-praga com fungos entomopatoge é
uma opcéo viavel e desejavel que pode evitar gilesaquimicas desnecessérias, além
de aumentar a protecdo ambiental. Estes agentesapa@aaes de infectar um amplo
namero de hospedeiros e manté-los em equilibrevédr de epizootias no campo. O
controle biol6gico com o0 uso destes microrganiséasna ferramenta importante no

manejo integrado de pragas na agricultura (ALVES8L

2.4 Compatibilidade entre entomopatdgenos e agrotios

A agricultura brasileira, por muitos anos, temizaiflo produtos
guimicos como principal arma para o controle de®tiws considerados pragas. Tais
produtos, foram rotulados como eficazes, tendo cprmzipal vantagem a capacidade
de eliminar diferentes espécies de insetos emedifies cultivos. Além desta aparente
vantagem, o custo relativamente compensador foo dator que ajudou a impulsionar
cada vez mais o uso destes produtos na agricuNiorantanto, com o passar do tempo

comecaram a aparecer 0s primeiros problemas nas érgle usualmente se faziam
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aplicacbes dos agrotoxicos, como o acumulo de uesidéxicos em alimentos,
contaminacgdo da agua e do solo, intoxicacdo deipyoeb rurais, aparecimento de pragas
resistentes, reducédo dos inimigos naturais, ocastm surtos de insetos-praga, entre
outros problemas (KIM et al., 2003; COSTA et al02; MENEZES, 2005).

Como alternativa a aplicacao sistematica desselifor® surgiu,
na década de 50, o manejo integrado de pragas .(@IRpnceito do MIP abrange a
utilizacéo de todas as técnicas disponiveis paegacado de uma populacdo de pragas,
gue necessitam atuar de forma harménica. Uma acidntagonica que tem merecido
cuidado € a interferéncia de produtos quimicosesobragentes de controle biologico
(YAMAMOTO e BASSANEZI, 2003).

A integracéo de produtos fitossanitarios com oradabioldgico
€, em muitos casos, crucial para o sucesso de agrgma de MIP (SMILANICK,
ZALOM e EHLER, 1996). A seletividade € definida compropriedade que um produto
apresenta de controlar a praga visada, com o mempacto possivel sobre os
componentes de um agrossistemas, dentro do Mamegrado de Pragas. Representa a
capacidade que um produto tem de possuir baixtoefebre os inimigos naturais, nas
mesmas condicbes em que a praga visada € cont(@adaZ ONI, 1994).

Uma série de agrotoxicos, como inseticidas, hieldéce os
reguladores de crescimento de plantas podem afetaimigos naturais, comprometendo
assim a eficiéncia no controle das pragas (FOERSTEBD2; DESNEUX,
DECOURTYE e DELPUECH, 2007). Os fungos entomop@&tdgps, por exemplo,
podem ser inibidos pelos agrotéxicos o que compi®mananejo integrado. Existem
diversas estratégias para a utilizacdo de entordgpabs, tais como a introdugéo
inoculativa e inundativa, a incrementacao e a goagéo, sendo esta Ultima a estratégia
mais pratica e econbmica, pois preserva 0s pat8gdantro dos agroecossistemas.
Assim, a busca por produtos mais seletivos pateagfo no controle de pragas é
necesséria, para que nao eliminem ou diminuam @ @dg& inimigos naturais podendo
até promoverem uma interacdo sinérgica quandazadiis em associacdo com 0S
microrganismos entomopatogénicos (ALVES, MOINO JORIe ALMEIDA, 1998).

O impacto da aplicagdo desses agrotoxicos sobre o0s
entomopatdgenos, pode variar em funcédo da espéoleagem do patdogeno, da natureza
quimica dos produtos e das concentracdes utilizadaém, o conhecimento prévio do
efeito toxico dos produtos que serao utilizadosnéode aplicacdo, modo de acéo, dose

adequada, € necessario, de forma a garantir a péncia dos inimigos naturais no
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agroecossistema (ALVES, MOINO JUNIOR e ALMEIDA, BSSILVA, NEVES e
SANTORO, 2005).

A suscetibilidade dos agentes microbianos a difesen
agrotoxicos, vem sendo relatada ha anos, quandabsarvadain vitro, a inibicdo do
crescimento do fung8ephalosporiunaphidicolaMatch, devido aos fungicidas benomyl
e triarimol utilizados no controle do afideo do &weé algodédo (WILDING, 1972).

Ao longo dos anos diversos trabalhos foram deseitad e
atualmente vém contribuindo para auxiliar na escdthproduto fitossanitario que menos
afete o desenvolvimento dos patdgenos, permitinsh@rutencédo de fontes de indculo,
indispensaveis para o desencadeamento de epiz(@fiasSTA FILHO, OLIVEIRA e
ALVES, 1987). Entre os trabalhos, estdo os de Adved. (2001), ao avaliarem a eficacia
do fungoB. bassianaassociado ou ndo aos inseticidas Calypso 480 i&€ofirido),
Gaucho 700 PM (imidacloprido) e Provado 200 SCdauioprido), concluiram que a
utilizacdo de ambos associadamente constitui utret@&gia adequada para o controle de
B. tabaci Resultados semelhantes foram encontrados poreicouet al. (2002), ao
analisarem o efeito de diversos produtos fitos&aog utilizados na cultura da alface e
crisantemo sobre os fungBsbassianaM. anisopliael. fumosoroseusL. lecannj onde
determinou-se que os ingredientes ativos tiametaxamdacloprido foram compativeis
com todos os fungos estudados.

Silva et al. (2013), ao testar a toxicidaote vitro de oito
inseticidas, quatro fungicidas e cinco herbicidabrs a germinacdo de conidios,
crescimento vegetativo e viabilidade do fuhyjcanisopliag verificaram que os produtos
comerciais Bravik (paration metilico), Actara (tetmxam), Karate Zeon (lambda-
cialotrina), Roundup Original (glifosato), Basagrérentazona) e Kifix (imazapic +
imazapyr) foram compativeis e podem ser utilizaglmsassociacdo com o agente de
biocontrole. Estes resultados sao similares coenosentrados por Cintra et al. (2013),
também sob condigbes de laboratério, utilizando @smo entomopatégeno e 0s
fungicidas Recop (oxicloreto de cobre) e Garamir@ixido de cobre) e o inseticida Actara
(tiametoxam). Entretanto, Velozo (2015), ao aval@s fungicidas Priori Xtra
(azoxistrobina + ciproconazol), Nativo (tebuconazol trifloxistrobina) e Comet
(piraclostrobinayerificou que eles foram altamente toxicos parsosdos testados de
Fusariumspp.

Em condi¢cbes de campo, o numero de trabalhos oekdos a

interacdo de entomopatdégenos e agrotoxicos aimdduzido. No entanto, apesar dos
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estudosin vitro terem a vantagem de expor a0 maximo 0s microrgasisainacao do
agrotoxico, o estudo em campo € extremamente iamterte essencial, pois é nesta
condicdo que os patdégenos sdo normalmente encostadambém onde permanecera
apds uma introducdo para o controle de um insetggp(MOINO JUNIOR e ALVES,
1998).

Ao avaliarem a compatibilidade dos fungBs bassiana M.
anisopliae L. lecannie a bactériBacillus thuringiensisio produto comercial Actara 250
WG (tiametoxam)n vitro ein vivo, Almeida et al. (2003) concluiram que eles podem s
utilizados simultaneamente no manejo integrado decabdo-café. Gassen (2006)
estudou o efeito de vinte agrotoxicos utilizadosulura da goiaba, sobre o funBo
bassianae os resultados mostraram que somente o insetiotiara 250 WG foi
compativel sob condi¢cbes de laboratorio, jA ndesemm semicampo apenas 0s produtos
comerciais Cuprozeb (oxicloreto de cobre + mancp2danzate 800 PM (mancozeb) e
Cerconil (tiofanato metilico + clorotalonil) nacegdram o entomopatégeno em nenhum
dos parametros avaliados, portanto sédo indicades gerem utilizados no manejo
integrado de pragas. Ao estudarem cinco inseticddagupos quimicos diferentes Pinto
et al. (2012) observaram que em laboratorio osetfigntes ativos imidacloprido,
tiametoxam, esfenvalerato, malationa e piriproxifetduziram o crescimento do fungo,
mas em casa de vegetacao eles ndo afetaram aigébcev do fungo nas plantas de
citros.

A utilizacdo de produtos seletivos, combinados cuogtodos
alternativos de controle é extremamente importgaepermitir uma menor necessidade
de aplicacBes de agrotoxicos em campo, possildiitanequilibrio do agroecossistema
com a manutencdo dos organismos benéficos, gatantohesta forma uma maior
economia aos produtores, e principalmente a obvethg@®rodutos mais saudaveis para a

populacao.
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3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos nos Laboratérios de
Entomologia e Fitopatologia, do Nucleo de Bioteog@ Agrondmica da Universidade
Estadual do Maranhdo (UEMA), e os experimentoss/ivo realizados em casa de

vegetacdo da Fazenda Escola de S&o Luis, locadirexdmunicipio de S&o Luis — MA.

3.1 Obtencéo dos fungos

Foram utilizados os fungos entomopatogénid®sauveria
bassiana Metarhizium anisopliaeLecanicillium muscariumsolados IBCB 66, IBCB
425, IBCB 537, pertencentes a Colecéo de Fungmsioipatogénicos “Oldemar Cardim
Abreu” do Laboratério de Controle Biologico do lhgio Bioldégico, Campinas, Sao
Paulo, reconhecida como fiel depositaria pelo IBA®@s fungogusarium proliferatum
e Purpureocillium lilacinumisolados MGSS 61 e MGSS 136 (Tabela 1), pertéasen
Micoteca Prof. Gilson Soares da Silva (MGSS) davehsidade Estadual do Maranhdo.
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Todos os isolados foram mantidos armazenados, etomados
em microtubos, tubos de cultura e agua destilaitergificados por meio de analise
molecular com sequenciamento realizado no Labadoatbe Biologia Molecular do

Instituto Biolodgico.

Tabela 1. Isolados de fungos entomopatogénicagadds nos bioensaios e respectiva
origem.

Isolados Espécie Hospedeiro original Local de @gm

IBCB 66 Beauveria bassiana Hypothenemus hampeB&o José do Rio Pardo - SP
IBCB 425  Metarhizium anisopliae Solo Iporanga - SP

IBCB 537 Lecanicillium muscarium  Acaro do café Jeriquara -SP

MGSS 61  Fusarium proliferatum Aleurocanthus woglumiSéo Luis - MA

MGSS 136 Purpureocillium lilacinum  Aleurocanthus woglumiMorros - MA

Para obter a suspenséo inicial do inéculo, os amitbs fungos
relacionados foram produzidos a partir da repicagenirés pontos em placas plasticas
de Petri estéreis (15 x 90 mm), contendo meio deireubatata-dextrose-agar (BDA)
previamente autoclavado a 120°C por 20 minutosseitte de pentabiotico. As placas
foram mantidas em camara de germinacéao do tipo 06D+ 1°C e fotofase de 12 horas)
por 14 dias para o crescimento e esporulacao ages$u

Antes de cada bioensaio, foi determinada a viatikd dos
conidios, por meio da técnica de microcultivo enexalireto em laminas de microscopia
(MARQUES, MONTEIRO e PEREIRA, 2004).

A técnica de microcultivo em lamina foi realizadécialmente,
colocando-se papel filtro umedecido sobre o funelama placa de Petri de vidro (15 x
90 mm) e sobre o papel foi posicionado um canudstigb de 13 cm comprimento,
servindo como apoio para a lamina de vidro de 25,8,2 mm e em seguida o material
foi autoclavado a 120°C por 20 minutos. Trés blammeio de cultura (BDA) (0,5 x 0,5
x 0,2 cm) foram entéo colocados com auxilio de alpa de platina sobre a superficie da
lamina em pontos equidistantes e em cada blocinémulada 0,1 mL da suspenséao
fungica. Uma laminula foi colocada imediatamentas@ superficie dos blocos de agar
inoculados e as laminas incubadas a 26° + 1°CntudBh. Apos este periodo, cada
laminula foi retirada e colocada sobre uma gotaatante lactofenol na superficie de
outra lamina e a observacdo de 150 conidios emlaadaula realizada, utilizando-se

microscopio com aumento de 400x. Foram contadoddiosn germinados e nao
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germinados, estabelecendo-se a porcentagem dengeéuni Cada lamina correspondeu
a uma repeticdo, confeccionando-se trés laminadratamento (Figura 1). S6 foram
utilizadas suspensdes que apresentaram viabilmzde de 90%.

Figura 1. Lamina para microcultivo de fungos entpatogénicos visando a avaliagdo da
viabilidade dos conidios.

3.2 Preparo das suspensdes

Apds o crescimento e conidiogénese, 0s conidiossotlosB.
bassianaM. anisopliag L. muscarium . lilacinumforam raspados do meio de cultura
com auxilio de uma espatula estéril, e colocadodrascos de Erlenmeyer (250 mL),
contendo solucédo de (Tween 80®) a 0,01%.

Foram retirados 10 mL da suspensdo de conidios para
inoculacdo em 200 g de arroz, utilizando-se pipstaril e a inoculacéo realizada em
camara de fluxo laminar.

O arroz parboilizado foi previamente colocado déhmem agua
por 50 minutos e em seguida escorrido, sendo entdoados em sacos de polipropileno.
Os sacos foram fechados em duas dobras, com ade&iijctampeador e esterilizados em
autoclave a 120°C por 20 minutos.

Apos a distribuicdo dos fungos, os sacos foram mewde
fechados, e agitados para uma distribuicédo unifalmseconidios na massa de grédos. Cada
isolado foi inoculado em cinco sacos de plastiegsndicionados em camara do tipo
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B.O.D a 26° £ 1°C e 12 horas de fotofase por cthas para a germinacao dos conidios
e crescimento de micélio. Decorrido este periool@nh selecionados para cada isolado
guatro sacos ndo contaminados com crescimentoron@fde micélio para o preparo das
suspensoes.

As suspensoes fungicas foram preparadas, adiciorsntl0 mL
de agua esterilizada mais espalhante adesivo (T8@®ha 0,01% em tubos de ensaios,
em seguida foram colocados 1 g de arroz + fungsoh&ado do tubo. Os tubos foram
agitados por agitacdo mecanica em vortex e a agie 1 mL da suspensao colocada
em camara de Neubauer, sendo entdo realizadastageas do nimero de conidios em
microscépio Optico com aumento de 400 x e as cdraxghes ajustadas de acordo com
0s bioensaios.

F. proliferatum ndo foi produzido no substrato arroz, pois
apresentou baixo crescimento micelial e conidiogémeste tipo de meio, além do que,
seus conidios apresentaram viabilidade abaixo @6. 5@ viabilidade medida pela
percentagem de germinac¢do do fungo interfere dimenée na acdo do patdgeno, visto
que denota a quantidade de propagulos vivos quenpoit a desencadear 0 processo
infectivo. Sendo assim, optou-se por produzi-lo atas de Petri contendo meio de

cultura de batata-dextrose-agar (BDA) acrescidpestgabidtico.

3.3 Patogenicidade dos isolados ddeauveria bassiandBCB 66), Metarhizium
anisopliae(IBCB 425), Lecanicillium muscariunfiIBCB 537), Fusarium proliferatum
(MGSS 61) ePurpureocillium lilacinum(MGSS 136) sobre ninfas déleurocanthus

woglumiem laboratorio

No teste de patogenicidade, devido as dificuldadies
estabelecimento na criacaoAlevoglumj foram utilizadas folhas de plantas da variedade
liméo Tahiti Citrus latifolia T.), coletadas diretamente no campo, em pomalizaca
no municipio de Sao Luis — MA, de coordenadas gdiogs: latitude 02° 5380 sul e
longitude 44° 151 oeste.

As folhas foram coletadas aleatoriamente, na pae@iana das
plantas e a absciséo realizada com auxilio de esaata de poda, proximo a insercéo do
ramo. Os bioensaios foram realizados em condicéekalubratorio, sendo utilizadas

folnas com ninfas de segundo e terceiro instargs.ckda folha, dez ninfas foram
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selecionadas ao acaso, sendo o0 excesso eliminadawdlio de um estilete. As regides
contendo os insetos foram demarcadas com canettrdprojetor de ponta de 1 mm,
para facilitar o registro e controle dos dados. €iglo foi envolvido em algodéo
umedecido com agua destilada, o qual foi umidificatiariamente, para evitar o
ressecamento precoce do vegetal (Figura 2).

Figura 2. Folhas com ninfas de 2° e 3° instareslelerocanthus woglumi.

Os testes foram realizados em placas de Petri (26 rm)
contendo uma camada de papel filtro circular dst@do e umedecido com agua
destilada, onde foi colocada uma folha de citraspteca. As suspensdes contendo 1 x
10" conidios/mL dos isoladoB. bassianalBCB 66), M. anisopliae(IBCB 425), L.
muscarium(IBCB 537) F. proliferatum(MGSS 61)e P. lilacinum(MGSS 136) foram
pulverizadas com “airbrush” em volume de 150 uL fptira, sob presséo de 69 kPa com
distancia de 5 a 10 cm do bico para a planta (Bi@yr Em seguida, as placas foram
cobertas com filme pléastico, perfuradas e incubamasBOD (25° + 1° C, 86 + 2% e
fotofase de 12 horas) durante sete diamortalidade foi avaliada diariamente e anotada
com base nos insetos que apresentaram crescimaairexterno ou esporulacao.

Figura 3. Pulverizador “airbrush” (A); pulverizacdas concentracdes sobre as ninfas de
Aleurocanthus woglun{B).
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Neste experimento, avaliou-se somente a mortalidade
confirmada, pois ndo foi possivel quantificar asfas mortas e ndo esporuladas, pela
falta de mobilidade das mesmas. O U(nico sintomamieose observado foi o
desenvolvimento de micélio externo sobre os caédv@tigura 4). No entanto, algumas
ninfas também apresentaram o tegumento flacido migmentacéo leitosa, provocada

provavelmente pelos metabdlitos secundéarios prddszior esses fungos.

Figura 4. Ninfas déleurocanthus woglungom crescimento micelial e esporulacédo de
Beauveria bassiana(IBCB 66) (A), Metarhizium anisopliae(IBCB 425) (B),
Lecanicillium muscariun{IBCB 537) (C) Fusarium proliferatum(MGSS 61) (D) e
Purpureocillium lilacinum(MGSS 136) (E).

Os cadaveres foram transferidos diretamente pacaplde Petri
contendo algoddo Umido (camara umida) e colocados@mara de germinacao tipo
BOD (25° = 1°C e fotofase de 12 horas) por dez,@asa confirmar a mortalidade
causada pelos patégenos atraves do crescimentbaigceoloniza¢do do fungo (Figura
5). Posteriormente foi realizado o reisolamento tlosyos, pela transferéncia das
estruturas fungicas para meio BDA para crescim@atolonia e identificacdo do fungo.
O alcool nao foi utilizado na desinfestacdo extelamninfas, pois poderia inviabilizar o
fungo, visto que apls a sua entrada para o intddaradaver, por meio de eventuais
fissuras no tegumento provocadas pelo manuseiadéver, poderiam impedir que o

fungo esporulasse.
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O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com
cinco tratamentos (fungos) e quatro repeticoesicseada repeticdo representada por dez
ninfas As ninfas do tratamento testemunha foram pulveag@om agua destilada estéril

mais espalhante adesivo (Tween 80®) a 0,01%.

3.4 Estimativa da concentracao letal 50 (Cdo) e do tempo letal médio 50 (Tko)
do fungo Purpureocillium lilacinumMGSS 136)

A partir dos resultados obtidos no teste de paiomgame, todos
os isolados testados se mostraram promissoresioleode ninfas dA. woglumisendo
assim, a escolha do patégeno lodal lilacinum (MGSS 136) para ser utilizado nos
demais testes, levou em consideracgéo alguns fatores

* O ambiente determina o bidtipo dos patégenos, pois
viruléncia e agressividade do fungo varia de acaan a espécie do hospedeiro e a
regido geografica, fatores considerados determeésanb momento da escolha deste
fungo. A espécie foi um dos patdgenos isolados agpédeiroA. woglumj o que
contribui para obtencéo de isolados com amplabitidade quanto ao grau de viruléncia.

O patdgeno foi proveniente de uma regido com grande
intensidade de insolacdo, possuindo desta formapactdade em tolerar os efeitos
deletérios da radiagao ultravioleta, tendo em jgg a mosca-negra-dos-citros encontra
condicOes ideais de desenvolvimento entre tempeasatie 28 e 32° C e umidade relativa
de 70 a 80%, havendo assim a necessidade da seleg&olados adaptados a estas
condicOes para que seu controle seja efetivo.

* A producao de grande quantidade de in6culo desg® fiem
meios solidos (substrato de arroz), evidenciou bahilidade de crescimento e
esporulacao.

e A escolha do fungo também foi fundamentada na énist
no mercado de um produto comercial, Nemat® (BRA2015), a base do fungo objeto
deste trabalho.

Para a determinagao da 4gle Tlso, foram utilizadas folhas de
plantas da variedade limdo Tahiti, coletadas dimetde no campo, na mesma

propriedade do experimento anteri®s bioensaios para avaliacdo da viruléncia foram
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realizados em condic¢des de laboratorio, sendadidis folhas com ninfas, avaliando-se
a mortalidade das ninfas de segundo e terceiraré@stla mosca-negra-dos-citram
cada folha, dez ninfas foram selecionadas ao asasmlo 0 excesso eliminado com
auxilio de um estilete. As regides contendo ostosforam demarcadas com caneta de
retroprojetor de ponta de 1 mm, para facilitar gisteo e controle dos dados. O peciolo
foi envolvido em algoddo umedecido com agua déstikstéril, o qual foi umidificado
diariamente, para evitar o ressecamento precovegkdal.

Os testes foram realizados em placas de Petri (286 rim)
contendo uma camada de papel filtro circular detedo e umedecido com agua
destilada, onde foi colocada uma folha de citros placa. As suspensdes foram
pulverizadas com o “airbrush” em volume de 150 ok folha sob presséo de 69 kPa
com distancia de 5 a 10 cm. Em seguida, as plactamfcobertas com filme plastico
perfurado e incubadas em BOD (25 + 1° C, 86,1 +&%tofase de 12 horas) e a
mortalidade anotada com base nos insetos que ataes® crescimento micelial externo
ou esporulagéo.

O delineamento experimental foi inteiramente casadb. Cada
tratamento foi representado por uma concentragéa®, 5 x 16, 1 x 10, 5 x 10, 1 x
10° e 5 x 16 conidios/mL, com quatro repetices, sendo cadztigdo representada por
dez ninfas. As ninfas do tratamento testemunharfqralverizadas com agua destilada
estéril mais espalhante adesivo (Tween 80®) a 0,0486avaliacdes foram diarias,
totalizando sete dias, registrando-se a mortaliddagleninfas em cada folha. Para a
confirmacdo da mortalidade foi utilizada a mesmén@ogia do experimento anterior.

A partir dos dados de mortalidade confirmada estis®ma Cko,

empregando-se a analise de Probit.
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3.5 Compatibilidade de agrotéxicos utilizados na tricultura sobre o fungo
entomopatogénico Purpureocillium lilacinum (MGSS 136) em condicbes de

laboratoério e semicampo

3.5.1 Avaliacdo em condicdes de laboratorio

O efeito de oito produtos fitossanitarios, dentes @ Ampligo
(Syngenta e Du Pont), Kohinor 200 SC (Bayer), Rilov200 SC (Bayer), utilizados na
cultura do citros para o controle da mosca-neggaeitoos e os produtos Recop (Atar do
Brasil), Iharol (Iharabras), Talstar 100 EC (FMCiQica do Brasil) e Stimulate (Stoller)
utilizados no manejo fitossanitario dos citros Meenmax (Insetimax) foram avaliados
sobre o fungadP. lilacinum (MGSS 136) analisando-se o efeito sobre o cresdone
vegetativo, conidiogénese e viabilidade do fungmdpediente ativo, formulacéo, grupo
quimico, classe de uso e dose dos respectivos tpgdomerciais estdo descritos na
Tabela 2.

A adicdo dos produtos em 100 mL de meio de cuBIDA foi
realizada mantendo as concentracfes recomendadas @atura, proporcionalmente ao
volume do meio, com 0 mesmo ainda liquido, a umgézatura proxima a 40°C. Em
seguida, o meio foi vertido em placas plasticaPekei estéreis de 15 x 90 mm, sendo a

inoculacéo dos fungos realizada apos a sua soagéo.
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Tabela 2. Produtos fitossanitarios utilizados neucai do citros no manejo de doencas e
pragas, de acordo com as doses recomendadas pgra sagundo lista de produtos
registrados para a cultura pelo MAPA.

NOME COMERCIAL FORMULACAO GRUPO QUIMICO CLASSE D.R®
(concentracéo do i.a)

Ampligo® Solucédo Inseticida de contato e 10 mL/100 L de

(clorantraniliprole Concentrada Antranilamida ingestdo agua

100 g/L -

lambda-cialotrina Piretroide

50 g/L)

Kohino® Solucéo Neonicotinoide Inseticida sistémico de20 mL/100 L de
concentrada contato e ingestéo agua

(imidacloprido 200 g/L)

Provad® Solucéo Neonicotinoide Inseticida sistémico 20 mL/100 L de

concentrada agua
(imidacloprido 200 g/L)

Reco® P& molhavel Inorgénico Fungicida/Bactericida  2500§/L de
agua
(oxicloreto de cobre
840 g/kg)
lharol ® Concentrado Hidrocarbonetos Inseticida/Acaricida/ 1 L/100 L de
emulsionavel Alifaticos Adjuvante agua
(6leo mineral 760 g/L)
Talsta® Concentrado Piretroide Inseticida/Acaricida de20 mL/100 L de
emulsionavel contato e ingestéo agua
(bifentrina 100 g/L)
Stimulate® Concentrado  Acido Indolalcanoico Regulador de 1L/ha
_ _ solavel + Crescimento Vegetal
(acido 4-indol-3- Giberelina
ilbutirico 0,05 g/L +
acido giberélico 0,05¢g/L Citocinina
cinetina 0,09 g/L)
Neenma® ! Outros liquidos  Tetranortriterpenoide Inseticida 15mL/ 1L de
o para aplicacdo agua
(azadiractina 1,2 g/L) direta

!Produto nao registrado para a citricultura
3.a = ingrediente ativo
®D.R = dose recomendada
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Foram preparadas cinco placas por tratamento, semdo
inoculagéo realizada por meio de uma alca de plaém trés pontos equidistantes por
placa, totalizando 15 col6nias de fungo, das ggeis foram escolhidas aleatoriamente,
resultando assim, em seis repeticbes por trataménttratamento testemunha foi
representado pelo meio de cultura sem a adicagmbaiitos. Apds a inoculacdo dos
fungos, as placas foram mantidas em camaras tifi @®a promover a incubacéo a 26
+ 1°C e fotofase de 12 horas, por sete dias. Apgxs geriodo, foi realizada a medicdo do
diametro das colénias em dois sentidos perpendesjlabtendo o diametro meédio. Para
isso foi utilizada uma réegua em cm para avaliagicréscimento vegetativo. Em seguida,
para avaliacdo da conidiogénese, essas colbnas f@tiradas das placas, com o auxilio
de um bisturi, juntamente com o meio de cultur&raesferidas para tubos de ensaio
contendo 10 mL de agua destilada e esterilizada espialhante adesivo (Tween 80®) a
0,1%. Para promover a desagregacao dos conidiogidale cultura realizou-se vigorosa
agitacdo, em um agitador mecanico tipo vortex, eamdao realizadas as contagens do
namero de conidios em microscoépio Optico, com dlaute camara de Neubauer.

A viabilidade dos conidios foi avaliada, por me&técnica de
microcultivo. Foram contados conidios germinadog@ germinados, estabelecendo-se
a porcentagem de germinagdo. Cada lamina corresporad uma repeticao,
confeccionando-se trés laminas.

Outras seis coldnias foram escolhidas aleatorisenemiantidas
em camara tipo BOD por mais sete dias, totalizabtlalias. Apos esse periodo, foi
realizada a medicdo em dois sentidos perpendicylaidendo o diametro médio das
colonias para reavaliar o crescimento vegetativo.

Para a avaliacdo da viabilidade e crescimento a&get os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médmaparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade e para a avaliacdo da conidesgeas médias foram comparadas
pelo teste ndo paramétrico de Nemenyi a 5% de pilatede. Foi também realizado o
célculo do indice Bioldgico (IB) para a classifiéagda toxicidade de agrotoxicos para
fungos entomopatogénicos (ROSSI-ZALAF et al., 20§8% permite a classificacdo dos
produtos em toxicos (0 - 41); moderadamente t6fd@- 66) e compativel (>66). O

célculo do IB é realizado através da férmula:
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IB = 47[CV]48[ESP] + 10 [GER] / 100

Onde:

IB: indice Bioldgico

CV: Porcentagem do crescimento vegetativo da cal@pios sete dias, em relacdo a
testemunha;

ESP: Porcentagem da esporulacédo das colbnias efgeddias, em relacdo a testemunha;

GER: Porcentagem de germinacéo dos conidios apidsrad.

3.5.2 Avaliacdo em condicdes de semicampo

Os mesmos produtos analisados no teste de contipatilei em
condicOes de laboratério (Tabela 2), foram testadosondi¢coes de semicampo, em casa
de vegetacao. Foram utilizadas mudas de limédo ¢@itras limonia(L.) Osbeck] de 70
cm, com aproximadamente 15 meses de idade.

Os produtos, as suspensfes fungicas e a testenfardma
aplicados com pulverizador costal manual, modeltkMWater Sprayer Nozzle, de
capacidade 8L e pressdo maxima de trabalho em der600 kPa.

Para avaliacdo da compatibilidade em semicampanuadas
foram pulverizadas com os produtos e o patédreritacinumde trés formas diferentes,
quais sejam: ) primeiramente com 0s agrotoxicameeguida o isolado do fungo MGSS
136; II) primeiramente o fungo e posteriormenteageotdxicos e; 1ll) o agrotéxico e o
patogeno foram aplicados juntos em uma calda pdpaimediatamente antes da
pulverizacdo. Cada produto representou um trataomeritendo trés repeticbes. Cada
repeticdo, por tratamento, foi representada por plarda.

Foram pulverizados, em cada muda por tratamentd,nl0 da
solugcéo com o produto, aguardando-se 2 horas pasgem completa da calda sobre a
planta e 100 mL da suspensdo flngica na su@ @76 x 10 conidios/mL). Nos
tratamentos com calda a suspensao foi preparad@®@mL. As mudas foram mantidas
em estufa telada e, apos as pulverizacoes, 24,788heras, um ramo foi coletado ao
acaso de cada uma das trés mudas, os quais foradosacom 100 mL de uma solucao
contendo 4gua destilada esterilizada com espallzaletgivo (Tween 80®) a 0,1%, em
potes plasticos, de volume de 500 mL (11 x 7,5 pmdviamente esterilizados com luz
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UV por 24 horas. Em seguida, 0,1 mL da suspenstiaadioi inoculada e espalhada com
alca de Drigalsky, em nove placas plasticas dei Bstéreis de 15 x 90 mm, por

tratamento, contendo meio BDA acrescido de pentiabi@Figura 5).

Figura 5. Pulverizacdo das plantas (A); plantastisias em casa de vegetacao (B);
lavagem das plantas (C); plagueamento da susp@ds&i&) e incubacdo das placas em
camara de germinacéao tipo BOD (F).

As placas foram incubadas durante sete dias a 2616tofase
de 12 horas. Apoés esse periodo, foi feita a comalgecolénias para determinar o nimero
de unidades formadoras de colonia (UFC).

O delineamento experimental foi inteiramente cazadb com
oito tratamentos (agrotoxicos) e trés repeticoesds cada repeticdo representada por
uma plantaO tratamento controle constou da aplicacdo do patbgsoladamente e a
testemunha absoluta foi pulverizada apenas com ragisespalhante adesivo (Tween
80®) a 0,1%.

3.6 Dados climaticos

Os dados diarios, referentes ao periodo de reabzado

experimento em semicampo, temperatura (°C), umidatitiva do ar (%) e de
precipitagdo pluviométrica (mm) (Tabela 3), foramtidos junto ao Laboratorio de
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Meteorologia do Nucleo Geoambiental da Universidagéadual do Maranhdo por
intermédio de uma plataforma de dados metereolégiPo32280, instalada na cidade de
Sédo Luis - MA de coordenadas geogréficas: lati2fi85' S, longitude 44° 12' W e

altitude de 62 m em relac&o ao nivel do mar.

Tabela 3. Dados da variacao de temperatura e umigdativa durante a realizacao do
experimento de compatibilidade em semicampo, S&®-1LMA.

Dia Temperatura Umidade relativa do ar
(°C) (%)
16/12/15 28,50 73,79
17/12/15 28,71 73,42
18/12/15 28,11 76,67
19/12/15 28,75 73,29
20/12/15 28,67 73,71

Fonte: NUGEO (2016).

Na casa de vegetacdo, a temperatura maxima vaia8 d 40°C,
a minima ficou entre 19 e 27° C e a umidade reatiéaxima variou entre 73 e 78 %0 e a

minima entre 25 e 59 %.

3.7 Analise dos dados

Todos os dados do trabalho foram submetidos asanéle
variancia (ANOVA).

Para o bioensaio de selecdo de isolados, as méafias
comparadas pelo teste ndo paramétrico de Neméest de probabilidade e na analise
do tempo mediano, os dados foram submetidos aorié@stparamétrico Log-Rank.

A viruléncia foi avaliada pelo método de Probittedminando
CLso e Tlso.

Nos testes de compatibilidantevitro, apenas os dados referentes

a viabilidade de conidios foram transformados em s&n./p/100. As médias de

crescimento vegetativo e viabilidade foram compasagelo teste de Tukey a 5% de
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probabilidade. No caso da avaliacdo da conidicggress médias foram comparadas pelo
teste ndo paramétrico de Nemenyi a 5%.

Para os testes de compatibilidade em semicampopéalias
foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Nemé&% de probabilidade

Todas as analises foram realizadas no software SysFem,

versao 8.2 (SAS, 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Patogenicidade dos isolados deauveria bassiandBCB 66), Metarhizium
anisopliae(IBCB 425), Lecanicillium muscariunflBCB 537), Fusarium proliferatum
(MGSS 61) ePurpureocillium lilacinum(MGSS 136) sobre ninfas déleurocanthus

woglumiem laboratorio

Todos os fungos aplicados na concentracéo 1’ xdifidios/mL
mostraram-se virulentos as ninfas Alewoglumi,comprovada pelo reisolamento dos
isolados obtidos em meio BDA. Os dados relativos@mero médio de ninfas mortas
nao apresentaram diferenca significativa, apenasotziogVl. anisopliae(IBCB 425) e
P. lilacinum(MGSS 126) diferiram da testemunha (Tabela 4).

O tempo de vida das ninfas de woglumiapd0s receberem as
pulverizacdes com as suspensdes fungicas, foi dgmdo em Tempo Letal (Fb),
indicando assim a intensidade com que o patdgeunsaca enfermidade. As ninfas
apresentaram uma sobrevivéncia de 1,5 a 4,5 dtadpso isolado IBCB 537, 0 que
diferiu significativamente dos demais isolados,eapntando o maior Eb, 4,5 dias
(Tabela 4).



43

Tabela 4.Numero médio de ninfas mortas aos sete dias e twrgbais (dias) de
Aleurocanthus woglumpor fungos entomopatogénicos. (T= 25+1°C; UR= TG4l
fotofase de 12 horas).

Isolados Espécie N2 de ninfas mortas ¢ EP)* TL so (diasy
IBCB 66 Beauveria bassiana 8,75+ 0,95 ab 15a
IBCB 425  Metarhizium anisopliae 10,00+ 0,00 a 3,0b
IBCB 537  Lecanicillium muscarium 7,25+ 2,14 ab 45c
MGSS 61  Fusarium proliferatum 9,00+ 1,00 ab 2,0 ab
MGSS 136 Purpureocillium lilacinum 10,0& 0,00 a 2,0ab
Testemunha 0,00+ 0,00 b -

CV (%) = 53,33 x%=40,05

Médias seguidas de mesma letra na coluna nio mifsignificativamente entre si pelo teste ndo
paramétrico de Nemenyi a 5% de probabilidade; ERepadrao
2Médias seguidas da mesma letra na coluna néo wifentre si pelo teste ndo paramétrico de Log-Rank

CV = Coeficiente de variacdg?= Qui quadrado.

Mascarin et al. (2013) avaliaram alguns isoladoB.dessiana
deL. muscarium(1 x 10 conidios/mL) sobre ninfas d& tabacie observaram que os
isolados d@. bassiandoram os mais patogénicos (71 — 86% de mortalidade8 dias),
enquanto que o isolado demuscariundemonstrou ser menos patogénico (mortalidade
> 55%) as ninfas quando comparado ao demais fulegtedos, resultado analogo ao
deste trabalho, com o isolado IBCB 537, mas Cuthbere Walters (2005) relataram que
a aplicacdo 1 x T@onidios/mL apos sete dias ocasionou a morte de dea®0% das
ninfas deB. tabacitestadas, mostrando o potencialldenuscariumcomo importante
agente de controle do aleiroidideo.

Em outros estudos utilizando diferentes isoladofudgolsaria
sp. (1 x 10 conidios/mL) sobr€optotermes gestrglsoptera: Rhinotermitidae), Passos
et al. (2014) verificaram uma sobrevivéncia de 2,8,9 dias. Entretanto, Vital et al.
(2012), avaliando a viruléncia dos fung®sbassianal. fumosorosea Lecanicillium
spp. sobre ninfas de segundo instaB deabacj na concentracéo de 1 x’I®nidios/mL,
observaram que o tempo de sobrevivéncia foi da 4,5 dias.

As ninfas deA. woglumiforam suscetiveis aos isolados IBCB 66
IBCB 425, IBCB 537, MGSS 61 e MGSS 136 (TabelaHEyyra 6),verificando-se
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mortalidades acima de 70% dos insetos testadoderaiando a acdo patogénica dos

fungos em teste.

100

80

60

40

MORTALIDADE CONFIRMADA (%)

IBCB 66 IBCB 425 IBCB 537 MGSS 61 MGSS 136

ISOLADOS DOS FUNGOS (1 x 107 conidios/mL)

Figura 6. Mortalidade confirmada de ninfasAleurocanthus woglungom os isolados
de Beauveria bassiandBCB 66), Metarhizium anisopliag¢|lBCB 425), Lecanicillium
muscarium(IBCB 537),Fusarium proliferatun{MGSS 61) d’urpureocillium lilacinum
(MGSS 136), sete dias ap0s a inoculacdo (T= 25zUR; 70+10%; fotofase de 12
horas).

Os resultados utilizando ninfas de segundo e terdestares e
aplicando os isolados IBCB 66 e IBCB 425, se asBaneaos verificados por Potrich
et al. (2011), apos sete dias de avaliacdo, enogjisolados d8. bassiandJnioeste 47
e Unioste 57 (1 x Bconidios/mL) apresentaram controle de 84,1% e%4&® isolado
Unioeste 43 d#/l. anisopliaecausaram 71 % de mortalidade confirmada sobragthf
tabaci

Em trabalho realizado por Ramos et al. (2004), &amlioram
encontrados resultados equivalentes, onde as ninfastadas porB. bassiana
apresentaram até 72 % de mortalidade e Faranisopliaea mortalidade d8&. tabaci
variou de 34% a 90%, apo6s cinco dias da inoculdedbx 16 conidios/mL. Entretanto,
para o fungd®. lilacinum,os autores relataram baixa patogenicidade panmfss, pois
os indices de mortalidade nao ultrapassaram 48&hdgucomparados ao demais fungos,
contrariando os resultados deste trabalho paralades MGSS 136, no qual as ninfas

obtiveram 100% de mortalidade. Todavia, Fiedlerosndwska (2007) mostraram a
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eficiéncia deP. lilacinumsobre ninfas de 3° e 4° instaresld@leurodes vaporariorum
apos 7 dias de aplicacdo do agente na concentraci@ esporos/mL, ocasionando 84%
de mortalidades das ninfas avaliadas, concordamaoVigakil et al. (2012), ao relatar a
efetividade do fungo sobAgphis gossypii

Velozo (2015), avaliando a patogenicidade de difieieisolados
de Fusarium spp. sobre adultos d&haumastocoris peregrinusletectou queF.
proliferatum (1C® conidios/mL) foi a que causou maior mortalidade dwsetos com
valores de até 89% ap0s 7 dias de inoculacéo,romarido sua acéo patogénica, valores
esses que se assemelham aos deste bioensaiojalgaacaram 90% de mortalidade.
Lazo (2012), também encontrou resultados similapés 6 dias de inoculagéo, relatando
100% de mortalidade confirmada de adultos do pejodwonzeado.

Os resultados de mortalidade e sobrevivéncia coafam a
patogenicidade dos isolados BebassiangIBCB 66), M. anisopliae(IBCB 425), L.
muscarium(IBCB 537),F. proliferatum(MGSS 61) €. lilacinum(MGSS 136)obre as
ninfas de mosca-negra-dos-citros. Os patégenosooeaam percentuais elevados de
mortalidade em reduzido periodo de tempo, sendwesfes para o uso no controle
microbiano das ninfas do inseto, mas com uma ressaisoladd-usarium proliferatum
(MGSS 61) deve ser melhor estudado e testado quasiea possivel utilizagcdo no
controle bioldgico, pois de acordo com Lazo (201@¢yvido a predominancia de varias
espécies deusariumfitopatogénicas em relacdo as entomopatogénidadjgpensavel
avaliar o potencial fitopatogénico do isolado pae ele possa ser utilizado na
experimentacdo em condi¢cdes de campo, sem queotdanos as plantas.

A patogenicidade dos isolados testados neste @laa ninfas
deA. woglumipode ser atribuida a diversos fatores de aconsoAlees (1998), como a
variabilidade genética das linhagens, producaondemas, toxinas e acidos organicos
gue podem estar envolvidos na patogénese e viraléaderéncia, velocidade de
germinacao dos conidios e consequentemente peietraguticula do inseto.

Os resultados também podem estar relacionados am mu
produzido por espécies comgacanicilium spp., que de acordo com Leger (1993)
apresentam propriedades antidessecantes e protegemnidios dos efeitos toxicos dos
polifenois presentes no hospedeiro. Além dissmmaposi¢cdo cuticular do inseto pode
ter afetado o processo de adesdo e germinacacdimbos, pois as ninfas apresentam
corpo menos esclerotizado, facilitando a acao dageao. Segundo Buckner, Hagen e

Nelson (1999), a cuticula dos aleirodideos é foapt uma espessa camada de lipidios
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de cadeia longa e ésteres de cera que podem tanilitaf, por ser fonte de nutrientes
para alguns fungos, como prejudicar o processoldaizacado por ser uma barreira fisica
para a penetracdo do tubo germinativo.
A maioria dos isolados testados, exceto o patogenmscarium

(IBCB 537), se comportaram como patdgenos rapidbseso hospedeiro, realizando o
controle em curto periodo de tempo, sendo estacanagateristica importante e desejavel
em uma estratégia de introducdo inundativa, pratcipnte em se tratando de espécies
que podem ser transmissoras de virus em algumasragjl como no caso dos
aleirodideos, tornando-se necessario o controlaiatee da praga. De acordo com
Loureiro (2004), o periodo que os fungos entomapticos levam para provocar a
morte de uma determinada espécie varia em funcafatdees como a espécie do

hospedeiro e seu nivel de desenvolvimento denttordgemesma familia.

4.2 Concentracao letal 50 (Cko) e tempo letal médio 50 (Tko) do fungo
Purpureocillium lilacinum(MGSS 136)

O fungoP. lilacinum isolado MGSS 136 mostrou-se virulento
as ninfas dé. woglumiem todas as concentragfes testadas, demonstraadendéncia
de aumento da mortalidade para as concentracdssentes (Figura 7). Fargues e
Rodrigues-Rueda (1980) relataram que a mortaliddmlehospedeiro normalmente
apresenta correlacdo positiva com a concentracéorddios.

Em ensaios realizados com o fungo bassianae ninfas de
Diaphorina citri, Pinto et al. (2012) confirmaram que as maioregentracdes 5 x $@

1 x1® foram as que atingiram os maiores indices de tidate confirmada 96,3 e
96,8%. Resultados corroborados por Angelo et @lLZY. onde as maiores concentracdes
testadas dé. lilacinum 1 x 10 e 1 x 18 conidios/mL proporcionaram as maiores
mortalidades ao final de vinte dias de avaliagBestestarem diferentes isolados e
anisopliae e B. bassiana sobre larvas deAlphitobius diaperins (Coleoptera:
Tenebrionidae) Rohde et al. (2006) observaram gusemores concentracdes 1 X &0

1 x 1@ conidios/mL provocaram baixa mortalidade, ja raascentracées de 1 x 10 x

10° e 1 x 18 as mortalidades chegaram a 100 % apds 10 dia®delacio dos isolados.
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Figura 7. Mortalidade déleurocanthus woglunsete dias apds a aplicacdo do isolado
MGSS 136 déurpureocillium lilacinumnas concentracées de 1 ¥,1®x 16, 1 x 10,
5x 10, 1 x 16, 5 x 1§ conidios/mL. (T= 25+1°C; UR= 70+10%; fotofase dehtRas).

ParaP. lilacinum a concentracéo letal estimada em laboratorio
capaz de provocar a morte de 50% dos insetos ddgudie de mosca-negra (§g)-foi
de 4,76 x 10conidios/mL. Maior valor de Gk indica menor viruléncia, assim um
isolado menos virulento necessita de maior conagfidrde conidios para causar a mesma
mortalidade de insetos do que um isolado maisentol(RONDELLI et al., 2012). Este
resultado pode estar relacionado a resisténcipafagdacdes da. woglumiutilizadas no
bioensaio, pois neste estudo foram usados indigidad?® geracdo de selvagens, oriundos
diretamente do campo e de acordo com PoprawsknesJ@000), tais fatores podem
influenciar na suscetibilidade do inseto.

Potrich et al. (2011) determinaram asgtlo isolado Esalq 09 de
M. anisopliae sobre ninfas deB. tabaci e encontraram o maior valor (7,8 x210
conidios/mL) quando comparado aos demais fungdadige utilizados no trabalho.
Resultado equivalente foi encontrado por Angelalef2012) ao estimar a Gd.deP.
lilacinum sobre ninfas d&hipicephalus microplysncontrando a concentracao de 3,54
x 10® conidios/mL vinte dias apds o tratamento flngico.

Hotaka et al. (2015) encontraram umas&€de 2,67 x 19
conidios/mL sobre fémeas diarips palmie o tempo letal (Tdo) determinado foi de 2,6

dias na maior concentracéo (1 » b@nidios/mL), resultado similar ao deste bioensaio
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no qual o menor tempo letal encontrado sob conditdigoratoriais foi de 3,29 dias
obtidos na maior concentracéo (5 ¥)1(Tabela 5) e Pinto et al. (2012) encontraram o
tempo letal de 5,7 dias na maior concentracdoQ gd fungoB. bassianaobreD. citri.

No geral, houve uma correlacédo positiva entre osones tempos letais causando o0s

maiores indices de mortalidades confirmadas.

Tabela 5. Tempos letais médios §fLem dias obtidos pela analise Probit para a
mortalidade deAleurocanthus woglunpelo fungo entomopatogéni¢urpureocillium
lilacinum (MGSS 136) (T= 25£1°C; UR= 70+10%; fotofase de beas).

TRATAMENTOS  TL s (dias) IC X2 gl
1x 10 7,82 (6,28 — 11,64) 29,81 5
5x 16 12,10 (7,79 — 40,34) 15,19 5
1x 10 4,35 (3,91 — 4,89) 66,25 5
5x 10 4,78 (3,24 — 10,56) 15,38 5
1x 16 4,66 (4,21 — 5,20) 60,58 5
5x 16 3,29 (2,76 — 3,86) 50,78 5

IC = Intervalo de confianca; gl = Grau de liberdaxié= Qui-quadrado

A rapidez com que o patégeno mata seu hospedeiszatelo
com Tamai et al. (2002) é uma caracteristica deslefgara o controle de muitas pragas
agricolas, contudo n&o deve ser considerada coia. (i imprescindivel também que
0 isolado seja capaz de proporcionar elevada naathd final, possibilitando, desse
modo, pulverizagbes menos frequentes e, consequente, reducdo dos custos de
controle de pragas.

A mortalidade é o principal objetivo a ser alcamcadm a
aplicacdo de um agente entomopatogénico, segunges A1998). Entretanto, ha uma
consciéncia crescente sobre a importancia de savasiderados os efeitos toxicos néo
letais. Os individuos que sobrevivem a exposicaardedeterminado produto toxico
podem ainda causar danos significativos ou, agd@antos individuos sobreviventes nao
podem mais causar danos e deveriam ser contadas“aoontos”. Os efeitos subletais,
de uma forma geral, podem se manifestar como redugd tempo de vida, das taxas de
desenvolvimento, da fertilidade, e da fecundidadedancas na razdo sexual, e as
mudancas de comportamento, tais como a alimentac@opcura, e postura. Assim,
substancias toxicas podem exercer efeitos sutis,doeno aqueles evidentes que devem

ser considerados na andlise do seu impacto (STABKNKS, 2003).
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O conhecimento da concentracdo ou do tempo letains®

Haddad (1998) é muito importante, pois conduz &losies a respeito da viruléncia dos
patdégenos, da sensibilidade dos insetos a doeat@mesmo previsdes de controle de
pragas por meio de inseticidas microbianos, par &ssecessario ser cauteloso nas
recomendacgdes para campo, uma vez que microrgasoaem reagir diferentemente
guando expostos a diferentes condicbes ambieiaiaretti et al. (1986) na cultura da
cana-de-agucar e Hewlett et al. (1988) na cultarabaco contestaram a eficiénciade
lilacinum para o controle de nematoides em condi¢des dea;gmpvavelmente devido

a inadequacédo dos métodos de aplicacao, produgamétios e avaliacdo dos ensaios e

a ndo adaptacao do isolado as condi¢cbes em gabasho foi realizado.

4.3 Compatibilidade de agrotoxicos utilizados na tricultura sobre o fungo
entomopatogénico Purpureocillium lilacinum (MGSS 136) em condicbes de

laborato6rio e semicampo

4.3.1 Avaliacdo em condicOes de laboratério

Para o parametro crescimento vegetativo, apenasoa@utp
Kohinor 200 SC diferiu significativamente da testerma, estimulando o crescimento da
colénia deP. lilacinum sendo o maior valor encontrado dentre os prod@esiemais
produtos também néo afetaram o desenvolvimentoalésias (Tabela 6).

Em relagcdo a esporulagédo, os produtos Recop e I8tanmu
apresentaram diferencas em relacéo a testemunbel§T@. Todavia, ndo foi verificada
quaisquer diferenca estatistica entre as médias,osoprodutos Ampligo, Kohinor 200
SC, Provado 200 SC, lharol, Talstar 100 EC e Negremarelacdo a testemunha (Tabela
6), porém houve um decréscimo na producdo de amidjuando comparado a
quantidade de conidios/mL para a testemunha.

A presenca dos produtos quimicos no meio de cul@gdoses
recomendadas para aplicagcdo em campo, nao afeitailedade dos conidios em relacéo
a todos os produtos testados (Tabela 6), o queairrddossibilidade da utilizag&do conjunta
do controle bioldgico e quimico nas dosagens adkpua
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Tabela 6. Valores médios de crescimento vegetaggpprulacdo e viabilidade de
colénias do isolado MGSS 136 Barpureocillium lilacinumna presenca de agrotoxicos
utilizados na citricultura em condi¢cdes de labaiatqT= 26+1°C; UR= 70+10%;
fotofase de 12 horas).

Tratamentos? Diametro (cm)? Conidios (x 1(")® Viabilidade (%)
Ampligo 1,60 bc 5,35 ab 52,96 a
Kohinor 2,16 a 7,29 a 79,55 a
Provado 1,60 bc 3,26 abc 45,41 a
Recop 1,14 cd 0,02 ¢ 33,55a
Iharol 1,04 d 2,60 abc 50,66 a
Talstar 1,21 cd 3,31 abc 33,55a
Stimulate 1,80 ab 1,44 bc 76,81 a
Neenmax 1,10 cd 3,98 abc 67,18 a
Testemunha 1,33 bcd 7,49 a 72,07 a

!Ampligo = clorantraniliprole + lambda-cialotrina;oKinor = imidacloprido; Provado = imidacloprido;
Recop = oxicloreto de cobre; lharol = dleo minefEdjstar = bifentrina; Stimulate = acido4-indol-3-
ilbutirico+acido giberélico+cinetina; Neenmax = dizactina.

2Para o parametro crescimento vegetativo e viabldidte colonias foi realizado o teste de Tukey alB%
probabilidadeMédias seguidas de mesma letra na coluna néo mifgignificativamente entre si

3Para o parametro conidiogénese foi realizado e te& paramétrico de Nemenyi a 5% de probabilidade.
Médias seguidas de mesma letra na coluna nao mifeignificativamente entre si.

40Os dados foram transformados em arcﬂ;éﬁmoo.

O desenvolvimento das colonias do funBo bassianafoi
avaliado por Pinto et al. (2012), os quais constataque nao houve influéncia do
ingrediente ativo, imidacloprido, sobre o crescitoeregetativo de col6nias do fungo,
resultado semelhante ao encontrado neste trahailmando o produto Provado 200 SC,
composto do mesmo ingrediente ativo.

O crescimento vegetativo de uma cep®&dmpureocilliumsp. foi
influenciado pela acdo do inseticida Engeo, congpalst mistura de tiametoxam e
lambda-cialotrina. Nos primeiros cinco dias de @a¢alo houve um decréscimo (2,4 mm)
em comparacao a testemunha (9,8 mm), ja no dédiendedavaliacdo percebeu-se um
acréscimo de 4,8 cm no desenvolvimento micelialpdtbgeno, havendo diferenca
significativa entre as médias de crescimento (GAGCEVELASQUEZ, CARDONA-
BUSTOS e RESTREPO-BETANCUR, 2014).

O resultado com o inseticida Kohinor, em relagdorascimento

vegetativo, pode ser explicado pelo pressupostpudeo microrganismo ao metabolizar
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0s principios toxicos do ingrediente ativo, num am®emo de resisténcia fisiologica,

provoque a liberacdo no meio de cultura de molécalae possam utilizar como

nutrientes secundarios, promovendo seu crescimegfetativo. Outra possibilidade é

que o fungo utilize todo o seu esforgo reproduti@@resenca de um principio toxico que
altere seu ambiente, prejudicando o seu desenvehtonresultando, assim, em maiores
niveis de crescimento vegetativo (ALVES, MOINO JRLMEIDA, 1998).

O tratamento com o fungicida Recop suprimiu a egpoéo do
entomopatdgen®. lilacinum Dados estes semelhantes ao verificados por Gassén
(2008), ao trabalhar com o mesmo produto e o fungkecanii. Alguns agrotéxicos
podem inibir a producdo de esporos sem afetar scionento. Ao trabalhar corl.
anisopliag Cintra et al. (2013) observaram que o0 produtop@m@onou maior
esporulagdo do fungo (15,2 x ®1@onidios/mL), superando até mesmo os valores
encontrados no tratamento testemunha, que foraf2de 16 conidios/mL, resultado
diferente do presente trabalho.

Conforme Alves e Lecuona (1998), a producdo de diomi
evidencia a capacidade do patégeno em completaotoitio dentro do hospedeiro. Um
isolado com elevado potencial de producéo de imdpate ter maiores probabilidades
de se manter no campo causando epizootia e tambdastehder o “efeito residual” da
sua aplicagéo.

No que se refere ao produto comercial Stimulate regmalador
de crescimento vegetal composto por acido indolcanccitocinina e giberelina,
considerou-se 0 pressuposto de que alguns fungogémecos tem a capacidade de
produzir horménios semelhantes a estas subst&ictaticas, o que pode ter causado um
desequilibrio no metabolismo do fungo, reduzingiwaresso de esporulacao.

Nunes (2008), ao avaliar a seletividade dos insescRegente e
Standak, ambos a base do ingrediente ativo fiproaiifirmou a compatibilidade dos
produtos comP. lilacinus ndo prejudicando a germinacdo de conidiowitro. No
entanto, Demirci e Denizhan (2010), ao testarefeitoede diversos ingredientes ativos,
dentre eles o oxicloreto de cobre, sobre a gerrdmde esporos de lilacinum,verificou
que o produto reduziu a germinacao do agente emp@aimgeénico.

O antagonismo do fungicida Carbovax, composto ddura de
carboxin com thiram, foi comprovado por Gallegodsguez, Cardona-Bustos e
Restrepo-Betancur (2014) em testes com cepdudmureocilliumsp., sendo o Unico

tratamento que inibiu a germinacéo do fungo, déaodo dos resultados deste trabalho.
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Entretanto, nos demais tratamentos utilizando @dytos comerciais Engeo (tiametoxam
+ lambda-cialotrina), Moncut (flutolanil), Previc(propanocarb), Terrazole (etridiazole)
e Tachigaren (hymexazol) a germinacao nao foi grequla.

O processo de germinacdo de conidios € mais inmpert®d que
0 crescimento vegetativo e a esporulacdo em caskvArgerminacao corresponde a
primeira etapa no desencadeamento de uma epiz@atieonidios sdo 0s responsaveis
pela reproducdo e disseminagéo do fungo em corgligéecampo, ou seja, o fungo
depende deste processo para infectar o hospedeitosacesso (KHALIL, SHAH, e
NAEEM, 1985; NEVES et al., 2001; ALIZADEH et al.0@7). Deste modo, se um
agrotoxico provoca diminui¢cdo substancial na geagéio de esporos, pode reduzir a
eficacia do entomopatéogeno em direcdo a seu alep.oBtro lado, o crescimento
vegetativo e a conidiogénese também sao importaotegie diz respeito as infec¢des
secundarias causadas por fungos e, portanto, dexrecronsiderados para a viruléncia do
fungo e persisténcia no meio ambiente (SCHUMACHERGEHLING, 2012). Tais
fatores estdo diretamente relacionados com a alpEmdade conservagdo para
entomopatdégenos em agroecossistemas.

Os produtos testados néo foram prejudiciais pargescimento

micelial (Figura 8).
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Figura 8. Crescimento do isolado MGSS 13@depureocillium lilacinum apés 7 dias
de cultivo, em meio de cultura contendo os agretixiutilizados na citricultura.
Ampligo (A); Kohinor (B); Provado (C); Recop (Dhdrol (E); Talstar (F); Stimulate
(G); Neenmax (H) e Testemunha (1).

De acordo com valores do indice Biol6gico (IB) @assificacio
dos produtos fitossanitarios utilizados na cittigtd, em relacédo ao fungt lilacinum
em condic@es de laboratério, os produtos AmpligahiKor 200 (SC), Provado 200 (SC),
Talstar 100 (EC), Stimulate, Neenmax foram clasaifos como compativeis e podem
ser utilizados de acordo com as recomendac¢desbd&\wampo, ja os produtos Recop e
Iharol foram classificados como moderadamente t&x({@abela 7).

Soliman (2014), trabalhando com o 6leo mineraldhaa maior
dosagem (10000 ppm) avaliou o produto como téx#sa solados dil. anisopliaeeF.
proliferatum e compativel com o isolado & bassianan vitro. Silva et al. (2006)
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demonstraram a compatibilidade deste 6leo minenad um isolado especifico d&
bassianadiscordando dos resultados aqui apresentdtkies dados confirmam que a
acao dos agrotoxicos sobre os entomopatdégenosvaoide em funcdo da espécie e da
linhagem do patégeno (ALVES et al., 1998).

Em relacdo a eficiéncia de fungicidas, ao avalmmpodutos
comerciais Blue copper (0,3%), Difenoconazole (%P2 Propiconazole (0,05%) em
laboratorio sobrd. lilacinum Kumar e Ramya (2014) relataram que as altas dasag
utilizadas no experimento ndo foram compativeis oofmngo, resultados equivalentes
ao deste trabalho com o fungicida RedOp.fungicidas sdo normalmente relacionados
como nao seletivos a fungos em testes realizadago (ROSSI-ZALAF et al., 2008).

O modo de acgéo do ingrediente ativo, de acordo Ghini e
Kimati (2000) € um dos fatores envolvidos no nideltoxicidade dos agrotoxicos aos
fungos. Por exemplo, as moléculas de oxicloretcotee, caracterizam-se por causarem
disfuncdo geral nas células, afetando um grandeeraide processos vitais nos fungos
fitopatogénicos, como a permeabilidade da membrrinativacdo de proteinas e

enzimas.

Tabela 7 Valores do indice Bioldgico e classificacdo dosdpitos fitossanitarios
utilizados na citricultura, em relacdoParpureocillium lilacinum em condi¢des de
laboratorio (T= 26£1°C; UR= 70+10%; fotofase dehLizas).

Purpureocillium lilacinum

Tratamentos indice Biologico (IB) Classificacac

Ampligo 98 Compativel

Kohinor 130 Compativel

Provado 82 Compativel

Recop 44 Moderadamente toxico
Iharol 59 Moderadamente toxico
Talstar 68 Compativel

Stimulate 95 Compativel

Neenmax 69 Compativel

L Ampligo = clorantraniliprole + lambda-cialotrina;okinor = imidacloprido; Provado =
imidacloprido; Recop = oxicloreto de cobre; lharobleo mineral; Talstar = bifentrina;
Stimulate = acido4-indol-3-ilbutirico+acido gibeoéi+cinetina; Neenmax = azadiractina.
2Classificacdo toxicoldgica: toxicos (0 - 41); maalamente toxico (42 - 66) e compativel (>66).
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Os testes de compatibilidadevitro, segundo Rossi-Zalaf et al.
(2008) séo vantajosos, pois o patdgeno é submetioldos os efeitos toxicos do produto,
fornecendo informacdes corretas sobre a toxicidedema formulagéo, uma vez que
elimina alguns eventos que ocorrem em situacdescatapo. Deste modo, a
compatibilidade de varios agrotoxicos soli®e lilacinum foi determinada com a
finalidade de verificar quais apresentam maioresipdidades de provocar interferéncia
no controle natural da. woglumipor este entomopatdgeno e fornecer informacfes que
permitam a realizacdo de aplicacbes associadag dntprodutos e produtos
fitossanitarios, promovendo com isso um aumentusaetibilidade do inseto, visto que
algumas substancias sintéticas podem atuar comessmhtes, facilitando a infecgédo e a
rapida proliferacdo da doenca.

O maior problema desse tipo de ensaio € a falfmdmnizacao
das condicbes dos testes, que nao permite, naiaaas vezes, que sejam feitas
comparacoes efetivas entre produtos. As conclusiiieas mais diversas possiveis, visto
gue os resultados variam consideravelmente, ppsndiem da espécie do fungo e de sua
combinacdo com diferentes produtos, da concentrdgdoingredientes ativos e da
formulacdo do produto. Devido a estes fatores, ¢adgo e cada agrotoxico podem
demonstrar resultados de compatibilidade ou incoiviidade especificos para cada
caso em particular (CASTIGLIONI, VENDRAMIN e ALVES003; KLINGEN e
HAUKELAND, 2006).

4.3.2 Avaliagdo em condi¢des de semicampo

Com relacdo aos produtos fitossanitérios, todoprodutos se
mostraram compativeis, ndo interferindo no desemmeinto do fungoP. lilacinum
isolado MGSS 136. Os valores médios de unidadesaiora de colénias (UFC) néo
diferiram significativamente entre si (Tabela 8dependentemente do tempo de coleta
(Figura 10) e da forma como foram aplicados.
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Tabela 8. Valores médios de unidades formadoramidaia do isolado MGSS 136 de
Purpureocillium lilacinum em diferentes tempos de coleta, apos aplicacd@ifetentes
formas com os agrotoxicos utilizados na cultur@ittos, em condi¢cdes de semicampo.

Tempo de coleta

Tratamentos' 24 horas &EPY? 48 horas &EP)? 72 horas £EP)?
Unidades formadoras de coldnia (UFC)/placa

Ampligo - PI 121,55+ 40,70 a 11,002,50 a 5,44 1,37 a
Pl - Ampligo 128,67 9,61 a 24,56 13,00 a 26,22 10,96 a
Ampligo + PI 66,78+ 9,12 a 27,6%7,60 a 12,6¥ 1,15 a
Kohinor - PI 117,44+ 60,73 a 9,785,78 a 8,783,80 a
PI - Kohinor 3,33+t2,40 a 0,08 0,00 a 0,08 0,00 a
Kohinor + PI 11,22+ 3,04 a 1,781,78 a 111,11 a
Provado - PI 147,89+ 23,93 a 42,2211,57 a 10,78 5,42 a
PI - Provado 109,22+ 32,11 a 45,89 45,89 a 6,622,96 a
Provado + PI 25,22+ 18,08 a 1,781,78 a 15,33 6,56 a
Recop - PI 98,22+ 8,39 a 31,0 19,85 a 10,56: 3,89 a
PI - Recop 40,00+ 7,37 a 53,33 13,93 a 5,562,88 a
Recop + PI 6,44+ 2,63 a 10,22 9,89 a 5,335,000 a
lharol - PI 125,77+ 23,25 a 27,6%10,15a 962,31 a
PI - Iharol 86,22+ 33,55 a 24,56 20,68 a 16,44 465 a
Iharol + PI 21,33+ 12,58 a 3,44 3,44 a 15, 724,26 a
Talstar - PI 80,44+ 28,26 a 31,33 13,09 a 6,221,11 a
PI - Talstar 149,1+ 33,40 a 31,6%5,67 a 12,389,94 a
Talstar + PI 17,1+ 8,01 a 14,12 7,06 a 13,56 0,48 a
Stimulate - Pl 44,0t 13,04 a 26,4% 250 a 3,441,85 a
PI - Stimulate 5,66+2,85 a 55,08 21,08 a 0,780,62 a
Stimulate + Pl 5,56+ 0,87 a 5662,80 a 14,1+ 4,29 a
Neenmax - Pl 57,77+ 7,86 a 18,78 5,02 a 30,789,13 a
Pl - Neenmax 147,33t 49,71 a 19,89 10,66 a 4892489 a
Neenmax + PI 70,56+ 41,88 a 10,1+ 7,78 a 28,22 4,24 a
Controle 71,07+ 22,95 a 37,73 15,74 a 12,59 3,98 a
Testemunha 448+ 1,54 a 2,48 1,29 a 3,3321,61 a
absoluta

CV (%)? 91,42 115,66 96,63

*Ampligo = clorantraniliprole + lambda-cialotrina;oKinor = imidacloprido; Provado = imidacloprido; Rec=
oxicloreto de cobre; lharol = 6leo mineral; Talstarbifentrina; Stimulate = &cido4-indol-3-ilbutid¢écido
giberélico+cinetina; Neenmax = azadiractina.

2Médias seguidas de mesma letra na coluna nao mifsignificativamente pelo teste ndo paramétricbleimenyi a
5% de probabilidade; EP = Erro padrao

CV = coeficiente de variacao.

Pl =Purpureocillium lilacinum

Agrotoxico - PI (pulverizagao inicial do agrotdxiseguida do fungo).

Pl - Agrotoxico (pulverizagao inicial do fungo sédpido agrotoxico).

Agrotoxico + Pl (pulverizacdo associada do agratd fungo).

Controle = patégeno aplicado isoladamente.

Testemunha absoluta = 4gua + espalhante adesi\ee(r8o®) a 0,1%.
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Os ingredientes ativos imidacloprido, tiametoxasfiervalerato,
malationa e piriproxifeno foram testados por Pettal. (2012) sobre o fundg bassiana,
sendo verificado que os produtos ndo afetaram gofuras condigcbes de semicampo.
Batista Filho, Almeida e Lamas (2001), ao avaliaremumero meédio de unidades
formadoras de colbnias d. anisopliaee B. bassianam folhas de feijao, submetidas
ao ingrediente ativo tiametoxam nos tempos de 4% 42 horas apds a pulverizagéo,
comprovaram que o inseticida nao interferiu no monmeédio de unidades formadoras
de colbnias, independentemente do microrganisnual&go.

Nas condicbes de campo Almeida et al. (2003) wanfim que
ndo houve diferenca significativa entre as médassaontagens de UFC nas folhas de
café, ao serem utilizados os ingredientes ativqgwocpnazole com tiametoxam e
endosulfan com tiametoxam sobre os fun@osbassianae M. anisopliae Dados
compativeis aos obtidos neste trabalho, apesaifetart;a entre os produtos e isolados
analisados. Gassen (2006) ratificou que a acdoadustoxicos sobre o crescimento
reprodutivo dos entomopatdgenos pode variar emafurda natureza quimica dos
produtos, da maneira em que foram aplicados epiesdo fungo.

Trabalhando com o fungb fumosoroseavery et al. (2013),
relataram que o fungo ndo deve ser aplicado no mediay em associacdo com
fungicidas. Entretanto, Gassen (2006) afirmou quendo os agrotoxicos sao aplicados
posteriormente aos fungos ou juntamente com elealda, os produtos causariam
interferéncia no desenvolvimento do entomopatégersyltados divergentes dos deste
experimento.

Durante o periodo de avaliacdo, o0 numero médiornigades
formadoras de coldnias reduziu nos tempos de 4&8her72 horas da aplicacdo dos
produtos. Entretanto, alguns tratamentos, enteeRdlevado + PI, Iharol + PI, Stimulate
+ PI, Neenmax + Pl e Neenmax — PI, apresentarane@tonmo nimero médio de UFC
no tempo de 72 horas (Figura 9).
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Figura 9. Variacdo do numero de unidades formadigamlonias (UFC) do isolado MGSS 136Riepureocillium lilacinumem diferentes
aplicacdes ao longo das trés avaliacbes em corgdagisemicampo.
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McCoy et al. (1988) e Alves, Moino Junior e Almei(298)
atestaram que o desenvolvimento e a sobrevivéosippagulos do fungo no campo
pode variar em funcéo de condigfes climaticas, qmm@cipitacdo, temperatura, radiagdo
solar e umidade relativa e do tipo de substratajeensao aplicados, como folhagem,
solo, hospedeiro. Porém, Kouasse, Coderre e Todo(@003) afirmaram que a
compatibilidade de fungicidas a base de cobre pad@r, dependendo do fungo
entomopatogénico testado, do tempo de aplicacda eodcentracdo do fungicida
aplicado.

Em trabalho realizado por Pinto et al. (2012), loaumento do
namero médio de UFC em todos os tratamentos estiengpos: logo apds a aplicacéo e
7 dias, e somente a Testemunha e o tratamento camgrediente imidacloprido
aumentaram no tempo, 7 dias para 14 dias. O aurpengoessivo no numero de UFC
observada ao longo do tempo demonstrou a capactkRdispersdo do agente e seu
potencial para causar os focos priméarios da doenca.

Os produtos comerciais Recop e lharol, ndo foraxicaé ao
fungoP. lilacinumqguando avaliado em semicampo, discordando danaf#o negativa
de toxicidade encontrada em laboratério, pois dedmccom Gassen (2006), apos receber
0 agrotdxico, o meio sintético é vigorosamentesaigifpara permitir eficiente distribuicao
do produto, promovendo uma acgéo rapida e efetiviumgo, o que provavelmente nao
ocorre no ambiente, além do que o contato permandmtpatdgeno com as altas
concentracbes do produto ndo possibilita a degéadago produto quimico,
principalmente pela falta de luz solar.

Os resultados em semicampo confirmam os obtidositro,
quando os produtos Ampligo, Kohinor 200 (SC), Pdov@00 (SC), Talstar 100 (EC),
Stimulate e Neenmax foram classificados como coivgiat Portanto, sdo indicados para
serem utilizados no programa de manejo integradaoragas do citros néo interferindo
no indculo potencial dé°. lilacinum que pode estar presente no agroecossistema,
controlando naturalmente a mosca-negra-dos-citPfoscompatibilidade permite a

utilizacdo conjunta de estratégias no controlerdggalvo com maior eficiéncia.
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5 CONCLUSOES

* Os isolados d®eauveria bassianaVetarhizium anisopliae
Lecanicillium muscarium Fusarium proliferatume Purpureocillium lilacinum sédo
patogénicos as ninfas ée woglumi.

« As concentragdes 1 x3® x 10, 1 x 10, 5x 10, 1 x 16, 5
x 10 do fungoP. lilacinums&o patogénicas as ninfaswoglumi.

* Os produtos fitossanitarios Ampligo (clorantramibile +
lambda-cialotrina), Kohinor 200 SC (imidacloprid®yovado 200 SC (imidacloprido),
Talstar 100 EC (bifentrina), Stimulate (acido 4ah8-ilbutirico + acido giberélico +
cinetina) e Neenmax (azadiractina) nas doses rauds@s para campo, Sdo compativeis
comP. lilacinum em laboratorio.

» ParaP. lilacinumos produtos Recop (oxicloreto de cobre) e
Iharol (6leo mineral) sdo moderadamente toxicoscemlalicdes laboratoriais.

* Os produtos fitossanitarios Ampligo (clorantramiile +
lambda-cialotrina), Kohinor 200 SC (imidacloprid®ovado 200 SC (imidacloprido),
Recop (oxicloreto de cobre), Iharol (6leo mineréBlstar 100 EC (bifentrina), Stimulate
(acido 4-indol-3-ilbutirico + acido giberélico +netina) e Neenmax (azadiractina) nao
afetam o desenvolvimento do fundg®. lilacinum em condicdes de semicampo,

independentemente do tempo de coleta e da forma fmmam aplicados.
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