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RESUMO

Cultivos de espécies do género Eucalyptus sdo importantes para a economia
brasileira ocupando 6,97 milhdes de hectares, mas pragas nativas e exéticas podem
limitar a produtividade desses cultivos. O psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei
Moore (Hemiptera: Aphalaridae), detectado no Brasil em 2003, se dispersou e causa
danos, nesses cultivos, em todas as regifes do pais. O controle bioldgico, com o
parasitoide Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) e fungos
entomopatogénicos, destacando-se Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, e
0 quimico com os acetamiprido e etofenproxi, sdo as principais estratégias de manejo
dessa praga. A prospeccao e identificacdo de isolados de fungos entomopatogénicos
e testes com principios quimicos ativos podem aumentar as opc¢des para 0 manejo
integrado de pragas. O objetivo deste trabalho foi prospectar e isolar fungos
entomopatogénicos, além de testar principios quimicos ativos com potencial para o
manejo de G. brimblecombei. Os fungos foram prospectados de insetos encontrados
no campo e de amostras de solo dos Estados de Sao Paulo e Parana, Brasil, com a
metodologia “Bait Method”. Doze isolados, dos géneros Beauveria e Cordyceps, foram
pulverizados sobre ninfas de G. brimblecombei e comparados com os produtos
comerciais Boveril®, Metarril® e Octane®. Para avaliar a mortalidade de G.
brimblecombei e viabilidade de P. bliteus a inseticidas quimicos foram testados os
acetamiprido (50 e 100 g/ha), espinetoram (200 e 400 g/ha), etofenproxi (300 e 600
ml/ha), sulfoxaflor (200 e 400 mi/ha) e sulfoxaflor + lambda-cialotrina (150 e 300
ml/ha), além da testemunha, e pulverizados sobre mudas de eucalipto infestadas com
G. brimblecombei e parasitadas por P. bliteus em casa-de-vegetacdo. A mortalidade
de ninfas de G. brimblecombei, sete dias apés a aplicacdo dos isolados fungicos, foi
maior que 80%. A mortalidade de individuos desta praga foi maior e a TL80 menor
com os isolados LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12 e LCBPF 67 (C. fumosorosea),
provenientes de Bemisia tabaci, com 95% e 3,5 dias, respectivamente, trés dias apos
aplicacdo dos mesmos. Fungos dos géneros Beauveria e Cordyceps se
desenvolveram sobre conchas de G. brimblecombei com maior mortalidade de ninfas
desse inseto com conchas pelos isolados LCBPF 15, LCBPF 45, LCBPF 62 e pelos
Boveril e Octane trés dias da aplicacdo dos tratamentos. A mortalidade de G.
brimblecombei foi maior e com menor TL80 aos dois dias apds a pulverizacdo com 0s
principios ativos sulfoxaflor + lambda-cialotrina. A mortalidade com os acetamiprido,

sulfoxaflor e com sulfoxaflor + lambda-cialotrina foi maior que 80%, ap0s seis dias da



aplicacdo das mesmas, e proxima a 100%, apds 14 dias. Os espinetoram, na dose de
200 g/ha, e o sulfoxaflor + lambda-cialotrina, na de 300 ml/ha, foram levemente
nocivos e os demais principios ativos e formula¢des indcuos ao parasitoide P. bliteus.
Os isolados de B. bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica e M.
anisopliae, obtidos de amostras de solo e de insetos em Sao Paulo e Parana, tem
potencial para o manejo de G. brimblecombei, com destaque para os LCBPF 11,
LCBPF 12 e LCBPF 63, provenientes de B. tabaci sendo esse o primeiro relato de
patogenicidade de C. cateniannulata e C. javanica para G. brimblecombei, e confirma
relatos de, normalmente, os isolados serem mais patogénicos para individuos da
mesma ordem daquela do qual foi isolado. A presenca da concha facilitou o
desenvolvimento de fungos entomopatogénicos, podendo servir como fonte de in6culo
e acelerando a mortalidade de ninfas de G. brimblecombei. Os principios quimicos
ativos acetamiprido, sulfoxaflor e sulfoxaflor + lambda-cialotrina tem potencial para o
manejo de G. brimblecombei, com destaque para sulfoxaflor + lambda-cialotrina. Os
principios quimicos ativos acetamiprido, etofenproxi e sulfoxaflor sdo inocuos, e
espinetoram e sulfoxaflor + lambda-cialotrina levemente nocivos a viabilidade de P.

bliteus.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Controle biologico. Cordyceps sp. Inseticidas.

Metarhizium sp. Eucalyptus.



ABSTRACT

Cultivations of species of the genus Eucalyptus are important for the Brazilian
economy occupying 6.97 million hectares, but native and exotic pests can limit the
productivity of these crops. The red gum lerp psyllid Glycaspis brimblecombei Moore
(Hemiptera: Aphalaridae), detected in Brazil in 2003, dispersed and causes damage,
in these crops, in all regions of the country. Biological control, with the parasitoid
Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) and entomopathogenic fungi,
especially Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, and the chemist with
acetamiprid and etophenproxy, are the main strategies for the management of this
pest. The prospecting and identification of entomopathogenic fungi isolates and tests
with active chemical principles can increase the options for integrated pest
management. The objective of this work was to prospect and isolate
entomopathogenic fungi, in addition to testing active chemical principles with potential
for the management of G. brimblecombei. The fungi were prospected for insects found
in the field and soil samples from the states of Sdo Paulo and Parana, Brazil, using the
“‘Bait Method” methodology. Twelve isolates, from the genera Beauveria and
Cordyceps, were sprayed on nymphs of G. brimblecombei and compared with the
commercial products Boveril®, Metarril® and Octane®. To assess the mortality of G.
brimblecombei and the viability of P. bliteus to chemical insecticides, acetamiprid (50
and 100 g/ha), espinetoram (200 and 400 g/ha), etophenproxy (300 and 600 ml/ha),
sulfoxaflor (200 and 400 ml/ha) and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin (150 and 300
ml/ha), in addition to the control, were sprayed on Eucalyptus seedlings infested with
G. brimblecombei and parasitized by P. bliteus in the greenhouse. The mortality of
nymphs of G. brimblecombei, seven days after the application of the fungal isolates,
was greater than 80%. The mortality of individuals of this pest was higher and the TL80
lower with the isolates LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12 and LCBPF 67 (C.
fumosorosea), from Bemisia tabaci, with 95% and 3.5 days, respectively, three days
after application. Fungi of the genera Beauveria and Cordyceps developed on lerps of
G. brimblecombei with higher mortality of nymphs of this insect with lerps by the
isolates LCBPF 15, LCBPF 45, LCBPF 62 and by Boveril and Octane three days after
the application of the treatments. The mortality of G. brimblecombei was higher and
with lower TL80 at two days after spraying with the active ingredients sulfoxaflor +

lambda-cyhalothrin. Mortality with acetamiprid, sulfoxaflor and sulfoxaflor + lambda-



cyhalothrin was greater than 80%, after six days of application, and close to 100%,
after 14 days. Espinetoram, at a dose of 200 g/ha, and sulfoxaflor + lambda-
cyhalothrin, at a dose of 300 ml/ha, were slightly harmful and the other active
ingredients and formulations harmless to the parasitoid P. bliteus. The isolates of B.
bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica and M. anisopliae, obtained
from soil and insect samples in Sdo Paulo and Parana, have potential for the
management of G. brimblecombei, with emphasis on the LCBPF 11, LCBPF 12 and
LCBPF 63, from B. tabaci, this being the first report of pathogenicity of C.
cateniannulata and C. javanica for G. brimblecombei, and confirms reports that,
normally, the isolates are more pathogenic for individuals of the same order from which
it was isolated. The presence of the lerp facilitated the development of
entomopathogenic fungi, being able to serve as a source of inoculum and accelerating
the mortality of G. brimblecombei nymphs. The active chemical principles acetamiprid,
sulfoxaflor and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin have potential for the management of
G. brimblecombei, with emphasis on sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin. The active
chemical principles acetamiprid, etophenproxy and sulfoxaflor are harmless, and
espinetoram and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin slightly harmful to the viability of P.

bliteus.

Key words: Beauveria bassiana. Biological control. Cordyceps sp. Insecticides.

Metarhizium sp. Eucalyptus.
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INTRODUCAO GERAL

A area de cultivos florestais no Brasil atingiu nove milhdes de ha em 2019, com
aumento de 2,4% em relacao a 2018, com 77% dessa area ocupada por espécies do
género Eucalyptus (IBA, 2020). Pragas nativas, como formigas cortadeiras, cupins e
lagartas desfolhadoras, além de exoéticas, podem reduzir a produtividade de cultivos
de eucalipto (PAINE et al., 2011; MUCHALAK et al., 2020; SARMENTO et al., 2021).

O psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Aphalaridae) foi relatado no Brasil em 2003 em Mogi-Guagu, Sdo Paulo em plantios
de Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus tereticornis e se dispersou pelo pais,
causando danos e reduzindo a produtividade dos cultivos de eucalipto (WILCKEN et
al., 2015). Estruturas conicas esbranquicadas produzidas pelas ninfas desse inseto,
chamadas de conchas, auxiliam na caracterizacdo das infestagcdes por essa praga
(JERE et al., 2020). Danos por G. brimblecombei se devem ao habito sugador desse
inseto, que se alimenta da seiva nas folhas, e a severidade da infestacéo pode causar
enrolamento e deformar o limbo foliar, super-brotamento, secamento de ponteiros e
mortalidade de arvores (SANTOS et al., 2021).

O controle biologico, com o parasitoide Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae) (BERTI-FILHO et al., 2003), e fungos entomopatogénicos,
destacando-se Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae (DAL POGETTO et al.,
2011a; DAL POGETTO et al.,, 2011b) e o quimico, com os produtos registrados
acetamiprido e o etofenproxi (AGROFIT, 2021) sdo as principais estratégias de
manejo dessa praga.

Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e fungos do género Cordyceps sao
utilizados no controle de insetos-praga em cultivos agricola e florestal (SOLIMAN et
al., 2019, TEDESCO et al, 2020, KHUN et al., 2021), incluindo a ordem Hemiptera
(SANI et al., 2020; CORALLO et al., 2021). O término de sistemas de nomenclaturas
duplas para fungos polimérficos tornou necessario unificar nomes de acordo com a
filogenética da Cordycipitaceae. O nome genérico Isaria, utilizado para um grupo de
taxons mudou para Cordyceps (KEPLER et al., 2017).

Os principios quimicos ativos espinetoram, sulfoxaflor e sulfoxaflor +
lambdacialotrina e o0s registrados para G. brimblecombei estdo disponiveis no
mercado para o controle de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)

(AGROFIT, 2021) e podem ser de interesse no manejo do psilideo-de-concha. A
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prospeccédo e identificagdo de isolados de fungos entomopatogénicos e testes com
principios quimicos ativos eficientes contra pragas agricolas e florestais podem
complementar o manejo integrado de pragas. O objetivo deste trabalho foi prospectar
e selecionar fungos entomopatogénicos, de ocorréncia natural no solo, e testar

principios ativos quimicos com potencial para o manejo de Glycaspis brimblecombei.
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CAPITULO 1
PROSPECCAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA O MANEJO DO
PSILIDEO-DE-CONCHA DO EUCALIPTO Glycaspis brimblecombei (HEMIPTERA:
APHALARIDAE)

Mauricio Magalhdes Domingues?, Paula Leite dos Santos?, Bianca Cristina Costa
Géal, Vanessa Rafaela de Carvalho!, Fabricio Naka de Oliveiral, Everton Pires
Soliman?, José Cola Zanuncio3, Carlos Frederico Wilcken?

!Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Campus de Botucatu, R. José Barbosa de Barros, 1780, 18610-034, Botucatu, Sao
Paulo, Brasil.

2Suzano Papel e Celulose/Tecnologia Florestal, Av. Dr. José Lembo, 1010, 18207-78
- Itapetininga, SP — Brasil.

3Departamento de Entomologia/BIOAGRO, Universidade Federal de Vigosa, Av. P.H.
Rolfs, s/n, 36570-900, Vigcosa, Minas Gerais, Brasil.

RESUMO

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos contra pragas exoticas vem aumentando
no setor florestal. O controle bioldgico do psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei
Moore (Hemiptera: Aphalaridae), com o parasitoide Psyllaephagus bliteus Riek
(Hymenoptera: Encyrtidae) e fungos entomopatogénicos, destacando-se Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae, e o quimico com os acetamiprido e etofenproxi,
sao as principais estratégias de manejo dessa praga. A prospeccéo e identificacdo de
isolados de fungos entomopatogénicos podem complementar o manejo integrado de
pragas. O objetivo deste trabalho foi prospectar e isolar fungos entomopatogénicos,
com ocorréncia natural no solo com potencial para o0 manejo de G. brimblecombei. Os
fungos foram prospectados de adultos de Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera:
Aleyrodidae) encontrados no campo e de amostras de solo de areas de eucalipto, soja
e de mata nativa nos Estados de Séo Paulo e Parand, Brasil, com a metodologia “Bait
Method”, com larvas de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), com
evidéncias de contaminacdo. Doze isolados, dos géneros Beauveria e Cordyceps,
foram selecionados para o bioensaio de patogenicidade e comparados com 0s
produtos comerciais Boveril®, Metarril® e Octane®. Dez ninfas de G. brimblecombei,
com ou sem conchas, foram colocadas por folha de Eucalyptus cortada e colocada
sobre gel hidrorretentor no interior de placas de Petri. Os isolados dos fungos foram
suspensos em solugdo com Tween 80 (0,1%) na concentracdo de 1,0 x 108
conidios/mL e pulverizados sobre as ninfas de G. brimblecombei. Cada repeti¢éo foi

avaliada diariamente, por sete dias, e 0s insetos mortos transferidos para camaras
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Umidas. Os valores de mortalidade foram corrigidos pela férmula de Schneider-Orelli's,
e submetidos a analise de variancia pelo teste F e suas médias comparadas pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05) com o software RStudio. A equagéo (r?) foi estimada por linha
de tendéncia polinomial ajustada, analisando graficamente o tempo letal para matar
80% da populacdo (TL80) de G. brimblecombei. A mortalidade de individuos desta
praga foi maior e a TL80 menor com os isolados LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12
e LCBPF 67 (C. fumosorosea), provenientes de Bemisia tabaci, com 95% e 3,5 dias,
respectivamente, trés dias apds aplicacdo dos mesmos. Fungos dos géneros
Beauveria e Cordyceps se desenvolveram sobre conchas de G. brimblecombei com
maior mortalidade de ninfas desse inseto com conchas pelos isolados LCBPF 15,
LCBPF 45, LCBPF 62 e pelos Boveril e Octane trés dias da aplicagéo dos tratamentos.
Os isolados de B. bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica e M.
anisopliae, obtidos de amostras de solo e de insetos em S&o Paulo e Parana, tem
potencial para o manejo de G. brimblecombei, com destaque para os LCBPF 11,
LCBPF 12 e LCBPF 63, provenientes de B. tabaci sendo esse o primeiro relato de
patogenicidade de C. cateniannulata e C. javanica para G. brimblecombei, e confirma
relatos de, normalmente, os isolados serem mais patogénicos para individuos da
mesma ordem daquela do qual foi isolado. A presenca da concha facilitou o
desenvolvimento de fungos entomopatogénicos, podendo servir como fonte de in6culo

e acelerando a mortalidade de ninfas de G. brimblecombei.

Palavras-chave: Beauveria bassiana. Bemisia tabaci. Controle bioloégico. Cordyceps

sp. Metarhizium sp. Eucalyptus.

ABSTRACT

The use of entomopathogenic fungi against exotic pests has been increasing in the
forestry sector. The biological control of the red gum lerp psyllid Glycaspis
brimblecombei Moore (Hemiptera: Aphalaridae), with the parasitoid Psyllaephagus
bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) and entomopathogenic fungi, especially
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, and the chemist with acetamiprid and
etophenproxy, are the main management strategies for this pest. The prospecting and
identification of entomopathogenic fungi isolates can complement the integrated pest
management. The objective of this work was to prospect and isolate

entomopathogenic fungi, naturally occurring in the soil with potential for the
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management of G. brimblecombei. The fungi were prospected from adults of Bemisia
tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) found in the field and from soil samples
from areas of eucalyptus, soybeans and native forest in the states of Sdo Paulo and
Parana, Brazil, using the “Bait Method” methodology, with larvae of Tenebrio molitor
Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), with evidence of contamination. Twelve
isolates, from the genera Beauveria and Cordyceps, were selected for the
pathogenicity bioassay and compared with the commercial products Boveril®,
Metarril® and Octane®. Ten nymphs of G. brimblecombeli, with or without shells, were
placed by a cut Eucalyptus leaf and placed on a hydroreetting gel inside Petri dishes.
The fungi isolates were suspended in solution with Tween 80 (0.1%) at a concentration
of 1.0 x 108 conidia / mL and sprayed on the nymphs of G. brimblecombei. Each
repetition was evaluated daily, for seven days, and the dead insects were transferred
to moist chambers. Mortality values were corrected by Schneider-Orelli's formula, and
subjected to analysis of variance by the F test and their means compared by the Scott-
Knott test (p<0.05) with the RStudio software. The equation (r?) was estimated by an
adjusted polynomial trend line, graphically analyzing the lethal time to kill 80% of the
population (TL80) of G. brimblecombei. The mortality of individuals of this pest was
higher and the TL80 lower with the isolates LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12 and
LCBPF 67 (C. fumosorosea), from Bemisia tabaci, with 95% and 3.5 days,
respectively, three days after application. Fungi of the genera Beauveria and
Cordyceps developed on lerps of G. brimblecombei with higher mortality of nymphs of
this insect with shells by the isolates LCBPF 15, LCBPF 45, LCBPF 62 and by Boveril
and Octane three days after the application of the treatments. The isolates of B.
bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica and M. anisopliae, obtained
from soil and insect samples in Sdo Paulo and Parana, have potential for the
management of G. brimblecombei, with emphasis on the LCBPF 11, LCBPF 12 and
LCBPF 63, from B. tabaci, this being the first report of pathogenicity of C.
cateniannulata and C. javanica for G. brimblecombei, and confirms reports that,
normally, the isolates are more pathogenic for individuals of the same order from which
it was isolated. The presence of the lerp facilitated the development of
entomopathogenic fungi, being able to serve as a source of inoculum and accelerating

the mortality of G. brimblecombei nymphs.
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1.1 INTRODUCAO

Fungos séo patdgenos de largo espectro, usados no manejo de pragas, com
vantagens sobre outros grupos de inimigos naturais, como forma de infeccéo oral,
traqueal ou pelo tegumento, grande variabilidade genética e a permanéncia no
ambiente (SHAH; PELL, 2003). A utilizacdo de fungos entomopatogénicos contra
pragas exoticas vem aumentando no setor florestal com estudos sobre epizootias e
produtos comerciais com resultados satisfatorios (DAL POGETTO et al., 2011a; DAL
POGETTO et al., 2011b; SOLIMAN et al., 2019, TEDESCO et al, 2020).

Facilidade de producéao, multiplicacéo, aplicacdo e dispersdao no campo em
condicbes ambientais adequadas sé&o vantagens de fungos entomopatogénicos
(MASCARIN; JARONSKI, 2016). O crescimento sobre a concha, composta por
secrecdo acucarada e com condicfes adequadas para o desenvolvimento, facilita o
uso de fungos entomopatogénicos no manejo do psilideo-de-concha G.
brimblecombei (DAL POGETTO et al., 2011b) e sua dispersdao no campo. Fungos
entomopatogénicos e inimigos naturais podem ser usados em conjunto ou
individualmente para reduzir impactos em organismos ndo-alvo (ZIMMERMANN,
2007a; ZIMMERMANN, 2007b; DOMINGUES et al., 2020).

O manejo integrado de pragas deve usar diferentes taticas de controle com
baixo impacto ambiental considerando as condicGes climaticas, idade do plantio,
niveis de infestacdo e proximidades de areas com restricdo no manejo de pragas. O
objetivo deste trabalho foi prospectar e selecionar isolados de fungos
entomopatogénicos, de ocorréncia natural no solo, e testar principios quimicos com

potencial para 0 manejo de G. brimblecombei.

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Local de estudo

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Controle Biol6gico de Pragas
Florestais (LCBPF) do Departamento de Protecdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas (FCA/UNESP), Campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, em sala e
incubadoras tipo BOD a temperatura de 25 £ 1°C, UR: 70 £ 10% e fotofase: 12h.
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1.2.2 Criagéo de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)

Glycaspis brimblecombei foi criado no LCBPF em sala com condi¢cbes
controladas de temperatura de 25 + 2 °C, 60 + 10% UR e fotoperiodo de 13 horas em
mudas de Eucalyptus camaldulensis e do clone 3025 (E. grandis x E. camaldulensis),
altamente suscetiveis a essa praga, (WILCKEN et al., 2010).

As mudas de eucalipto foram acondicionadas em gaiolas padréo (40 cm x 45
cm x 80 cm) em vasos de 1L ou em tubetes “jumbo” (WILCKEN et al., 2010). Um total
de 80 a 100 adultos de G. brimblecombei foi liberado por gaiola. As mudas da criagcado
foram trocadas a cada ciclo do inseto e irrigadas, diariamente, com o auxilio de uma
pisseta de 500 ml (WILCKEN, 2010).

1.2.3 Criacéo de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

O ciclo de Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae), presa mais
utilizada na criacdo de inimigos naturais como percevejos predadores, parasitoides
generalistas de pupas e para a prospeccao de fungos entomopatogénicos, é de trés
a quatro meses a 28°C. Esse inseto foi alimentado com farelo de trigo, previamente,
esterilizado e colocado até 2/3 da bandeja e trocado sempre que apresentasse
aspecto de po. Fatias de chuchu, cana ou batata foram utilizadas como complemento
alimentar e fonte de liquido A temperatura de criacéo foi de 28° + 1°C em local com
pouca luminosidade e baixa umidade relativa, favorecendo o desenvolvimento do
inseto (RIBEIRO et al., 2018). As caixas de criacao foram divididas em quatro grupos
com larvas pequenas, médias, pupas e adultos desse inseto, respectivamente. Essas
caixas foram verificadas, semanalmente, quando os insetos mortos foram removidos.
Larvas e pupas, de T. molitor, foram separadas com peneiras. Larvas meédias foram

selecionadas para o bioensaio de prospeccao de isolados entomopatogénicos.

1.2.4 Prospeccéo de isolados de fungos entomopatogénicos

Isolados entomopatogénicos foram prospectados em amostras de solo
coletadas em cultivos de eucalipto, soja e em mata nativa dos Estados de Parana e
Sao Paulo (Tabela 1). Fungos foram, também, isolados em adultos de B. tabaci

encontrados no campo com evidéncias de contaminacéo por esses microrganismos.
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Tabela 1 - Cultivos (Cult.) de eucalipto (EU), soja (SO) e mata nativa (MA),
municipios (Mun.), latitude, longitude e altitude (metros) dos pontos
amostrais de coleta de solo nos estados (Est.) de Séo Paulo (SP) e
Parana (PR), no ano de 2020

Cult. Mun., Est. Latitude Longitude Altitude
EU Agudos, SP 22°32'1-2"S 49°2'11-13" O 580-620
EU Botucatu, SP 22°48' 11,6-13,59"S 48° 25' 48,35-51,15" O 740-750
EU Cruzeiro do Sul, PR 23°1-2'0,2-60” S 52°07'42,6-44,8” W 450
SO Botucatu, SP 22°48-50' 31-51"S  48°25-26'5-43" 0O  740-804
MA Botucatu, SP 22°50' 15-31" S 48° 25-26' 26-35" O  721-808
MA Mandaguacu, PR 23°235,8-8,5"S 52°08'43,4-44,7"W 544

Fungos entomopatogénicos foram isolados com a metodologia “Bait Method”,
a partir de larvas de T. molitor (ZIMMERMANN, 1986) em dez amostras de solo por
area, coletado a 10 cm de profundidade em caminhamento em zig-zag na area
estudada e levadas, separadamente, em caixa térmica, em condicOes frias, para o
LCBPF.

As amostras de solo foram separadas em potes plasticos de 100 ml com furos
na tampa para aeracdo e umedecidas, se necessario, até a capacidade de campo
(UCC) de 40%, calculada com a formula: UCC= [(Massa de solo 100% umidade —
massa de solo seco) *40/100], dentro da camara de fluxo laminar com 10 repeticdes
(potes plasticos de 100 mL) por amostra. Cinco larvas de T. molitor foram colocadas
por pote, os quais foram armazenados em sala com temperatura de 25 £ 1°C, UR: 70
+ 10% e fotofase: 12 h, invertidos nos cinco primeiros dias, devido ao fototropismo
positivo das larvas de T. molitor para manter contato direto do inseto com o solo
(Figura 1). A mortalidade de larvas de T. molitor foi avaliada a partir dos cinco
primeiros dias, observando-se insetos com sinais ou sintomas de infec¢do por fungos.
As larvas de T. molitor, da prospeccao, e adultos de Bemisia tabaci, coletados em
campo, foram desinfestados e mantidos em camara Uumida (pote plastico com tampa
e um “rolete” de algodéao, previamente, autoclavado e umedecido com agua estéril),
até a esporulacdo do fungo, cujos micélios foram transferidos para meio nutritivo BDA

(batata-dextrose-agar) e, assim, iniciado seu isolamento.
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Figura 1l - Bioensaio de prospecc¢ao de fungos entomopatogénicos em
amostras de solo coletadas em cultivos florestais e de soja e em areas com

mata nativa nos estados de Parana e Sao Paulo, Brasil
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Os fungos foram cultivados em placas de Petri com meio de cultura BDA,
autoclavado a 121 °C e 1 atm por 20 minutos. Os micélios dos fungos foram
separados, apos sete dias de incubacao em camara tipo BOD em trés placas de Petri
por inseto morto, para identificacdo morfolégica e molecular dos mesmos. Os fungos
foram preservados em discos em glicerina 10% em refrigerador.

1.2.5 ldentificacdo dos isolados
Os isolados foram identificados em nivel de género por analise morfologica e

de espécie por analise molecular.
1.2.5.1 Caracterizacédo morfologica

Os isolados foram semeados em meio BDA e seus géneros determinados a
partir de chaves de identificacdo (DOMSCH et al., 1980; SAMSON et al., 1988)

baseado na morfologia dos mesmos.

1.2.5.2 Identificagcdo molecular

O DNA genbmico dos fungos foi extraido do material raspado do meio de
cultura em placas de Petri, com 100 ul de Chelex 10% e 10 ul de proteinase K (20
mg/ml) incubadas em bloco térmico por 100°C a 5 minutos. A reagdo de PCR, para

amplificacdo da regido ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, foi realizada em um volume total de
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50 pL utilizando tampéo da Taq DNA polimerase 1X, 1,5 mM de MgClI2; 0,4 uM de
cada primer ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), 0,2 mM de dNTPs, e 0,2 U de Taq DNA polimerase
e 25ng de DNA. Essa amplificacdo foi conduzida em termociclador programado para
uma desnaturacao inicial de 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturacéao
95°C por 30s; anelamento a 62°C por 1min; extensdo a 72 °C por 2 min e extensao
final a 72°C por 5 min (XIONG et al, 2013). Os produtos das extracdes de DNA e das
reagoes de PCR (50 pL) foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% e
sob luz UV e fotodocumentador e aqueles de amplificacdo purificados por beads
magnéticas e encaminhadas para IBTEC, UNESP/Botucatu para sequenciamento de
Sanger.

1.2.6 Viabilidade dos isolados

A viabilidade dos isolados foi avaliada em 19 tratamentos compostos por doze
isolados, trés micoinseticidas comerciais e respectivas cepas, e testemunha (Tabelas
2 e 3). O numero de conidios viaveis dos fungos, com potencial para infectar as ninfas
de G. brimblecombei, foi determinado em teste de viabilidade dos mesmos apés 14
dias de cultivo a 25 °C em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Apés este periodo, 0s
conidios foram suspensos em Tween 80 a 0,05%, na diluicdo de 1x108 conidios.mL™.
A porcentagem de viabilidade dos conidios por isolado foi calculada a partir da
contagem dos mesmos com tubo germinativo, 18 horas ap0s em camara de
Neubauer. Os isolados com viabilidade acima de 90% foram utilizados no bioensaio
(WRAIGHT et al., 2007).
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Tabela 2 - Produtos comerciais (PC) e cepas de Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e Cordyceps fumosorosea utilizados no ensaio de
viabilidade dos conidios e mortalidade de Glycaspis brimblecombei

(Hemiptera: Aphalaridae)

PC e cepas Principio ativo
Boveril® WP PL63* Beauveria bassiana
PL63 Beauveria bassiana
Metarril® WP E9* Metarhizium anisopliae
E9 Metarhizium anisopliae
Octane®* Cordyceps fumosorosea
ESALQ-1296 Cordyceps fumosorosea
Testemunha -

*Fabricante: Koppert do Brasil Holding Ltda.

1.2.7 Patogenicidade dos isolados a Glycaspis brimblecombei (Hemiptera:
Aphalaridae)

A patogenicidade dos isolados dos fungos a G. brimblecombei foi avaliada em
19 tratamentos, doze isolados e trés micoinseticidas comerciais e respectivas cepas
(Tabelas 2 e 3). O material usado no bioensaio foi obtido de raspagem superficial do
meio de cultura para a retirada dos conidios de col6nias de fungos desenvolvidas por
14 dias no meio BDA, inclusive para os micoinseticidas comerciais. O material foi
suspenso em Tween 80 (0,1%) e os conidios calibrados para a concentracdo de 1,0
x 108 conidios/mL em hemocitdmetro com o auxilio de microscépio dptico. Um total de
125 pL da suspensao de conidios foi pulverizado com o auxilio de um aerografo
DB134K (Fenghua Bida Machinery Manufacture Co., China) montado no topo de um
tubo de cilindro de acrilico, com 25 cm de distancia na pressao de trabalho de 10 PSI,
sobre ninfas de G. brimblecombei com ou sem conchas (Figura 2). A testemunha teve,
apenas, Tween 80 (0,1%). O equipamento foi lavado com alcool 70% e agua destilada

autoclavada entre cada aplicacéo.
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Figura 2 - Aplicacéo da suspensédo de conidios em ninfas de Glycaspis

brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) com ou sem conchas usando

aerografo

Dez ninfas de G. brimblecombei foram utilizadas por repeticdo em placa de
Petri (90 x 15mm) com um total de 10 repeticdes. Um pedaco de, aproximadamente,
cinco cm? foi retirado por folha do clone 433 (E. urophylla var. platyphylla) e colocada

sobre gel hidrorretentor por repeticdo reduzindo a perda de turgescéncia e evitando a

fuga de G. brimblecombei (Figura 3).



29

Figura 3 - Bioensaio de patogenicidade dos isolados de fungos sobre

Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)

Os isolados foram aplicados nos insetos em placas de Petri mantidas em
incubadoras tipo BOD a temperatura de 25,0 + 1,0 °C, umidade relativa de 83,0 + 2,0%
e fotoperiodo de 12 h. Cada repeticdo (uma placa de Petri) foi avaliada, diariamente,
durante sete dias e os insetos mortos contados e transferidos para camaras Umidas
para estimular o desenvolvimento do fungo e comprovar a mortalidade do inseto. Os
valores da mortalidade foram corrigidos pela férmula de Schneider-Orelli's
(PUNTENER; ZAHNER, 1981) e submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) com o software RStudio. A
equacao (r?) foi estimada por linha de tendéncia polinomial ajustada, analisando

graficamente o tempo letal para matar 80% da populacéo (TL80) de G. brimblecombei.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Isolamento e identificacdo de isolados entomopatogénicos

Os fungos, apos a identificacdo morfolégica preliminar, foram agrupados nos
géneros Aspergillus, Beauveria, Cordyceps, Fusarium, Metarhizium, Paecilomyces,
Penicillium, Pestalotiopsis e Purpureocillium. Sessenta e trés fungos foram
identificados e codificados de LCBPFO1 a LCBPF63. Isolados dos géneros Beauveria,
Cordyceps e Metarhizium foram selecionados para identificagdo molecular, sendo

identificados doze isolados (Tabela 3).
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Tabela 3 - Codigo de identificacdo molecular (Cédigo), espécies, hospedeiros
(Hosp.), cultura (Cul.), local de coleta (L), cobertura (Cobert.),
identidade (ldent.) e codigo de acesso GenBank (CA) dos isolados
de fungos entomopatogénicos, dos géneros Cordyceps (C.) e
Beauveria (B.) coletados nas culturas (Cul.) de soja (SO), tomate (TO)
e eucalipto (EU) em mata nativa (MN) em Botucatu (B), Sdo Paulo e
Mandaguacu (M) e Cruzeiro do Sul (C), Paran4, Brasil

Cdbdigo Espécies Hosp. Cul. L Cobert. Ident. CA
LCBPF 11 C. javanica B.tabaci SO B 100% 100% MW138089
LCBPF 12 C.fumosorosea B.tabaci TO B 100% 92% MW138059
LCBPF 15 B. bassiana T. molitor MA B 100% 100% MW136142
LCBPF 17 C. cateniannulata T.molitor MA B 100% 100% MW131688
LCBPF 19 B. bassiana T. molitor MA B 100% 100% MW136269
LCBPF 20 B. bassiana T. molitor MA° B 100% 100% MW131666
LCBPF 23 B. bassiana T. molitor MA B 100% 100% MW136377
LCBPF 45 B. bassiana T. molitor MA B 100% 100% MW131724
LCBPF 46 B. bassiana T. molitor MA° B 100% 99% MW136263
LCBPF 61  Beauveria sp. T. molitor MA M 100% 99% MW133785
LCBPF 62 B. bassiana T.molitor EU C 99% 100% MW133783
LCBPF 63 C. fumosorosea B.tabaci SO B 100% 100% MW137998

1.3.2 Viabilidade dos conidios

A viabilidade dos conidios dos isolados utilizados no bioensaio de

patogenicidade a G. brimblecombei foi maior que 93% (Tabela 4).
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Tabela 4 - Viabilidade (%) de conidios dos isolados cultivados em meio BDA e
utilizados no bioensaio de patogenicidade a Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)

Isolado Espécie Viabilidade (%)
LCBPF 11 Cordyceps javanica 97,63+0,65
LCBPF 12 Cordyceps fumosorosea 98,65+0,51
LCBPF 15 Beauveria bassiana 95,77+1,48
LCBPF 17 Cordyceps cateniannulata  95,61+3,06
LCBPF 19 Beauveria bassiana 95,35+1,06
LCBPF 20 Beauveria bassiana 98,88+0,77
LCBPF 23 Beauveria bassiana 96,43+0,57
LCBPF 45 Beauveria bassiana 93,81+0,15
LCBPF 46 Beauveria bassiana 95,82+0,42
LCBPF 61 Beauveria sp. 93,60+1,20
LCBPF 62 Beauveria bassiana 94,70+0,72
LCBPF 63 Cordyceps fumosorosea 99,04+0,13

E9 Metarhizium anisopliae 99,14+0,07
ESALQ 1296 Cordyceps fumosorosea 98,36+0,12

PL63 Beauveria bassiana 94,79+1,48

Metarril Metarhizium anisopliae 99,16+0,17

Octane Cordyceps fumosorosea 98,34+0,31

Boveril Beauveria bassiana 94,75+0,78

1.3.3 Patogenicidade dos isolados ao psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei

(Hemiptera: Aphalaridae)

A mortalidade corrigida de ninfas de G. brimblecombei, sete dias apos a
aplicacao de todos os fungos foi maior que 80% (Figuras 4, 5, 6 e 7).

A mortalidade de G. brimblecombei foi maior e a TL80 desse inseto menor com
os isolados LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12 e LCBPF 67 (C. fumosorosea),
provenientes de B. tabaci, com 95% e TL80 de 3,5 dias, com ou sem concha, trés dias
apos a aplicacdo desses fungos (Tabela 5 e 6, Figura 5).

As espécies Beauveria bassiana e Cordyceps fumosorosea se desenvolveram
sobre a concha de G. brimblecombei (Figura 8) e a presenca dos isolados LCBPF 15,
LCBPF 45, LCBPF 62, Boveril e Octane sobre a mesma acelerou a mortalidade de

ninfas, desse inseto, apds trés dias da aplicacdo dos tratamentos (Figuras 4, 6 e 8).
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Tabela 5 - Niamero médio de ninfas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera:
Aphalaridae), sem (S/) ou com (C/) conchas mortas pela aplicacao
dos diferentes isolados de fungos entomopatogénicos em dias na
testemunha e nos isolados de fungos

Média de ninfas mortas

Médias seguidas de mesma letra maiuscula, por linha, ou mindscula, por coluna, nao

Tratamentos S/ C/ S/ C/
1 DAA* 3 DAA
Testemunha 0,2+0,1A 0,00,0 0,6+0,3Aa 2,0+0,5Aa
LCBPF 11 0,0+0,0 0,0+0,0 9,4+0,4Ad 9,6+0,2Ac
LCBPF 12 0,0+0,0 0,0+0,0 10,0+0,0Ad 10,0+0,0Ac
LCBPF 15 0,0+0,0 0,0+0,0 4,0+1,2Ab 8,6+0,7Bbc
LCBPF 17 0,0+0,0 0,0+0,0 5,8+0,7Ab 6,4+0,7Ab
LCBPF 19 0,0+0,0 0,0+0,0 5,2+1,2Ab 7,4+0,6Ab
LCBPF 20 0,0+0,0 0,0+0,0 6,2+0,7Abc  8,0+0,6ABbc
LCBPF 23 0,0+0,0 0,0+0,0 8,0+0,7Acd 9,0+0,4Ac
LCBPF 45 0,0+0,0 0,0+0,0 6,2+0,7Abc 8,6+0,5ABC
LCBPF 46 0,0+0,0 0,2+0,1Aa 4,0+1,1Bb 6,2+0,9Bb
LCBPF 61 0,0+0,0 0,2+0,1Aa 5,4+0,4Bb 7,8+0,8BCbc
LCBPF 62 0,0+0,0 0,0+0,0 6,4+0,8Abc 9,0+0,4Bc
LCBPF 63 0,0+0,0 0,0+0,0 9,6+0,3Ad 10,0+0,0Ac
E9 0,0+0,0 0,6+0,4Aa 4,2+2 6ABab 8,6+1,4BCbc
Esalq 0,0+0,0 0,6+0,3Aa 8,0+0,2Bcd 9,2+0,3Bc
PI163 0,0+0,0 0,0+0,0 4,84+0,4Ab 8,2+0,6Bbc
Boveril 0,0+0,0 0,0+0,0 2,0+1,1Aa 8,6+0,5Bbc
Metarril 0,0+0,0 0,0+0,0 4,6+1,1Ab 6,4+0,9Ab
Octane 0,00,0 0,00,0 6,4+1,6Abc 4,2+1,7Aab
5 DAA 7 DAA
Testemunha 1,8+0,3Aa 3,0+0,4ABa 3,5+0,4Ba 5,0+0,4Ba
LCBPF 11 10,0+0,0Ac 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab
LCBPF 12 10,0+0,0Ac 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab
LCBPF 15 9,4+0,3Bc 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 17 9,8+0,1Bc 9,8+0,6Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 19 10,0+0,0Bc 9,6+0,1Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 20 9,2+0,3Bc 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 23 10,0+0,0Ac 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab
LCBPF 45 8,0+0,9ABcC 10,0+0,0Bb 9,2+0,3Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 46 9,4+0,2Cc 10,0+0,0Cb 10,0+0,0Cb 10,0+0,0Cb
LCBPF 61 9,84+0,1Cc 9,2+0,7Cb 10,0+0,0Cb 10,0+0,0Cb
LCBPF 62 9,840,1Bc 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
LCBPF 63 10,0+0,0Ac 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab 10,0+0,0Ab
E9 9,0+0,3Cc 9,6+0,3Cb 10,0+0,0Cb 10,0+0,0Cb
Esalq 9,840,1Bc 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
P163 9,4+0,3Bc 9,8+0,1Bb 10,0+0,0Bb 10,0+0,0Bb
Boveril 7,4+0,4Bb 9,8+0,1Bb 9,4+0,3Bb 9,8+0,1Bb
Metarril 9,2+0,3Bc 9,2+0,3Bb 10,0+0,0Bb 9,8+0,1Bb
Octane 9,6+0,3Bc 9,6+0,2Bb 9,8+0,1Bb 10,0+0,0Bb

diferem pelo teste de Teste de Scott-Knott (p < 0,05).
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Mortalidade corrigida acumulada (%) de ninfas de Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) sem (S/) ou com (C/)
concha com os diferentes isolados de fungos entomopatogénicos
corrigidos com base na mortalidade na testemunha e apé6s a

aplicacdo dos mesmos

Mortalidade (%)

Tratamentos S/ C/ S/ C/
1 DAA* 3 DAA
LCBPF 11 0,00+0,00 0,00+0,00 93,64+4,24Ad 94,91+1,73Ad
LCBPF 12 0,00+0,00 0,00+0,00 100+0,00Ad 100+0,00Ad
LCBPF 15 0,00+0,00 0,00+0,00 40,05+12,08Ab 82,20+6,93Bd
LCBPF 17 0,00+0,00 0,00+0,00 55,49+6,85Abc 65,13+6,08Ac
LCBPF 19 0,00+0,00 0,00+0,00  47,79+12,33Abc 66,95+5,74Ac
LCBPF 20 0,00+0,00 0,00+0,00 59,7349,69Abc 74,58+8,94Acd
LCBPF 23 0,00+0,00 0,00+0,00 78,80+6,71Acd 87,29+4,47Ad
LCBPF 45 0,00+0,00 0,00+0,00 58,77+7,08Ac 82,20+5,29Ad
LCBPF 46 0,00+0,00 2,00+1,41Aa 36,94+10,55Bb 51,24+9,53Bb
LCBPF 61 0,00+0,00 1,18+0,83Aa 51,25+4,79Bb 60,07+6,82Bbc
LCBPF 62 0,00+0,00 0,00+0,00 61,85+7,93Ac 87,29+4,47Bd
LCBPF 63 0,00+0,00 0,00+0,00 95,76+2,83Ad 100+0,00Ad
E9 0,00+0,00 5,00+3,54Aa 27,94+8,08Bab 68,86+8,28BCc
ESALQ1296 0,00+0,00 4,56+2,76Aa 78,80+2,24Bcd 89,83+3,46Bd
PI63 0,00+0,00 0,00+0,00 44,89+4,12Bb 58,38+7,79Bbc
Boveril 0,00+0,00 0,00+0,00 15,22+10,95Aa 70,89+8,88Bc
Metarril 0,00+0,00 0,00+0,00 42,77+10,86Ab 54,24+9,38Ab
Octane 0,00+0,00 0,00+0,00  27,37+10,60Aab  63,50+14,93Bc
5 DAA 7 DAA
LCBPF 11 100+0,00Ab 100+0,00Ab 100+0,00Aa 100+0,00Aa
LCBPF 12 100+0,00Ab 100+0,00Ab 100+0,00Aa 100+0,00Aa
LCBPF 15  90,63+3,31Bb 100+0,00Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
LCBPF 17  97,55+1,41Bb  94,65+1,28Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
LCBPF 19 100+0,00Bb 94,12+1,41Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
LCBPF 20 97,55+2,00Bb 100+0,00Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
LCBPF 23 100+0,00Ab 100+0,00Ab 100+0,00Aa 100+0,00Aa
LCBPF 45 75,48+9,22Aba  100+0,00Cb 82,40+5,66Ca  100+0,00Ca
LCBPF 46  92,64+1,73Chb 100+0,00Chb 100+0,00Ca 100+0,00Ca
LCBPF 61 97,55+1,41Cb  94,12+1,41Cb 100+0,00Ca 100+0,00Ca
LCBPF 62  97,55+1,41Bb 100+0,00Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
LCBPF 63 100+0,00Ab 100+0,00Ab 100+0,00Aa 100+0,00Aa
E9 87,74+3,16Cb  72,85+4,35Ca 100+0,00Ca 100+0,00Ca
ESALQ1296 97,95+1,18Bb 100+0,00Bb 100+0,00Ba 100+0,00Ba
PI63 92,64+2,83Cb  96,53+0,83Chb 100+0,00Ca 100+0,00Ca
Boveril 68,12+4,24Ba  89,59+1,55Cb  86,80+2,83Ca 92,30+1,09Ca
Metarril 90,194+2,65Bb  90,47+3,46Bb 100+0,00Ba  90,50+1,41Ba
Octane 95,10+42,83Cb  88,23+1,73Cb  95,60+1,41Ca  100+0,00Ca
Médias seguidas de mesma letra maiuscula, por linha, ou minascula, por coluna, ndo

diferem pelo teste de Teste de Scott-Knott (p < 0,05). *DAA: Dias apds aplicagao.
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Figura 4 - Mortalidade corrigida acumulada de ninfas de Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae) com (C/) ou sem (S/) concha, ao longo
dos dias ap0s a aplicacdo dos isolados de Beauveria sp., LCBPF 15, LCBPF 19,

LCBPF 20, LCBPF 23, LCBPF 45, LCBPF 46, LCBPF 61 e LCBPF 62, com linha
de tendéncia e simulagéo gréafica da TL estimada (tempo letal) capaz de
provocar 80% de mortalidade
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Figura 5 - Mortalidade corrigida acumulada das ninfas de Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae), com (C/) ou sem (S/) concha, ao
longo dos dias apés a aplicacéo dos isolados de Cordyceps sp., LCBPF 11,
LCBPF 12, LCBPF 17 e LCBPF 63, com linha de tendéncia e simulacéo gréfica
da TL estimada (tempo letal) capaz de provocar 80% de mortalidade
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Figura 6 - Mortalidade corrigida acumulada das ninfas de Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae), com (C/) e sem (S/) concha, ao longo
dos dias ap0s a aplicacdo dos produtos comerciais, Boveril®, Metarril® e
Octane®, e respectivas cepas, PL63, E9 e ESALQ1296, com linha de tendéncia
e simulacao grafica da TL estimada (tempo letal) capaz de provocar 80% de

mortalidade
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Figura 7 - Ninfas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)
infectadas por Beauveria bassiana (A), Cordyceps cateniannulata (B),
Cordyceps fumosorosea (C), Cordyceps javanica (D) e Metarhizium anisopliae
(E); Ninfa sadia (F)
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Figura 8 - Crescimento de Beauveria bassiana (A) e Cordyceps fumosorosea
(B) sobre conchas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae);
concha sem o crescimento de fungos (C)

1.4. DISCUSSAO

A identificacdo dos géneros Aspergillus, Beauveria, Cordyceps, Fusarium,
Metarhizium, Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis e Purpureocillium, engloba
fungos oportunistas, nematoéfagos, fitopatdogenos, endofiticos e entomopatogénicos,
gue ocorrem, naturalmente, no Brasil (ROCHA; LUZ, 2011; CORALLO et al., 2019;
MUSSI-DIAS, et al., 2020). O potencial entomopatogénico de Fusarium, Paecilomyces
e Purpureocillium tem sido demonstrado, mas algumas espécies desse género
infectam, apenas, individuos imunossuprimidos, causando hialohifomicose (ANTAS et
al., 2012; RAGHAVAN et al., 2018; TUPAKI-SREEPURNA; KINDO, 2018). Espécies
dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium produzem micotoxinas patogénicas a

saude humana (MENDONCA et al., 2009), as de Pestalotiopsis, comumente, como
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patégenos  vegetais, algumas podendo infectar Eucalyptus spp.
(MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014; MORALES-RODRIGUEZ et al., 2019). A
selecdo dos isolados dos géneros Beauveria, Cordyceps e Metarhizium para
identificacdo molecular se deve ao fato de terem menores riscos a saude humana e
maior potencial entomopatogénico (ZIMMERMANN, 2007a; ZIMMERMANN, 2007b,
ZIMMERMANN, 2008; CHEN et al., 2020).

A alta viabilidade dos conidios dos isolados é semelhante a observada para B.
bassiana, C. javanica e M. anisopliae, acima de 92% (BAJA et al., 2020; CORALLO
et al., 2021; MEMBANG et al.,, 2021), e indica que esses isolados podem ser
disseminados e serem eficientes como micoinseticidas (ABATE et al., 2021).

A alta mortalidade de ninfas de G. brimblecombei apos sete dias da aplicacéo
dos isolados dos fungos B. bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica
e M. anisopliae indica potencial dos mesmos para 0 manejo desse inseto, como
observado para o uso de B. bassiana e M. anisopliae, com mortalidade de G.
brimblecombei, acima de 90% (DAL POGETTO et al., 2011b), de B. tabaci apés a
aplicacdo de B. bassiana, Cordyceps sp. e M. anisopliae (SANI et al.,, 2020;
BOAVENTURA et al., 2021); Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae)
apos inoculacéo de C. cateniannulata (ZHOU et al., 2020) e de larvas de Duponchelia
fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae) inoculadas com C. javanica (BAJA et al.,
2020). A patogenicidade, desses fungos, se deve a producdo de mudltiplas
micotoxinas, como bassianolida e beauvericina por C. fumosorosea e B. bassiana e
destruxina por M. anisopliae (GARCIA et al., 2020. QASIM et al., 2020; SABBOUR et
al., 2020).

Os melhores resultados dos isolados LCBPF 11 (C. javanica), LCBPF 12 e
LCBPF 67 (C. fumosorosea) podem estar relacionados a sua origem, ambos
provenientes de B. tabaci da ordem Hemiptera, a mesma de G. brimblecombei. Isto é
semelhante ao observado para B. tabaci com isolados de Cordyceps sp. provenientes
de adultos desse inseto (SHAH et al, 2020; BOAVENTURA et al., 2021) e de isolados
de B. bassiana e M. anisopliae obtidos de Carabus nemoralis Mueller (Coleoptera:
Carabidae) contra Sitophilus granarius Linnaeus (Coleoptera: Curculionidae) (BATTA,
2018). O controle de Hedypathes betulinus Klug (Coleoptera: Cerambycidae) foi
melhor com um isolado obtido dessa espécie, 100% de mortalidade e de 2,1% e 31,1%

daqueles de hospedeiros da ordem Lepidoptera (LEITE et al., 2011), indicando alto
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nivel de patogenicidade de fungos para insetos da mesma ordem das quais foram
isolados (XU et al., 1988).

O desenvolvimento dos isolados dos géneros Beauveria e Cordyceps sobre as
conchas de G. brimblecombei, com comportamento semelhante ao de fungos
saprofitas, como a fumagina (Capnodium sp.) (JERE et al, 2020) e
entomopatogénicos, B. bassiana, M. anisopliae e L. longisporum (DAL POGETTO,
2011a) esté relacionado com a composi¢ao da concha, formada por monossacarideo
frutose e amido (FAAST et al., 2020). Isto indica que sua presenca pode facilitar o
desenvolvimento de fungos entomopatogénicos em condi¢cdes adequadas, como
fonte de in6culo. A maior velocidade de mortalidade das ninfas com concha apés trés
dias da aplicacdo dos isolados LCBPF 15, LCBPF 45, LCBPF 62, Boveril e Octane,
pode estar relacionada ao crescimento dos mesmos sobre a concha, semelhante a
associacao do crescimento de fungos sapréfitas (FLORIS et al., 2020) e a mortalidade

de ninfas de G. brimblecombei, aumentando a umidade no interior da concha.
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MORTALIDADE DE Glycaspis brimblecombei (HEMIPTERA: APHALARIDAE) E
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RESUMO

O controle quimico é uma das principais ferramentas dos programas de manejo de
pragas. O manejo do psilideo-de-concha Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Aphalaridae), se destaca com o controle bioloégico através do parasitoide
Psyllaephagus bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) e fungos entomopatogénicos,
e 0 quimico com os acetamiprido e etofenproxi. O conhecimento da seletividade de
guimicos a inimigos naturais serve como base para 0 manejo integrado de pragas. O
objetivo deste trabalho foi testar principios quimicos ativos com potencial para o
manejo de G. brimblecombei. Para avaliar a mortalidade de G. brimblecombei e
viabilidade de P. bliteus a inseticidas quimicos os acetamiprido (50 e 100 g/ha),
espinetoram (200 e 400 g/ha), etofenproxi (300 e 600 ml/ha), sulfoxaflor (200 e 400
ml/ha) e sulfoxaflor + lambda-cialotrina (150 e 300 ml/ha), além da testemunha, foram
pulverizados sobre mudas de eucalipto infestadas com G. brimblecombei e
parasitadas por P. bliteus em casa-de-vegetacdo. As conchas vazias e 0s insetos
vivos ou mortos foram contados um dia antes (avaliacdo prévia) e apos dois, quatro,
seis, oito, 10, 12 e 14 dias da aplicacdo dos produtos, quando ninfas de G.
brimblecombei, parasitadas por P. bliteus, foram, também, separadas para avaliacao
da viabilidade do parasitoide. Os valores de mortalidade foram corrigidos pela formula
de Henderson-Tilton, e submetidos a analise de variancia pelo teste F e suas médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott e de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-
se o software RStudio. A equacdao (r?) foi estimada por linha de tendéncia polinomial
ajustada, analisando graficamente o tempo letal para matar 80% da populacéo (TL80)

de G. brimblecombei. O percentual de redugcdo da viabilidade de P. bliteus foi
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calculado para classificar os produtos de acordo com as normas da International
Organization for Biological Control (IOBC). A mortalidade de G. brimblecombei foi
maior e com menor TL80 aos dois dias ap0s a pulverizacdo com os principios ativos
sulfoxaflor + lambda-cialotrina. A mortalidade com os acetamiprido, sulfoxaflor e com
sulfoxaflor + lambda-cialotrina foi maior que 80%, ap0s seis dias da aplicacdo das
mesmas, e préxima a 100%, apods 14 dias. Os espinetoram, na dose de 200 g/ha, e 0
sulfoxaflor + lambda-cialotrina, na de 300 ml/ha, foram levemente nocivos e os demais
principios ativos e formulagcbes in6cuos ao parasitoide P. bliteus. Os principios
guimicos ativos acetamiprido, sulfoxaflor e sulfoxaflor + lambda-cialotrina tem
potencial para o manejo de G. brimblecombei, com destaque para sulfoxaflor +
lambda-cialotrina. Os principios quimicos ativos acetamiprido, etofenproxi e sulfoxaflor
séo inécuos, e espinetoram e sulfoxaflor + lambda-cialotrina levemente nocivos a
viabilidade de P. bliteus.

Palavras-chave: Acetamiprido. Controle quimico. Inseticidas. Seletividade.

Sulfoxaflor. Eucalyptus.

ABSTRACT

Chemical control is one of the main tools of pest management programs. The
management of the red gum lerp psyllid Glycaspis brimblecombei Moore (Hemiptera:
Aphalaridae), stands out with biological control through the parasitoid Psyllaephagus
bliteus Riek (Hymenoptera: Encyrtidae) and entomopathogenic fungi, and the chemical
with acetamiprid and etophenproxy. Knowledge of the selectivity of chemicals to
natural enemies serves as a basis for integrated pest management. The objective of
this work was to test active chemical principles with potential for the management of
G. brimblecombei. To assess the mortality of G. brimblecombei and the viability of P.
bliteus to chemical insecticides, acetamiprid (50 and 100 g/ha), espinetoram (200 and
400 g/ha), etophenproxy (300 and 600 ml/ha), sulfoxaflor (200 and 400 ml/ha) and
sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin (150 and 300 ml/ha), in addition to the control, were
sprayed on eucalyptus seedlings infested with G. brimblecombei and parasitized by P.
bliteus in the greenhouse. Empty lerps and live or dead insects were counted one day
before (prior evaluation) and two, four, six, eight, 10, 12 and 14 days after application
of the products, when G. brimblecombei nymphs, parasitized by P. bliteus, were also
separated to evaluate the parasitoid viability. Mortality values were corrected by the

Henderson-Tilton formula, and subjected to analysis of variance by the F test and their
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means compared by the Scott-Knott and Tukey tests at 5% probability, using the
RStudio software. The equation (r?) was estimated by an adjusted polynomial trend
line, graphically analyzing the lethal time to kill 80% of the population (TL80) of G.
brimblecombei. The percentage of reduction in the viability of P. bliteus was calculated
to classify the products according to the standards of the International Organization for
Biological Control (IOBC). The mortality of G. brimblecombei was higher and with lower
TL80 at two days after spraying with the active ingredients sulfoxaflor + lambda-
cyhalothrin. Mortality with acetamiprid, sulfoxaflor and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin
was greater than 80%, after six days of application, and close to 100%, after 14 days.
Espinetoram, at a dose of 200 g/ha, and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin, at a dose of
300 ml/ha, were slightly harmful and the other active ingredients and formulations
harmless to the parasitoid P. bliteus. The active chemical principles acetamiprid,
sulfoxaflor and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin have potential for the management of
G. brimblecombei, with emphasis on sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin. The active
chemical principles acetamipride, etophenproxy and sulfoxaflor are harmless, and

spinox and sulfoxaflor + lambda-cyhalothrin slightly harmful to the viability of P. bliteus.

Key words: Acetamiprid. Chemical control. Insecticides. Selectivity. Sulfoxaflor.

Eucalyptus.

2.1. INTRODUCAO

O controle quimico reduz popula¢gdes de organismos considerados pragas, por
causarem danos a bens de consumo ou patriménios humanos ou risco a saude
(PAPINI et al., 2014). Inseticidas podem matar ovos, larvas ou adultos (BATISTA
NETO, etal., 2011; BIBBS et al., 2021) e o controle quimico é o método mais utilizado
por pequenos, meédios e grandes produtores com acao rapida e eficiente, facil
utilizacdo e retorno econémico (PAPINI et al., 2014).

O controle quimico € uma das principais ferramentas dos programas de manejo
de pragas, porém o0 uso incorreto, pode causar o desenvolvimento de populacfes
resistentes de insetos, surgimento de novas pragas e ressurgéncia de outras com
efeitos prejudiciais ao homem e outros animais, ao ambiente, além de elevar custos
(PIMENTEL et al., 2006). Principios quimicos ativos podem causar efeitos deletérios
em organismos nao-alvo e comprometer o controle biolégico natural ou aplicado

(BUENO et al., 2017). Isto aumenta a importancia de se desenvolver alternativas que
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minimizem os efeitos adversos dos inseticidas sintéticos sobre o meio ambiente
(PARRA, 2002). O conhecimento da seletividade de quimicos a inimigos naturais
serve como base para a escolha e utilizagdo de produtos letais para pragas, e com
baixo impacto aos seus inimigos naturais, sendo mais uma tatica de manejo (RAKES,
et al., 2021).

Acetamiprido e etofenproxi foram registrados para o controle de Glycaspis
brimblecombei, e juntamente com espinetoram, sulfoxaflor e sulfoxaflor + lambda-
cialotrina, estdo disponiveis no mercado para o controle de Diaphorina citri
(Hemiptera: Liviidae) (AGROFIT, 2021) e podem ser de interesse no manejo do
psilideo-de-concha. A interacdo desses compostos com inimigos naturais favorece o
manejo integrado da praga. O objetivo foi avaliar a mortalidade de G. brimblecombei
e a viabilidade do parasitoide Psyllaephagus bliteus, apds exposicdo a diferentes

inseticidas quimicos.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1. Infestacéo das mudas

Cento e dez mudas do clone hibrido 3025 (Eucalyptus grandis x E.
camaldulensis) com altura de 50 cm foram separadas e podadas, visando sua
brotacdo. Essas mudas foram infestadas com G. brimblecombei e o parasitismo, de
ninfas desse inseto, realizado por P. bliteus em casa de vegetacéo a partir da coleta
de ramos infestados com ninfas dessa praga parasitadas ou nao, os quais foram
acondicionados em recipientes com agua e dispersos na casa de vegetacdo com as
mudas. Estas mudas foram irrigadas, manualmente, e os ramos infestados mantidos

por 10 dias, visando a infestacdo das mesmas (Figura 1).
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Figura 1 - Infestacdo das mudas do clone hibrido 3025 (Eucalyptus grandis x
camaldulensis) (A) e aquelas infestadas (B) por Glycaspis brimblecombei
(Hemiptera: Aphalaridae) em casa de vegetacao
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2.2.2 Bioensaio preliminar

A mortalidade de G. brimblecombei e a viabilidade de P. bliteus (Hymenoptera:

Encyrtidae), devidas aos inseticidas, foram avaliadas em 11 tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1 - Ingrediente ativo (IA), grupo quimico (GQ), produto comercial (PC),
doses e formulacdes (Form.) granulada dispersivel (GD) e suspenséo
concentrada (SC) dos inseticidas para avaliar a mortalidade de
Glycaspis brimblecombei e viabilidade de Psyllaephagus bliteus
(Hymenoptera: Encyrtidae)

1A GQ PC Doses Form.
Acetamiprido Neonicotinoide Mospilan® 50e 100g/ha  GD
Espinetoram Espinosinas  Delegate® 200 e 400 g/ha GD
Etofenproxi Eter difenilico  Trebon® 300 e 600 mi/ha SC
Sulfoxaflor Sulfoxaminas  Closer® 200 e 400 ml/ha SC
Sulfoxaflor + Lambda- Sulfoxaminas
Expedition® 150 e 300 ml/ha SC
cialotrina + piretroide
Testemunha - - -

A aplicacado foi realizada em simulador estacionario de barra com ponta XR
11001 (Teejet), presséao de 1,9 bar e deslocamento de 7,5 km/h, com volume de calda
de 50 L/ha (Figura 2).
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Figura 2 - Preparacao das caldas inseticidas para aplicacdo no simulador de
barra estacionaria (A), aplicacdo dos tratamentos com o simulador de barra

estacionéria (B) e cobertura de aplicacédo dos produtos (C)
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O numero de repeticdes foi de dez (cada uma com uma muda infestada) e as
avaliacOes realizadas um dia antes (numero de folhas e conchas) e aos dois, quatro,
seis, oito e 10 dias ap0s a aplicacdo dos produtos, quando os nimeros de conchas
vazias e 0s insetos vivos ou mortos foram contados em 12 folhas por repeticéo (trés
do ponteiro, trés do terco médio e trés da parte inferior das mudas) (Figura 3). Os
valores da mortalidade acumulada foram corrigidos com o nimero de ninfas vivas nos
tratamentos em relagéo ao tratamento testemunha (HENDERSON; TILTON, 1955) e
submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05) com o software RStudio.

Figura 3 - Avaliacao de ninfas vivas (A) e mortas (B); exuvia (C) de Glycaspis
brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)

2.2.3 Efeito de inseticidas quimicos em ninfas de Glycaspis brimblecombei
(Hemiptera: Aphalaridae)

A mortalidade de G. brimblecombei foi avaliada em 11 tratamentos (Tabela 1),

com os inseticidas recebendo o adjuvante Silwet L-77 na dose de 0,03% v/v. Cento e
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dez mudas do clone hibrido 433 (Eucalyptus urophylla var. platyphilla) com altura,
aproximada, de 50 cm foram separadas e podadas, visando sua brotagdo. O nimero
de conchas/planta de G. brimblecombei foi avaliado aos 15 dias da infestagéo das
mudas e a aplicacdo dos tratamentos (Tabela 1). Essa aplicacdo foi realizada em
simulador estacionério de barra com ponta XR 11001 (Teejet), pressao de 2,5 bar,
deslocamento de 4,32 km/h e volume de calda de 100 L/ha.

Dez repeticbes (uma muda infestada cada) foram utilizadas e as avaliacdes
realizadas um dia antes (contagem do numero de folhas e conchas), e aos dois,
quatro, seis, oito, 10, 12 e 14 dias apos a aplicacdo dos produtos, com 0 mesmo
método de avaliacdo do primeiro experimento. Os valores da mortalidade acumulada
foram corrigidos com o nuamero de ninfas vivas nos tratamentos em relacdo ao
tratamento testemunha (HENDERSON; TILTON, 1955) e submetidos a analise de
variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) com
o software RStudio.

2.2.4. Viabilidade do parasitoide Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae)

com os diferentes principios ativos

Dez repeticbes (uma muda infestada cada) foram utilizadas e as avaliacdes
realizadas um dia antes (numero de folhas e conchas e taxa de parasitismo) [Taxa de
parasitismo = MUmias (parasitadas + vazias) / ninfas (sadias + parasitadas) * 100], e
aos dois, quatro, seis, oito e 10 dias apos a aplicacdo dos produtos em 12 folhas por
repeticdo (trés do ponteiro, trés do terco médio e trés da parte inferior das mudas)
guando as ninfas de G. brimblecombei parasitadas por P. bliteus foram separadas e
acondicionadas em placas de Petri em condi¢des ideais para a emergéncia desse
parasitoide (Temp.: 25 £ 1°C, UR: 70 £ 10 % e fotofase: 12 h).

O percentual de reducédo na viabilidade do parasitoide (%E) foi calculado com
a equacao:. %E= (100 - porcentagem média geral do tratamento com
inseticida/porcentagem média geral do tratamento testemunha) x 100) para classificar
os produtos de acordo com as normas da IOBC: classe 1- in6cuo (E<30%); classe 2—
levemente nocivo (30<E<79%); classe 3— moderadamente nocivo (80<E<99%); classe
4— nocivo (E>99%) (HASSAN, 1992). O delineamento foi inteiramente casualizado, os
dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de

Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o software R Studio.



55

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Bioensaio preliminar

A mortalidade de G. brimblecombei foi baixa (<70%), mas com melhores
resultados com os acetamiprido e sulfoxaflor, nas maiores doses, e o sulfoxaflor +
lambda-cialotrina, em ambas as doses apds 10 dias da pulverizacdo (Tabela2 e 3 e

Figura 4).

Tabela 2 - NUumero médio de ninfas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera:
Aphalaridae) mortas por folha (média £ EP) com os principios ativos
(PA) acetamiprido (Ac.), (Et.),
(Su.) e sulfoxaflortlambda-cialotrina (Su.+lc) em

espinetoram (Es.), etofenproxi
sulfoxaflor
diferentes doses (D), por dia ap0s a pulverizagdo dos tratamentos

(Temp.: 25 + 1°C, UR: 70 £ 10 % e fotofase: 12 h)

Média de ninfas mortas

PAC D o 4 DAA 6 DAA 8 DAA 10 DAA
Test. - 0,04:%002Aa  0,04:°%Aa  0,04:007Aa  0,08:%%Aa  0,16%°%5Aa
ne 50 0.129%Aa 017%%Aa  0,33%%Aa  0,37Aa  0,58"%Aab
100 0,27:0%Aa 0,58:°%Aab 0,58:%15Aab  0,62:02%Aab  1,15:°2°Ab
oo 200 038:1%Aa 058:%1%Aab 0,92°°ABbc 0,95'%Bab  1,00:'Bb
400 0,25%1%Aa  0,54:%2Aa 0,69:°11ABb  0,83:°27Bab  1,06:%18Bb
c, 300 019%Aa 037:1%Aa  0,42°%%Aa  057*%Aab 0,79*%Aab
600 0,213003Aa 0,42:915Aabh  0,50:°%%Aab 0,50:°2°ABab 0,87*°1°Bab
o, 200 0040%Aa 012:°Aa  0,12%Aa  0,21%Aa  025°7Aa
400 0,0419%Aa 0,12:0%Aa  0,42:014Aa  0,43%°15Aa  1,06t019Bb
oysjc 150 050%01%Aa  0,58%0%Aab 0,87:%ABbc 1,25%%BCh  292:%Cc
300 1,21307Ab  1,58%062Ac  2,06tL0IABc  2,75%027BCc  3,29%042BCc

Médias seguidas de mesma letra mailscula por linha ou minascula por coluna néao

diferem pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05). * DAA: Dias apoés aplicacao.
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Tabela 3 - Mortalidade acumulada de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera:
Aphalaridae) (média + EP) com os principios ativos (PA)
acetamiprido (Ac.), espinetoram (Es.), etofenproxi (Et.), sulfoxaflor
(Su.) e sulfoxaflor+tlambda-cialotrina (Su.+lc) em diferentes doses
(D), por dia ap06s a pulverizacdo dos tratamentos (Temp.: 25 + 1°C,
UR: 70 £ 10 % e fotofase: 12 h)

Mortalidade acumulada (%)

PA D 2 DAA* 4 DAA 6 DAA 8 DAA 10 DAA

50 13,84*2Aab 14,05*21Aa 14,90*1Aab 15,00*°Aa 15,95%*8.7Aab
100 8,07*3°Aa 10,09*5%Aab  14,67*64Aa 15,91*52ABab 29,20*:°Babc
200 8,04*0Aa 8,14**8Aabc 17,04*50ABa 17,45*-°Bab 19,59%64Bb
400 0,10*33Aa 2,34*35Aa 7,56%36A 20,52*2Bab  26,51*"“Bab
300 4,53*139Aab 9,12%68Aah 15,93*6ABa 18,53*%8Bab  20,49*:°Bab
600 4,27*%5Aa 8,53**7ABab 10,73*>3AB 14,06*’*ABab 20,52*%2Bab
sy 200 0,00%0.0 2,39%3.9Ag 4,79*3 67 6,80*>%Aa 9,08*3Aa
" 400 0,25*17Aa 0,45*19Aa 5,62%24A 7,98*25Aa  26,20*8"Babc
Su. 150 8,39*"°Aa 11,66*%8ABbc 23,22%69Aa 43,00%*%3BCb 50,21*19Cabc
+lc 300 35,79*"4Ab 38,97*83Ac  39,53*86ABb 41,14*%1Ab 62,92*10.8Bc

Ac.

Es.

Et.

Médias seguidas de mesma letra maiuscula por linha ou mindscula por coluna nao

diferem pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05). * DAA: Dias apoés aplicacao.
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Figura 4 - Mortalidade acumulada corrigida de Glycaspis brimblecombei

(Hemiptera: Aphalaridae), por dia ap6s a pulverizagdo dos inseticidas, com

linha de tendéncia e simulacao grafica da TL estimada (tempo letal) capaz de
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2.3.2 Mortalidade de ninfas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)
com 0s principios ativos

A mortalidade de G. brimblecombei foi maior aos dois dias apds a pulverizacao

com os principios ativos sulfoxaflor + lambda-cialotrina, nas doses de 150 e 300 ml/ha
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gue nos demais inseticidas, com 43,83 e 52,7%, respectivamente, com menor TL80,

na maior dose, 4,9 dias, seguido da menor dose, com 6 dias (Tabela 5 e Figura 5).

A mortalidade, com os acetamiprido, a 100g/ha, sulfoxaflor a 400mi/ha e com o
sulfoxaflor + lambda-cialotrina, em ambas doses, foi maior que 80%, apods seis dias
da aplicacdo das mesmas, e préxima a 100% com os principios ativos acetamiprido e
sulfoxaflor + lambda-cialotrina, em ambas doses, e o sulfoxaflor, na maior dose, apés

14 dias ap0s pulverizacdo das mesmas (Tabela 4 e 5 e Figura 5).

Tabela 4 - Média de ninfas de Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Aphalaridae)
(média + EP) mortas por folha, pelos principios ativos (PA)
acetamiprido (Ac.), espinetoram (Es.), etofenproxi (Et.), sulfoxaflor
(Su.) e sulfoxaflor+lambda-cialotrina (Su.+Ic) em diferentes doses (D)

por dia apos a pulverizacdo dos mesmos

Média ninfas mortas

PA D 2 DAA* 4 DAA 6 DAA 8 DAA
Test. - 0,1+0,1Aa 0,1+0,1Aa 0,1+0,1Aa 0,1+0,1Aa
Ac 50 0,4+0,3Aa 0,6+1,1Aa 1,1+0,4Bb 2,3+0,2Bb
~ 100 0,7+0,3Aa 2,3+0,5Bb 2,7+0,5Bc 3,5+0,6Bc
Es 200 0,2+0,1Aa 0,6+0,3ABa 0,7+0,2ABa 0,7+0,2ABa
" 400 0,4+0,1Aa 0,6+0,2Aa 0,8+0,3ABab 1,2+0,3ABb
Et 300 0,1+0,1Aa 0,5+0,8Aa 1,0+0,4Bb 1,1+0,1Bb
" 600 0,4+0,3Aa 1,1+0,5ABb 1,1+0,5ABb 1,3+0,5Bb
Sy 200 0,1+0,1Aa 0,7+0,3ABa 1,6+0,5Bbc 2,2+0,2BCb
" 400 0,2+0,1Aa  0,8%0,2ABab 2,4+0,4Bc 2,7+0,5BCbc
Su. 150 2,1+0,5Ab 2,3+0,4Ac 2,4+0,5Abc 2,6+0,5Abc
+lc 300 2,5+0,5Ab 3,8+1,1Bc 6,0+0,3Cd 6,5+0,4Cd
10 DAA 12 DAA 14 DAA
Test. - 0,2+0,1Aa 0,2+0,1Aa 0,2+0,1Aa
Ac 50 2,5+0,5Bbc 3,3+2,3BCc 5,2+1,3Cd
~ 100 6,0+0,9Cd 6,2+1,0Cd 6,5+0,8Cd
Es 200 1,1+0,3ABb 1,2+0,3Bb 1,4+0,3Bb
" 400 1,4+1,9ABb 1,5+0,2Bb 1,8+0,2Bbc
Et 300 1,4+1,1Bb 1,4+0,2Bb 1,8+0,3Bbc
" 600 2,0+1,2BCbc 2,1+0,2Cbc 2,2+0,2Cbc
sy 200 2,3+1,3Chbc 2,5+0,5Chbc 2,6+0,3Cc
© 400 3,1+1,9Cc 5,9+0,8Dd 6,1+0,5Dd
Su. 150 6,1+0,3Bd 6,1+0,4Bd 6,2+0,6Bd
+lc 300 6,6+0,5Cd 6,6+0,6Cd 6,8+0,3Cd

Médias seguidas por mesma letra maidscula, por linha, ou mindscula, por coluna, nao

diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05). *DAA: Dias apos aplicagao.
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Tabela 5 - Mortalidade acumulada corrigida de Glycaspis brimblecombei
(Hemiptera: Aphalaridae) (média = EP) pelos principios ativos (PA)
acetamiprido (Ac.), espinetoram (Es.), etofenproxi (Et.), sulfoxaflor
(Su.) e sulfoxaflor+lambda-cialotrina (Su.+lc) em diferentes doses

(D) por dia ap6s a pulverizagdo dos mesmos

i 0,
PA D Mortalidade acumulada (%)

2 DAA* 4 DAA 6 DAA 8 DAA

Ac. 50 6,38+3,38Aab 28,19+3,55Bab 38,90+5,32BCa 57,45+5,34CDab
100 23,49+6,87Ab  55,17+1,77Bc  86,40+4,82Cb  89,32+6,01Cc

Es. 200 12,36+4,17Aab 17,04+6,54Aa 33,78+6,98ABa 35,42+5,01Ba
400 13,91+5,33Aab 21,23+6,51Aab 36,21+6,52ABa 55,78+3,94Ba

et 300 1,25+0,80Aa 18,11+5,53ABab 33,53+6,01BCa 34,63+3,34Ca
600 6,48+3,25Aab 25,08+6,05Aab 34,40+6,01Ba  48,48+3,29Ca

su. 200 0,92+0,73Aa 19,31+5,81Aab 49,75+6,55Ba 70,53+7,96Cbc
400 4,26+1,58Aa 41,39+4,26Bbc 86,57+5,48Cb  88,32+6,60Cc

Su. +le 150 43,83+6,07Ac 56,72+6,54Acd 81,20+6,66Bb  93,29+4,98Bc
300 52,70+3,87Ac 70,09+1,16Bd 97,50+1,52Cb  97,73+2,50Cc

14 DAA
92,27+3,93Ec

10 DAA
50 78,99+8,58DEc

12 DAA
79,21+6,31DEb

Ac. 100 100,00+0,00Cd 100,00+0,00Cc 100,00+0,00Cc
Es. 200 35,65+5,27Ba 36,40+5,03Aba 43,38+5,74ABa
400 56,28+5,94Bab 56,37+4,72Bab 56,93+5,71Bab

Et 300 34,75+6,10Ba 35,66+3,77BCa 40,58+7,73ABa
600 50,43+6,21Cab 52,63+6,56BCab 55,58+0,05BCab

Su. 200 72,10+7,33BCbc 73,45+7,34BChb 75,00+6,87BChb
400 88,75+6,92Ccd 100,00+0,00Cc 100,00+0,00Cc

Su. +lc 150 100,00+0,00Bd 100,00+0,00Bc 100,00+0,00Bc
300 100,00+0,00Cd 100,00+0,00Cc 100,00+0,00Cc

Médias seguidas por mesma letra mailscula, por linha, ou mindscula, por coluna, ndo

diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (p < 0,05). *DAA: Dias apos aplicagao.






Figura 5 - Mortalidade acumulada corrigida de Glycaspis brimblecombei
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2.3.3 Viabilidade do parasitoide Psyllaephagus bliteus (Hymenoptera: Encyrtidae)

apos aplicacado dos principios ativos

As taxas de parasitismo por P. bliteus foi de 35% nas mudas infestadas por G.
brimblecombei. A viabilidade por P. bliteus foi semelhante com os diferentes
inseticidas, mas a classificacdo IOBC indicou os principios ativos espinetoram, na
dose de 200g/ha, e sulfoxaflor + lambda-cialotrina, na de 300ml/ha, como levemente
nocivos e 0s demais como inécuos a viabilidade desse parasitoide (Tabela 6).

Tabela 6 - Viabilidade (%) e razdo sexual (média + EP) de Psyllaephagus bliteus
(Hymenoptera: Encyrtidae) em ninfas de Glycaspis brimblecombei
(Hemiptera: Aphalaridae) ap6s a aplicacado de diferentes inseticidas e
doses (Temp.: 25 £ 1°C, UR: 70 £ 10 % e fotofase: 12 h)

Principio ativo Doses Viabilidade %E! C2 Razao sexual
Testemunha - 59,82+13,55a 0,00 1 0,56+0,07a
. 50g/ha 58,06+10,22a 2,96 1 0,47+0,16a
Acetamiprido
100g/ha 60,72+9,92a 0,00 1 0,41+0,13a
. 200g/ha 41,79+6,95a 30,16 2 0,59+0,16a
Espinetoram
400g/ha 44 07+9,52a 26,34 1 0,66+0,09a
. 300 mi/ha  48,57+10,96a 18,82 1 0,37+0,13a
Etofenproxi
600 ml/lha  45,20+7,15a 24,45 1 0,36+0,16a
200 ml/lha  62,50+11,02a 0,00 1 0,59+0,06a
Sulfoxaflor
400 ml/ha 78,89+13,19a 0,00 1 0,52+0,10a
Sulfoxaflor+Lambda- 150 ml/lha  64,33+8.62a 0,00 1 0,55%0,12a

cialotrina 300 mllha  39,52+7,76a 33,94 2 0,63+0,10a
Médias seguidas de mesma letra minuscula por coluna néo diferem pelo teste de

Tukey (p < 0,05). * %E: Reducgéao na viabilidade do parasitoide. 2 C= Classe 1 - inGcuo
(E < 30%), classe 2 - levemente nocivo (30% < E < 79%), classe 3 - moderadamente

nocivo (80% < E < 99%)), classe 4 - nocivo (E > 99%).
2.4. DISCUSSAO

A baixa mortalidade no bioensaio preliminar esta relacionada com a falta de
adjuvante na calda inseticida, semelhante ao observado para Euschistus heros
Fabricius (Hemiptera: Pentatomidae), com e sem a adicdo de Assist, Break ThruS240
e TA35 adjuvantes ao tiametoxam + lambda-cialotrina (MURARO et al., 2020), devido

menores valores de tensao superficial e angulo de contato nas folhas, maior cobertura
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e melhora nas propriedades fisico-quimicas e na qualidade da aplicagdo (MELO et al.,
2019), e indica que a adi¢do de adjuvantes possui uma eficiéncia maior quanto ao
inseticida aplicado sozinho. Os melhores resultados com os acetamiprido, sulfoxaflor
e o sulfoxaflor + lambda-cialotrina apos 10 dias da pulverizagéo, indicam um potencial
no manejo de G. brimblecombei, semelhante a aplicacdo de inseticidas sem adi¢cao
de adjuvantes para Lycorma delicatula White (Hemiptera: Fulgoridae) (LEACH, 2021).
O aumento da mortalidade do segundo bioensaio se deve também ao aumento no
volume de calda, e diminuicdo da velocidade e pressao, resultando em uma maior
cobertura de aplicacéo (SIEGEL et al., 2019).

A maior mortalidade, apés dois dias da pulverizacao, e menor tempo letal com
sulfoxaflor + lambda-cialotrina, semelhante ao relatado para Plutella xylostella
Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae) e Brevicoryne brassicae Linnaeus (Hemiptera:
Aphididae) apo0s exposicdo a lambda-cialotrina (OGBONNA et al.,, 2021), esta
relacionado com o modo de agéo dos piretroides que mantém os canais de sodio das
membranas dos neurbnios abertos, levando a despolarizagdo da membrana e
disturbios sinapticos (ZHU et al., 2020; PIECHOWICZ et al., 2021). Outro fator é o
efeito sinérgico na mistura dos principios quimicos ativos, como observado para
imidacloprido + lambda-cialotrina no controle de Myzus persicae Sulzer (Homoptera:
Aphididae) (GRAILY-MORADI, et al., 2021), e indica um potencial da mistura de

sulfoxaflor + lambda-cialotrina no manejo de G. brimblecombei.

A maior mortalidade com acetamiprido, sulfoxaflor e sulfoxaflor + lambda-
cialotrina, apoés seis e 14 dias, semelhante a aplicacédo de sulfoxaflor e acetamiprido
sobre Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Lividae) (RAJ BOINA et al., 2009; BRAR
et al., 2017) e Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) (DARWISH et al.,
2021), se deve ao modo de acdo dos inseticidas, onde acetamiprido atua como
agonistas dos receptores nicotinicos da acetilcolina (SONG et al., 2021) e sulfoxaflor
como antagonista (SPARKS et al., 2013), e indica eficacia no manejo de insetos que
se alimentam de seiva (BABCOCK et al., 2011).

A taxa de parasitismo por P. bliteus nas mudas infestadas por G. brimblecombei
foi semelhante ao observado no campo em areas com a liberacdo do parasitoide
(FERREIRA FILHO et al., 2015; CUELLO et al., 2021). A nao interferéncia dos

acetamiprido, etofenproxi e sulfoxaflor na viabilidade de P. bliteus, semelhante ao
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observado para sulfoxaflor na viabilidade de ovos de Chrysoperla carnea (Neuroptera:
Chrysopidae) e Orius insidiosus (Hemiptera: Anthocoridae) (BARBOSA et al., 2017),
e a baixa nocividade de espinetoram e sulfoxaflor + lambda-cialotrina, pode estar
relacionada com a protecdo da concha e da ninfa de G. brimblecombei parasitada
(DAANE et al., 2005) evitando o contato direto dos inseticidas sobre P. bliteus, e indica

gue os inseticidas tem impacto reduzido na viabilidade do parasitoide.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os isolados de B. bassiana, C. cateniannulata, C. fumosorosea, C. javanica e
M. anisopliae, obtidos de amostras de solo e adultos de B. tabaci de Sao Paulo e
Parana, sdo de ocorréncia natural com potencial para o0 manejo de G. brimblecombei,
especialmente os LCBPF 11, 12 e 63, provenientes de B. tabaci, sendo esse o
primeiro relato de patogenicidade de C. cateniannulata e C. javanica para G.
brimblecombei.

A patogenicidade de isolados flngicos, obtidos de insetos de mesma ordem, é
maior, facilitando a infeccao e morte desses organismos. A presenca da concha de G.
brimblecombei, em condi¢cbes adequadas de temperatura e umidade relativa, facilitou
o desenvolvimento de fungos entomopatogénicos, podendo servir como fonte de
in6culo e acelerando a mortalidade de ninfas desse inseto.

Os principios quimicos ativos acetamiprido, sulfoxaflor e sulfoxaflor + lambda-
cialotrina tem potencial para o0 manejo de G. brimblecombei, com destaque para
sulfoxaflor + lambda-cialotrina.

Os principios quimicos ativos acetamiprido, etofenproxi e sulfoxaflor séao
inbcuos, e espinetoram e sulfoxaflor + lambda-cialotrina levemente nocivos a
viabilidade de P. bliteus.
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