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RESUMO

As lagartas Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens sdo pragas em varias culturas
agricolas, entre elas a soja, ocasionando perdas de até 100%. Dessa forma, 0 manejo
integrado com agroquimicos e fungos podera garantir uma melhor resposta no campo,
além da reducéo do agroquimico e consequentemente, 0s impactos ocasionados por estes.
No entanto, existe uma deficiéncia de estudos em relacdo a compatibilidade de
agroguimicos com fungos entomopatogénicos quando utilizados juntos no manejo
integrado de pragas. Diante do exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a
especificidade e a capacidade bioinseticida de B. bassiana (URM2915) e B. brongniartii
(URMG6504) sob o efeito de agroquimicos em A. gemmatalis e C. includens, in vitro. Para
analise do efeito dos trés agroquimicos sobre o crescimento vegetativo e esporulacao de
Beauveria spp. foi utilizado meio &gar-Sabouraud-dextrose contendo os agroquimicos e
antibiético. Foi realizado um ensaio com trés repeticdes. Observou-se reducdo do
crescimento vegetativo de B. brongniartii na presenga do fipronil (1,30%), malathion
(1,30%) e diazinon (0,80%), mas ndo comprometeu significativamente a conidiogénese
e viabilidade dos conidios. J& B. bassiana apresentou inibi¢do do crescimento na presenca
do malathion (0,60%), fipronil (1,20%) e Diazinon (0,20%). Porém, apenas o malathion
garantiu uma reducdo na conidiogénese (3,50%) e viabilidade dos conidios (53,13%),
comprovando a incompatibilidade dessa espécie com esse agroquimico. Para o teste da
especificidade e viruléncia de B. bassiana e B. brongniartii na presenca e na auséncia dos
agroquimicos com A. gemmatalis e C. includens (estagios L2-L3) foi utilizada uma
concentragio de 1,0 x 108 conidios/mL™. Foi realizado um experimento com trés
repeticOes, totalizando 60 lagartas para cada tratamento. Na auséncia dos agroquimicos,
B. bassiana e B. brongniartii foram patogénicas as lagartas A. gemmatalis e C. includens
com uma taxa de mortalidade total de 99,9% para A. gemmatalis e para C. includens de
80,3% e 90,6%, respectivamente, com um TLso entre 6 e 7 dias, respectivamente. Na
presenca dos agroquimicos, B. bassiana evidenciou uma taxa de letalidade total para A.
gemmatalis de 99,9%. A mortalidade confirmada s6 foi evidenciada apenas para o grupo
contendo fipronil de 20,9% e um TLso de 12,1 dias. J& para C. includens a letalidade total
foi de 90,3%, 80,6% e 70,0%, mortalidade confirmada de 75,1%, 70,3% e 30,3% e TLso
de 6,9, 12 e 7,0 dias para os grupos contendo fipronil, malathion e diazinon,
respectivamente. Para B. brongniartii, a taxa de letalidade total para A. gemmatalis foi de
99,9%, mortalidade confrmada foi de 95,9%, 85,0% e 97,0% e TLso de 7,0dias para 0s
grupos contendo fipronil, malathion e diazinon, respectivamente. Para C. includens a
letalidade total foi de 99,3%, 95,6% e 70,4%, mortalidade confirmada de 95,1%, 92,3%
e 70,3% e TLso de 6,7, 5,0 e 7,0 dias para os grupos contendo fipronil, malathion e
diazinon, respectivamente. As proteases fazem parte da viruléncia de Beauveria spp. Foi
testada atividade proteolitica e B. brongniartii e de B. bassiana apresentaram atividade
proteolitica positiva em meio minimo agar-leite contendo na sua composi¢do os trés
agroguimicos.Os resultados mostram a especificidade de B. bassiana e B. brongniartii
com A. gemmatalis e C. includens e a possibilidade de usar esses fungos no manejo
integrado de pragas na presenca do fipronil, diazinon e malathion.

Palavras-chave: Lepidoptera, controle bioldgico, pragas, agroquimicos.



ABSTRACT

The caterpillars Anticarsia gemmatalis and Chrysodeixis includens are pests in several
crops, including soybeans, causing losses of up to 100%. In this way, integrated
management with agrochemicals and fungi can guarantee a better response in the field,
in addition to reducing the use of agrochemicals and, consequently, the impacts caused
by them. However, there is a lack of studies regarding the compatibility of agrochemicals
with entomopathogenic fungi when used together in integrated pest management. Given
the above, the present study aims to evaluate the specificity and bioinsecticide capacity
of B. bassiana (URM2915) and B. brongniartii (URMG6504) under the effect of
agrochemicals on A. gemmatalis and C. includens, in vitro. For the analysis of the effect
of the three agrochemicals on the vegetative growth and sporulation of Beauveria spp.
Sabouraud-dextrose agar medium containing agrochemicals and antibiotics was used. An
assay with three replications was performed. A reduction in the vegetative growth of B.
brongniartii was observed in the presence of fipronil (1.30%), malathion (1.30%) and
diazinon (0.80%), but it did not significantly compromise conidiogenesis and conidial
viability. B. bassiana showed growth inhibition in the presence of malathion (0.60%),
fipronil (1.20%) and diazinon (0.20%). However, only malathion guaranteed a reduction
in conidiogenesis (3.50%) and conidial viability (53.13%), proving the incompatibility of
this species with this agrochemical. For testing the specificity and virulence of B.
bassiana and B. brongniartii in the presence and absence of agrochemicals with A.
gemmatalis and C. includens (stages L2-L3), a concentration of 1.0 x 108 conidia/mL*
was used. An experiment was carried out with three repetitions, totaling 60 caterpillars
for each treatment. In the absence of agrochemicals, B. bassiana and B. brongniartii were
pathogenic to the caterpillars A. gemmatalis and C. includens with a total mortality rate
of 99.9% for A. gemmatalis and for C. includens of 80.3% and 90 .6%, respectively, with
a TLso between 6 and 7 days, respectively. In the presence of agrochemicals, B. bassiana
showed a total lethality rate for A. gemmatalis of 99.9%. Confirmed mortality was only
evidenced for the group containing 20.9% fipronil and a TL50 of 12.1 days. For C.
includens, the total lethality was 90.3%, 80.6% and 70.0%, confirmed mortality was
75.1%, 70.3% and 30.3% and TLso was 6.9, 12 and 7.0 days for the groups containing
fipronil, malathion and diazinon, respectively. For B. brongniartii, the total lethality rate
for A. gemmatalis was 99.9%, confirmed mortality was 95.9%, 85.0% and 97.0% and
TLso of 7.0 days for the fipronil-containing groups , malathion and diazinon, respectively.
For C. includens the total lethality was 99.3%, 95.6% and 70.4%, confirmed mortality
was 95.1%, 92.3% and 70.3% and TLso was 6.7, 5, 0 and 7.0 days for groups containing
fipronil, malathion and diazinon, respectively. Proteases are part of the virulence of
Beauveria spp. Proteolytic activity was tested and B. brongniartii and B. bassiana showed
positive proteolytic activity in milk-agar minimal medium containing the three
agrochemicals in its composition. The results show the specificity of B. bassiana and B.
brongniartii with A. gemmatalis and C. includens and the possibility of using these fungi
in integrated pest management in the presence of fipronil, diazinon and malathion.

Keywords: Lepidoptera, biological control, pests, agrochemicals.
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1. INTRODUCAO

As lagartas de Anticarsia gemmatalis e Chysodeixes includens sdo pragas
encontradas frequentemente nas lavouras de sojas por toda Ameérica do Sul, durante todo
ano. Ambas as especies possuem um ciclo de reproducdo semelhantes. As mariposas
depositam seus ovos nas plantas, os quais posteriormente se transformam em lagartas
(SOSA-GOMEZ et al., 2014).

Durante esse processo do desenvolvimento até a fase adulta, as lagartas se
alimentam das folhas das plantacdes e esse consumo interfere no crescimento das folhas,
tendo uma reducgdo da sua produtividade e rendimento, e quando essas infestacdes
acometem producdes de commodities como é o caso da soja no Brasil, consequentemente,
os danos afetam diretamente a economia de todo mundo (BEL et al., 2017; CASTRO et
al., 2019).

O controle dessas lagartas normalmente é realizado com o uso de agroquimicos,
essa metodologia se mostra eficiente ao ser aplicada. Os agroquimicos fipronil, malathion
e diazinon sdo os mais utilizados no controle de diversas pragas, incluindo a cultura da
soja (BENZINA et al., 2018). No entanto, 0 uso constante e os cuidados inadequados,
acarretaram 0 aumento da resisténcia por parte desses insetos-praga, ocasionando um
desequilibrio ecoldgico e afetando a salde humana e de outros organismos considerados
benéficos para o ecossistema, a exemplo as abelhas. Sendo assim, surge a necessidade de
buscar medidas de manejo eficazes, com custos mais baratos e com maior eficiéncia como
o controle bioldgico (KANG et al., 2018; RUIU, 2018).

O manejo com controle biol6gico tem se mostrado eficiente quando usados
sozinhos ou integrados com agroquimicos. Os agentes de origem biolégica quando
aplicados nas lavouras conseguem regular os insetos-praga através de seus mecanismos
de acdo (SCORSETTI et al., 2018). Todavia, algumas condicGes favoraveis do ambiente
como: temperatura, umidade e radiacdo solar sdo importantes para efetivacdo do
mecanismo de acao desses agentes bioldgicos.

Os micro-organismos empregados nesse manejo utilizam seus processos naturais
como fator de viruléncia reduzindo as populacBes de insetos-pragas. Essa relagdo de
parasitismo quando mantida permite trazer beneficios ndo prejudiciais ao ecossistema,
pois tem o seu efeito mais prolongado quando comparado ao controle quimico, com
custos menores quando implantados e a resisténcia as essas pragas na realidade ficam
nulas (BARRA-BUCAREI et al., 2019).
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Dentre os micro-organismos aplicados no controle biol6gico, os fungos
entomopatogénicos a exemplo de Beauveria spp. sdo bastante utilizados no combate de
diversos artrépodes. Eles séo bem distribuidos na natureza e eficientes ecologicamente.
Esses fungos entomopatogénicos produzem propagulos assexuais, chamados de conidios.
Os conidios aderem a cuticula dos insetos, posteriormente formando um tubo germinativo
e penetram os hospedeiros desencadeando respostas imunoldgicas e desenvolvendo o
processo patoldgico. Também serdo produzidos alguns metabdlitos secundarios que
trazem prejuizo apenas para o patdgeno, mantendo assim, o equilibrio populacional no
habitat natural (LOVETT; ST. LEGER, 2017; KEYHANI, 2018; AMOBONYE et al.,
2020; CONCEICAO et al., 2020).

Esses fungos filamentosos trazem alternativas sustentaveis ao combate de insetos-
praga utilizando a prépria natureza, pelo uso de patdgenos naturais, garantindo menos
desgastes ecoldgicos e a saude humana. Por outro lado, a acdo de produtos fitossanitarios
sobre entomopatdgenos pode variar desde a inibi¢do do crescimento vegetativo do fungo,
conidiogénese, até a ocorréncia de mutacdes genéticas, alterando a viruléncia fungica
(ALVES, 1998). Ao se considerar a estratégia do controle associado, deve-se atentar para
os possiveis efeitos fungitdxicos de agroquimicos a serem utilizados. Todavia, existe uma
deficiéncia de estudos em relacédo a especificidade, patogenicidade e efeitos fungitdxicos
dos agroquimicos usados no manejo integrado de pragas A. gemmatalis e C. includens.
Devido ao potencial dessas espécies fingicas no uso do controle biolégico, esse trabalho
teve como objetivo avaliar a especificidade e a acédo bioinseticida de Beauveria spp. sob
o efeito de agroquimicos em insetos-praga in vitro.

20



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.Aspectos bioecoldgicos de Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens e seus

impactos na agricultura

2.1.1. Anticarsia gemmatalis Lepidoptera: Noctuidae

Anticarsia gemmatalis popularmente conhecida como lagarta-da-soja €
considerada uma das principais pragas que acometem a cultura da soja, causando grandes
prejuizos econdmicos a esta atividade agricola (CASTRO et al., 2021). Essa praga é
conhecida por consumir as folhas durante o seu periodo larval, desfolhando as plantagdes
e possibilitando a perda de 100 % das suas folhas. Consequentemente, diminuindo a sua
produgédo, aumentando os danos econdmicos, assim como, dificuldades no seu controle,
visto que, estdo adquirindo cada vez mais resisténcia aos inseticidas sintéticos usados para
0 combate a essa cultura (SOUZA et al., 2019).

A lagarta-da-soja, alimenta-se de leguminosas e preferencialmente por lavouras
de sojas, justificando-se pdr a grande abundancia e frequéncia com que essa cultura é
encontrada, e sua alta taxa de producdo em varios paises (MARINHO-PRADO et al.,
2018). No entanto, A. gemmatalis, pode ser encontrada comprometendo outras
plantacdes, como em lavouras de feijdes da terra, algodoeiros, trigos, arroz, begonia,
quiabo, entre muitas outras, mas preferencialmente irdo ser encontradas acometendo a
soja (PILON et al., 2013).

A gemmatalis é tipicamente encontrada em regides de climas tropicais e
subtropicais, possuem caracteristicas comuns das mais de 157.000 espécies de insetos
existentes nessas ordens (MAGALHAES et al., 2020). Sdo insetos fitofagos,
caracterizados como holometabolos, ou seja, sofrem metamorfose completa durante o seu
desenvolvimento, desde a sua fase larval até a sua formagdo como mariposa. Durante a
sua fase de mariposa é comum que as espécies encontradas nessa ordem estejam com suas
asas cobertas por escamas, no entanto, durante o periodo de fase larval por volta do sexto
instar que esses insetos-praga irdo consumir um maior numero de folhas, limitando
durante essa fase a garantia de producéo sustentavel das lavouras, ocasionando prejuizos
econdmicos (BUSS et al., 2022; VICENCO et al., 2021).

O ciclo bioldgico da lagarta-da-soja dura em torno de 30 a 40 dias (Figura 1),
dependendo das condi¢des ambientais encontradas (ROBERTA RIBEIRO COURA,
2017).
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Figura 1. Ciclo de desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis.
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Fonte: EMBRAPA, (2016).

Inicia-se com o acasalamento e depdsitos dos ovos pelas mariposas, durante o
periodo noturno, esta fase adulta reprodutiva das mariposas tendem a durar cerca de 15 a
20 dias (HIGOR DE OLIVEIRA ALVES, 2020). As mariposas fémeas realizam voos
curtos e orientados, emitindo um feromonio sexual para orientar e localizar os seus
parceiros, para que ocorra o acasalamento, seguidos da deposi¢édo dos ovos das mariposas
fémeas nas plantagdes (FABRICIO OLIVEIRA FERNANDES, 2020).

Os ovos normalmente sdo depositados na parte inferior das folhas, nesse estagio
adulto as mariposas costumam medir cerca de 30 a 38 mm, com coloragéo variando de
cinza a marrom avermelhada, uma das caracteristicas marcantes da fase adulta é uma
linha transversal escura que unem as pontas das asas € que sera observada apenas quando
as asas estiverem totalmente estendidas (WINNIE CEZARIO FERNANDES, 2018).

Os ovos depositados na por¢éo inferior das folhas possuem coloracéo verde-clara,

mas com o passar dos dias essa cor tende a mudar para um tom acinzentado até marrom
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escuro quando estiver préximo da eclosdo, (MOSCARDI et al., 2012), a fase embrionaria
costuma durar cerca de 2 a 3 dias. A fase larval tem um periodo de duragdo maior cerca
de 12 a 15 dias, nessa fase a larva vai sofrer varios processos na sua maturacdo que podem
ser influenciados por fatores ambientais, como a temperatura, que influencia diretamente
nos instares larvais (SOSA-GOMEZ et al., 2014).

As lagartas apresentam 5 a 6 instares larvais, sendo comumente aplicados os 6
instares, durante essa fase elas apresentam quatro pares de pernas abdominais e coloracao
varidvel do verde ao verde-escuro, pardo-avermelhadas ou até pretas com listras
esbranquicadas (SOSA-GOMEZ et al., 2014). A coloragéo preta desenvolve-se quando
possuem uma alta populagéo das lagartas e existem uma deficiéncia dos alimentos. Nos
primeiros instares o consumo das folhas é pequeno, ocasionando danos minimos nas
lavouras, porém, nos ultimos instares larvais por volta do quarto, quinto e sexto instar, as
lagartas tendem a se alimentarem mais, sendo responsaveis por a perda de 96 % da massa
foliar, ocasionando um impacto econémico significativo nas lavouras (SOSA-GOMEZ et
al., 2010).

Apds o ultimo instar larval, a lagarta entra na fase pré-pupa com duragdo de um a
dois dias, as lagartas encolhem o seu tamanho, possuem uma colorac¢éo no dorso rosada
e findam sua alimentacdo. Ao final da fase pré-pupa, a pupa ird encaixar sobre a superficie
do solo para entdo iniciar a fase de pupa possuindo coloragdo marrom escuro com duragéo
cerca de 10 a 12 dias, ao final do estagio pupal emergem a mariposa (MOSCARDI et al.,
2012).

2.1.2. Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens, Lepidoptera: Noctuidae

Chysodeixis includens da ordem Lepidoptera, por muito tempo foi referida
fazendo parte do género Pseudoplusia. No entanto, devido a suas caracteristicas
morfoldgicas genitais de noctuideos foi reclassificada fazendo parte do género
Chysodeixis. De acordo com a locomogéo da lagarta que se move em palmos ficou
popularmente conhecida como lagarta-falsa-medideira (SPECHT; DE PAULA-
MORAES; SOSA-GOMEZ, 2015).

A lagarta-falsa-medideira é uma praga agricola presente em todo hemisfério
ocidental, desde o norte dos Estados Unidos até o sul da América do Sul. Esta espécie de

lagarta é comumente encontrada acometendo lavouras agricolas em todo Brasil Central,
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principalmente desfolhando as plantacdes de soja (SPECHT; DE PAULA-MORAES;
SOSA-GOMEZ, 2015). No final da década de 1990 era determinada de praga secundaria
nas lavouras de soja, contudo, nos anos 2000 tém-se observado uma maior frequéncia
desse inseto-praga nessas lavouras (MARTINS; TOMQUELSKI, 2015).

C. includens ¢ considerada polifaga e podem desenvolver-se paralelamente em
diversas plantas hospedeiras, fatores relacionados a alta produtividade e o
desenvolvimento acelerado facilitam para essa situacdo (PEREIRA et al., 2018). As
perdas provocadas nas plantagdes por essa praga, ocorrem durante o seu periodo larval.
As larvas se alimentam das folhas, deixando apenas as nervuras nas plantas, esse aspecto
permite formar uma caracteristica rendilhada, considerada o marco principal para
identificacdo da espécie nas lavouras (STACKE et al., 2019). Além das plantacGes de
soja essa praga € encontrada acometendo outros cultivos agricolas, como algodao,
girassois, feijoes, tomates e batatas (MURARO et al., 2019; SILVA, CLEANE et al.,
2020).

A Figura 2 mostra o ciclo biolégico de C. includens, iniciando-se com o
acasalamento, que necessariamente apresenta a emissdo do feroménio sexual exalado
pelas fémeas, as quais, posteriormente depositam os ovos preferencialmente na superficie
inferior das folhas de soja. Segundo Canerday; Arant, (1967) a quantidade de ovos
depositados chega em média a 700 durante toda vida de uma fémea, levando em
consideracdo condicdes climaticas ideais (laboratorio). Ja estudo realizado por Jensen;
Newsom; Gibbens, (1974) apontou uma varia¢do na quantidade de ovos que uma fémea
oviposita durante todo seu ciclo de vida, variando de 500 a 1.300 ovos em condigdes

climéticas naturais.
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Figura 2. Ciclo de desenvolvimento de Chrysodeixis Includens.

Ovos
3dias \

Adulto
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1,6 dias
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4,5 dias
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7/4 dias

Fonte: EMBRAPA, (2016).

Posterior a oviposicdo, na segunda etapa, 0s ovos eclodem apds um periodo que
pode variar de 3 a 5 dias, originando as larvas que apresentam em média seis instares
(SANCHES, 2020). Esse periodo larval pode variar de 13 a 20 dias, variando
principalmente em paralelo as condic¢Bes climéticas e alimentacdo das larvas (WILLE et
al., 2017).

Exemplo, é a diferenca na dieta durante o periodo larval, onde normalmente
lagartas ainda pequenas (primeiro ao terceiro instar) selecionam folhas mais novas com
baixo teor de fibras, ja lagartas mais desenvolvidas, a partir do quarto instar, apresentam
uma maior exigéncia e preferéncia por folhas mais velhas e fibrosas (BERNARDI, 2012).
Esse consumo, apresenta também diferenca na intensidade em relacéo as folhas sendo
caracterizada pela raspagem superficial das folhas no primeiro e segundo instar, e
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passando a perfura-las a partir do terceiro instar, deixando-as com aparéncia de folhas
rendilhadas (MOONGA,; DAVIS, 2016).

Normalmente entrando no décimo quarto dia (final do periodo larval), as larvas
apresentam entre e 40 a 45 mm de comprimento, passando para fase de pré-pupa e logo
em seguida pupa (periodo pupal), que dura de 9 a 7 dias, essa transicdo de fases acontece
sob uma teia, praticamente em todos os casos na parte ventral das folhas (VIANA et al.,
2014).

Ap0s o periodo de pupa, emergem as mariposas originando a fase adulta, estas
apresentam asas dispostas em forma inclinada, com manchas prateadas brilhantes na parte
central do primeiro par, e apresentam uma longevidade média entre 15 a 18 dias, todo
esse periodo, desde a oviposicao, até a emergéncia dessas mariposas varia de 27 a 34 dias
(SILVA, 2020).

2.1.3. Impactos da Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens na agricultura

Diversas cultivares distribuidas amplamente por todo o mundo, sofrem a muito
tempo com a infestacdo de pragas, como exemplo lagartas do grupo lepiddpteros, que na
maioria das vezes apresentam aptiddo por espécies agricolas diversas, sempre sendo
afetadas tanto positivamente como negativamente pelos fatores climaticos (BLANCO et
al., 2016).

A producdo da lavoura de soja é considerada umas das atividades agricolas de
grande importancia econémica mundialmente, obtendo um crescimento consideravel nas
ultimas décadas (ONGARATTO et al., 2021). A valorizacdo da soja esta atribuida a
diferentes fatores como o seu alto valor proteico e lipidico, podendo ser utilizado tanto
para alimentagdo humana e animal, assim como, na fabricacdo de Oleos e biodiesel,
respectivamente (VIEIRA et al., 2019).

Os grandes paises produtores da soja estdo distribuidos na América do Norte e do
Sul, sendo os Estados Unidos, a Argentina e o Brasil os responsaveis por 80% de toda
producdo mundial (BEL et al., 2017). No territorio brasileiro a producéo da soja contribui
significativamente para economia do pais, e mundialmente pode ser classificado como o
segundo maior produtor de soja (GOMEZ et al., 2020; SILVA et al., 2020).

A produtividade da soja sofre algumas limitagdes no seu desenvolvimento por
fatores bidticos e abioticos, que podem ser ocasionados por pragas agricolas (FAUSTINO
et al., 2021). A soja se apresenta como um dos commodities agricolas de maior

investimento no Brasil, por este motivo apresenta grande infestacdo de lagartas, se
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apresentando como um dos fatores de perda estimavel no setor, associada também ao uso
de fungicidas, que combatem, ou até, eliminam a presenca de fungos entomopatogénicos,
0s quais detém capacidade de controle natural contra a A. gemmatalis e C. includens
(BUSS et al., 2022).

As lagartas A. gemmatalis e a C. includens, séo consideradas as pragas de maior
danificagdo desfolhadora da soja nas regides produtoras dos EUA, México, Colémbia,
Venezuela, Brasil e Argentina, devendo-se levar em consideracdo a variacdo na
intensidade e frequéncia das infestagcdes em paralelo das mudangas climaticas e
nutricionais dos insetos de cada regido (HOFFMANN et al., 2000; ULHOA et al., 2019).

A. gemmatalis se apresenta com maior frequéncia em plantas cultivadas e
silvestres, apontando uma maior preferéncia de leguminosas como varias espécies de
feijoes, amendoim, ervilhaca entre outras, no entanto, também foi evidenciada a
infestacdo em algodoeiro, quiabo, trigo, girassol, begdnia e arroz, entre outras (PANIZZI,
OLIVEIRA; SILVA, 2004).

Ja a C. includens, apresenta aptiddo de desenvolvimento em cerca de 29 familias
de vegetais, chegando a 73 espécies de plantas distintas sé no Brasil, sendo catalogadas
com maior frequéncia a infestacdo em plantacdes de repolho, feijao, quiabo, fumo e
batata-doce, tomate, algodao, girassol, alface, couve-flor e soja (SILVA, 2000).

Quando refere-se as plantacGes de soja, A. gemmatalis e C. includens, apresentam
maior consumo das partes situadas no terco inferior das plantas e de folhas tenras de
ramos secundarios, onde o consumo se divide de acordo com o periodo larval, apontando
inicialmente até o segundo instar apenas uma raspagem superficial, e a partir do quarto
instar a perfuracdo das folhas (BERNARDI, 2012).

Essa perfuracdo apenas na parte central das folhas, deixam intactas as nervuras
centrais e laterais, proporcionando uma caracteristica rendilhada, caracteristica tipica, a
qual as diferencia de outras espécies. Toda essa agressividade e degradacgdo das folhas em
plantios de varias cultivares, desencadeiam uma diminuicdo na captacdo solar,
consequentemente diminuigdo na fotossintese e queda na produtividade, muitas vezes se
estendendo até a fase de pos-colheita (SALAS; TOFOLI, 2017).

Diante desses diversos danos e perdas econdémicas suscetiveis a essas infestagdes
de lagartas, o combate dessas pragas de forma controlada, vem trazendo interesse da
industria nas diversas areas atuantes que englobam o Manejo Integrado de Pragas (MIP),
as quais estdo divididas em controle cultural, bioldgico, quimico, genético e mecanico,

essas diferentes técnicas de controle de pragas visam principalmente a melhor utilizagéo
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com o0 menor impacto econdmico levando em consideracéo questdes ambientais (AVILA,;
VIVAN; TOMQUELSKI, 2014).

2.2. Controle de pragas nos sistemas agricolas

Diante do crescimento notoriamente valioso do setor agropecudrio brasileiro, as
evolugdes nos sistemas de producdo do campo, necessitam constantemente dos mais
diversos aperfeicoamentos que envolvam toda cadeia produtiva, indo desde das pesquisas
com melhoramento genético de cultivares e os insumos quimicos, até os mais variados
métodos e utilizacdo de tecnologias adotadas pelos produtores para producéo, colheita,
armazenamento e logistica, as quais sdo cada vez mais transparentemente exigidas pelos
consumidores, que priorizam saude e bem-estar, meio ambiente, considerando as
tecnologias de producao, em especial as adotadas no controle fitossanitario (PORTILHO,
2009; BUAINAIN et al., 2013).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) pode ser definido como um conjunto de
medidas que adotam técnicas que visam o controle de pragas, que podem ser utilizadas
isoladamente ou agrupadas, e sdo fundamentadas em analises de custo/beneficio que
consideram o interesse e/ou 0 impacto sobre os produtores, a sociedade e o ambiente
(SAMPAIO et al., 2022).

Hoje dentro do cenario do agronegdcio brasileiro, a soja se apresenta como uma
das principais oleaginosas produzidas e consumidas, sendo utilizada tanto nos setores
pecuarios como insumo na producdo de racdo para animais, quanto dentro do consumo
humano em forma de dleo vegetal (EMBRAPA SOJA, 2019). Essa dimens&o do cultivo
de soja no pais apresenta hoje cerca de 49% da area plantada de gréos do pais, e exige
diretamente a adocdo de MIPs direcionados especificamente para cada tipo de praga, e
consequentemente a seus danos causados a lavoura de soja (MAPA, 2021).

O MIP pode ser dividido entre técnicas que utilizam o controle cultural, que
consiste no favorecimento do crescimento da cultura desejada em oposicdo das plantas
daninhas, através de procedimentos que reduzam eventuais condi¢des favoraveis, como
plantas hospedeiras, que abriguem e disponham alimentos para a proliferacdo da praga
(DEBIASI et al., 2016).

Outra técnica utilizada dentro do MIP é o controle mecanico, o qual utiliza-se de
instrumentos e maquinas agricolas que arranque ou corte, inteiramente ou parcialmente,

as proprias culturas cultivadas e/ou plantas daninhas (PACHECO et al., 2016). Também
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dentro dos manejos utilizados esté o controle genético, que pode consistir na manipulagao
do DNA tanto da cultivar, resultando no ganho de resisténcia sem perda de rendimento,
quanto da praga de interesse, a qual através da modificacdo do genoma dos insetos, haja
a reducao ou eliminagéo do seu potencial reprodutivo, também conhecido como Técnica
do Inseto Estéril — TIE (ARAUJO; BRAGANTE; BRAGANTE, 2012).

Dentre os mais utilizados, existe 0 manejo utilizado métodos com controle
quimico, o qual visa principalmente utilizar inseticidas seletivos que so atinjam as pragas,
sem efeitos aos nocivos aos inimigos naturais e polinizadores (SAMPAIO et al., 2022).
No entanto, 0 manejo quimico, ganhou notoriedade principalmente pela relacdo de efeitos
adversos a salde humana e degradacdo do meio ambiente, o que trouxe nos Gltimos anos
um aumento notavel na pesquisa e desenvolvimento de técnicas, que auxiliem na
manutencdo ou aumento da producdo, embasadas em premissas do desenvolvimento
sustentavel e manutencdo da biodiversidade, como métodos utilizando o controle
bioldgico de pragas (HANKE et al., 2022).

Dentro do MIP, o controle biol6gico consiste sucintamente no uso de organismos
ou de substdncias naturais em lavouras, que visam a prevencdo, o combate para
diminuicdo ou erradicacdo de infestacdes nas plantacbes (PARRA, 2019). Essa pratica
vem ao longo dos anos ganhando impacto ndo sé em pesquisas académicas, mas também
no ambito do fomento industrial, isso principalmente pelo apelo de questbes
socioambientais com producdo sustentavel acerca da producéo agricola (HANKE et al.,
2022).

Essa forma de biocontrole apresenta inimeras vantagens como o baixo custo em
relacdo a producdo convencional; a diminuicdo com aplicacdes com inseticidas quimicos
e; 0 menor risco de contaminacfes aos solos, &gua e demais recursos naturais e humanos,
tendo em vista esses pontos positivos, o controle biolégico se torna uma técnica de
extrema importancia para todos produtores rurais (SIMONATO et al., 2013).

Existem basicamente trés tipos de controle bioldgico, divididos entre, controle
bioldgico natural: esta técnica baseia-se no controle de pragas exercidas por agentes
bioldgicos naturalmente ja presentes e enddgenos da regido, com funcdes especificas de
biocontrole contra a praga alvo, os quais sdo preservados naturalmente e de maneira
espontanea proliferados através das praticas de cultivo que preservem o ecossistema. Esta
pratica dentre as trés utilizadas se apresenta como a com menor possibilidade de danos a
cultura em evidencia, prejuizos ao ecossistema, e com melhor equilibrio bioldgico, os

quais reduzem os custos de producao (SUJII et al., 2007).
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J& o controle bioldgico classico consiste inicialmente na identificacdo da regido
de origem da praga, e a partir disso, a busca por agentes naturais bioldgicos com funcgdes
de controle, importando-o de sua regido de origem para o local de defesa, podendo ser de
um pais para outro, ou de uma regido para outra (HODDLE et al., 2014). Este
procedimento exige inUmeras etapas de pesquisa e controle, uma vez que, a introdugo
de agentes bioldgicos exoticos em um novo habitat pode gerar consequéncias
relativamente prejudicais, principalmente ao ecossistema natural de cada regido
(MENDES et al., 2021).

Ainda muito explorado e utilizado nos Gltimos anos, o controle bioldgico aplicado,
este por sua vez, consiste na elaboracdo laboratorial em massa de um agente bioldgico
com capacidade de grande reducédo ou extingdo no combate de pragas especificas de cada
cultura como a da soja, que ja apresenta estudos de sucesso utilizando parasitoides, como
Trichogramma pretiosum, 0s quais apresentam capacidade parasitaria em ovos de
diversas espécies de lepidopteros, como Heliothis virescens, Chrysodeixis includens e
Anticarsia gemmatalis (ZERBINO; PANIZZI, 2019).

Especificamente dentro da cadeia produtiva de soja, existem inimeras espécies de
pragas que ameagam constantemente a produgdo como um todo, em sua grande maioria
sdo insetos que acima do nimero estimado como natural, sdo considerados como pragas-
chave para essa cultura (CAMPOS; ALCANTRA; REZENDE, 2018). Por conseguinte,
existem diversas espécies de combatentes biol6gicos naturais dessas pragas, que dentro
da cultura da soja estdo dividido principalmente entre predadores, parasitoides e
microrganismos entomopatogénicos (BARBOSA et al., 2013).

Os predadores sdo considerados organismos de vida livre do inicio ao final do
ciclo, onde comumente se alimentam de suas presas (pragas), sempre menores que 0S
préprios, o que faz com que tenham que consumir mais de um organismo para
desenvolver-se (ROBERTO et al., 2002).

Dentro da cultura da soja alguns predadores sdo mais comumente associados
como controladores naturais de pragas, os mais citados sdo o percevejo Podisus
nigrispinus que apresenta ciclo de vida passando por ovo, cinco estadios ninfais, e a fase
adulta, os quais apresentam como maior fonte de alimento lagartas e outros insetos
menores (TORRES; ZANUNCIO; MOURA, 2006). Outro percevejo muito apontado é o
Orius insidiosus este por sua vez tem habitos alimentares mais generalistas tendo como
presas tripes, acaros, mosca-branca, cigarrinhas, ovos de lepiddpteros e lagartas pequenas
(ARGOLO; BUENO; SILVEIRA, 2002).
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Sobre os parasitoides, também considerados controladores de pragas na cultura da
soja, estes, podem ser definidos como insetos comumente de tamanho infimo, sendo
sempre menores ou na maior das hipdteses do mesmo tamanho e especificos para uma
espeécie ou grupo de hospedeiro, e sdo na maioria das vezes considerados vespas que pelo
microscopico tamanho pode ovipositar e se desenvolver em locais nas culturas em que
inseticidas ndo permeiam (LARA; PERIOTO; RAMIRO, 2009). Na cultura da soja, trés
parasitoides sdo considerados como possiveis controladores Trissolcus basalis,
Telenomus podisi e Trichogramma pretiosum (CORSO; GAZZONI; NERY, 1999).

Se tratando dos microrganismos entomopatogénicos séo utilizados comumente
bactérias, virus e fungos, esses vem sendo cada vez mais utilizados principalmente pela
sua facilidade de manipulacdo com 6tima producdo laboratorial em massa, facilidade de
aplicacdo no campo, sua especificidade e eficacia contra as pragas, isso principalmente
pelo seu mecanismo de ac¢do, que através de toxinas produzidas promovem o rompimento
da barreira epitelial do intestino, continuando até a morte do organismo hospedeiro
(BOTELHO; MONTEIRO, 2011).

Se valendo da evolucdo nas pesquisas, 0 mercado ja oferece solugbes eficazes
como inseticidas biolégicos sem risco a saide do consumidor e com atividade seletiva,
com exemplo podemos citar produtos & base de Bacillus thurigiensis e do virus de
poliedrose nuclear de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), os quais ofereceram grande
avanco na utilizacdo do controle bioldgico na lavoura de soja (BUENO et al., 2014).

Alguns fungos com potencial de controle bioldgico ja sdo amplamente utilizados
na producdo agricola e a outros vem se apresentando eficazes principalmente em
pesquisas académicas. Podemos citar o Metarhizium anisopliae que é considerado um
dos fungos com maior notoriedade dentro das pesquisas envolvendo controle biolégico,
isso por apresentar ja uma detalhada descricdo de suas caracteristicas moleculares e
bioguimicas (SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Outros fungos utilizados sdo os do género Paecilomyces spp. sdo amplamente
encontrados em variados tipos de solos, se classifica como fungo parasita de ovos e cistos,
apresentando pouca especificidade de hospedeiro, no entanto, exibe répido
desenvolvimento tornando-se em curto espaco de tempo o organismo dominante (SILVA;
MEDEIROS; CAMPOS, 2018).

Ja Beauveria spp. foram um dos primeiros fungos estudados com acéo
entomopatogénica, mais precisamente a espécie B. basssiana. Esse destaque se deu

principalmente pela ampla quantidade de hospedeiros aptos, e além disso, segundo Xiao
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(2012), B. bassiana apresentam alta patogenicidade e viruléncia decorrente da sua alta
capacidade de producdo de metabolitos secundarios e secretados que sao biologicamente

ativos.
2.3. Beauveria spp.: aspectos bioldgicos e mecanismo de acéo sobre os hospedeiros

De modo geral Beauveria spp. estdo dentro do género anamorfico cosmopolita de
artrépodes patogénicos, apresentando as espécies B. bassiana e B. brongniartii como
principais dentro do contexto agronémico no controle biologico de pragas, estando nos
ultimos anos expressamente citado e pesquisado como um micoinseticida, sendo
comercializado em de p6 concentrado e soltvel em forma de conidios, podendo ser
utilizado domesticamente e em grandes propriedades de producdo agricola ( RIBA;
SILVY, 1989; CARNEIRO et al., 2002).

2.3.1. Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill

A primeira descricdo de B. bassiana, foi realizada em experimentos envolvendo
sua patogenicidade contra o bicho-da-seda, realizadas no ano de 1800 por Agostino Bassi
(IMOULAN et al., 2017), resultados confirmados posteriormente por estudos em 1835,
onde avaliaram exemplares do bicho-da-seda mortos, apontou a presenca de incrustacéo
e eflorescéncia branca, estado presente ap6s a presenca de fungos entomopatogénicos do
género Botrytis (BUSTAMANTE et al., 2019).

De acordo com Imoulan et al. (2017), B. bassiana encontra-se dentro do grupo
das espécies que produzem conidios globosos a subglobosos. Dentro desse grupo além da
B. bassiana estdo as B. austalis, B. kipukae, B. pseudobassiana, B. varroae, B.
rudraprayagi e B. medogenis.

Por apresentar grande dificuldade na identificagdo do fungo, principalmente pela
grande variacgdo fenotipica distinta que apresentam, a National Center for Biotechnology
Information (NCBI) através de estudos taxonémicos do género Beauveria, definiu a
linhagem completa do fungo como as seguintes: cellular organisms; Eukaryota;
Opisthokonta; Fungi; Dikarya; Ascomycota;, saccharomyceta; Pezizomycoting;
leotiomyceta; sordariomyceta; Sordariomycetes; Hypocreomycetidae; Hypocreales;
Cordycipitacea; Beauveria (SAYERS et al., 2021).

De modo geral, a morfologia do género B. bassiana se apresenta como fungo
filamentoso, eucarionte e apresentando células quitinizadas. Apresenta bom

desenvolvimento quando cultivado em laboratorio em meios de cultura Sabourand-
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dextrose-agar (SDA) e batata-dextrose-agar (BDA). O fungo exibe formagdo em colonias
e coloragdo esbranquicada, com aparéncia aveludada e moderadamente acolchoada
(RODRIGUES et al., 2016).

Microscopicamente, o B. bassiana possui em sua estrutura propagulos
assexuados, chamados de conidios, com algumas ondula¢bes transparentes entre
filamentos septais que na maioria das vezes apresentam coloracdo branca, podendo
chegar a branco-amarelada, e as hifas podem que variar entre 2,5 e 25 um. As quais, 0
conjunto delas forma o micélio continuo e septado (DANNON et al., 2020).

Recentemente estudos realizados por Mascarin e Jaronski (2016), esmiugaram o
sistema de infeccdo causada pelo B. bassiana nos seus hospedeiros, e exibiram que 0s
conidios e blastoporos que séo considerados os 6rgaos assexuados infecciosos do fungo,
0s quais se espalham com ajuda de vetores artrépodes e atraves de gotas de chuva e acédo
dos ventos. A partir da chegada no hospedeiro inicia-se 0 processo de acao, estando
dividido entre: adesdo, germinacéo e diferenciacdo, penetracao e disseminagéo (Figura 3)
(DANNON et al., 2020).

Figura 3. Mecanismo de infec¢do e patogenicidade de fungos entomopatogénicos em seus
hospedeiros.

A) Infeccao B) Crescimento C) Reproducédo
Fungo .Toxinas Celulas imunes do inseto

Fonte: Jorranes e Sousa, (2021).

Na etapa inicial de adeséo, resume-se basicamente na aderéncia dos conidios e/ou
blastoporos na cuticula superficial do hospedeiro atraves de forcas eletroestaticas e
quimicas, a partir desta agdo desencadeia a producdo de mucilagem induzindo a
conversdo epicuticular, culminando na germinagdo dos conidios (JARONSKI;
MASCARIN, 2017; DANNON et al., 2020).

A germinacdo, essa por sua vez, pode sofrer alteracbes em paralelo as condic¢des

em que o fungo se aloca no hospedeiro, podendo ser aerébicas ou anaerdbicas, e também
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considerando a fisiologia do hospedeiro, isso porque, dependendo dessas condicOes
fisiologicas (composicdo bioquimica da cuticula do alvo), a etapa de germinagédo pode
sofrer inibicdo ou estimulacdo, sendo em vias favoraveis induzindo o aparecimento e
desenvolvimento dos tubos germinativos. 1sso ocorre principalmente através de estimulos
quimicos e da propria reidratacdo natural do hospedeiro, promovendo a viruléncia do
fungo (ALMEIDA; ALBUQUERQUE; LIMA, 2005).

A diferenciacdo, no entanto, ocorre prioritariamente para que haja uma distingédo
nas formacoes de penetracdo que irdo ser utilizadas no hospedeiro, podendo ser formados
pinos de penetracdo ou apressorios de penetragdo, ou os dois simultaneamente. Essas
formagOes promovem o desenvolvimento e crescimento de hifas, as quais iram estar aptas
para rompimento do tegumento do inseto e posterior proliferacdo do fungo no interior do
inseto (JARONSKI; MASCARIN, 2017; DANNON et al., 2020).

J& no estagio de penetracdo, 0s pinos ou apressorios auxiliam o fungo a entremear
pela cuticula do hospedeiro, buscando a hemolinfa do inseto como alocacdo final, isso
ocorre através da pressdo mecanica oxalato e da acdo hidrolitica, processo provocado por
enzimas lipases, proteases e quitinases, a partir deste estdgio o fungo se transporta
rapidamente para epiderme e hipoderme (DANNON et al., 2020).

O ultimo estagio de disseminagdo é conclusivamente a etapa onde o fungo atinge
a hemolinfa tida como regido de maior concentracdo de nutrientes do hospedeiro, por
conta dessa grande disponibilidade de ambiente favoravel, B. bassiana inicia a secre¢édo
de metabolicos tdxicos, isso consequentemente ataca diretamente a capacidade
imunoldgica do inseto, a partir deste momento o fungo entomopatogénico se apropria de
todo organismo rapidamente (Figura 4) ocasionando desnutricao, danos fisicos, e a morte
do hospedeiro (MOINO JUNIOR, 1998).
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Figura 4. Insetos mumificagcdo pelo fungo Beauveria bassiana. Mosca-branca (A).
Cigarrinha-do-milho (B). Vaquinha (C). Gorgulho-do-eucalipto (D). Broca-do-café (E)
e Percevejo-marron (F).

Fonte: Koppert; Promip; Embrapa e Ipef (2022).

Logo apo6s essa defasagem do hospedeiro, as hifas de B. bassiana, penetram por
toda parte onde se encontra o tegumento do inseto, causando 0 que Se torna agora muito
perceptivel que é a aparéncia de algoddo ja do hospedeiro mumificado, o que finda na
percepcdo dos conidioforos estagio final da acdo do fundo, que a partir dai apés alguns
dias produzira esporulacédo de novos conidios que dispersara por alguns vetores e iniciara
novos ciclos (DANNON et al., 2020).

2.3.2. Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch

B. brongniartii apresenta colonias flocosas, cotonosas ou farinosas. Essa
conformagdo ja diferencia de B. bassiana, que tende a apresentar coldnias achatadas,
farinosas e finamente pulverulentas. B. brongniartii apresenta coloragdo esbranquicada a
amarelada creme, com hifas que variam entre 1,5 a 2 p de diametro, exibe fialides
instaveis com formato ventriculoso ou filamentosa, expandidas sobre ramos da hifa
principal e/ou em curtos ramalhetes em angulo reto, formando cabecas globosas e
compactas (ZIMMERMANN, 2007; FAN et al., 2013).

Outro diferencial que muitas vezes pode ser observado entre B. bassiana e B.
brongniartii, é a forma dos conidios, onde neste Gltimo sdo comumente de formas ovais

a elipsoidais, com poucos globosos em média 2 %. Os conidios ovais variam de2a6 x 1
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ad e, comcercade 2,5 a3 pde diametro, sdo elipsoidais e com tamanho de2a3x 1,5
a 2,5 Q. E esses, por sua vez, ndo formam cachos como apresenta B. bassiana
(LECUONA, 1986).

A acdo patogénica de ambas espécies de Beauveria apresentam as mesmas etapas,
indo da etapa de adesdo, passando pela germinagdo e diferenciagdo, penetracdo e
disseminacdo (DANNON et al., 2020). Um estudo realizado por Fan et al, (2013),
apontou os metabolitos secundarios 2-piperridina, 2-cumaranona, pirrolo[1,2-a]pirazina-
1,4-diona, hexahidro, (Figura 5), como agentes toxicos gerados por B. brongniartii. Os
autores avaliaram os cadaveres naturalmente doentes de D. tabulaeformis extraidos na

floresta de pinheiros em Chengde, provincia de Hebei, China.

Figura 5. Estruturas quimica dos principais componentes do SMC de
Beauveria brongniartii, estirpe 2382.

|
(0]
\ N
| —O0
NH 0 HN
O
2-Piperidinone 2-coumaranone Pyrrolo[1,2-a] Pyrazine-1,4-

dione, hexahydro-!

Fonte: Fan et al, (2013)

O estudo realizado por Dolci et al. (2006) avaliou a persisténcia B. brongniartii e
eficiéncia sobre larvas de Malolontha melolontha. As quais apresentavam infestacdo em
campo durante dois anos, e evidenciaram sua boa eficiéncia contra as larvas assim como

sua boa persisténcia no solo.
2.3.Importéancia da protease na patogenicidade do fungo

Podemos definir de forma simples, que as proteases produzidas por fungos
entomopatogénicos, podem ser consideradas como as toxinas que causam a morte dos
hospedeiros, a partir da degradacao da cuticula dos insetos (VAREA et al., 2012). Ja em
1968 estudos apontavam a toxidade das proteases produzidas pela B. bassiana em cultivo
submerso, com dose letal (DLso) de 26,1 mg de proteinas para cada inseto tratado
(KUCERA; SAMSINAKOVA, 1968).
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Essas proteases sao produzidas e liberadas por apressorios infectantes, formados
a partir da fixacdo dos conidios na cuticula dos insetos, e estdo relacionadas com um
mecanismo de transducdo de sinal com a ativacdo da proteina quinase A (PKA) mediada
pelo AMPc (FANG et al., 2009). Normalmente a composicao da cuticula e do tegumento
dos insetos, é formada por pequenas quantidades de lipidios, uma matriz proteica, dgua e
polifendis, que naturalmente podem ser degradadas por proteases e quitinases (GAO et
al., 2020).

Essas enzimas sdo classificadas em quatro tipos diferentes: serina, cisteina, metalo
e aspartil, sendo as enzimas mais estudadas, as serina-proteases (Prl) tipo subtilisinas e a
proteases (Pr2) tipo tripsina, essas enzimas sdo relevantemente importantes para a
viruléncia do fungo sobre o hospedeiro, onde a partir da hidrolise das ligacdes peptidicas
das cuticulas, sdo expostas as fibrilas de quitina, e a partir dessa degradacao acontece uma
alta producdo dessas proteases Prl, as quais possuem a funcdo de degradagéo do o
material proteico, apos essas duas degradac@es a acdo do fungo se torna mais evidente e
facilitada pelo desprendimento dos aminoacidos dessas proteinas, que servem de
nutrientes para crescimento do fungo (LITWIN; NOWAK; ROZALSKA, 2020).

Estudos ja apontam a protease Prl como chave extracelular na penetracdo na
cuticula, e que na auséncia dessa enzima a finalizacéo da penetracdo jamais poderia ser
concluida, isso a torna além de indispensavel, um indicador de viruléncia para os fungos
entomopatogénicos (SUN; LIU, 2006).

2.4.Manejo integrado de pragas com produtos agroquimicos

O uso de agroquimicos na indUstria agropecudria € uma pratica ja muito utilizada
a anos e se tornou de extrema importancia para o controle e reducdo de danos causados
por variados tipos de pragas agricolas, e dentro desses produtos os conhecidos como
bioldgicos vem ganhando cada vez mais espaco no setor, principalmente pelo adocdo
cada vez maior do manejo sustentavel (GASSEN et al., 2008).

Existe uma diferenca discrepante entre controladores quimicos e bioldgicos,
principalmente no que se refere ao manejo. Para uso e aplicacdo de agroquimicos nédo se
necessita prioritariamente de conhecimento técnico especifico sobre a fisiologia da praga,
ambiente e cultura, sua eficacia e funcionalidade depende diretamente da forma de
aplicagdo, em contra partida, a eficiéncia de um agente de controle bioldgico, acontece

em forma de ciclo, e exige conhecimento de toda parte da biologia do alvo (praga), da
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cultura em questdo, assim como todos os fatores ambientais que possam interferir de
maneira positiva ou negativa no desenvolvimento do biocontrole (JUNIOR, 2014).

No Brasil, a legislacdo que trata o uso dos agroquimicos esta presente na Lei n°
7.802, de julho de 1989, que regulamenta o uso e a comercializagdo desses produtos
no pais, no entanto, érgdos de fiscalizacdo e pesquisa como Instituto Nacional do Cancer,
apontam o uso excessivo dos agroquimicos nas lavouras o que oferece risco a salde de
consumidores e ecossistema (PONTES; VASCONCELOS, 2017).

O Brasil é destaque mundial na producdo agropecuaria, e conhecido como seleiro
do mundo, para suprir essa demanda, alguns agroquimicos ja sdo amplamente utilizados
no setor agricola como fipronil, malathion e diazinon. Desta forma, com o uso desses e
também de outros agroquimicos, surgem inameros parénteses sobre a adequacdo e
principalmente das regulacdes diante da quantidade utilizada no combate de pragas,
levando em consideracdo todas as questdes ambientais e sociais de sadde do consumidor
(KUMAR et al., 2015).

2.2.1.Fipronil

O Fipronil, agroguimico de formula molecular C12H4C2FsN4OS (Figura 6), se
apresenta como um dos agrogquimicos mais utilizados na lavoura de soja, possui um amplo
espectro que atinge e degrada principalmente do sistema nervoso central de insetos
(pragas), com acéo de bloqueio da passagem de ions de cloro, 0 que origina uma excitagdo
aguda dos musculos e nervos dos insetos afetados, culminando na morte (RAYMOND-
DELPECH et al., 2005).

Figura 6. Estrutura quimica do Fipronil
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Fonte: Raymond-Delpech et al. (2005).
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De maneira geral os agroquimicos apresentam trés formas de acéo sobre os alvos
(pragas), que podem ser: por contato, ingestdo e fumigacdo (OSMAR MALASPINA,;
ZACARIN; JESUS, 2002).

Mais precisamente, o fipronil é considerado um inseticida sistémico e letal para
insetos. Esse inseticida age diretamente no bloqueio dos receptores gama-aminobotirico
(GABA), que desencadeia um acumulo de neurotransmissores nas juncdes sinapticas,
culminando na hiperexcitacdo neural do inseto, isso porque, no GABA se encontram o
fluxo de ions CI" do interior da célula nervosa, e ap6s a agédo do fipronil ocorre o blogueio
da passagens dos ions para o neurdnio, o que causa uma desorientacdo completa ou parcial
dos insetos (PEREIRA, 2010).

Pertencente ao grupo quimico Pirazol, se apresenta como um composto
aromatico, estando dentro da classe toxicoldgica de nivel |1, e de acordo com a cultura a
ser aplicada. Pode ser utilizada no solo, nas folhas, sementes, mudas e nas aguas de
irrigacdo particulares, no entanto, no Brasil ainda é bastante utilizado a técnica de
pulverizacdo aérea, que segundo instru¢des da prépria bula do produto, ndo se recomenda
essa pratica (DE MATTOS NETO; DA COSTA, 2020).

O uso do fipronil no Brasil esta principalmente presente nas lavouras de algodéo,
arroz, amendoim, batata, milho, trigo e soja, e como ja mencionado empregados de
maneira errada em alguns casos, em contra partida seu uso apresentava inumeras
restricGes em muitos paises da Europa, sendo anuladas algumas delas em 2018, mas com
impedimento do uso em produtos de origem animal destinadas ao consumo humano como
gado e aves, isso por estudos apontarem contaminacdao em leite, ovos e carnes (COM,
2018).

Apesar da destinacdo no combate principalmente de pragas, que sdo na sua grande
maioria constituidos por invertebrados, o principio ativo do fipronil pode oferecer efeitos
nocivos a vertebrados como peixes, passaros e lagartos, por isso, a pulverizacdo aérea se
torna uma pratica inadequada para seu emprego em lavouras, onde atraves de pancadas
de ventos maiores que os estimados, o produto pode ser carregado para ambientes fora do
plantio, além disso pode ser absorvido por todas as partes da planta, se acumulando e
ficando disponivel para insetos que ndo seriam os alvos, o que pode trazer prejuizo a
biodiversidade, consequentemente disponibilidade de alimento para outros animais
(GIBBONS; MORRISSEY; MINEAU, 2015).

Um ultimo ponto, mas ndo menos importante, seria a forma de degradacéo do

fipronil no solo, que apresenta uma linha lenta que pode passar pela oxidacéo, hidrolise
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ou reducdo, sempre dependendo temperatura e microbiota existente no solo, isso oferece
riscos ndo apenas a fauna e flora, mas também a trabalhadores que possivelmente fiquem
expostos ao agroquimico. Nos casos mais comuns, trabalhadores apresentaram

principalmente sintomas de desregulacdo endécrina (BOMBARDI, 2017).

2.2.2. Malathion

O malatido ou malathion é bastante conhecido por ser o principal composto na
formulacéo utilizada no combate contra 0 mosquito Aedes aegypti, em praticamente todos
0S municipios brasileiros, sendo pulverizado por bombas no ar pelos conhecidos “carros
fumacé” (BASTOS et al., 2020). No entanto, antes mesmo do seu uso para fins urbanos,
o malathion, sempre foi utilizado como agroquimico de uso agricola de amplo espectro,
principalmente para o tratamento e combate de ectoparasitas (PAROD, 2014).

Esse inseticida esta dentro do grupo dos organofosforados, atuando diretamente
como inibidor da colinesterase presente no sistema nervoso central do inseto, que é
atingido principalmente pela disperséo por pulverizacao do inseticida no ar, e assim como
o fipronil apresenta complicagbes quando realizado de maneira inadequada, onde
segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer — IARC, classifica o0 malathion
como possivel carcindgeno, ja com evidéncias consideraveis relatadas em estudos nas
zonas agricolas dos Estados Unidos, Canada e Suécia (GUYTON et al., 2015; WHO,
2015).

As produgdes de carambola, tomate, algoddo entre outras, apresentam o uso de
melathion como agroquimico principal (SILVA etal., 2016). Segundo IUPAC, apresenta
nomenclatura  diethyl 2-dimethoxyphosphinothioylsulfanylbutanedioate, ~ com
solubilidade de 143 mg L™ em &gua a 20 °C, pka em torno de 6,8, massa molar de 330,36
g mol, coeficiente de particdo octanol/agua de 2,36 e composicdo quimica C1oH1906PS2
(Figura 7) (IMAMURA; HASEGAWA, 1984; RUGBANK, 2016).

Figura 7. Estrutura quimica do Malathion
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Fonte: Rugbank, (2016).
40



Sua toxidade apresenta uma classificagdo de maior risco quando comparada ao
fipronil estando classificado como altamente toxico (classe I11). Isso por possuir acéo
direta na enzima acetilcolinesterase, responsavel pela hidrolise da acetilcolina em acetato
e colina, possui uma rapida absor¢do pelo organismo do inseto, isso faz com que possa
estar associado a efeitos mutagénicos e carcinogénicos (ANVISA, 2018).

Assim como outros agroquimicos o malathion, apresenta uma permanéncia longa
no solo e nas cultivares de acordo com a microbiota e clima respectivamente, sendo
geralmente por se caracterizar como um organofosforados apresentar facil degradacao,
no entanto, podendo permanecer no solo por algum tempo e consequentemente
carregados para aguas superficiais, fora do ponto de controle de contaminagdo em que se
deseja atuar, agindo como um possivel contaminante de todo um ecossistema, o que pode
ser intensificado ou amenizado dependendo dos processos fisicos e quimicos dados as
técnicas de cultivos (FLORES et al., 2004; RIBEIRO et al., 2007; MUTURI, 2013).

2.2.3. Diazinon

Também da classe dos organofosforados, o diazinon, com nomenclatura segundo
IUPAC de O, O-dietil-O-2-isopropil-6-metilpirimidina-4-il fosforotioato, ja disseminado
em todo mundo como agroguimico agricola, desenvolvido apos a segunda guerra mundial
(BARRETT; JAWARD, 2012; ZAFIROPOULOS et al., 2014).

Igualmente ao malathion, o diazinon possui agdo direta na inibicdo da
acetilcolinesterase, destinado principalmente no combate de invertebrados como pulgas
e carrapatos, o qual provoca uma paralisia do sistema nervoso do inseto, e
consequentemente, também apresentando reacdes nocivas para animais vertebrados como
peixes, passaros, animais de estimacdo como cdes e gatos e seres humanos, 0s quais
podem apresentar principalmente uma inibicdo da unidade respiratéria central, além de
secrecdo bronquica e bloqueio nas juncdes neuromusculares (GROVER; SRIPATHI,
2019).

41



O diazinon apresenta formula Ci2H2:1N20sPS, com estrutura molecular
representada na Figura 8. Também é conhecido como diazinona e é classificado segundo
0 Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como agroquimico

estando dentro dos grupos de inseticida e acaricida (BRASIL, 2018).

Figura 8. Estrutura quimica Diazinon
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Fonte: Bernardi, (2018).

Considerado como pesticida de toxidade severa, o diazinon dentre os trés
mencionados neste estudo, exibe a maior nocividade para humanos, mamiferos e
organismo aquaticos mesmo estando dentro da classe Il de toxidade, isso porque, é o
defensivo agricola com maior nimero de evidencias residuais em aguas de abastecimento
publico ( SHAH; IQBAL, 2010; HOSSEINI et al., 2021).

Segundo os 6rgdos de fiscalizacdo a Organiza¢do Mundial da Saiude (OMS) e da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), o diazinon deve
apresentar concentracGes residuais para dgua potavel e de superficie de 0,1 pg/L ¢ 0,17
ug/L respectivamente (AGGARWAL et al., 2013; EPA, 2013).

Diante da grande quantidade de agroquimicos utilizados, visando principalmente
0 combate de pragas que afetam diretamente a producado e rendimento agricola, e tendo
em vista muitas vezes a falta de aplicacdo adequada desses defensivos, junto da falta de
incentivos ficais para o desenvolvimento do conhecimento técnico no campo, a ameaga
para a saude publica e degradacéo do ecossistema no uso desses inseticidas se torna uma
preocupacéo global, e ainda considerando a importancia da soja como um dos principais
commodities do Brasil (ANDRADE et al., 2021), faz-se necessaria a pesquisa no
desenvolvimento de novas tecnologias de biocontrole agricola associadas os consorciadas

com esses agroquimicos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a especificidade e a acdo bioinseticida de Beauveria spp. sob o efeito de

agroguimicos em insetos-praga in vitro.
3.2. Objetivos especificos

+ Avaliar a acdo de B. bassiana e B. bronginiartii. sobre os insetos-praga (Anticarsia
gemmatalis e Chrysodeixis includens) em condi¢cfes laboratoriais, utilizando-se a
concentracéo de conidios 1,0 x 102 conidios.mL™;

* Determinar a mortalidade média dos insetos-praga;

* Determinar o tempo letal médio (TLso) dos insetos apds infecgdo com B. bassiana e
B. bronginiartii;

« Avaliar o efeito dos agroguimicos fipronil, malathion e diazinon sobre o crescimento
vegetativo e conidiogénese de B. bassiana e B. bronginiartii, in vitro;

« Classificar os trés agroquimicos quanto a toxicidade sobre B. bassiana e B.
bronginiartii;

« Avaliar a acdo patogénica de B. bassiana e B. bronginiartii em A. gemmatalis e C.
includens sob o efeito dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon;

« Avaliar a atividade proteolitica in vitro, a partir da formacéo do halo de degradacéao
da caseina do leite Molico Nestlé® contendo na sua composicao fipronil, malathion
e diazinon;

« Selecionar a linhagem de Beauveria spp. mais eficiente com potencial para ser usada
no manejo integrado de pragas no campo.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética Molecular e
Biotecnologia Vegetal (L G M Biotec), Centro de Biotecnologia, Universidade Federal

da Paraiba (UFPB), Campus I, Jodo Pessoa, Paraiba.
4.1.0rigem dos insetos-praga

As lagartas adultas de Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens foram

adquiridas através da Empresa Pragas.com (http://www.pragas.com.vc). As lagartas

foram produzidas em laboratério e enviadas nos estagios larvares L2-L3 em potes de

prolipropileno contendo a dieta artificial (Dieta de Greene).
4.2.0rigem das linhagens fungicas

B. bassiana (Acesso URM 2915) e B. brongniartii (Acesso URM 6504) foram
cedidas pela Micoteca URM do Departamento de Micologia/Universidade Federal de
Pernambuco/UFPE.

4.3.0rigem dos agroquimicos

Foram testadas trés formulacfes comerciais de agroquimicos registrados para o
controle de pragas: Fipronil (Regent 800 WG, Rhodia Agro Ltda), Malathion (100 mL,
DIPIL, Agroline) e Diazinon (40 PM, Agener Uni&o). As formulagdes foram testadas na

concentracdo média recomendada para pulverizacdo em condicGes de campo.
4.4.Meio de cultura e manutencéo das culturas fungicas

Agar-Sabouraud-dextrose 2 % (5 g/L de peptona de carne, 20 g/L de glicose, 5
g/L de peptona de caseina e 15 g/L de agar bacterioldgico. pH 5,6 £ 0,1 a 25 °C). As
amostras foram repicadas para tubos de ensaio contendo meio agar-Sabouraud-dextrose
2 %, onde as culturas foram mantidas a temperatura ambiente de 10 a 15 dias e, em

seguida, sob refrigeracédo a 4 °C.
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4.5.Crescimento radial

Fragmentos da cultura fangica foram colocados no centro da placa de Petri
contendo o meio de cultura especifico. Em seguida, as placas foram mantidas em
temperatura ambiente. As observacdes serdo feitas durante 12 dias para caracterizacao do
aspecto macroscopico da col6nia e do tempo de crescimento e esporulagdo em meio de

cultura.
4.6.Exame microscépico das linhagens fungicos

Foi utilizada a metodologia descrita por Lopes et al. (2008), adaptada. Inéculo da
cultura fungica foi transferido para placas de Petri contendo meio agar-Sabouraud-
dextrose e cobertos com laminulas previamente flambadas. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente e as laminulas com micélio aderido foram retiradas
sucessivamente, nos periodos de 24 — 48 — 96 — 120 horas ap06s o inicio do experimento,
colocadas invertidas sobre uma Iamina estéril, coradas com lactofenol, identificadas e

analisadas ao microscopio Optico.
4.7.Técnica da fita adesiva para a visualizacédo dos conidios

Sobre a col6nia do fungo cultivado em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose
pressionara um pedaco de fita adesiva transparente (Durex) para capturar as estruturas.
Em seguida a fita foi pressionada em uma Iamina contendo uma gota de corante azul de
lactofenol e posteriormente analisada ao microscopio optico (MICOSIS HUMANAS
PROCEDIMENTOS DIAGNOSTICOS, 1995).

4.8.Preparo das suspensdes de conidios para o teste de especificidade das linhagens

fangicas com os insetos-praga

B. bassiana e B. bronginiartii foram inoculados em meio de cultura Agar-
Sabouraud-Dextrose 2 %. As placas serdo mantidas a temperatura de 25 + 2 °C, por um
periodo de 10 a 15 dias para crescimento e conidiogénese. Apos esse periodo, os conidios
serdo coletados, raspando-se a superficie da col6nia para a realizacdo dos bioensaios. Para
0 preparo das suspensdes de conidios, foi utilizada agua destilada autoclavada e Tween
80 0,01 % (v/v). Em seguida, foi estimada a concentracdo de conidios em cadmara de

Neubauer e as suspensdes foram padronizadas em 1,0 x 108 conidios/mL™.
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4.9.Teste de especificidade

A metodologia utilizada para o teste de especificidade foi adaptada a partir do
trabalho de Santos et al, (2007). Foi realizado um experimento com 60 exemplares de
cada espécie de insetos, correspondendo a trés repeticdes de 10 insetos para cada
tratamento (T1 grupo controle = 4gua destilada autoclavada + Tween 80; T2 = suspensao
de 1,0 x 108 conidios/mL™* + Tween 80). Os insetos foram transferidos individualmente
para placas de Petri contendo papel de filtro com 1 mL da suspensédo de conidios (Figura
9) e a dieta de Greene (Tabela 1). As placas foram mantidas a temperatura de 25 + 2 °C
e avaliadas a cada 24 horas durante 10 dias, para observacdo da extrusdo do fungo e
confirmacéo da morte pelo patégeno.

Figura 9. Chrysodeixis includens (A) e Anticarsia gemmatalis (B). Estagios L3.

A B

Fonte: Autoria propria, 2022.
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Tabela 1. Composicdo da dieta artificial de Greene.
Dieta de Greene

Constituinte Quantidade
Feijdo-branco 102,90 g
Germe de trigo 82,30 ¢
Farelo de soja 41,20 ¢
Leite em po 30,90 ¢
Levedura de cerveja 51,40 g
Acido ascorbico 4909
Acido sorbico 2,50 g
Nipagin 4,109
Solucdo vitaminica 8,20 mL
Tetraciclina 0,10g
Formaldeido (40 %) 4,90 mL
Agar 18,90 g
Agua 1400,00 mL

Fonte: Busato et al., 2006.

4.10. Avaliagdo do efeito dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon sobre o

crescimento vegetativo e esporulacéo de Beauveria spp.

A metodologia utilizada baseou-se no trabalho de Rashid et al. (2019). O meio de
cultura agar-Sabouraud-dextrose 2 % foi autoclavado a 121 °C durante 20 minutos. Ap6s
esfriar por alguns minutos em temperatura ambiente, foi adicionado ao meio o antibi6tico
penicilina, na concentracdo de 0,3 g/L e 0,8 g/L do agroquimicos comerciais fipronil, 3
mL/L do malathion e 0,25 g/L de diazinon. Os agroquimicos foram previamente filtrados
utilizando-se filtros de 0,22 um de diametro com o intuito de remover 0s contaminantes.
O frasco contendo o meio &gar-Sabouraud-dextrose, penicilina e os agroquimicos foram
agitados manualmente durante um minuto para homogeneizacdo desses componentes e,
depois, foi vertido em placas de Petri estéreis. Apés a solidificacdo do meio, as placas
foram mantidas em refrigerador a temperatura de 4 °C durante 24 horas e, posteriormente,
foram inoculadas com Beauveria spp. com o0 auxilio de uma alca de platina (um ponto
por placa). O controle negativo foi feito cultivando-se Beauveria spp. em meio agar-
Sabouraud-dextrose contendo apenas penicilina, sem os agroquimicos. Os experimentos
foram realizados em triplicata e as placas foram mantidas a temperatura de 25 + 2 °C

durante 10 dias. Ao final, foi avaliado o diametro das coldnias fungicas com o auxilio de
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uma régua milimetrada e foi feita a contagem do nimero de conidios produzidos por

coldnia em camara de Neubauer ao microscopio optico.

4.11. Teste de viabilidade dos conidios produzidos no meio de cultura contendo os

agroquimicos fipronil, malathion e diazinon

Os conidios produzidos no meio &gar-Sabouraud-dextrose contendo fipronil,
malathion e diazinon foram diluidos em série para atingir uma concentracéo de 1 x 108
conidios/mL™. A partir desta suspensdo, foi inoculado 100 pL em placas de Petri
contendo meio agar-Sabouraud-dextrose em triplicado e posteriormente incubadas por 18
horas (T = 29 £ 1 °C). Apos este periodo de incubagéo, foram realizadas contagens de
coldnias para cada placa, com 200-300 conidios viaveis ou ndo vidveis contados sob um
microscopio optico (ampliacdo de 40X). Para o teste de viabilidade dos conidios, um
grupo controle foi preparado contendo apenas o isolado em meio agar-Sabouraud-

dextrose e penicilina, sem 0s agroquimicos.

4.12. Classificagdo dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon quanto a

toxicidade sobre o desenvolvimento de Beauveria spp.

Para a classificacdo dos agroquimicos quanto a toxicidade sobre Beauveria spp.
in vitro foi utilizado o modelo proposto por Alves (1998). Através do qual, sdo calculados

os valores percentuais com relagdo a testemunha (100 %), conforme a Equacao 1.

- 20(CV)+80(ESP)
a 100

Em que:
T = valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulacéo para classificacdo do produto.
CV = porcentagem de crescimento vegetativo com relagdo a testemunha.

ESP = porcentagem de esporulacdo com relacéo a testemunha.
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A partir dos valores de T, o produto quimico foi classificado como muito toxico
(0 a 30), toxico (31 a 45), moderadamente toxico (46 a 60) ou compativel (> 60) (MOINO
JR.; ALVES, 1998).

4.13. Teste de viruléncia dos conidios de Beauveria spp. compativeis com 0s

agroquimicos

Os conidios foram produzidos no meio agar-Sabouraud-dextrose contendo na sua
formulacéo o fipronil, malathion e diazinon nas mesmas condic6es descritas no Item 4.9.
Foi realizado um experimento com trés repeticdes de 5 insetos para cada tratamento (T1
grupo controle = 4gua destilada autoclavada + Tween 80; T2 fipronil = suspenséo de 1,0
x 108 conidios/mL™ + Tween 80; T3 malathion = suspensdo de 1,0 x 108 conidios/mL™ +
Tween 80; T4 diazinon = suspensdo de 1,0 x 102 conidios/mL™ + Tween 80). Os insetos
foram transferidos individualmente para placas de Petri contendo papel de filtro com 1
mL da suspensdo de conidios produzidos nos diferentes agroquimicos e a dieta (Tabela
1). As placas foram mantidas & temperatura de 25 + 2 °C e avaliadas a cada 24 horas
durante 10 dias, para observacdo da extrusdo do fungo e confirmacdo da morte pelo

patdgeno.
4.14. Analise estatistica

4.14.1. Teste de patogenicidade, especificidade e viruléncia dos conidios produzidos

na presenca dos agroquimicos

Os experimentos foram realizados segundo o delineamento experimental
inteiramente casualizado, em que os dados foram analisados estatisticamente quanto a
variancia (teste F) e as médias comparadas entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade, utilizando-se o programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2003).

Os dados referentes & mortalidade confirmada foram submetidos a anélise de
Probit para obtencédo dos valores de TLso (em dia) (FINNEY, 1971).

4.14.2. Ensaio com o0s agroquimicos

Os dados foram analisados estatisticamente quanto a varidncia (ANOVA),
seguido do teste de variagdo multipla de Ducan, onde P < 0,05.
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4.14.3. Andlise da atividade proteolitica na presenca dos trés agroquimicos

Foi utilizado o meio-agar-leite preparado com 50g de leite molico® desnatado
Nestlé, 15 g de agar e 1000 mL de &gua destilada e pH mantido em 6,8. O meio foi
autoclavado por 15 min. a 120° C. Apo6s esfriar por alguns minutos em temperatura
ambiente, foi adicionado ao meio o antibiético penicilina, na concentracéo de 0,3 g/L e
0,8 g/L do agroquimicos comerciais fipronil, 3 mL/L do malathion e 0,25 g/L de diazinon.
Os agroquimicos foram previamente filtrados utilizando-se filtros de 0,22 um de diametro
com o intuito de remover os contaminantes. O frasco contendo o meio agar-Sabouraud-
dextrose, penicilina e os agroquimicos foram agitados manualmente durante um minuto
para homogeneizacdo desses componentes e, depois, foi vertido em placas de Petri
esterilizadas. Posteriormente, as placas foram inoculadas com um disco do micélio de
Beauveria spp. e mantida em temperatura ambiente (25 + 2 °C ). O experimento foi
realizado em triplicata e avaliado no periodo de 12 dias, a capacidade de degradacédo da
caseina do leite em po, Unica fonte de nitrogénio adicionada ao meio. A degradacéo foi
avaliada macroscopicamente pela formagéo do halo transparente ao redor da col6nia.

4.14.4. Determinacao da atividade enzimatica e do indice enzimatico

Para a determinac&o do indice enzimatico (IE), foi utilizada a metodologia descrita
por Hankin e Anagnostakis (1975), em que a atividade da espécie avaliada decorre da
razdo entre o didmetro da col6nia (dc) e o didmetro da coldnia, acrescido da zona de

precipitacdo do halo (@h).

IE= Didmetro da colénia (@c)

Didmetroda colénia + Zona de precipitacido do halo (@h)

A partir do (IE) a atividade enzimatica (Pz) pode ser classificada como:
A) negativa (IE = 1, Pz = classe 1);
B) positiva (0,64 = IE < 1, Pz = classe 2);
C) fortemente positiva (IE < 0,64, Pz = classe 3).

50



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Caracterizacéo dos aspectos bioldgicos de Beauveria spp.

O crescimento micelial de B. bassiana e B. brongniarti foram analisados durante 15
dias apos inoculagdo no meio agar-sabouraud-dextrose sem a presenca dos agroquimicos.
Macroscopicamente, foi possivel observar as coldnias com aspecto filamentoso, com cor

branca, reverso amarelado e centro alaranjado como evidenciado na Figura 10.

Figura 10. Aspecto macroscopico das colénias de Beauveria bassiana (A) e Beauveria
brongniartii (B) em meio &gar-Sabouraud-dextrose apo6s 15 dias de crescimento.l)
frente 2) verso da coldnia.

Fonte: Autoria propria, 2022.

O crescimento radial também foi analisado sem a presenca dos agroquimicos e
analisados por 15 dias. B. bassiana obteve uma curva de crescimento de 3,0 cm (Figura
12) e B. Brongniartii obtivemos 3,5 centimetros (Figura 13). O desenvolvimento radial
comprova a eficiéncia do meio agar-Sabouraud-dextrose no fornecimento de nutrientes
necessarios para os processos de conidiogénese e esporulacdo fungica in vitro em

temperatura ambiente.
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Figura 11. Curva de Crescimento Beauveria brongniartii durante 15 dias.
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Figura 12. Curva de Crescimento Beauveria bassiana durante 15 dias.
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Com relag8o a caracterizacdo microscopica de Beuaveria spp., apds 24 a 48 foi
possivel detectar a presenca de hifas septadas, existéncia de conidioforos, apressorios e
consequentemente dos conidios. As estruturas fungicas apresentavam-se intactas e com
caracteristicas intrinsecas das duas espécies (Figura 13).

O processo de conidiogénese é responsavel por originar os conidios. Os conidios
sdo produzidos por diferenciacBes da parte vegetativa do préprio micélio, representando
a forma mais comum de reproducdo assexuada. Essas estruturas reprodutivas sdo
responsaveis pela propagacdo das espécies fangicas, sendo assim, sdo utilizadas no
biocontrole (LEE et al., 2018).

Figura 13. Micrografias das estruturas de Beauveria bassiana (A): A1) Micélio septado,
A2 Conidioforos, A3) Conidios; Beauveria brongniartii (B). B1) Micélio septado, B2
Conidioforos, B3) Conidios.

Fonte: Autoria prépria, (2022).

Os conidios de Beauveria spp. originam-se nos conidiéforos e necessitam de
varios fatores abidticos como temperatura e umidade para atingir o processo de
viabilidade e funcionamento biolégico. Apos processo de produgédo os conidios germinam
e adentram na cuticula do hospedeiro, replicando e desencadeando um processo infecioso
no hospedeiro progredindo para morte (PENG et al., 2022).

Os fungos filamentosos adentram nos seus hospedeiros utilizando os apressorios,
conhecido comumente como a estrutura responsavel pelo processo infeccioso. O esporo
germinativo contaminante adentra atravessando as hifas ou os tubos germinativos. Apds

esse processo para adentrar é feito o contato com a superficie estabelecendo um ponto de

53



contato que possivelmente é facilitado pelo o refor¢co da melanina e quitina existente no
hospedeiro (DEMOOR; SILAR; BRUN, 2019; KHAN et al., 2012).

Durante o processo de penetracdo é possivel detectar varias alteracfes na estrutura
e desenvolvimento fungico como os pinos de penetracdo e estruturas parecidas com o
haustorios responsaveis pela absorcdo do nutrientes, tais caracteristicas permitem
confirmar a existéncia dos apressorios nos fungos filamentosos (DEMOOR; SILAR;
BRUN, 2019).

5.2.Efeito dos agroquimicos sobre o crescimento vegetativo, conidiogénese e

viabilidade dos conidios de Beauveria spp.

A anélise do crescimento vegetativo de B. bassiana e B. brongniartii. foi utilizado
nas concentracfes usadas no campo comforme recomendado dos agroquimicos fipronil,
malathion e diazinon, utilizados no combate de A. gemmtalis e C.includens.

A partir dos resultados foi possivel observar macroscopicamente que ocorreu
inibicdo no crescimento vegetativo de B. bassiana frente aos trés agroquimicos quando
comparados ao grupo controle (Figura 10). Na presenca do fipronil foi possivel
evidenciar inibi¢do (1,20%), malathion (0,60%) e diazinon (0,20%) (Tabela 2). Essas
analises mostram um forte impacto dos trés agroquimicos no crescimento de B. bassiana,
principalmente na presenca do fipronil obtendo-se um percentual maior em relagdo a taxa

de inibigcdo do crescimento vegetativo do fungo propriamente dito.

Figura 14. Aspecto macroscopico das col6nias de Beauveria bassiana (A) e Beauveria
brongniartii (B) em meio &gar-Sabouraud-dextrose = Controle (0), contendo fipronil (1),
malathion (2) e diazinon (3);

Fonte: Autoria propria, (2022).
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Resultados semelhantes ao presente estudos foram relatados por Bezerra et al.
(2018) em que B. bassiana apresentou inibicdo de crescimento maior de (80,90 = 0,98)
em relacdo a outros agroquimicos nas mesmas condicdes utilizadas no presente estudo.
Para Barari et al. (2012), também foi evidenciado uma maior reducdo no crescimento de

B. bassiana na presenca do fipronil (43,50 = 2,60).

Tabela 2. Efeito dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon sobre o crescimento

vegetativo (mm) de Beauveria bassiana (n=3), baseado na porcentagem media + EP.

Reducao do crescimento
vegetativo (%)

Tratamentos  Crescimento vegetativo (mm)

Controle 3,20 £ 0,222 0,00 + 0,00ns
Fipronil 2,00 = 0,09b 1,20 £ 0,03a
Malathion 2,60 £ 0,12ab 0,60 £ 0,18b
Diazinon 3,00 + 1,00a 0,20 + 0,10bc

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de variagdo multipla de Duncan (P<0,05).
Dados ndo transformados. NS — ndo significativo. Fonte: Autoria propria, 2022

Os nossos resultados diferem dos encontrados por Bandeira et al. (2021), em que
foi evidenciado um forte impacto na reducédo para malathion (1,37 £ 0,78 b). Embora, o
autor tenha utilizado as mesmas condi¢Ges dos agroquimicos aplicadas no presente
estudo, essas divergéncias podem ser explicadas pelo uso de linhagens diferentes de B.

bassiana, concentracfes de conidios e meio de cultura utilizado.

Ja para B. brongniartii foi possivel observar uma reducao de (1,30%) para fipronil
e malathion, (0,80%) para diazinon (Tabela 3) em relacdo ao grupo controle.
Macroscopicamente também ficou nitido a inibicdo no crescimento vegetativo para 0s
trés agroquimicos quando comparados ao grupo controle. Esses resultados confirmam os
relatados por Bezerra et al, (2018), que observaram uma inibi¢do no crescimento (55,52

+ 0,0 ab) na presenca do fipronil para B. brongniartii.
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Tabela 3. Efeito dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon sobre o crescimento
vegetativo (mm) de Beauveria brongniartii (n=3), baseado na porcentagem média + EP.

Reducéo do crescimento

Tratamentos Crescimento vegetativo (mm) vegetativo (%)
Controle 3,70+0,132 0,00 = 0,00ns
Fipronil 2,40 = 0,06b 1,30+ 0,10a
Malathion 2,40 £ 0,22b 1,30 + 0,90a
Diazinon 2,90 £1,01b 0,80 £ 1.98b

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de variagdo multipla de Duncan (P<0,05).
Dados néo transformados. Fonte: Autoria propria, 2022.

Em relacdo a esporulacdo e viabilidade dos conidios houve uma reducéo
significativa para B. bassiana na presen¢a do malathion de 3,5% e 53,13% quando
comparados ao grupo controle (Tabela 4 e Figura 15). Embora o fipronil tenha tido uma
maior inibicdo no crescimento vegetativo (Tabela 2), quando analisados a esporulagéo e
a viabilidade dos conidios 7,48% e 95,01% nao foi observado uma reducdo na producéo
dos mesmos. Para o agroquimico diazinon também ndo foi identificado diminuicdo na

esporulacdo e viabilidade dos conidios 8,21% e 81,00 respectivamente.

Figura 15. Teste de viabilidade de conidios de Beauveria bassiana (A- controle, B-
fipronil, C — malathion e D- diazinon) e Beauveria brongniartii. (E- controle, F- fipronil,
G — malathion e H- diazinon)

Fonte: Autoria propria, (2022).

B. brongniartii na presenca dos trés tratamentos agroquimicos apresentou
compatibilidade com os mesmos, quando comparados ao grupo controle (Tabela 4). Na

presenca do fipronil tivemos a melhor taxa de esporulagdo quando comparadas ao grupo
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controle 9,06% e viabilidade de 92,26%, seguidos do diazinon 10,59% e 97,09%. O
malathion apresentou menor taxa de esporulagéo de7,48% e 95,01%.

Embora os agroquimicos possam inibir o crescimento micelial de um fungo
filamentoso, este ndo € considerado uma premissa para inviabilidade na esporulacao e
germinacdo dos conidios (Silva et al. 2013). No presente estudo foi possivel evidenciar
esse resultado, tivemos uma maior inibigdo no crescimento vegetativo pelo fipronil para
B. bassiana e B. brongnartii, mas nao foi detectado reducdo na esporulacéo e viabilidade,
evidenciando que esses dois paramentos estdo relacionados com a adaptacao do fungo ao
meio de cultivo e ndo a presenca intrinseca dos agroquimicos propriamente dita. Segundo
Tamai et al., (2002), o crescimento micelial pode ser retardado pela presenca de estresse
provocados pelos agroquimicos e ndo prejudica o processo de conidiogénese.

O processo de desenvolvimento dos conidios é considerado 0 mais importante
para o crescimento vegetativo e esporulagdo fingica, visto que, o fungo necessita dessa
producéo para infeccdo do hospedeiro com sucesso. Por tanto, se houver diminuigdo
durante a germinacéo dos conidios pode diminuir a eficiéncia do fungo entomopatogénico
em relacdo ao seu hospedeiro. De modo que o crescimento do micélio é produzido no
interior do inseto hospedeiro e a concentracdo dos produtos quimico encontra-se embaixo
da hemolinfa, existem chances minimas dessa fase do desenvolvimento ser afetada
(SILVA et al., 2013).

Tabela 4. Efeito dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon sobre a esporulacgéo e
viabilidade dos conidios (%) de Beauveria bassiana e Beauveria brongniartti

Tratamentos Espgrglagéo (1x 107 Vial?il_idade (1x 107
conidios/mL™?) (%) conidios/mL™"?) (%0)
B. bassiana B. brongniartii B. bassiana  B. brongniartii
Controle 10,99 + 0.08a 9,36 +0.71a 99,11+0,65a 99,01 +0,112
Fipronil 7,48 £0,21b 9,06 +1.03a 95,01+0,09a 92,26 + 0,25
Malathion 3,50 + 0,12bc 7,81 + 1.36ab 53,13 +0,14bc 95,01 + 0,302
Diazinon 8,21+0,21b 10,59 £ 1.21a 81,00+ 1,06b 97,09 + 0,512

*Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de variagdo multipla de Duncan (P<0,05).
Fonte: Autoria propria, (2022).

Em virtude dos resultados obtidos em relagdo ao crescimento vegetativo e
processo de conidiogénese, 0s agroquimicos foram analisados quanto a sua toxicidade in
vitro frente as duas linhagens fungicas (Tabela 5). Para B. bassiana houve

incompatibilidade com o malathion e os demais agroguimicos foram compativeis. J& para
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B. brongniartti houve compatibilidade com os trés agroquimicos utilizados no presente

estudo.

Tabela 5. Classificagdo dos agroquimicos fipronil, malathion e diazinon quanto a
toxicidade in vitro sobre Beauveria bassiana e Beauveria brongniartti.

Valores de “T” Classificacao*
Tratamentos Beauveria Beauveria Beauveria Beauveria
bassiana brongniartii bassiana brongniartii
Fipronil 80 86 Compativel Compativel
Malathion 49 71 N&o Compativel Compativel
Diazinon 83 91 Compativel Compativel

*Classificacdo em conformidade com Rossi-Zalaf et al., (2008).

Diante dos resultados foi possivel evidenciar que B.bassiana e B. brongniartii
mostraram-se eficientes quando associados aos agroguimicos, com excecdo do malathion
para B bassiana. Tais resultados mostram o potencial dessas espécies com relagcdo ao uso
consorciado no controle biolégico, mais precisamente no manejo integrado de pragas
(MIP), podendo preservar a populacdo natural, evitar resisténcia as pragas e reduzir as
chances de contaminacdo e consequentemente, diminuir o uso de agroquimicos (DA
SILVA, ROBERTA Z; NEVES, 2005; RIBEIRO et al., 2012).

A aplicacdo do controle bioldgico geralmente é potencializada combinando-se
com o uso do controle quimico. A sinergia entre 0s micro-organismos e 0s agroquimicos
também reduz os efeitos contaminantes proveniente destes no meio ambiente. Entretanto,
essa sinergia por muitas vezes nao € facil de alcancar e por consequéncia pode causar um
efeito antagbnico e afetar a sobrevivéncia dos fungos filamentosos (DANNON et al.,
2020). Por exemplo, o efeito do malathion mostrou-se incompativel para a linhagem B.

bassiana (URM 2915) no presente estudo.
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5.3.Avaliacdo da especificidade e eficiéncia larvicida de Beauveria spp. sobre

Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens

No primeiro dia do bioensaio foi realizada a infeccdo com os conidios de B.
bassiana e B. brongniartii nas lagartas de ambas as espécies. Foi observado durante esse
processo, uma movimentacdo e alimentagdo ativa das lagartas na placa de Petri. Ao
decorrer dos dias foi possivel evidenciar alteracdes fisiologicas e no comportamento das
lagartas, principalmente a diminuicdo da locomocao, perda dos movimentos, reducdo da
dieta utilizada e mumificacdo (Figura 16). Esse comportamento letargico é esperado ao

decorrer do processo do bioensaio, confirmando justamente a colonizag&o fungica.

Figura 16. Mumifcacdo de Chrysodeixis includens (Al — controle e A2 - lagarta
mumificada) e Anticarsia gemmatalis (B1 — controle e B2 - lagarta mumificada) com
Beauveria brongniartii na concentragdo de 108 conidios/mL™. Periodo de incubagio - 15
dias (T =28 + 2).

Essas alteragdes fisioldgicas observados nos hospedeiros é decorrente da agresséo
cuticular e producao de micotoxinas oriundas do processo patogénico ocasionado pelos
fungos. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos. Essas
toxinas sdo moléculas pequenas, que caracterizam os fungos porque atuam diretamente
no processo infeccioso, gerando vérias respostas fisiologicas no hospedeiro (VALENCIA
etal., 2011). As toxinas produzidas por Beauveria spp. afetam a integridade da membrana

plasmatica aumentando a permeabilidade, e alterando os canais de ions. Tais alteraces
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induzem e tém como consequéncia final a morte celular (AL KHOURY; GUILLOT;
NEMER, 20109).

A Beauveria spp. produzem varios metabdlitos secundarios, dentre eles-temos
beauvericina e bassianolida. Essas substancias sdo produzidas pela B. bassiana e B.
brongniarthi (ZIMMERMANN, 2007). A beauvericina possuem varias atividades,
incluindo antimicrobiana, inseticida e antii-inflamatérias. Esse metabodlito j& foi
identificado em outros estudos mostrando a eficacia contra varios artropodes como: Aedes
aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae), Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae), Spodoptera exigua Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), zea Boddie
(Lepidoptera: Noctuidae) (AL KHOURY; GUILLOT; NEMER, 2019).

Na auséncia dos agroguimicos, B. bassiana e B. brongniartii apresentaram uma
taxa de mortalidade total de 99,9% para A. gemmatalis e para C. includens de 80,3% e
90,6%, respectivamente. J& a taxa de mortalidade confirmada foi 30% para A. gemmatalis
e um TLso de 7,31 dias quando infectadas com B. bassiana e ndo houve extruséo de B.
brongniartii para essa espécie. C. includens apresentou uma taxa de mortalidade
confirmada de 20% e 90% e um TLso de 7,01 e 6,0 dias quando infectadas com B.

bassiana e B. brongniartii, respectivamente como evidenciado nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6. Eficicia de Beauveria bassiana e Beauveria brongniartii produzidos sem
agroquimicos sobre as lagartas Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens na
concentracéo de 102 conidios/mL™. Periodo de incubacio - 15 dias (T = 28 + 2 °C (n=60
para cada espécie de fungos).

Taxa de mortalidade total Taxa de mortalidade confirmada
Insetos (%) (zEP)* pelo fungo (%) (xEP)*
Anticarsia Chrysodeixis Anticarsia Chrysodeixis
gemmatalis includens gemmatalis includens
Controle 99,9+0,09a 20,9+1,48bc 0,00 + 0,00b 0,00+ 0,00c
Eea‘.”e”a 99,9+1,89a  80,3+2,59h 30,9+2,13a 20,1+1,75b
assiana
Beauveria — g49.080a  90,6:0,80a 00,0+0,00b 90,3+2,05a
brongniartii
CV% 12,1 17,9

'Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo difere em si pelo teste te Tukey a 5%.
Fonte: Autoria propria, 2022.
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Tabela 7. Tempo letal (TLso) para Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens infectadas com Beauveria bassiana e Beauveria brongniartii,
sem contato com agroquimico. Concentracéo de 10 conidios/mL™. Periodo de incubagio - 15 dias (T = 28 + 2 °C) (n=60).

TLso (dias) Equacéo?! t?
Insetos Anticarsia  Chrysodeix L . L Anticarsia  Chrysodeixis
. Anticarsia gemmatalis Chrysodeixis includens . .
gemmatalis is includens gemmatalis includens
Controle 0,00 0,00 ns® ns® 0 0
Beauveria bassiana 7,31 7,01 Y=0,1628 + 1,9532 log X  Y=2,1348 + 1,3001 log X 2,85 5,01
Beauveria brongniartii 0,00 6,00 ns Y=2,9016 + 3,3013 log X 0 2,87

valores das equacdes obtidas pela analise de probit, onde Y = probit e X = concentragéo. 20 valor de t determina o coeficiente angular, sendo os valores inferiores a 1,29
indicam que ndo ha significancia da regressdo. 3Néo significativo.
Fonte: Autoria propria, 2022.
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A alta taxa de mortalidade para A. gemmatalis pode ser justificada devido aos
fatores ambientais como temperatura e umidade, mostrando o quanto as larvas de A.
gemmatalis sdo sensiveis as condi¢cdes ambientais as quais sdo aplicadas. Foi contatado que
a alta mortalidade total aplicado ao controle em ambas as espécies das lagartas podem estar
relacionados as condi¢fes ambientais e ao estresse ocasionado durante o experimento, visto
que, ndo houve indicios de contaminacdo e a inoculacao dos fungos no grupo controle. J&
para C. includens foi constatado que é uma espécie menos sensivel aos impactos sociais
obtendo uma mortalidade total menor quando comparados a A. gemmatalis no grupo
controle.

Jaronski et al. (2017), relatam que o bioensaio deve ser aplicado como uma
ferramenta para garantia de qualidade, visto que, a eficacia de um lote no experimento sé
sera comprovada mediante a realizacdo do bioensaio. Existem uma diversidade de insetos-
praga que os fungos podem desencadear um processo infeccioso, sendo assim, € importante
preparar o bioensaio de acordo com a espécie a ser trabalhada. A robustez do bioensaio é
garantida através do nimero de insetos que serd utilizado, quanto maior esse valor teremos
uma garantia na eficacia do bioensaio. No presente estudo tivemos essa eficacia confirmada
ao utilizar um namero alto das amostras de lagarta (64 n), pois apresentamos resultados

bem concisos e dentro do esperado.

5.4.Avaliacéo da viruléncia dos conidios de Beauveria spp. produzidos na presenca

dos agroquimicos

A andlise do bioensaio para o teste de viruléncia dos conidios de B. bassiana
produzidos na presenca do fipronil, malathion e diazinon, evidenciou uma taxa de
letalidade total para A. gemmatalis de 99,9%. A mortalidade confirmada s6 foi evidenciada
apenas para o grupo contendo fipronil de 20,9% e um TLso de 12,1 dias. Ja para C.
includens a letalidade total foi de 90,3%, 80,6% e 70,0%, mortalidade confirmada de
75,1%, 70,3% e 30,3% e TLso de 6,9, 12 e 7,0 dias para os grupos contendo fipronil,

malathion e diazinon, respectivamente, como mostra as Tabelas 10 e 11.].
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Tabela 8. Eficacia de Beauveria bassiana produzidos na presenca de agroquimicos sobre
as lagartas Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens na concentracdo de 108
conidios/mL™. Periodo de incubacéo - 15 dias (T = 28 + 2 °C) (n=60 para cada espécie de
fungos

Aaroauimicos/ Taxa de mortalidade total Taxa de mortalidade confirmada
groquimi (%) (+EP)! pelo fungo (%) (+EP)L
Beauveria - - — - - —
bassi Anticarsia Chrysodeixis Anticarsia Chrysodeixi
asSlana . . . .
gemmatalis includens gemmatalis s includens
Controle 751+0,18ab  40,1+0,48¢c 0,00 + 0,00b 0,00+ 0,00c
Fipronil 99.0+1,00°  90,3+179% 20,0+ 0.13a 75,141,054
Malathion 99.9+180°  80,6+0,80b 00,0+ 0,00b 70,3+2.55a
Diazinon 99,9 40,99  70+0,99cd 00,0+ 0,00b 30,3+1,05b
CV% 25,1 18,9

Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo difere em si pelo teste te Tukey a 5%. Fonte:
Autoria propria, 2022.
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Tabela 9. Tempo letal (TLso) para Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens infectadas com conidios de Beauveria bassiana, produzidos
na presenca de agroquimicos. Concentragdo de 108 conidios/mL™. Periodo de incubacio - 15 dias (T = 298 + 2 °C) (n=60 para cada espécie de

fungos).
i 301 2
Agroquimicos/Beauveria . TLSO (dias) — Equagao —— L —
: Anticarsia | Chrysodeixis L . L Anticarsia | Chrysodeixis
bassiana ; : Anticarsia gemmatalis Chrysodeixis includens . :

gemmatalis includens gemmatalis | includens
Controle 0 0 ns ns® 0 0
Fipronil 12,1 6,9 Y=0,1782 +2,8522 log X | Y=2,9145 + 1,3001 log X 2,05 6,01
Malathion 0 12,0 ns® Y=2,3515 + 3,1029 log X 0 7,17
Diazinon 0 7,0 ns Y=1,6001 + 5,1725 log X 0 4,39

Yvalores das equagdes obtidas pela anélise de probit, onde Y = probit e X = concentragdo. 0O valor de t determina o coeficiente angular, sendo os valores inferiores a 1,96
indicam que n&o ha significancia da regressdo. ®Néo significativo.

Fonte: Autoria prépria, 2022.
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Para B. brongniarti, cujos conidios foram produzidos na presenca do fipronil,
malathion e diazinon, a taxa de letalidade total para A. gemmatalis foi de 99,9%,
mortalidade confirmada foi de 95,9%, 85,0% e 97,0% e TLso de 7,0 dias para 0s grupos
contendo fipronil, malathion e diazinon, respectivamente. Para C. includens a letalidade
total foi de 99,3%, 95,6% e 70,4%, mortalidade confirmada de 95,1%, 92,3% e 70,3% e
TLso de 6,7, 5,0 e 7,0 dias para os grupos contendo fipronil, malathion e diazinon,
respectivamente (Tabelas 12 e 13). O fipronil para as duas espécies de lagartas foi o
tratamento que mostrou menor impacto em relacdo a resposta entre a mortalidade total e
confirmada pelo fungo, seguindo do malathion para C. includens e do diazinon para A.
gemmatalis.

Tabela 10. Eficicia de Beauveria brongniartii produzidos na presenca de agroquimicos
sobre as lagartas Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens na concentragdo de 108
conidios/mL™. Periodo de incubagéo - 15 dias (T = 28 + 2 °C) (n=60 para cada espécie de
fungos).

. Taxa de mortalidade

Taxa de mortalidade total confirmada pelo fungo (%)
Agroquimicos/Beauveria (%) (xEP)? ( +FI)EP)1 g

brongniarti Anticarsia  Chrysodeixis Anticarsia ~ Chrysodeixis

gemmatalis includens gemmatalis includens
Controle 70,1+1,18ab  10,1+0,98c | 0,00+0,00c 0,00 £ 0,00c
Fipronil 99,9+2,00a  99,3+1,59%a 95,9+ 1,13a 95,1+ 2,05a
Malathion 99,9+1,10a 95,640,90a | 85,0+1,98ab  92,3+1,25a
Diazinon 99,9 +0,79a 70,4+1,99bc | 97,0+0,98a  70,3+1,72ab
CV% 13,9 21,8

'Erro padrdo. Médias seguidas da mesma letra ndo difere em si pelo teste te Tukey a 5%. Fonte: Autoria
prépria, 2022.
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Tabela 11. Tempo letal (TLso) para Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens infectadas com conidios de Beauveria brongniartii,
produzidos na presenca de agroquimicos. Concentracio de 108 conidios/mL™. Periodo de incubagio - 15 dias (T = 298 + 2 °C (n=60 para cada

espécie de fungo).

Agroquimic TLso (dias) Equacéo? t?
os/Beauveria Anticarsia Chrysodeixis | Anticarsia gemmatalis Chrysodeixis includens Anticarsia | Chrysodeixis
brongniartii gemmatalis includens gemmatalis includens
Controle 0 0 ns® ns® 0 0
Fipronil 7,0 7,0 Y=2,1002 + 2,0511 log X Y=2,8152 + 1,7441 log X 2,15 4,07
Malathion 7,0 5,0 Y=0,2358 + 0,4210 log X | Y=2,7545 + 3,2199 log X 1,39 2,10
Diazinon 7,0 7,0 Y=1,0908 +1,3214 log X | Y=1,8331 + 5,4965 log X 3,38 1,05

Yvalores das equagdes obtidas pela anélise de probit, onde Y = probit e X = concentracdo. 2O valor de t determina o coeficiente angular, sendo os valores inferiores a 1,06
indicam que ndo ha significancia da regressdo. *Ndo significativo. Fonte: Autoria propria, 2022
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No presente estudo foi evidenciado resultados semelhantes ao de Cruz-Avalos et
al. (2019). Os autores testaram a eficacia em 14 espécies de fungos entomopatogénicos e
entre eles, comprovaram a especificidade da B. brongniartii e a B. bassiana frente as
lagartas de C. includens usando também uma concentracéo de 108 conidios/mL™ e uma
mortalidade em 81,3% das lagartas por B. bassiana. Entretanto, no estudo de Fernandes
et al. (2011), realizados com carrapatos mostra uma divergéncia em relacéo a eficacia de
espécies da Beauveria spp. na concentracio de 108 conidios/mL™. Os resultados
contrastantes evidenciam a importancia do teste de especificidade, concentragdo de
conidios e condi¢gdes ambientais para cada inseto e fungos. Pois a letalidade versus

patogenicidade depende também da espécie e do tipo de linhagem.

5.5.Atividade proteolitica de Beauveria spp. na presenca do fipronil, malathion e

diazinon

Os fungos entomopatogénicos possuem a capacidade de produzir enzimas
proteoliticas (proteases), essa producdo € fortemente afetada pelas condicdes existentes
no meio, especialmente relacionadas a fontes de carbono e nitrogénio, assim como,
fatores fisico-quimicos relacionados ao pH, incubacdo e temperatura. As proteases
produzidas pelos fungos tém como funcdo catalisar a hidrdlise da caseina em
aminoéacidos, permitindo a catabolizacao pelas células.

B. brongniartii e B. bassiana, confirmaram a producédo das enzimas proteoliticas
no meio de cultura agar-leite acrescidos dos agroquimicos malathion, fipronil e diazinon
utilizados na lavoura da soja. A confirmacao da atividade proteolitica foi indicada através
do IE alto e um PZ positivo (Classe 2), ambos comprovaram que os isolados fungicos
secretam a protease, enzima pesquisada no presente estudo.

B. brongniartii na presenca do malathion obteve um IE de 0,94 e PZ positiva, ja
para o fipronil e diazinon o resultado da IE foi de 0,93 e de IE 0,95, respectivamente. Em
relagdo a PZ para fipronil e diazinon ambos apresentaram resultado positivos,
demonstrando atividade proteolitica alta para os trés tratamentos utilizados e comparados
com o grupo controle. Para B. bassiana também foi confirmada atividade proteolitica alta
utilizando o malathion, fipronil e diazinon. A PZ foi positiva para os trés agroquimicos e
foi evidenciado um IE de 0,96, 0,84 e 0,79 para malathion, fipronil e diazinon,

respectivamente (Tabela 14).

67



Tabela 12. Atividade proteolitica de Beauveria bassiana e Beauveria brongniartii na
presenca dos agroquimicos.

AGROQUIMICOS Bleiuveria bassiZﬁa Be:jveria bronganirtii
Controle 0,87 Positiva 0,98 Positiva
Fipronil 0,84 Positiva 0,93 Positiva

Malathion 0,96 Positiva 0,94 Positiva
Diazinon 0,79 Positiva 0,95 Positiva

Fonte: Autoria prépria, 2023.

B. bassiana e B. brongniartii demonstraram a formacdo do halo a partir da
degradacdo da caseina do leite e também uma esporulacdo acentuada. Esses resultados
comprovam a atividade proteolitica qualitativa positiva das duas espécies de Beauveria

na presenca dos trés agroquimicos testados (Figura 17 e 18).

Figura 17. Aspecto macroscépico da atividade proteolitica na presenca dos agroguimicos (malathion
(A), fipronil (B), diazinon (C) e Controle (D) de Beauveria bassiana.

Fonte: Autoria propria, 2023.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condicdes estabelecidas e avaliadas neste
estudo, conclui-se que:

- Observou-se redugédo do crescimento vegetativo de B. brongniartii na presencga
do fipronil, malathion e diazinon, mas ndo comprometeu significativamente a
conidiogénese e viabilidade dos conidios. Porém, apenas o malathion garantiu uma
reducdo na conidiogénese e viabilidade dos conidios de B. bassiana;

- Apenas o malathion foi classificado como “incompativel” quanto a toxicidade
in vitro sobre B. bassiana;

- B. bassiana e B. brongniartii foram patogénicas as lagartas A. gemmatalis e C.
includens na concentragdo de 1,0 x 10° conidios.mL™; com um TLso entre 6 e 7 dias,
respectivamente, na auséncia dos agroquimicos;

- B. bassiana apresentou mortalidade confirmada na presenca dos trés
agroquimicos para C. includens e para A. gemmatalis apenas na presenca do fipronil com
um TLso que variou de 7 a 12 dias para as duas espécies;

- B. brongniartii mostrou acdo patogénica mais eficiente que B. bassiana para C.
includens e A. gemmatalis com mortalidade confirmada e um TLso mais curto, que variou
de 5 a 7 dias, na presenca dos trés agroquimicos.

- B. brongniartii e de B. bassiana apresentaram atividade proteolitica positiva em
meio minimo contendo na sua composicao os trés agroquimicos: fipronil, malathion e
diazinon.

- Dentre as duas espécies estudadas B. brongniartii € mais promissora e com

potencial para ser usada no manejo integrado de pragas no campo.
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