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Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar a mortalidade de S. frugiperda com a utilizagao
de extratos vegetais, M. anisopliae e B. bassiana. Os bioensaios foram realizados no Laboratorio
de Genética e Biotecnologia do Centro Universitario de Patos de Minas. Foram utilizados dois
isolados fungicos: Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ-1037) e Beauveria bassiana (isolado
ESALQ-PL63) e dois extratos vegetais, Natuneem® (6leo de nim) e Biopirol® (extrato pirole-
nhoso). Foram montados dois bioensaios, sendo um para o primeiro instar e o outro para o se-
gundo instar de S. frugiperda. Cada bioensaio foi constituido por DIC, com 11 tratamentos e 4
repeticdes de 20 lagartas. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, e suas médias
comparadas ao teste de Tukey a 1% de probabilidade. Os resultados obtidos demonstram que a
S. frugiperda se torna menos sensivel a agdo dos fungos e dos extratos vegetais a medida que se
desenvolvem.

Palavras-chave: Controle bioldgico; Lagarta do cartucho; Extrato pirolenhoso; Fungos en-
tomopatogénicos.

Abstract: The study aimed to assess the mortality of S. frugiperda by using plant extracts, M.
anisopliae e B. bassiana. The bioassays were carried out at the Genetic and Biotechnology Labora-
tory and Entomology Laboratory from the Centro Universitario de Patos de Minas, Brazil. Two
fungal isolates were used: Metarhizium anisopliae (isolated ESALQ-1037) and Beauveria bassi-
ana (isolated ESALQ-PL63), and two plant extracts, Natu-neem® (Neem oil) and Biopirol® (py-
roligneous extract). Two bioassays were made, one for the first instar and another one for the
second instar of S. frugiperda. Each bioassay consisted of DIC, with 11 treatments and 4 repeti-
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tions of 20 armyworms. The results show that the S. frugiperda becomes less sensitive to the
action of fungi and the plant extracts as they develop.

Keywords: Biologic control; Armyworm; Pyroligneous extract; Entomophatogenic fungi.

Introducao

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), é a prin-
cipal praga da cultura do milho, devido a sua ocorréncia generalizada e ao seu poten-
cial de ataque em todas as fases de desenvolvimento da planta, provocando quedas
significativas no rendimento. Quando o ataque ocorre na fase inicial da cultura, essas
perdas sao ainda mais significativas, devido a morte das plantulas e a diminuigao do
numero de plantas por unidade de area (MARTINS et al., 2006).

Embora o controle quimico seja 0 método mais utilizado no controle de pragas,
o interesse por inseticidas naturais associado ao controle bioldgico tem aumentado pa-
ra S. frugiperda (MOREIRA et al., 2009).

O uso de fungos entomopatogénicos no controle de insetos tem sido objeto de
importantes pesquisas com a finalidade de melhor preservar o meio ambiente. Os inse-
tos atacados por este fungo tornam-se mumificados e cobertos por uma camada pulve-
rulenta de cor verde, formada pela aglomera¢ao de conidios. O fungo é utilizado no
controle de pragas que causam sérios prejuizos a culturas de interesse agronomico, em
quase todos os paises do mundo, principalmente nos tropicais (ALBUQUERQUE et al.,
2005).

O fungo Beauveria bassiana, de ampla distribuigao geografica, é mais frequente
em insetos e em amostras de solo, sendo encontrados no campo parasitando coledpte-
ros, lepidopteros, hemipteros, dipteros, himendpteros e ortdpteros. No Brasil, o poten-
cial para aplicagdo de B. bassiana no controle bioldgico é muito grande e vem sendo
responsavel pela reducdo do uso de inseticidas quimicos em varios cultivos de impor-
tancia agricola (OLIVEIRA, 2007).

Os extratos de plantas inseticidas vém sendo estudados como alternativa no
manejo integrado de pragas (VESOHOKI et al., 2008). Dentre as espécies utilizadas como
inseticida destaca-se o nim, Azadirachta indica E. Juss (MARTINEZ, 2002). O nim é uma
importante planta com atividade inseticida e adaptada ao Brasil com acentuada acao
sobre pragas como S. frugiperda (MOREIRA et al., 2009).

O extrato pirolenhoso é um subproduto organico resultante da condensagao
da fumaca expelida no processo de carbonizagao da madeira. Tem cerca de 200 tipos de
compostos, que interagem sinergicamente promovendo efeito benéfico as plantas (DOI-
HARA, 2005).

A adogao de produtos compativeis aos fungos entomopatogénicos possibilita
maior eficiéncia na conservacao do entomopatdgeno, incrementando o controle biold-
gico (SILVA et al. 2005). O conhecimento da interagao entre produtos fitossanitdrios e
patogenos que apresentam potencial para controle de determinada praga representa
importante ferramenta em programas de manejo integrado (SANTOS, 2008).
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Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a compatibilidade de M. anisopliae
e B. bassiana com extrato pirolenhoso e 6leo de nim e verificar a mortalidade de S. fru-
giperda com a utilizagao desses produtos vegetais separadamente ou combinados com
os fungos.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Genética e Biotecnologia e no La-
boratdério Pesquisa em Entomologia Experimental (LEEP) do Centro Universitario de
Patos de Minas, no més de outubro de 2009.

Foram realizados dois ensaios visando verificar o efeito do 6leo de nim (Na-
tuneem® - 2,5 ml/L de dgua) e do extrato pirolenhoso (Biopirol® - 2,5 ml/L de agua) na
germinacao de esporos de Metarhizium anisopliae (Metarril® - minimo de 5x10'" conidios
viaveis/kg do produto) e Beauveria bassiana (Boveril® - minimo de 5x10" conidios via-
veis/kg do produto), compondo os tratamentos descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos utilizados no teste de germinagao dos fungos Beauveria bassiana e Meta-
rhizium anisopliae em dois ensaios independentes. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos Tratamentos
B. bassiana M. anisopliae
B. bassiana + Nim M. anisopliae + Nim
B. bassiana + EP M. anisopliae + EP

B. bassiana + Nim + EP M. anisopliae + Nim + EP

EP = Extrato Pirolenhoso

Os produtos vegetais foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada esteriliza-
da (ADE) + espalhante adesivo (Gotafix®- 0,2 ml/L) contendo conidios de B. bassiana ou
de M. anisopliae suspensos na respectiva calda. Apds uma hora foi retirada uma aliquo-
ta de 0,1 mL de cada suspensao, espalhando-as com o auxilio da al¢a de Drigalsky em
quatro placas de Petri contendo uma fina camada de meio de cultura BDA. No trata-
mento controle utilizou-se suspensao dos fungos em ADE + espalhante adesivo. Para
cada tratamento foram elaboradas quatro repeti¢des (placas). As placas foram manti-
das em camara climatizada BOD a temperatura de 25 + 1°C, por 20 horas. Decorrido
este periodo, dividiu-se as placas em quatro quadrantes, nos quais se quantificaram
com auxilio de microscépio dptico com aumento de 400 vezes, 100 conidios/quadrante,
contabilizando a porcentagem de conidios germinados.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey (P <
0,01) para comparacgao entre as médias, com auxilio do software Statistica (Statsoft,
2004).
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Para o teste de patogenicidade foram utilizados as concentra¢des de 2,5ml/L de
agua do o6leo de nim (Natuneem®) e 2,5 ml/L de agua do extrato pirolenhoso (Biopirol®)
e pulverizados sobre lagartas de 1.° e 2.° instares (Tabela 2), com auxilio de pulveriza-
dor manual.

Tabela 2. Tratamentos utilizados no teste de mortalidade em lagartas de S. frugiperda de 1.2 e 2.2
instar. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos

Testemunha

B. bassiana

B. bassiana + Nim

B. bassiana + EP

M. anisopliae

M. anisopliae + Nim

M. anisopliae + EP

M. anisopliae + B. bassiana

M. anisopliae + B. bassiana + EP
M. anisopliae + B. bassiana + Nim

M. anisopliae + B. bassiana + Nim + EP

EP = Extrato Pirolenhoso

As lagartas de S. frugiperda de 1.2 e 2.° instares foram individualizadas em copos
plasticos de 100 ml contendo dieta artificial e, posteriormente, foi realizada a aplicacao
das suspensoes, molhando a lagarta e a dieta. Apos a aplicagao dos tratamentos, as
lagartas foram acondicionadas em sala climatizada (25 + 1° C). O delineamento expe-
rimental foi inteiramente casualizado, com 11 tratamentos (Tabela 1), com quatro repe-
ticdes, cada repeticao constando de 20 lagartas, perfazendo um total de 80 lagartas por
tratamento.

A mortalidade foi avaliada uma tnica vez, apos sete dias da montagem dos bi-
oensaios. Durante a avaliagdo de mortalidade confirmou-se a presen¢a dos fungos,
observando-se o crescimento micelial.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey (P <
0,01) para comparagao entre as médias, com o auxilio do software Statistica (Statsoft,
2004).

Resultados e Discussao

O 6leo de nim nao reduziu significativamente a germinagao dos esporos de M.
anisopliae (Tabela 3) e B. bassiana (Tabela 4), em comparagao com suas respectivas tes-
temunhas.
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Tabela 3. Viabilidade de conidios de Metarhizium anisopliae ap6s imersao em Odleo de
nim ou extrato pirolenhoso. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos Germinagao de conidios (%)
M. anisopliae 90,67a
M. anisopliae + 6leo de nim (ON) 86,00a
M. anisopliae + extrato pirolenhoso (EP) 25,00b
M. anisopliae + ON + EP 15,00b

Médias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1%.

Tabela 4. Viabilidade de conidios de Beauveria bassiana apds imersao em 6leo de nim ou extrato
pirolenhoso. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos Germinacao de conidios (%)
B. bassiana 97,00a
B. bassiana + oleo de nim (ON) 89,00a
B. bassiana + extrato pirolenhoso (EP) 66,67ab
B. bassiana + ON + EP 43,33b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1%.

Do ponto de vista do uso combinado dos fungos com o 6leo de Nim, no con-
trole bioldgico de insetos, este resultado pode ser aplicado, pois mostra o potencial de
utilizagdo conjunta de esporos dos fungos veiculados em solugdo aquosa de dleo de
Nim, sem que haja reducao da germinacdo dos esporos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Gupta et al. (2002) e por Marques et al. (2004), que verificaram que o 6leo
de nim nao afeta a viabilidade dos conidios destes fungos, sendo que M. anisopliae é
menos sensivel a acdo do éleo de Nim do que a B. bassiana. Trabalhando com doses
maiores que as utilizadas no presente trabalho, Hirose et al. (2001) observaram que o
6leo de nim na concentragao de 2% apresentou efeito negativo sobre a germinacgao de
conidios de M. anisopliae (CB 38) e B. bassiana (CG 252), com reducao de 17,26% e
45,27% respectivamente.

Entretanto, a germinagao de M. anisopliae foi reduzida na presenga do extrato
pirolenhoso, enquanto B. bassiana nao diferiu da testemunha. Os dois tratamentos com
presenca do fungo M. anisopliae mais EP diferiram estatisticamente do tratamento com
a presenca do 6leo de nim, obtendo uma germinacao abaixo de 25% em relagao a tes-
temunha (Tabela 3). Ja para os tratamentos com B. bassiana apenas B. bassiana + Nim +
EP diferiu-se estatisticamente dos demais (Tabela 4), obtendo baixa germinagao.
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No teste de mortalidade, apenas a aplicagao de B. bassiana isoladamente ou as
combinagdes do fungo com extrato pirolenhoso ou com M. anisopliae e 6leo de nim ndo
reduziram significativamente a mortalidade de lagartas de 1° instar de S. spodoptera
(Tabela 5). A aplicagao de M. anisopliae com B. bassiana e éleo de nim e extrato pirole-
nhoso ou apenas com 6leo de nim reduziu em mais de 90% a mortalidade do inseto-
praga. Houve diferenga significativa entre os resultados obtidos com os dois instares
testados, ocorrendo maior mortalidade nos tratamentos aplicados em lagartas de 1°
instar de S. frugiperda. Tal resultado mostra que os fungos entomopatogénicos e os ex-
tratos vegetais tém maior eficiéncia quando aplicados em lagartas recém eclodidas.

Tabela 5. Mortalidade (%) de lagartas de 1° instar de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae)
ap0s sete dias de pulverizagao dos tratamentos. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos Mortalidade (%)
M. anisopliae + B. bassiana + Nim + EP 95,00 a
M. anisopliae + Nim 92,50 a b
M. anisopliae + B. bassiana + EP 85,00 a b ¢
M. anisopliae + B. bassiana 70,00 a b ¢ d
M. anisopliae + EP 60,00 bcde
M. anisopliae 56,25 cde
B. bassiana + Nim 56,25 cde
B. bassiana 42,50 def
B. bassiana + EP 40,00 def
M. anisopliae + B. bassiana + Nim 33,75 e f
Testemunha 18,75 f

EP = Extrato Pirolenhoso
Meédias seguidas de mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 1%.

Em relagao as lagartas de 2° instar, apenas a aplicagao de M. anisopliae + 6leo de
nim e de B. bassiana + extrato pirolenhoso, aumentou significativamente a mortalidade
da praga em relagao a testemunha, apresentando 38,75% e 36,25% de mortalidade, res-
pectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6. Mortalidade (%) de lagartas de 2° instar de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera,
Noctuidae) apos sete dias de pulverizagao dos tratamentos. UNIPAM, Patos de Minas, 2009.

Tratamentos Mortalidade (%)

M. anisopliae + Nim 38,75 a

B. bassiana + EP 36,25 a

B. bassiana + Nim 13,75 a b
M. anisopliae + B. bassiana + Nim + EP 2750 a b
M. anisopliae + B. bassiana + EP 1750 a b
M. anisopliae + B. bassiana + Nim 10,00 b
Testemunha 10,00 b
M. anisopliae + B. bassiana 625 b
M. anisopliae 6,25 b
B. bassiana 5,00 b
M. anisopliae + EP 375 b

EP = Extrato Pirolenhoso
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1%.

A mortalidade de lagartas de 2° instar foi bastante reduzida em relagao as lagar-
tas de 1° instar, com niveis de mortalidades inferiores a 39% (Tabela 6). Provavelmente,
S. frugiperda se torna menos sensivel a acao dos fungos e dos produtos vegetais a me-
dida que se desenvolvem. Resultados semelhantes foram obtidos por Moreira et al.
(2009), que trabalhando com ¢leo de nim e extrato pirolenhoso em S. frugiperda de di-
versos estadios, verificaram maior mortalidade de lagartas nos estadios iniciais de de-
senvolvimento.

Quando se utilizou apenas os fungos B. bassiana e M. anisopliae em lagartas de
12 e 2° instar observou-se mortalidade inferior a 60%. Por outro lado, quando se adicio-
naram os produtos vegetais, a mortalidade de alguns tratamentos aumentou significa-
tivamente. O aumento da mortalidade est4 relacionado com as caracteristicas insetici-
das que estes extratos vegetais tém. Os efeitos em pragas pela ingestao ou contato de
extrato pirolenhoso sao deletérios e/ou deterrentes, podendo, também, causar repelén-
cia da praga alvo (ALVES et al., 2007). O 6leo de nim pode ser usado para controlar es-
pécies de Lepidopteras, pelo fato de ter substancias como a azadiractina, as quais pos-
suem efeito deletério e/ou deterrente sobre pragas (MICHEREFF-FILHO et al., 2008).

A seletividade de 6leo de nim e do extrato pirolenhoso sobre alguns inimigos
naturais, associado ao efeito deletério e/ou deterrente sobre pragas ¢ importante em
programas de manejo integrado, principalmente, na agricultura organica (MORANDI
FILHO et al., 2006; MICHEREFF-FILHO et al., 2008), em que produtos quimicos sintéticos
sao legalmente proibidos. Com a diminuic¢ao da utilizagao desses produtos nas lavou-
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ras, nem sempre seletivos, muitos beneficios sao observados, como a maior eficiéncia
de atuagao dos inimigos naturais e melhoria da satide dos seres humanos.

Apesar de o extrato pirolenhoso ter demonstrado interferéncia na germinagao
dos conidios de B. bassiana e M. anisopliae, ndo se observou menor mortalidade das la-
gartas com tratamentos com a presenca do EP.

Em rela¢dao aos dados de mortalidade em lagartas de 1° instar, alguns tratamen-
tos se mostraram promissores; no entanto, ha poucas pesquisas visando o controle de
lagartas de S. frugiperda com fungos entomopatogénicos, e deve-se fazer testes em nivel
de campo a fim de se verificar a viabilidade dos fungos no controle da lagarta.

Conclusao

A mistura de extrato pirolenhoso reduziu a viabilidade dos conidios dos fun-
gos entomopatogénicos.

No teste de patogenicidade, a aplicagao dos produtos vegetais e dos fungos
causou mortalidade em lagartas de 1° instar superiores a 70%, com destaque para a
aplicagdo conjunta de ambos os fungos entomopatogénicos e produtos vegetais com
mortalidade média de 95%.
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