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SILVA, Everton Ricardi Lozano da. Efeito de produtos alternativos sobre
Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki e Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). 2010. 118f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Assim como os produtos alternativos (PA), Bacillus thuringiensis e Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) s&o estratégias
importantes para a protegdo de plantas em sistemas alternativos de produgao.
Embora os PA sejam mais seguros que os produtos fitossanitarios convencionais, ha
poucas informagdes sobre as interagbes de PA e agentes de controle bioldgico.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de PA sobre esporos e cristais de
B. thuringiensis subesp. kurstaki, linhagem S-1905 (Btk-S1905) e parametros
biolégicos de T. pretiosum em condi¢gdes de laboratdrio. Foram utilizados os
produtos Pironin, Biogermex, Ecolife®, Extrato de Crisantemo, Planta Clean, Mattam
Plus, Natural Neem, Supermagro, Calda Sulfocélcica e Bion® nas concentracdes
recomendadas pelos fabricantes. O efeito sobre esporos foi avaliado nas aplicagcbes
conjunta e separada. Na aplicagdo conjunta as misturas Btk-S1905 + PA + agua
destilada esterilizada (ADE) foram incubadas (150 rpm, 30 + 2°C, 2 h) e inoculadas
em agar nutriente (AN) em placas de Petri. Na aplicacdo separada os PA foram
espalhados na superficie do meio AN em placas de Petri e, em seguida, inoculou-se
o patégeno. Em ambas as aplicagdes as placas inoculadas foram incubadas (30° C
1 2° C, 16 h), quantificando-se as unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL. Para
os cristais, apods incubacgao, a mistura Btk-S1905 + PA + ADE foi e adicionada a
dieta artificial para Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), avaliando-se a
mortalidade apés 12, 24, 48 e 72 h. As analises dos efeitos dos PA sobre os cristais
também foram feitas por Microscopia Eletrénica de Varredura e Eletroforese. Para
avaliar o efeito sobre T. pretiosum, os PA foram pulverizados em ovos de Anagasta
kuehniella (Zeller) no pré e pos-parasiismo e, em diferentes fases do
desenvolvimento de T. pretiosum no hospedeiro, sendo avaliados o numero de ovos
parasitados, o percentual de emergidos, a razdo sexual, o ciclo ovo-adulto e a
longevidade. Para Btk-S1905 verificou-se que Biogermex, Calda Sulfocalcia e
Ecolife® reduziram as UFC/mL, nas aplicagbes conjunta e separada, e éleo de nim,
na conjunta. Biogermex, Bion®, Planta Clean e 6leo de nim foram antagdnicos a
acao das toxinas, entretanto, nenhum produto degradou as proteinas do cristal. O
efeito dos demais produtos foi aditivo a acdo das toxinas e, exceto Calda
Sulfocalcica, também ndo reduziram a formacdo de UFC/mL. Para T. pretiosum
verificou-se que no pré-parasitismo, a maioria dos produtos causou repeléncia a
oviposicao, sendo que apenas Calda Sulfocalcia e Extrato de Crisantemo reduziram
0 numero de ovos parasitados. Nenhum dos PA reduziu a porcentagem de
emergéncia e alterou a razdo sexual. Por outro lado, alguns produtos alteraram o
ciclo ovo-adulto e a longevidade dos adultos, no pré e pés-parasitismo, com valores
inferiores a um dia.

Palavras-chave: Bactérias entomopatogénicas. Controle alternativo.
Compatibilidade. Parasitoides de ovos. Controle associado.



SILVA, Everton Ricardi Lozano da. Effect of alternative products on Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki and Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). 2010. 118p. Thesis (Doctorate in
Agronomy) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Such as alternative products (AP), Bacillus thuringiensis and Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) are important strategies
for pests control on alternative production systems. Although AP are safer than the
conventional phytosanitary products, there are few information about interactions of
AP and biological control agents. In this context, the objective of the present research
was to evaluate the effect of AP on spores and crystals of B. thuringiensis subesp.
kurstaki, Isolate S1905 (Btk-S1905) and biological parameters of T. pretiosum under
laboratory conditions. The tested products were Pironin, Biogermex, Ecolife®,
Chrysanthemum Extract, Planta Clean, Mattam Plus, Natural Neem, Super Magro,
Calda Sulfocalcica and Bion® in concentrations recommended by the producer. The
effect were evaluated in the combined and single application. In the combined
application the mixtures Btk-S1905 + AP + sterile distilled water (SDW) were
incubated (150 rpm, 30 + 2° C, 2 h), and inoculated in nutrient agar (NA) in Petri
dishes. In the single application the AP were spread in the NA medium surface in
Petri dishes, and then the pathogen was inoculated. In both application the
inoculated Petri dishes were incubated (30° + 2° C, 16 h) before colony forming units
(CFU)/mL quantification. For the crystals, after incubation the mixture Btk-S1905 +
AP + SDW was incubated (150 rpm, 30 £ 2 °C, 2 h) and added to the surface of
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) artificial diet, with mortality being
evaluated after 12, 24, 48 and 72 h. Analyses of the effects on the Bt crystals were
also conducted by scanning electron microscopy and electrophoresis. For to evaluate
the effect on T. pretiosum the AP were applied over eggs of the alternative host
Anagasta kuehniella (Zeller) before and after parasitism and in different development
phases of the parasitoid, being evaluated the number of parasitized eggs,
emergence percentage, sexy ratio, egg-adult cycle and adult longevity. For the Btk-
S1905 Biogermex, Calda Sulfocalcia and Ecolife®, CFU/mL was reduced in
combined and single application and, neem oil in combined. Biogermex, Bion®,
Planta Clean and neem oil were antagonistic to the toxins, however, none of the
products degraded the crystal proteins. The effect of the remaining products were
additive to the toxins, and, except for Calda Sulfocélcica, they also did not affected
the CFU/mL formation. For T pretiosum it was observed that the majority of the
products were repellent to parasitoid oviposition. Only Calda Sulfocalcia and
Chrysanthemum Extract reduced the number of parasitized eggs, when applied
before parasitism. None of the AP affected parasitoid emergence and sexual rate. On
the other hand, some products altered the cycle egg-adult and adult longevity in both
application strategies, with values being lower than one day.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Alternative control. Compatibility.
Parasitoids eggs. Associated control.
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1 INTRODUCAO

O modelo de agricultura convencional desenvolveu-se amplamente a
partir da década de 1950, alicercado em avancos cientificos e inovacdes
tecnologicas com vistas ao aumento da produgao e do lucro. No entanto, a gestao
inadequada dessas tecnologias, com destaque aos produtos fitossanitarios, tem
impactado os recursos naturais e processos bioldgicos, de forma que é cada vez
mais necessaria a intervengdo humana nos agroecossistemas, tornando-os, muitas
vezes, insustentaveis ecoldgica e economicamente.

A intensa utilizagdo dos produtos fitossanitarios sintéticos tem
causado a selegdo de populagdes de pragas resistentes, eliminagdo de inimigos
naturais, contaminagao de alimentos, do solo e da agua, além de intoxicagao direta
do homem (GALLO et al., 2002; GLIESSMAN, 2005). Como consequéncia €& cada
vez mais frequente a preocupagao geral por alimentos mais “limpos” e saudaveis,
assim como a busca da sociedade cientifica por novas tecnologias que garantam a
sustentabilidade agricola. Tal sustentabilidade, segundo Gliessman (2005) é
viabilizada por meio de praticas agricolas alternativas orientadas por conhecimentos
de processos ecoldgicos em consonancia ao contexto social.

No que se refere ao manejo de pragas e doencgas, entre as praticas
alternativas empregadas destacam-se a utilizacdo de produtos alternativos como
extratos vegetais, O6leos essenciais, caldas fertiprotetoras, compostos para
estabelecimento do equilibrio nutricional das plantas, além do uso de agentes de
controle biolégico (PENTEADO, 2007).

Entre os agentes de controle biolégico, a bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner, disponivel como produto formulado, tem sido amplamente
utilizada no controle de lagartas em varias culturas, como tomate, algodao, citros,
mandioca, soja, trigo, milho (GALLO et al., 2002), especialmente, nos sistemas
alternativos de producdo (PENTEADO, 2007). Da mesma forma, parasitdides do
género Trichogramma tém sido utilizados em programas de controle biolégico de
pragas em culturas como milho, cana-de-agucar, tomate, arroz, algodao, soja,
beterraba, macga, ameixa, hortalicas e florestas, devido a facilidade de sua criagao
em hospedeiros alternativos e eficacia de controle (ZUCHI; MONTEIRO, 1997;
GALLO et al., 2002).
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A utilizacdo de agentes de controle biolégico ocorre em conjunto
com produtos alternativos, sendo que ha situagcbes em que se faz necessaria a
utilizagcado de dois ou mais agentes de controle, como na cultura do tomate. Segundo
Haji (1997; 2002), o controle da traga-do-tomateiro Tuta absoluta Meyrick, 1917
(Lepidoptera: Gelechiidae) pode ser feito com liberagcbes semanais do parasitéide
Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) intercalada
com aplicagbes do inseticida biologico a base de B. thuringiensis.

E importante salientar que embora sejam mais seguros que oOs
produtos convencionais, os produtos alternativos também podem agir sobre esses
agentes de controle, interferindo no seu modo de acédo ou entdo apresentar efeitos
secundarios. Entretanto, as informagdes acerca do efeito de produtos alternativos
sobre agentes de controle bioldgico s&o escassas e em sua maioria desenvolvidos
com extratos vegetais, sendo, portanto, necessarios estudos para avaliar o efeito de
diferentes produtos alternativos sobre B. thuringiensis e parametros biologicos de T.
pretiosum visando a obtengao de informacgdes para utilizacdo desses produtos em

associagao com os referidos agentes de controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SISTEMAS ALTERNATIVOS DE PRODUCAO

Diante do atual cenario das praticas agricolas convencionais,
estima-se que estas comprometam a produtividade ecoldgica futura, uma vez que
recursos agricolas, como solo, agua e diversidade genética sdo explorados e
degradados, além da alteracdo de processos ecoldgicos e das condigdes sociais
que sao enfraquecidas (GLIESSMAN, 2005). Dessa forma, se faz cada vez mais
urgente e necessaria a busca da sustentabilidade agricola, por meio de praticas
alternativas, orientadas pelo conhecimento de processos ecolégicos em
consonancia ao contexto social (PRIMAVESI, 1994; GLIESSMAM, 2005).

S&o varias as denominagbes para as praticas de agricultura que
diferem da pratica convencional, entre as quais se citam a Biodinamica, Biologica,
Ecoldgica, Natural e Organica (PASCHOAL, 1994). Embora possuam varias
denominacgdes, todas essas praticas sao sustentadas pela ideologia de agricultura
agroecologica, que é apoiada em conceitos e principios ecologicos, no desenho e no
manejo de agroecossistemas, valorizando o conhecimento local e empirico dos
agricultores, bem como a socializagdo desses conhecimentos, na busca de uma
agricultura ambientalmente consistente, altamente produtiva e economicamente
viavel, agregando-se o conhecimento e a metodologia produzidos pela agricultura
convencional (ALTIERI, 2002; GLIESSMAN, 2005).

De maneira geral, os sistemas alternativos de producdo visam a
preservacdo e ampliagdo da biodiversidade, que permite o restabelecimento de
inumeras interagcdes entre o solo, as plantas e os animais, resultando em efeitos
benéficos para o agroecossistema (SAMINEZ et al, 2008).

Entretanto, a busca por estratégias ecoldgicas nos sistemas de
produgao requer um processo de transicdo que envolve varias etapas que permitam
conciliar as necessidades de manter a propriedade agricola rentavel ao mesmo
tempo em que se aumenta o equilibrio ecolégico (FERNANDES; LEITE; MOREIRA,
2008). Durante esse processo e até mesmo apds o estabelecimento definitivo do

equilibrio bioldgico, as culturas estdo suscetiveis ao ataque de pragas e doencas,
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sendo, portanto, necessaria a intervengcdao com a utilizacdo de produtos naturais,
chamados de alternativos, produtos biolégicos (PENTEADO, 2007; FERNANDES;
LEITE; MOREIRA, 2008) e ou agentes de controle bioldgico.

Os produtos alternativos podem ser divididos em duas classes: os
fertiprotetores e os protetores. Os primeiros sao produtos que fornecem nutrientes
as plantas, como os biofertilizantes liquidos, caldas (sulfocalcica, vigcosa e
bordalesa), urina de vaca, leites etc., influenciando positivamente no processo
metabdlico das mesmas, além de contribuirem para o controle de pragas e doengas,
Ja os protetores agem diretamente no controle dos fitoparasitas, como os extratos
vegetais, os feroménios etc. (FERNANDES; LEITE; MOREIRA, 2008).

Diferentemente dos produtos alternativos, o controle bioldgico,
segundo Parra (1997), é um fendmeno natural que consiste na regulacéo de plantas
€ animais por inimigos naturais, constituindo-se nos agentes de mortalidade bidtica.
Num conceito mais amplo van den Bosch; Messenger; Gutierrez, (1982) definem o
controle biologico como um fendbmeno dindmico que sofre influéncia de fatores
climaticos, da disponibilidade de alimentos e da competicdo, assim como aspectos

dependentes e independentes da densidade.

2.2 PRODUTOS ALTERNATIVOS

Exitem varios produtos alternativos utilizados nos sistemas de
producdo alternativa, entre os quais se citam os extratos e 6leo de nim, Azadirachta
indica A. Juss., extrato de crisantemo Chrysanthemum cinerariaefolium Trev.,
Pironin, Calda Sulfocalcica, Supermagro, Matam Plus, Biogermex, Ecolife®, Planta

Clean e Bion®.

2.2.1 Nim Azadirachta indica A. Juss.

O nim (Azadirachta indica A. Juss.) é uma arvore da familia

Meliaceae cujas folhas e frutos possuem substancias inseticidas, sendo a
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azadiractina o terpendide mais eficiente no controle de pragas, agindo como
repelente, fagodeterrente, regulador de crescimento e inseticida. Contudo, é
importante salientar que o seu modo de ag&o pode variar de acordo com a ordem do
inseto, sendo eficaz, principalmente contra lepidopteros, enquanto que
representantes das ordens Coleoptera, Hemiptera e Orthoptera sdo menos sensiveis
a azadirachtina (MARTINEZ, 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os compostos bioativos de nim sao utilizados na forma de pods,
extratos aquosos, 6leos e pasta e formulagdes ricas em azadiractina (SAXENA,
1989). Produtos a base de Nim tém sido aplicados em culturas, por meio de
polvilhamento do p6 de sementes e folhas, para controle de pragas como lagartas e
mediante pulverizacido de extratos aquosos ou de solugdes de 6leo emulsionavel
para controle de insetos e outras pragas foliares (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os efeitos de produtos a base de nim sdo bem conhecidos no
controle de insetos, porém, podem também agir negativamente sobre outros
organismos como nematoides, moluscos, crustaceos, virus de plantas e fungos.
Entretanto, a planta também contém compostos que podem produzir um acréscimo
na producdo de certas espécies benéficas a agricultura, como minhocas, aranhas,
abelhas, joaninhas e vespas parasitas (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

2.2.2 Crisantemo Chrysanthemum cinerariaefolium Trev.

O crisantemo C. cinerariaefolium, pertence a familia Asteraceae, é
uma erva perene, ereta, com cerca de 40 cm de altura, provavelmente originaria do
Ird e cultivada no Brasil. Suas flores possuem piretrinas | e Il, cinerinas | e Il e
jasmolinas | e Il e 6leo essencial, que conferem ag&o inseticida, além de outros
constituintes como piretol, acido piretrotdxico, peiretrosina, flavondides, sesamina e
varias lactonas sesquiterpénicas que nao apresentam atividade inseticida
(BRUNETON, 1995; WAGNER, 1997).

As piretrinas apresentam atividade inseticida contra moscas,
pulgbes, tripes, mosquitos, mosca branca, cigarrinhas, lagartas, cochonilhas,
besouros, piolho e acaros (BUSS; PARKBROWN, 2002; KATRINA; ANTONIO,
2004).
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O piretro é altamente biodegradavel, resultando em subprodutos nao
toxicos, evitando exposicdo demasiada aos insetos e consequentemente
contribuindo para a baixa resisténcia as pragas (BRECHELT, 2004), além da
toxicidade aos vertebrados ser baixa ou nula (BRUNETON, 1995).

2.2.3 Pironin

Pironin é utilizado como inseticida natural, sendo composto por nim
(folhas, torta de sementes e 0leo); rotenona (timbd); piretro (natural) e extrato
pirolenhoso (eucalipto), agindo como repelente, inibidor de alimentagdo, além de
causar desbalanco hormonal e reprodutivo, podendo também reduzir a fertilidade de
machos e fémeas (ALMEIDA- informacao verbal)®.

A rotenona é um composto inseticida presente em plantas
Leguminosae do género Lonchocarpus na América do Sul, tais como L. utilis (Smith)
e L. urucu Killip & Smith, popularmente conhecidas como timbé (BUSS; PARK-
BROWN, 2002; KATHRINA; ANTONIO, 2004). Esse composto age como inibidor
enzimatico, interrompendo o metabolismo energético nas mitocdndrias e,
consequentemente reduzindo as taxas respiratéria e cardiaca (KATHRINA;
ANTONIO, 2004). E moderadamente téxico para os mamiferos e nos insetos causa
os sintomas incluem a rapida parada de alimentacdo, perda das funcbes
locomotoras, paralisia e a morte ocorrem em algumas horas ou poucos dias.

A rotenona apresenta amplo espectro de acdo por contato e
ingestdo, mas decompdem-se mais ou menos em uma semana pela agéo da luz e
calor. Nao é téxica para as abelhas e moscas predadoras de pulgdes (Syrphidae),
mas ¢é tdxica para peixes, joaninhas e acaros predadores, e em geral ndo é
fitotdxica. E usada contra besouros que se alimentam de folhas e frutos, tais como
Leptinotarsa decemlineata (besouro do Colorado) e as vaquinhas Diabrotica sp. e
Acalymma sp, mas também tem atividade inseticida contra lagartas, tripes, piolho,
mosquitos, pulgbes, acaros, carrapato, pulgas, moscas e formiga lava-pé (BUSS;
PARK-BROWN, 2002; KATHRINA; ANTONIO, 2004).

! Leandro de Almeida. leandro.biofarm@hotmail.com. BIOFARM COMERCIO DE PRODUTOS
ORGANICOS LTDA. Rua Voluntéarios de Séo Paulo, 3553. Sao José do Rio Preto — SP
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O extrato pirolenhoso ou vinagre de madeira € um liquido obtido por
meio da condensacao da fumaca produzida durante o processo de carbonizagao da
madeira, gerado atraveés da pir6lise da madeira, € um concentrado com mais de 100
substancias quimicas, boa parte delas com participagcdo ativa e natural nos
processos de crescimento e de defesa imunoldgica das plantas e da microfauna a
elas associadas.

Apos a filtragem e decantagédo € composto de 80% a 90% de agua e
10% a 20% de compostos organicos, sendo o principal o acido acético. Pode ser
aplicado isoladamente ou misturado com outros extratos, controlando os insetos
quando diluido de 300 a 600 vezes (MAEKAWA apud ALVES, 2007).

2.2.4 Calda Sulfocalcica

A Calda Sulfocalcica é resultante de uma reacao corretamente
balanceada entre o célcio e o enxofre, dissolvidos em agua e submetidos a fervura,
constituindo uma mistura de polissulfetos de calcio, cuja presenca é essencial para o
desempenho agrondémico (PRIMAVESI, 1994; PENTEADO, 2007). Esta calda age
como fitoestimulante e fitoprotetor que apresenta ampla agéo fungicida, inseticida e
acaricida. No periodo do inverno é recomendada para a limpeza do tronco e ramos
com o objetivo de eliminar fungos de revestimento e controlar cochonilhas e doencgas
como a rubelose e gomose. No verdo recomenda-se reduzir as dosagens e 0s
periodos de intervalo de aplicagdo (PENTEADO, 2007).

Além da acdo contra as pragas e doencgas, também é benéfica para
as plantas, pois afeta de forma indireta o teor de nitrogénio, uma vez que o enxofre
atua no aproveitamento do nitrogénio pela planta (MALAVOLTA, 1994). A Calda
Sulfocélcica se insere de forma distinta em relacdo aos defensivos agricolas
convencionais, pois nado tem efeito tdoxico sobre a planta, ja que os seus
componentes s&o minerais quimicos que participam dos processos metabdlicos das
plantas (PENTEADO, 2007).
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2.2.5 Supermagro

Supermagro € um biofertilizante, enriquecido com sais minerais e
metabdlitos como enzimas, antibioticos, vitaminas, toxinas, fendis, ésteres e acidos,
resultante do metabolismo de microrganismos, que além de acgao nutritiva, apresenta
também acédo inseticida, repelente, acaricida, fungistatica e bacteriostatica (GALLO
et al., 2002; PENTEADO 2007), sendo que a sua composi¢ao, assim como para os
demais biofertilizantes liquidos pode variar de acordo com a forma e o tempo de

preparo, o que justificaria a diferenca nos resultados.

2.2.6 Biogermex

Biogermex é um composto organico complexo, constituido por
bioflavondides citricos (vitamina P), fitoalexinas citricas, acido ascorbico (vitamina
C), acido citrico, polipeptideos citricos, acido palmitico, acidos graxos diversos,
agucares, glicerideos e tocoferois. Atua na indugao de resisténcia de plantas contra
o ataque de fungos, bactérias, bem como "germicida" , provocando a ruptura de

membranas celulares de fungos e bactérias (BIOGERMEX).

2.2.7 Ecolife®

O Ecolife® ¢ um produto que atua na indugdo de resisténcia de
plantas, melhorando o vigor e a resisténcia as doencas. E composto por
bioflavondides citricos (vitamina P), fitoalexinas citricas e acido ascorbico (vitamina
C). Os acidos organicos (ascorbico, citrico e latico) e os bioflavonéides conferem ao
Ecolife® uma acdo antioxidante que juntamente peptideos atuam como
microbiostaticos, auxiliando no equilibrio da flora microbiana vegetal (BOLETIN
TECNICO).
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2.2.8 Planta Clean

Planta Clean é um produto composto de extratos vegetais, acidos
graxos e sais minerais da familia dos carbonatos, desenvolvido para a aplicagdo nos
mais variados tipos de cultura, apresentando efeito fungicida e inseticida (PRETTO —

informacao verbal)?

2.2.9 Bion®

O Bion é um produto cujo principio ativo € um analogo do acido
salicilico (benzothiadiazole — BTH) agindo como eficiente indutor de resisténcia
sistémica em plantas (MORAES, 1998). Entretanto, tem apresentado efeito negativo
contra muitos patdégenos de plantas (PEREZ et al., 2003; ZHU et al., 2004), sendo a

sua agao direta sobre microrganismos, ainda desconhecida.

2.3 O GENERO Trichogramma

A familia Trichogrammatidae possui distribuicdo cosmopolita,
compreendendo, exclusivamente, insetos parasitdéides de ovos, com destaque ao
género Trichogramma que ataca inumeros insetos da ordem Lepidoptera, sendo o
tomate a olericola com o maior numero de espécies parasitadas por Trichogramma
(PINTO, 1997).

Este género tem sido amplamente utilizado em programas de
controle biolégico de pragas devido a facilidade de sua criagdo em hospedeiros
alternativos (PARRA, 1997) além de sua agressividade no parasitismo de ovos de
insetos praga (BOTELHO, 1997). Cerca de 18 espécies de Trichogramma vém

sendo criadas massalmente, em cerca de 23 paises, para liberagdes inundativas

2 Fernando Pretto. fernando@ecoplanet.agr.br. xx 48-3244-8778. www.ecoplanet.agr.br
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visando ao controle de pragas das culturas do milho, cana-de-agucar, tomate, arroz,
algodao, soja, beterraba, macga, ameixa, hortalicas e de reflorestamentos, dentre
outras (HAJI et al., 2002).

Os representantes do género  Trichogramma  possuem
desenvolvimento holometabdlico com duragdo média do ciclo em torno de 10 dias a
temperatura de 25°C (GALLO et al., 2002). A oviposi¢cao ocorre no interior dos ovos
do hospedeiro, local onde completam todo o desenvolvimento (ZUCHI; MONTEIRO,
1997). Cerca de quatro dias apds o parasitismo ocorre o escurecimento do ovo
hospedeiro em consequéncia da deposicdo de sais de urato, evidenciando a
presenca do parasitéide (CONSOLI; ROSSI; PARRA; 1999).

O comportamento de oviposicdo do parasitdide esta relacionado,
primeiramente, pela preferéncia em relagao ao habitat e, posteriormente, por fatores
relacionados ao hospedeiro, como localizacdo, reconhecimento, aceitacdo e local
adequado para a oviposi¢cao (VINSON, 1997; FATOUROS et al., 2005).

Fatouros et al., (2008) sugerem que a localizagdo do hospedeiro
esta relacionada a producdo de substancias quimicas volateis liberadas pelo
hospedeiro (cairoménios) ou pelas plantas em que os hospedeiros se encontram, as
quais sado percebidas a longas distancias pelo olfato, e nas proximidades por
estimulos visuais e gustativos. Lobdell; Yong; Hoffmann (2005) também destacam
que a coloragao do ovo do hospedeiro também influencia na aceitacdo deste pelo
parasitoide.

Uma vez encontrado o hospedeiro, a aceitagdo esta condicionada a
qualidade deste, uma vez que a fémea de Trichogramma examina-o com a utilizacao
das antenas, podendo ou ndo prosseguir com a oviposigdo. Em caso de aceitagéo
perfura o corion com o ovipositor, colocando um ou mais ovos de acordo com o
tamanho e ou a disponibilidade de nutrientes. Entretanto, a fémea pode rejeitar
totalmente o hospedeiro e buscar um que seja mais adequado (HASSAN, 1997). Tal
fato ocorre devido aos estimulantes de oviposicdo reconhecidos no interior do
hospedeiro, que sao detectados por estruturas sensilares presentes no ovipositor
como aminoacidos, peptideos, proteinas e sais inorganicos (VINSON, 1997).

A qualidade do hospedeiro também pode determinar a razdo sexual,
uma vez que a fémea pode selecionar o sexo antes da oviposicao ou colocar no
hospedeiro um ovo macho e outro fémea que competirdo entre si. E importante

salientar que os ovos que originarao fémeas sao mais exigentes quanto ao seu
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desenvolvimento, sendo, portanto, preferencialmente colocados em hospedeiros
grandes e com boa quantidade de nutrientes, ao passo que 0s ovos que originarao
machos s&o colocados em hospedeiros de menor qualidade. Além disso, o
desenvolvimento do parasitdide pode ser acelerado ou retardado, dependendo da
qualidade do hospedeiro e da temperatura (VINSON, 1997).

Uma das espécies mais utilizadas em programas de controle no
Brasil € Trichogramma pretiosum Riley 1879. Este € um endoparasitoide primario de
ovos de insetos, sendo uma espécie amplamente distribuida, encontrando-se
associada a 26 espécies de hospedeiros (ZUCHI; MONTEIRO, 1997).

No Brasil, a espécie T. pretiosum tem sido utilizada em liberagdes
inundativas em cultivos de tomateiro para o controle da traga-do-tomateiro T.
absoluta, das brocas pequena e grande, Neoleucinodes elegantalis Guenée, 1854
(Lepidoptera: Crambidae) e Helicoverpa zea Boddie, 1850 (Lepidoptera: Noctuidae),
respectivamente, bem como para a lagarta das folhas do tomateiro, Manduca diffissa
Butler, 1871 (Lepidoptera: Sphingidae), importantes pragas dessa cultura (HAJI,
1997; HAJI et al., 2002).

As liberagdes inundativas de Trichogramma podem ser afetadas por
diversos fatores, como linhagens utilizadas, densidade do hospedeiro, niumero de
parasitéides liberados, o comportamento destes (BOTELHO, 1997), a arquitetura da
planta, as condigbes climaticas no momento da liberacdo, a fase de
desenvolvimento dos organismos liberados, o numero de pontos de liberagao, as
técnicas utilizadas para a liberagdo, bem como o intervalo das liberagbes (PINTO;
PARRA, 2002).

Contudo, um dos maiores entraves na utilizacdo desse e de outros
parasitéides no controle de pragas do tomateiro € a quantidade de produtos
quimicos utilizados para o controle de doengas e insetos-praga, bem como a agao
toxica destes produtos sobre o parasitdide (MOURA; CARVALHO; RIGITANO,
2005), sendo que o mesmo pode ocorrer na utilizagdo de produtos alternativos.

Os produtos fitossanitarios podem interferir no processo de
localizacdo do hospedeiro, uma vez que estimulos tateis e olfativos sao fatores
importantes neste processo (VINSON, 1997) além de poder afetar parametros
biolégicos como fecundidade, longevidade, taxa de desenvolvimento, e raz&o

sexual, devido aos efeitos subletais e ou residuais (FOERSTER, 2002).
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Nesse sentido, varios trabalhos de seletividade de produtos
fitossanitarios a T. pretiosum foram desenvolvidos, com destaque aos produtos
fitossanitarios sintéticos, enquanto que para os produtos fitossanitarios alternativos

tais informacdes sao escassas.

2.4 Bacillus thuringiensis BERLINER

O género Bacillus é constituido por bactérias com células em forma
de bastonete, sendo que a maioria tem a capacidade de produzir esporo de
resisténcia (HABIB; ANDRADE, 1998). B. thuringiensis pertence a familia
Bacillaceae, é gram-positiva, aerobia ou facultativamente anaerdbia (HABIB;
ANDRADE, 1998, BOBROWSKI; PASQUALI; BODANESE-ZANETTINI, 2003),
crescendo na faixa de 10 e 45°C, com temperatura ideal de 30°C (HABIB;
ANDRADE, 1998). Tem ampla distribuigdo ecoldgica, sendo encontrada em todas as
partes do mundo e em diversos substratos como solo, agua, graos armazenados,
superficie de plantas e insetos mortos (SCHNEPF et al., 1998). Porém, as
exigéncias nutricionais de vitaminas e acidos sugerem que a forma vegetativa so se
reproduz no interior do corpo de insetos hospedeiros (MONNERAT; PRACA, 2006).

Em condi¢des especificas, geralmente desfavoraveis, desenvolve
um esporo de resisténcia e, paralelamente produz corpos de inclusdo cristalinos
formados por um ou mais polipeptideos denominados &-endotoxinas ou proteinas
Cry (ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BOAS, 2002), sendo liberadas juntamente
com os esporos no momento da lise celular, correspondendo a cerca de 20% a 30%
do peso seco da célula (LAMBERT; PEFEROEN, 1992; ARANTES; VILAS-BOAS;
VILAS-BOAS, 2002).

Os cristais protéicos sdo compostos por duas familias de proteinas
denominadas Cry e Cyt, sendo a primeira tdéxica para Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Diptera e nematdides, enquanto as proteinas Cyt tém atividade
hemolitica, sendo ambas as toxinas altamente especificas aos insetos e indcuas aos
vertebrados e plantas, além de completamente biodegradaveis (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007). A classificacdo das proteinas Cry baseia-se na similaridade das

sequéncias de aminoacidos (CRICKMORE et al., 1998), sendo que, atualmente
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estdo descritos mais de 340 diferentes genes cry e as proteinas agrupadas em 55
classes (CRICKMORE, 2008).

No caso de B. thuringiensis subesp. kurstaki, na maioria das
linhagens ocorre a produgdo somente das &- endotoxinas, com massa molecular de
cerca de 130 kDa. No esntanto, os cristais podem variar em tamanho, forma e
numero, de acordo com a linhagem (HABIB; ANDRADE, 1998). Na linhagem HD-1,
o corpo de inclusido é constituido por cinco tipos de polipeptideos diferentes, sendo
que trés sao codificados por genes cry 1 e dois por genes cry 2 (GILL; COWLES;
PIETRANTONIO, 1992).

Tal especificidade aos insetos e inocuidade aos organismos nao-
alvo tém impulsionado o desenvolvimento de muitos bioinseticidas formulados e,
atualmente, o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas com
resisténcia aos insetos (BERLITZ; GIOVENARDI; FIUZA, 2006).

2.4.1 Modo de Agéao e Patogenicidade de Bacillus thuringiensis

O modo de acgéo das toxinas de B. thuringiensis € explicado por dois
modelos diferentes, um dependente da formacéo de poros e outro da transducéo de
sinal. Em ambos os modelos os passos de ingestao e solubilizagdo das proteinas e
clivagem por proteases sao iguais (BRAVO; SOBERON, 2008).

Apos ingestao dos cristais pelos insetos, estes sdo solubilizados em
condicdes especificas de pH alcalino liberando as d-endotoxinas ou pro-toxinas, que
sao ativadas por proteases intestinais. As toxinas ativadas atravessam a membrana
peritréfica e se ligam aos receptores especificos presentes nas microvilosidades das
células epiteliais do meséntero, desencadeando a formacéo de poros na membrana
celular, com consequente desequilibrio ibnico entre o citoplasma e o meio externo a
célula. Ocorre entdao a lise e extravasamento do conteudo celular, propiciando um
meio adequado para a germinagao dos esporos, e morte dos insetos por septicemia
(GILL, 1995; DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; FIUZA, 2003; BRAVO;
GILL; SOBERON, 2007; BRAVO; SOBERON, 2008).

O segundo modelo sugere que apos a ligagao das toxinas ativadas

ao receptor especifico nas microvilosidades ocorre uma reagdo em cascata
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envolvendo a estimulacdo de uma proteina G e adelitao ciclase (cCAMP) resultado na
ativacdo de uma proteina (Quinase A), a qual induz a apoptose (BRAVO;
SOBERON, 2008).

Além das toxinas do cristal, € importante salientar que a parede do
esporo possui proteinas toxicas que participam e contribuem no processo infeccioso,
contudo, devido a pequena quantidade em relagcédo as proteinas do cristal, sua agao
€ mascarada (HABIB; ANDRADE, 1998). A resisténcia e potencial patogenicidade
dos esporos os tornam indispensaveis para a maioria dos bioinseticidas
comercializados a base de B. thuringiensis, com o intuito de aumentar a agéo toxica
do bioinseticida como um todo.

Como a patogenicidade esta diretamente relacionada a
determinadas caracteristicas do hospedeiro como o pH intestinal, complexo
enzimatico, receptores moleculares e estirpe, verificam-se diferengcas na
suscetibilidade dos insetos em relagao ao patdgeno.

Um dos fatores preponderantes para o desenvolvimento de novos
bioinseticidas é a descoberta de estirpes com maior atividade e melhor adaptadas as
condigdes ambientais onde esses produtos serdo utilizados (DIAS, 1992). Com esse
intuito, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com referéncia a selecao de estirpes
de B. thuringiensis patogénicas as diversas ordens de insetos como para Diptera,
Lepidoptera e Coleoptera (PRACA et al., 2004); para lepidépteros (MEDEIROS et
al., 2005; MONNERAT et al., 2007); para Sitophilus oryzae (L., 1763) (Coleoptera:
Curculinidae) (SILVA, 2008), além da selecado das estirpes S608, S1905, BR 37 e
BR 45, respectivamente patogénicas a Spodoptera frugiperda (Smith), Spodoptera
cosmioides (Walker) e Spodoptera eridanea (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae)
(SANTOS et al., 2009).

2.4.2 Utilizagao de Bacillus thuringiensis no Controle de Pragas

B. thuringiensis é utilizado desde 1938 para o controle de pragas
agricolas e insetos vetores de doengas, porém, difundiu-se amplamente a partir da
década de 90. Nesse periodo, destacou-se como ingrediente ativo mais utilizado

comercialmente nos bioinseticidas, com um crescimento significativo em torno de 10
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a 25% ao ano (NEWTON et al. apud NARDO; CAPALBO, 1998), com a
comercializagao correspondendo de 80% (MORAES; CAPALBO; ARRUDA, 1998)
até 90 a 95% (VALADARES-INGLIS; SHILER; DE SOUZA, 1998) do mercado
mundial de bioinseticidas, no final de 1990.

As bactérias entomopatogénicas sao potenciais agentes reguladores
de populagdes de pragas nas principais culturas de importancia agricola, tais como:
algoddo, citros, mandioca, soja, trigo, milho etc.. (SOSA-GOMEZ; MOSCARDI,
2003), sendo que varios insetos praga das ordens Diptera, Lepidoptera, Coleoptera
e Hymenoptera tem se mostrado suscetiveis ao B. thuringiensis (FIUZA, 2003;
BRAVO; GILL; SOBERON, 2007).

O continente americano lidera o mercado mundial de bioinseticida a
base de B. thuringiensis com 50% do montante em circulagdo (CANNON, 1993),
sendo que deste total, a América Latina é responsavel por cerca de 8 a 10%
(TAMEZ-GUERRA et al. 2001).

Dentre os varios produtos comerciais a base de Bt, o produto Dipel
(Bacillus thuringiensis subesp. kurstaki HD-1) é o mais comercializado
mundialmente, sendo muito eficaz contra 170 espécies de insetos-praga da ordem
Lepidoptera e pouco toxico para coledpteros, acaros, dipteros e hemipteros
(GLARE; O'CALLAGHAN apud por POLANCZYK, 2004).

Na América do Norte, com excegdo do México, B. thuringiensis
subesp. kurstaki € amplamente utilizado no controle de lagartas desfolhadoras de
florestas (CANNON, 1993), sendo que nos Estado Unidos entre 1980 e 1995, cerca
de dois milhdes de ha de florestas foram tratados para o controle Lymantria dispar,
com erradicagdo da praga em alguns casos (GLARE; O'CALLAGHAN apud
POLANCZYK, 2004).

Na Australia, a referida linhagem é empregada no controle de pragas
nas culturas do algodao, frutiferas, fumo, ornamentais entre outras (GLARE;
O’'CALLAGHAN; van FRANKENNHUYZEN apud POLANCZYK, 2004), enquanto que
na China é aplicado em cerca de um milhdo de ha para o controle de pragas de
hortalicas, grandes culturas e florestas (SALAMA; MORRIS apud POLANCZYK,
2004), com destaque ao controle da traca — das - cruciferas Plutella xylostella
(CANNON, 1993).

Em Cuba e no México, a utilizacdo de B. thuringiensis subesp.

kurstaki é feita nas culturas de banana, fumo, citros, hortaligas, milho, algodao e
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pastagens, e por serem 0s Unicos paises da América Latina que possuem produto
formulado préprio, apresentam vantagem competitiva em relacdo aos produtos
quimicos (TAMEZ-GUERRA et al. 2001). Ainda de acordo com o autor, no Brasil,
embora B. thuringiensis subesp. kurstaki seja utilizado em cerca de 150.000 ha para
o controle de aproximadamente de 30 pragas, a area tratada corresponde somente a
terca parte da area tratada no México.

O sucesso do B. thuringiensis no controle de pragas pode ser
atribuido a uma série de fatores que conferem vantagens como seletividade tanto
dos esporos quanto das proteinas do cristal, ndo sendo toxicos para mamiferos nem
prejudiciais para predadores e insetos-ndo-alvo (LUTHY; CORDIER; FISCHER,
1982; ARANTES; VILAS-BOAS; VILAS-BOAS, 2002). Também ndo apresentam
fitotoxidade, permitindo a sua utilizagdo em qualquer época, inclusive proximo as
colheitas, o que é importante no caso das hortalicas (LUTHY; CORDIER; FISCHER,
1982). Além disso, Arantes; Vilas-Bbas; Vilas-Bbéas, (2002) ressaltam como
vantagem, as técnicas de produgdo em fermentadores, baixo custo de producgéo,
utilizacdo dos mesmos equipamentos utilizados para a aplicagdo de produtos
quimicos e reduzida selecao de insetos resistentes.

No mercado, atualmente, se encontram disponiveis cerca de 60
produtos a base de B. thuringiensis registrados para o controle de insetos das
ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, sendo a maioria para lepidopteros
(CERON, apud RAMOS, 2009).

Um dos produtos mais recentes registrado no Brasil foi o produto
Ponto. Final® desenvolvido em parceria entre a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, DF e a empresa Bthek Biotecnologia e langado em 2008 no
mercado nacional, como resultado de varios estudos de selecdo de isolados a
Spodoptera cosmioides, Spodoptera. eridania e Spodoptera frugiperda (BRASIL-
EMBRAPA, 2008).

2.5 PRODUTOS ALTERNATIVOS E O CONTROLE BIOLOGICO

A associagdo de agentes de controle biolégico com outras

estratégias empregadas na manutencao dos sistemas alternativos de producéo, com
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destaque a utilizagdo de produtos alternativos, € promissora para o controle de
pragas e doengas e, consequentemente a sustentabilidade dos agroecossistemas.

Dentre as estratégias de utilizagdo dos agentes de controle
bioldégico, a mais viavel economicamente é aquela que visa a conservagao destes
em campo, quer seja por meio de técnicas de espagamento adequado das plantas,
escolha de variedades com porte e resisténcia favoraveis ao ambiente, ou a
aplicacdo de produtos fitossanitarios seletivos (ALVES; MOINO JR; ALMEIDA,
1998).

No que tange a seletividade de produtos € importante considerar
tanto a seletividade ecologica quanto a fisiolégica, sendo que a primeira objetiva
minimizar a exposigdo do inimigo natural ao produto fitossanitario, enquanto a
segunda visa a aplicagédo de produtos que sejam mais indbcuos aos inimigos naturais
(FOERSTER, 2002; DEGRANDE et al., 2002; PICANCO et al., 2003).

A utilizagdo de produtos fitossanitarios seletivos se faz necessaria,
principalmente, nas culturas onde a utilizagdo de tais produtos seja indispensavel,
como em frutiferas de clima temperado, citros, café, algodao, soja, tomate, nas quais
os danos causados pelos insetos sejam considerados pontos-chave no seu
desenvolvimento (ALVES; MOINO JR; ALMEIDA, 1998), bem como nos casos em
que ocorrem simultaneamente as presencas de insetos suscetiveis e nao
suscetiveis, espécies ou estagios de desenvolvimento diferentes (ALVES; PINTO,
2003).

De acordo com Alves; Moino Jr; Almeida, (1998), no caso dos
entomopatdgenos, os produtos fitosanitarios podem atuar inibindo o crescimento
vegetativo e a esporulagdo dos microrganismos, além de causar mutagdes genéticas
e, consequente diminuigdo da viruléncia a determinada praga. Além disso, no caso
das bactérias entomopatogénicas a sua agao pode ser estimulada, reprimida ou
permanecer inalterada mediante aplicagdo de produtos fitossanitarios (SOSA-
GOMEZ; MOSCARDI, 2003).

Os estudos referentes ao efeito de produtos fitossanitarios em
agentes de controle bioldgico, em sua maioria estdo relacionados a seletividade
fisiologica, e sdo realizados com produtos fitossanitarios sintéticos. Com relacao as
bactérias, destacam-se os trabalhos de Dougherty; Reichelderfer; Faust (1971);
Chen et al. (1974); Silva et al. (2006; 2008) com esporos de B. thuringiensis em

condigdes de laboratdrio e Jimmenez; Acosta; Fernandes (1989); Hardman; Gaul



33

(1990); Salerno; Dias; Sagardoy (1999); Chung et al. (2001) com estudos de campo
€ semi campo.

Por sua vez, para parasitoides tém-se estudos avaliando-se o efeito
de inseticidas em casa de vegetacdo (CARVALHO; PARRA; BAPTISTA, 1999),
inseticidas (MANZONI, et al.,, 2006a) e fungicidas (MANZONI et al., 2006b) em
laboratdrio, inseticidas para o controle de T. absoluta em campo (CASTELO
BRANCO et al., 2003), além de avaliagbes com herbicidas (GIOLLO et al., 2005),
entre outros.

Assim como os sistemas convencionais, os sistemas alternativos de
producao estado suscetiveis a ocorréncia de pragas e doengas e, consequentemente
a necessidade de intervengdes com produtos alternativos como medida terapéutica
em substituicdo aos produtos fitossanitarios sintéticos. Estes devem ser de baixo
custo, ndo afetar a saude do homem, além de apresentar seletividade aos insetos
benéficos (PENTEADO, 2007).

Embora sejam mais seguros que os que os produtos fitossanitarios
sintético, os produtos alternativos, com destaque aos inseticidas naturais, causam
efeitos diferenciados sobre os inimigos naturais, 0 que demanda informagdes
especificas para cada formulagdo, inimigo natural e sistema de producéo
(GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2004).

O uso de extratos de plantas apresenta uma alternativa que pode
contribuir para a reducdo da concentragdo e o numero de aplicacdes dos produtos
sintéticos, minimizando os problemas aos organismos benéficos e ao meio ambiente
como um todo (MACHADO; SILVA; OLIVEIRA, 2007). Dentre os extratos de plantas,
destacam-se aqueles preparados a partir de plantas da familia Meliaceae, como a
santa-barbara (Melia azedarach) e, principalmente, o nim (Azadirachta indica)
(GALLO et al., 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Em trabalho referente ao efeito de extratos de planta sobre
parasitéides, Gongalves-Gervasio; Vendramim (2004) avaliaram o efeito de extratos
de Azadirachta indica e Trichilia pallida sobre ovos de T. pretiosum e verificaram
acao repelente para A. indica com redugcdo no numero de ovos parasitados, além de
afetar o desenvolvimento do parasitdide, enquanto os extratos de T. pallida foram
in6écuos. Da mesma forma, diversos produtos alternativos foram avaliados sobre T.

pretiosum e, verificou-se reducdo do parasitismo com produtos a base de enxofre,
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além da Calda Sulfocalcica ter afetado a propor¢ao macho/fémea com aumento no
numero de machos (GRISA, 2005).

Ja o produto comercial a base de nim (NIM-I-GO Agrydine S.A.) em
diferentes concentracdes reduziu o parasitismo de T. pretiosum e, embora ndo tenha
apresentado efeito ovicida, verificou-se redugao da longevidade das fémeas em até
50%, na maior concentragcdo (400mL/20L de calda) (OLIVEIRA; PRATISSOLI;
BUENO, 2003).

Em avaliagdo de extratos vegetais e 6leo mineral emulsionavel sobre
T. pretiosum verificou-se que o produto Planta Clean, 6leo mineral Assist®, extrato
de arruda e de crisantemo aplicados antes do parasitismo afetaram o percentual de
ovos parasitados e de emergéncia. Por sua vez, na aplicagdo dos produtos apos o
parasitsmo apenas Planta Clean e o0 o0leo mineral Assist® afetaram
significativamente tais parametros (KRAEMER, 2007).

Em estudos com extratos de Asteraceae sobre ovos de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e os parasitdides Telenomus remus
(Hymenoptera: Scelionidae) e T. pretiosum, verificou-se que os extratos de
Lychnophora ericoides e Villosa trichogonia afetaram ovos de um dia de idade de S.
frugiperda e Lilacina lepidaploa afetaram ovos com dois dias de idade. Os extratos
de Eremanthus elaeagnus e L. ericoides foram mais seletivos para T. pretiosum e T.
remus (TAVARES et al., 2009).

Além dos extratos tem-se a utilizacdo das caldas fertiprotetoras que
variam em sua composi¢cao, como a Calda Sulfocalcica, constituida por polissulfetos
de calcio e, empregada como acaricida, inseticida, fungicida e repelente, além de
possuir agao ovicida e larvicida. Outras caldas como a bordalesa e vigcosa, com
funcdo de controlar doengas e aumentar a resisténcia da planta as pragas, séo
derivados da mistura do sulfato de cobre e 6xido de calcio ou cal virgem e, no caso
da calda vigosa, mais alguns micronutrientes sdo adicionados (GALLO et al., 2002).

Outro grupo de produtos alternativos utilizados sdo os
biofertilizantes, que além de agao nutritiva, podem atuar como inseticida e repelente
de insetos, podendo também possuir atividade acaricida, fungistatica e
bacteriostatica (MEDEIROS; WANDERLEY; WANDERLEY, 2003; PENTEADO,
2007).

Em relagdo aos produtos alternativos estudados em conjunto com

fungos entomopatogénicos Hirose et al. (2001) avaliaram o efeito de 6leo de nim e
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os biofertilizantes E.M. -4, Supermagro e Multibion sobre a germinagao, crescimento
vegetativo e conidiogénese dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana. Para B. bassiana, Supermagro e E.M. -4 foram considerados compativeis
sendo que MultibionT apresentou-se moderadamente toxico e, o 6leo de nim, toxico.
Para M.anisopliae, Multibion apresentou alta toxicidade, enquanto Supermagro, E.M.
-4 e 6leo de nim foram moderadamente toxicos.

Trés concentracbes de extratos de folhas e sementes de nim além
de 6leo emulsionavel foram avaliados sobre o crescimento vegetativo, produgao e
viabilidade de conidios de B. bassiana. O 6leo de nim inibiu o crescimento vegetativo
e reduziu a producgao e viabilidade dos conidios, enquanto o extrato de sementes
reduziu o crescimento e producdo de conidios, mas ndo afetou a viabilidade dos
mesmos. O extrato de folhas, na maior concentracao testada, embora tenha afetado
o fungo, foi considerado compativel com o mesmo (DEPIERI; MARTINEZ;
MENEZES, 2005).

Com relagdo as bactérias entomopatogénicas, Krischik; Barbosa;
Reichelderfer (1988) avaliaram o efeito do alcal6ide nicotina e do flavondide rutina,
em diferentes concentragdes, sobre o crescimento vegetativo e toxicidade do B.
thuringiensis e verificaram que os dois compostos afetaram diferentemente o
crescimento da bactéria, sendo que a nicotina, nas concentragdes mais altas inibiu
totalmente a formac&o de coldnias e, afetaram a toxicidade de B. thuringiensis para
lagartas de Manduca sexta, enquanto o mesmo néao foi observado para a rutina em
nenhuma das concentracdes testadas.

Ainda, em avaliacdo de produtos alternativos em diferentes
concentragdes sobre B. thuringiensis subesp. kurstaki verificou-se que o efeito sobre
0s esporos variou conforme o produto, o substrato de incubacéo e as concentragoes
utilizadas. Além disso, a Calda Bordalesa, nas trés concentracdes, apresentou efeito
negativo sobre os cristais (MARTINELLO, 2009).

Da mesma forma, em estudos com diferentes concentracbes de
extratos vegetais de alecrim (Rosmarinus officinalis), alho (Allium sativum), arruda
(Ruta graveolens), capim-cidreira (Cymbopogon citratus), curcuma (Curcuma sp.) e
eucalipto (Eucalyptus citriodora) sobre Btk, verificou-se que os resultados variaram
conforme o substrato de incubacdo da bactéria com os extratos, bem como as
concentragbes dos extratos. Nao houve efeito negativo sobre a formagao de

UFC/mL, exceto para extrato de alho incubado com Bt em agua destilada
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esterilizada, que estimulou a formacao de UFC/mL. Além disso, nenhum tratamento
apresentou efeito negativo sobre a toxicidade dos cristais, sendo que os tratamentos
curcuma + Btk, 10% e 20%, no tempo de 48 horas, apresentaram efeito aditivo
(SILVA et al.) (Em fase de elaboragao)®.

3 Artigo em fase de revisdo para submissao a publicacédo
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3 ARTIGO A: EFEITO DE PRODUTOS ALTERNATIVOS SOBRE Bacillus

thuringiensis SUBESP. Kurstaki

3.1 RESumMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de produtos alternativos (PA) sobre
esporos e cristais da linhagem de B. thuringiensis subesp. Kurstaki S-1905 (Btk-
S1905). Foram utilizados os produtos Pironin, Biogermex, Ecolife®, Extrato de
Crisantemo, Planta Clean, Mattam Plus, Natural Neem, Supermagro, Calda
Sulfocalcica e Bion® nas concentracdes recomendadas pelos fabricantes. O efeito
sobre os esporos foi avaliado simulando-se a aplicagdo conjunta e separada dos PA
e da bactéria. Na aplicagdo conjunta, as misturas de Btk-S1905 + PA + agua
destilada esterilizada (ADE) foram incubadas (150 rpm, 30 + 2°C, 2 h) e inoculadas
em agar nutriente (AN) em placas de Petri e, na aplicagdo separada os PA foram
espalhados na superficie do meio AN em placas de Petri e, em seguida, inoculou-se
o patégeno. As placas inoculadas, em ambas as aplicagdes, foram incubadas (30° C
1+ 2° C, 16 h), e as unidades formadoras de colonias (UFC) /mL quantificadas. Para
os cristais, apds incubagao da mistura Btk-S1905 + PA + ADE esta foi adicionada a
dieta artificial para Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), avaliando-se a
mortalidade apos 12, 24, 48 e 72 h. Também foram realizadas analises por
microscopia eletrbnica de varredura e de eletroforese em gel (SDS-PAGE).
Verificou-se que Biogermex, Calda Sulfocalcia e Ecolife® reduziram as UFC/mL, nas
aplicagdes conjunta e separada e, 6leo de nim, na conjunta. Biogermex, Bion®,
Planta Clean e dleo de nim foram antagbnicos a ac&o das toxinas, entretanto,
nenhum produto degradou as proteinas do cristal. O efeito dos demais produtos foi
aditivo a acao das toxinas e, exceto Calda Sulfocalcica, também nao reduziram a

formagao de UFC/mL.

Palavras  chave: Bactérias  entomopatogénicas.  Controle  alternativo.
Compatibilidade
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EFFECT OF ALTERNATIVE PRODUCTS on Bacillus thuringiensis SUBESP.

kurstaki

ABSTRACT

The objective of the present research was to evaluate the effect of alternative
products (AP) on spores and crystals of B. thuringiensis subesp. kurstaki, Isolate
S1905 (Btk-S1905). The tested products were Pironin, Biogermex, Ecolife®,
Chrysanthemum Extract, Planta Clean, Mattam Plus, Natural Neem, Super Magro,
Calda Sulfocélcica and Bion® in concentrations recommended by the producer. The
effect over the spores was evaluated in the combined and single AP and bacteria
application. In the combined application, the mixtures Btk-S1905 + AP + sterile
distilled water (SDW) were incubated (150 rpm, 30 + 2° C, 2 h), and inoculated in
nutrient agar (NA) in Petri dishes. In the single application, the AP were spread in the
NA medium surface in Petri dishes, and then the pathogen was inoculated. In both
applications the inoculated Petri dishes were incubated (30° + 2° C, 16 h) and the
colony forming units (CFU)/mL quantified. For the crystals, the mixture Btk-S1905 +
AP + SDW was incubated (150 rpm, 30 + 2 °C, 2 h) and added to the surface of
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) artificial diet, and its mortality was
evaluated after 12, 24, 48 and 72 h. Scanning electron microscopy and gel
electrophoresis analysis were conducted with the B. thuringiensis crystals.
Biogermex, Calda Sulfocalcia and Ecolife® reduced the CFU/mL formation, in
combined and single application and, neem oil in combined. Biogermex, Bion, Planta
Clean and neem oil were antagonistic to the toxins, however none of the products
degraded the crystal proteins. The effect of the remaining products were additive to
the toxins, and, except for Calda Sulfocalcica, they also did not affected the CFU/mL

formation.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Alternative control. Interaction. Compatibility
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3.2 INTRODUCAO

Os produtos alternativos e Bacillus thuringiensis sao estratégias
importantes utilizadas em sistemas alternativos de produgéao no controle de pragas e
doencas. Os produtos alternativos sao divididos em duas classes: os fertiprotetores
e os protetores. Os primeiros sdo produtos que fornecem nutrientes as plantas,
como os biofertilizantes liquidos, caldas (sulfocalcica, vigosa e bordalesa), urina de
vaca, leites etc., influenciando positivamente no processo metabdlico das mesmas,
além de contribuirem para o controle de pragas e doencas, Ja os protetores agem
diretamente no controle dos fitoparasitas, como os extratos vegetais, O6leos
essenciais, feroménios etc. (FERNANDES; LEITE; MOREIRA, 2008).

B. thuringiensis é utilizada como bioinseticida nas principais culturas
de importancia agricola como algodao, citros, mandioca, soja, trigo, milho etc..
(SOSA-GOMEZ; MOSCARDI, 2003) para o controle varios insetos praga das ordens
Diptera, Lepidoptera, Coleoptera e Hymenoptera (FIUZA, 2003; BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007).

Os produtos alternativos e os entomopatdogenos podem ser
utilizados isolados ou em associacdo, porém, apos contato com substancias
fitossanitarias a agdo dos entomopatdgenos pode ser estimulada, reprimida ou
permanecer inalterada (SOZA-GOMEZ; MOSCARDI, 2003), além disso, pode inibir o
crescimento e reproducao e ou causar mutagdes (ALVES; MOINO JR.; ALMEIDA,
1998). Nesse contexto, faz-se necessaria a utilizagdo de produtos fitossanitarios
seletivos, principalmente nas culturas em que ocorrem simultaneamente as
presencgas de insetos suscetiveis € ndo suscetiveis, além de espécies ou estagios
de desenvolvimento diferentes (ALVES; PINTO, 2003).

Em estudo com bactérias ndo esporulantes foi verificado que o
extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) apresentou efeito negativo sobre
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, em diferentes tempos e concentragdes
(GENENA et al., 2008), enquanto que extrato de arruda (Ruta graveolens) inibiu o
crescimento de diversas bactérias, inclusive do género Bacillus (PEREIRA et al.,
2006; MENDES et al., 2008).

Ja em relagdo as bactérias entomopatogéncias, Krischik; Barbosa;

Reichelderfer (1988) observaram que o alcalbide nicotina e o flavonodide rutina, em
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diferentes concentracdes, afetaram o crescimento vegetativo e que altas
concentragdes de nicotina afetaram a toxicidade de B. thuringiensis.

Da mesma forma, em estudo com diversos produtos alternativos, em
diferentes concentragdes, sobre B. thuringiensis var. kurstaki, verificou-se que
quando incubados com agua destilada esterilizada houve redugao significativa da
formacgao de unidades formadoras de colénia (UFC)/mL para a maioria dos produtos.
Porém, para os cristais, ndo foi obsservado efeito negativo (MARTINELLO, 2009).

Também, o efeito de extratos vegetais de alecrim (Rosmarinus
officinalis), alho (Allium sativum), arruda (Ruta graveolens), capim-cidreira
(Cymbopogon citratus), curcuma (Curcuma sp.) e eucalipto (Eucalyptus citriodora),
nas concentragdes de 5%, 10% e 20% foi avaliado sobre Btk. Verificou-se que o
efeito variou conforme o substrato de incubag¢ao da bactéria (agua e caldo nutriente)
com os extratos, bem como as concentragdes destes (SILVA et al) (Em fase de
elaboragao)®.

Como verificado, a maioria dos estudos referentes ao efeito de
produtos alternativos sobre bactérias sdo com extratos vegetais, além de poucas
informagdes sobre bactérias entomopatogénicas. Assim, considerando-se que sao
necessarios estudos referentes ao efeito desses produtos sobre bactérias
entomopatogénicas, realizou-se este trabalho com o objetivo de avaliar o efeito de
produtos alternativos sobre esporos e cristais da linhagem B. thuringiensis subesp.
kurstaki S1905) em condigbes de laboratério, de forma a contribuir com o

desenvolvimento de estratégias eficientes de controle de insetos praga.

* Artigo em fase de revisdo para submiss&o a publicacéo.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Efeito dos Produtos Alternativos sobre a Viabilidade de Esporos de Bacillus

thuringiensis Subesp. kurstaki

A linhagem B. thuringiensis subesp. Kurstaki S1905 (Btk S1905)foi
fornecida na forma liofilizada pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF. Os produtos alternativos (PA), bem como sua classificagdo de uso
estao listados na Tabela 3.1. Tais produtos foram obtidos em casas especializadas
em insumos para sistemas alternativos de produgdo, sendo avaliados nas
concentragdes recomendadas (CR) pelos fabricantes.

O efeito dos PA sobre os esporos foi avaliado em duas situacoes

distintas: aplicagao conjunta e separada.
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Tabela 3.1 — Produtos alternativos e concentragdes utilizados nos experimentos.

Conc.

Produto Uso Composicao ;
(mL 1007")
Bioflavondides citricos (vitamina P),
fitoalexinas citricas, acido ascoérbico
Biogermex IR e BIO (vitamina C), acido citrico, polipeptideos 200 mL
citricos, acido palmitico, acidos graxos
diversos, agucares, glicerideos e tocoferdis.
Bion® IR acibenzolar-S-metil (ASM) 59
Calda .
- INS e FUN Enxofre e cal virgem 800 mL
Sulfocalcica
Ecolife® IR e BIO Bloflavan'oujes, flltc.>alexm,as., acidos 750 mL
ascorbico, latico e citrico.
E>.(trAato de INS Piretrinas e jasmolinas 1000 mL
Crisantemo
Matan Plus INS Enxofre e nitrogénio 1000 mL
Natural INS Oleo emulsificado de_ sementes, extraido a 500 mL
Neem frio.
Planta FUN Extratos vegetalg, acujos graxos e sais 2500 mL
Clean minerais.
Neem (folhas, tortas de sementes e 6leo);
Pironin INS piretro natural; extrato pirolenhoso de 600 mL
Eucalyptus sp.
Acido bérico, cloreto de célcio, molibdato de
sodio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre,
Supermagro BIO sulfato ferroso, sulfato de magnésio, sulfato 400 mL

de manganés, sulfato de zinco.

Conc.= concentragéo
IR= Indutor de resisténcia; INS= inseticida; FUN= fungicida; BIO= Biofertilizante.
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3.3.1.1 Aplicagado conjunta: produtos alternativos misturados com agua destilada

esterilizada e B. thuringiensis subesp. kurstaki

Foi preparada uma suspensao de Btk S1905 na concentracao de 2,3
x 10" esposros/mL, pesando-se 5 mg do material liofilizado e acrescentando-se 50
mL de agua destilada esterilizada. Em seguida, a partir da suspenséo original, foram
realizadas diluigdes sucessivas em agua destilada esterilizada e, preparada uma
suspensdo na concentragdo de 2,3 x 10° esporos/mL em frascos Erlenmeyer com 50
mL de agua destilada esterilizada. Aliquotas de 300 uL dessa suspensado foram
adicionadas em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de agua destilada esterilizada,
juntamente com os PA nas concentragdes recomendadas. Para cada PA avaliado
(tratamento) foram preparados cinco frascos Erlenmeyer, sendo cada um
considerado uma repeticdo. Os frascos foram incubados em agitador horizontal a
temperatura de 30 + 2°C, 150 rpm por 2 h. Previamente a incubacédo e ao término
desta, foi mensurado o pH. A partir de cada frasco, a mistura foi inoculada em trés
placas-de-Petri em cinco pontos de 5 uL/ponto na superficie do meio de cultura agar
nutriente (AN) (ALVES; MORAES, 1998). As placas permaneceram abertas em
camara de fluxo laminar por 5 minutos para evaporagao do excesso de agua e, em
seguida foram fechadas e acondicionadas em camara climatizada a temperatura de
30 = 2°C, por 18 h, sendo posteriormente quantificadas as UFC/mL por ponto.

Como controle do experimento, a suspensao de esporos foi

adicionada e incubada apenas em agua destilada esterilizada.

3.3.1.2 Aplicagdo separada: produtos alternativos e esporos de B. thuringiensis

subesp. kurstaki, aplicados na superficie do meio de cultura

O mesmo procedimento descrito no item 3.3.1.1 foi adotado para a
preparacdo da suspensdo de esporos. Paralelamente, as caldas dos PA foram
preparadas em frascos Erlenmeyer (repeticdes) contendo 50 mL de agua destilada

esterilizada, sendo cinco repeticdes por tratamento. Aliquotas de 100 uL de cada
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repeticdo foram aplicadas na superficie do meio agar nutriente (AN) em trés placas-
de-Petri e espalhadas com alca de Drygalski. As placas foram deixadas abertas por
5 minutos na cédmara de fluxo laminar para a evaporagdo do excesso de agua,
sendo em seguida inoculada a suspensdo bacteriana, conforme descrito no item
3.3.1.1 As placas foram acondicionadas em camara climatizada a temperatura de 30
+ 2°C por 18 h e, ap6s esse periodo quantificou-se as UFC/mL em cada ponto.

Como controle do experimento, foi espalhado sobre o meio de
cultura apenas agua destilada esterilizada e, em seguida inoculada a suspenséo da
bactéria.

Em ambos os experimentos, os dados foram submetidos a analise
de variancia (teste F) e as médias comparadas com a respectiva testemunha pelo
teste de Tukey, ambos a 5% de probabilidade, com auxilio do programa estatistico
Sisvar® (FERREIRA, 2007).

3.3.2 Efeito dos Produtos Alternativos sobre os Cristais de B. thuringiensis Subesp.

kurstaki

O efeito dos PA sobre os cristais foi avaliado in vivo por meio de
bioensaios com lagartas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e, para a
verificacdo de possiveis alteragdes morfoldgicas e/ ou degradacao de proteinas
foram, respectivamente, realizadas analises de microscopia eletrénica de varredura

e eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante.

3.3.2.1 Efeito da toxicidade sobre A. gemmatalis

Para a realizagdo dos bioensaios foram utilizadas lagartas,
provenientes da criacdo de laboratério, em recipientes contendo dieta artificial,
mantidas em camara climatizada a temperatura de 26 + 2° C, UR: 70 % = 10 % e

fotofase 14 h até as lagartas atingirem o 2° instar.
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A concentracdo de Btk S1905 utilizada no bioensaio foi calculada,
determinando-se a concentracao letal (CLsp) para A. gemmatalis. Como padrao foi
utilizado B. thuringiensis subesp. kurstaki HD-1, obtido de amostra purificada do
banco de entomopatégenos da Embrapa Soja, Londrina, PR. Foram pesados 0,02 g
das amostras liofilizadas, sendo cada uma diluida em 20 mL de agua destilada
esterilizada (1000 pg/mL). A partir dessa suspensao foram preparadas seis
dilui¢cdes, de forma a propiciar concentragdes de: 24, 32, 41, 53, 69, 90 yg/mL.

Foi preparada a dieta artificial para A. gemmatalis (GREENE;
LEPPLA; DICKERSON, 1976) modificada por Hoffmann-Campo; Oliveira, Moscardi
(1985), livre de anticontaminante e apds solidificacdo, com o auxilio de uma espatula
foram cortados cubos de aproximadamente 1,5 cm de lado. Estes foram imersos por
5 segundos nas diferentes suspensdes e, apos secagem, foram colocados em
recipientes com capacidade para 50 mL. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 20 repeticbes (recipientes) por concentragao
(tratamento), sendo que cada repeticdo recebeu trés lagartas de A. gemmatalis de
segundo instar. Como controle, os cubos de dieta foram imersos em agua destilada
esterilizada. Em seguida, os recipientes foram fechados e acondicionados em
camara climatizada a temperatura de 26 + 2° C, UR: 70 % + 10 % e fotofase 14 h.
Apods 48 h, as lagartas foram transferidas para recipientes contendo dieta artificial
sem a bactéria e avaliadas diariamente até o sexto dia.

Os dados foram analisados pelo programa Micro Probit 3.0
(THOMAS; SPARK, 1987), para a determinag¢ao das CLs.

Em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de agua destilada
esterilizada, a partir do liofiizado foram preparadas suspensdes da linhagem
bacteriana estudada, na concentracdo equivalente a CLso estimada anteriormente.
Em seguida, foram adicionados os PA nas CR, sendo os frascos com as misturas
incubados em agitador horizontal a temperatura de 30 £ 2°C, 150 rpm por 2 h e,
previamente a incubacao e ao término desta foi mensurado o pH.

A partir de cada frasco (repeticéo), aliquotas de 150 uL da mistura
foram adicionadas na superficie de cubos de 1,5 cm de dieta artificial para A.
gemmatalis livre de anticontaminantes. Foram preparados nove cubos por repetigcao,
distribuidos equitativamente em trés placas de Petri, que permaneceram abertas em

camara de fluxo laminar por 5 min para evaporagédo do excesso de agua e absorgéo
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dos esporos e cristais pela dieta e, em seguida cada placa recebeu 25 lagartas de
segundo instar de A. gemmatalis. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticbes por tratamento, totalizando 75 lagartas por
repeticdo. Para testemunha, foram preparados lotes idénticos de lagartas que
receberam, separadamente na dieta, os PA na CR e suspensdao de Btk-S1905.
Também foi preparada uma testemunha absoluta, sendo aplicada agua destilada
esterilizada sobre a dieta artificial. As placas foram acondicionadas em camara
climatizada a temperatura de 26 + 2°C, UR: 70 + 10 % e 14 h de fotofase, sendo as
avaliagdes realizadas nos periodos de 12, 24, 48 e 72 h apds a aplicagdo dos
tratamentos, quantificando-se o numero de lagartas mortas. A confirmagéo da
mortalidade das lagartas foi feita observando-se os sinais e sintomas, conforme
Habib; Andrade (1998).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as
médias comparadas com a respectiva testemunha pelo teste de Tukey, ambos a 5%
de probabilidade, com auxilio do programa estatistico Sisvar® (FERREIRA, 2007).

A interagédo provocada pelo efeito dos produtos sobre os cristais foi
classificada em sinergismo, antagonismo e aditivismo, conforme Benz (1971). De
acordo com o autor, sinergismo refere-se a um sistema com dois componentes
efetivos que em conjunto produzem um efeito maior que a soma algébrica dos
efeitos independentes. E considerado efeito aditivo quando os dois componentes
atuando em conjunto produzem um leve incremento no seu efeito, em relacédo a
atuacdo dos componentes individuais, porém insuficiente para ser considerado
sinergismo. Por sua vez, o efeito antagbnico ocorre quando a interagdo dos
elementos produz um efeito menor do que suas atuagdes individuais.

As interagbes de sinergismo, antagonismo e aditivismo foram
calculadas utilizando-se qui-quadrado: x°= (MO - ME)?>/ME , sendo MO: mortalidade
observada; ME: mortalidade esperada. A formula da ME: ME = My + Mx(1-M;), onde
M;. mortalidade provocada pelo entomopatégeno sozinho; M,: mortalidade
provocada pelo inseticida sozinho. Assim, se o x* calculado for menor que o valor
tabelado (3,84 para 1 grau de liberdade, P< 0.05) o efeito é aditivo. Caso x>
calculado seja maior que o valor tabelado (3,84) a interagdo pode ser sinérgica ou

antagébnica. Dessa forma, se a diferenca de M,—ME (onde M4, é a mortalidade da
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combinagao do entomopatégeno e produto fitossanitario) for positiva, o efeito é de
sinergismo e quando negativa, antagonismo (BENZ, 1971; JARAMILLO et al., 2005).

3.3.2.2 Morfologia e integridade dos cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki ao

Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

Foram pesados 5 mg da amostra liofilizada de Btk S1905 e diluidos
em 50 mL de agua destilada esterilizada juntamente com os PA, nas CR, em frascos
Erlenmeyer, resultando numa mistura com uma concentragdo aproximada de 2,3 x
10" esporos/mL. Os frascos foram incubados em agitador horizontal & temperatura
de 30 + 2° C, 150 rpm, por 2 h. Em seguida, foram retiradas aliquotas de 1,5 mL de
cada mistura para a preparacdo para MEV, sendo o restante das misturas
armazenadas em frascos de vidro ambar, em freezer a -10° C. As aliquotas da
mistura foram adicionadas em tubos de microcentrifuga sendo, em seguida,
centrifugadas por 5 min. a 10.000 rpm por trés vezes, para o enxagle. O
sobrenadante foi descartado e os sedimentos foram fixados com uma solugcéo de
Paraformaldeido 2%, Glutaraldeido 2% e Tampao Fosfato (PO4 0,1 M) por 4 h. Em
seguida, as amostras foram lavadas em tampé&o fosfato por trés vezes de 15 minutos
cada, sendo fixadas novamente em Tetréxido de Osmio 1% (OsO,4) por 2 h.
Posteriormente, foi realizada uma segunda lavagem em tampao fosfato por trés
vezes de 15 min cada.

Com o auxilio do microscopio estereoscopico as amostras foram
fixadas com historesina em laminulas de vidro e, em seguida desidratadas numa
sequéncia alcodlica (alcool 70%: 3 x 15 min, alcool 80%: 3 x 15 min, alcool 90%: 4 x
10 min, alcool 100%: 4 x 10 min) e com CO, em Ponto Critico. Posteriormente, as
amostras foram fixadas nos stubs com prata e recobertas com ouro por 3 min. pelo
processo de Sputerring em metalizador BAL-TEC modelo SCD — 050 e observadas
em alto vacuo e intensidade do feixe de elétrons de 20 kV em Microscépio Eletrénico

de Varredura, sendo as imagens registradas através de fotomicrografia digital.
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3.3.2.3 Integridade dos cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki por eletroforese

em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) desnaturante

Amostras das suspensbes preparadas no item 3.3.2.2 foram
submetidas a eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida, contendo duodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), visando avaliar a presenga de proteinas Cry. Para
tanto, os cristais foram solubilizados e as proteinas extraidas de acordo com a
metodologia proposta por Lecadet et al. (1991).

Assim, foram transferidos 1,5 mL das culturas bacterianas para
tubos de microcentrifuga de 2 mL previamente autoclavados. Estes foram
centrifugados a 12.800 rpm por 20 min, sendo os sobrenadantes resultantes da
centrifugacédo descartados e, os sedimentos lavados com 1,5 mL de NaCl a 0,5 M
por 20 min. Apos o descarte do NaCl 0,5 M, as paredes do tubo foram secas com
papel filtro. Os sedimentos foram lavados por duas vezes com 1,5 mL de PMSF
(fluoreto de fenilmetil sufonil) a 1 mM e centrifugados a 12.800 rpm por 20 min. Apds
descarte do PMFS 1 mM, os sedimentos foram ressuspendidos em 500 yL de PMSF
1mM e armazenados a -20° C. As suspensdes esporos-cristais e PA foram
analisadas por SDS-PAGE a 10%, conforme procedimento descrito por Laemmli
(1970). Para tal, foram utilizadas 15 yL das preparagdes de esporos-cristais para a
realizacdo da eletroforese, sob voltagem constante de 25 mA, por 3 h. Como
controles dos experimentos, Btk-S1905 foi incubado com agua destilada esterilizada
nas mesmas condi¢cdes realizadas para a incubacdo com os PA. Além disso, a

estirpe B. thuringiensis subesp. kurstaki (HD-1) foi utilizada como padréo.
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3.4 RESULTADOS E DiscussAo

3.4.1 Efeito dos Produtos Alternativos sobre a Viabilidade de Esporos de B.

thuringiensis Subesp. kurstaki

3.4.1.1 Aplicagado conjunta: produtos alternativos misturados com agua destilada

esterilizada e B. thuringiensis subesp. kurstaki

Verificou-se que os resultados variaram conforme os produtos,
sendo que Biogermex, Ecolife®, 6leo de nim e Calda Sulfocélcica reduziram
significativamente a formacdo de UFC/mL em, respectivamente, 99,8%, 100%,
33,1% e 75,6%. Por outro lado, Planta Clean, Supermagro e Bion® provocaram
aumento significativo do numero de UFC/mL, com médias de 12,8%, 40,6% e 37%,
respectivamente, enquanto que os demais produtos nao diferiram da testemunha
(Tabela 3.2).

Estudo com diferentes concentragdes de produtos alternativos sobre
esporos de B. thuringiensis subesp. kurstaki obtidos do produto comercial Dipel PM®
, resultados semelhantes foram observados para Biogermex, Ecolife®, 6leo de nim e
a Calda Bordalesa (MARTINELLO, 2009). De acordo com o autor,
independentemente da concentragao, estes produtos reduziram significativamente a
formagdao de UFC/mL com inibicdo total nos tratamentos com a concentragao
recomendada. Ainda, com relagao ao produto Pironin, observou reducéo significativa

(29,4%), diferentemente dos resultados obtidos neste estudo (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2 — Numero médio (+ EP) de UFC/mL da linhagem B. thuringiensis subesp.
Kurstaki S1905, apds incubacdo (30 + 2°C, 150 rpm, 2 h) com agua
destilada esterilizada e produtos alternativos, nas CR, e pH inicial e
final, inoculagdo em meio de cultura AN em placas de Petri e
incubacdo em camara climatizada (30 + 2°C, 18 h).

Média UFC/mL 1 pH
Tratamento 5 UFC Rel. Test (%)
(x10°) Oh 2h

Testemunha 349,8 + 5,84a - 7,35 5,88
Pironim 336,5 £ 5,04a -3,8 3,53 3,52
Biogermex 0,8 £ 0,80b -99,8 3,83 3,75
Ecolife® 0,0 £ 0,00b -100,0 3,28 3,22
CV (%) = 5,09

Testemunha 369,6 + 9,44b - 7,35 5,88
Extrato de Crisantemo 389,56+ 8,47ab +5,4 9,05 9,01
Planta Clean 416,8 £ 6,37a +12,8 9,58 9,64
Mattam Plus 373,3+£12,42b +1,0 5,57 5,62
CV (%) = 5,44

Testemunha 340,8 £ 43,14b - 7,35 5,88
Natural Neem 227,9 £ 14,10c -33,1 6,63 6,58
Supermagro 479,2 + 17,68a +40,6 4,96 4,98
Calda Sulfocalcica 83,1+ 15,10d -75,6 10,26 9,41
Bion® 466,8 + 12,92a +37,0 6,20 6,40
CV (%) = 16,46

Médias (+EP) seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05)

i wi ) T @ T

' Formula; —————=—="__ 100, sendo os valores positivos para aumento de UFC/mL e
i BT C R wu

negativos para redugédo em relacdo a testemunha.

3.4.1.2 Aplicagdo separada: produtos alternativos e esporos de B. thuringiensis

subesp. kurstaki, aplicados na superficie do meio de cultura

Quando os produtos e Btk-S1905 foram aplicados separadamente,

verificou-se efeito negativo na formacdo de UFC/mL para Bion®, Biogermex, Ecolife®
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e Calda Sulfocalcica, com reducéo significativa de 19,99%, 35,46%, 100% e 100%,
respectivamente, enquanto que para os demais produtos nao verificou-se diferencga

significativa (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 — Numero médio (x EP) de UFC/mL de B. thuringiensis subesp. kurstaki
linhagem S1905, apds inoculagdo em meio agar nutriente adicionado
de produtos alternativos, nas CR, na superficie do meio de cultura AN
em placas de Petri e incubagdo em cémara climatizada (30 + 2°C, 18

Tratamento 2 Média UFC/mL (x10°) UFC Rel. Test (%)
Testemunha 508,7+5,86a -
Pironim 521,5+7,35a +2,52
Biogermex 328,3+24,73b -35,46
Ecolife® 0,0£0,00c -100,0
CV (%) = 8,71

Testemunha 394,8+14,11a -
Extrato de Crisantemo 496,8+50,12a +25,84
Planta Clean 459,7+66,55a +16,44
Mattam Plus 419,5£10,51a +6,26
CV (%) = 21,50

Testemunha 848,3+28,30ab -
Natural Neem 929,94+29,09a +9,62
Supermagro 788,5+39,35b -7,05
Calda Sulfocélcica 0,0+0,00d -100.0
Bion® 678,7+16,94c -19,99
CV (%) = 8,70

Médias (+tEP) seguidas pela mesma letra minuscula na coluna n&o diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05)

s Tl & Ak u g
' Férmula; ——————=——— 100, sendo os valores positivos para aumento de UFC/mL e

R MW e e

negativos para redugédo em relacdo a testemunha.

Os efeitos negativos podem estar relacionados a variagdo do pH,
uma vez que para os produtos que apresentaram pH acido como Biogermex, e

Ecolife® verificou-se reducdo total das UFC/mL, enquanto que para extrato de
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crisantemo e Planta Clean (pH basico), houve aumento das UFC/mL, exceto para
Calda Sulfocaélcica (Tabela 3.2). Resultados semelhantes relacionados ao pH foram
observados com diferentes concentragbes de Biogermex e Ecolife® sobre B.
thuringiensis subesp. kurstaki, com redugao significativa de UFC/mL em todas as
concentragdes (MARTINELLO, 2009).

Resultados divergentes tém sido verificado em trabalhos referentes
ao efeito do pH na germinagcdo de esporos. Em estudo sobre a germinagédo de
esporos de Bt em solo com diferentes pH, verificou-se que quanto maior a acidez do
solo, maior a redugado da germinacéo, sendo que em pH abaixo de 5 a germinagao
foi cessada (PETRAS; CASIDA JR, 1985). Por outro lado, em testes in vitro, para
avaliar a acao de componentes do fluido intestinal em Manduca sexta, isolados e em
conjunto sobre a germinagdo dos esporos de B. thuringiensis subesp. kurstaki,
verificou-se que o pH alcalino foi o Unico componente que excluido do processo,
cessou a germinagao dos esporos (WILSON; BENOIT, 1993). Os autores sugerem
que tal efeito esteja relacionado a presenga de proteinas na parede celular do
esporo, similares as proteinas do cristal e, portanto solubilizadas em pH alcalino,
desencadeando a germinagéo.

Entretanto, estudos mais recentes indicam que ha trés processos
diferentes envolvidos no processo de germinagdo, sendo estes a presenga de
receptores especificos na membrana interna do esporo, a presenca de canais de
ions e a acdao de enzimas liticas na degradacdo do cortex celular. Assim, a
germinagao pode ser desencadeada em presenca de substancias denominadas
germinantes como aminoacidos, agucares e nucleosideos, que se ligam aos
receptores especificos, bem como em resposta a outros agentes chamados de nao
germinantes como sais, altas pressées e ions Ca*? (SETLOW, 2003).

Nesse contexto, infere-se que os resultados negativos obtidos para
Calda Sulfocalcica, Biogermex e Ecolife®, em ambas as técnicas, além do pH estdo
relacionados a composicao destes produtos e, consequentemente ao seu modo de
acao.

A Calda Sulfocalcica é composta por uma mistura de polissulfetos de
calcio. Os sulfetos sdo moléculas reativas e com afinidade de ligacédo a outras
moléculas, porém quando em contato com a agua ocorre a formacgao de hidréxido de

calcio, substancia calcificante e, tanto os sulfetos quanto o hidréxido podem inativar
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os esporos (GUTIERREZ - informagdo verbal)®. Isto pode ser reforcado pelos
resultados observados com a Calda Bordalesa, constituida por polissulfetos de
cobre, que independentemente da concentracdo e substrato de incubacao,
reduziram a formacdo de UFC/mL em Btk (MARTINELLO, 2009), além de estudos
com altas concentragbes de sulfatos de enxofre que afetaram B. thuringiensis
(HASSEN et al, 1998).

Por sua vez, Ecolife® é um produto composto por bioflavonosides,
fitoalexinas citricas e &cido ascérbico (BOLETIN TECNICO), com composicdo
semelhante a do Biogermex. J& o nim (Azadirachta indica A. Juss.) possui varias
substancias inseticidas, com destaque azadiractina, terpendide mais eficiente no
controle de pragas, (MARTINEZ, 2002; MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Os flavonoides sao derivados de compostos fendlicos e, assim como
os terpendides, sdo moléculas resultantes do metabolismo secundario das plantas,
que em muitos casos atuam como mecanismo de defesa contra insetos e
microrganismos (DIXON; DEY; LAMB, 1983; COWAN, 1999). Segundo Tsuchiya et
al. (1996) os flavonoides tém capacidade de se ligar com proteinas extracelulares e
paredes celulares de bactérias, inativando-as, podendo também romper membranas.

Diante do exposto, € importante salientar que a redugao de UFC/mL
observada para Biogermex, Ecolife® e 6leo de nim, pode estar relacionada ao
impedimento do processo de germinagdo e ou a agdo dos referidos metabdlitos
sobre a membrana bacteriana logo apdés a germinagao, destruindo-a. Tal efeito
sobre as células pode ser reforcado nos resultados negativos obtidos com Ecolife®
sobre células de Ralstonia solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis,
bactérias fitopatogénicas Gram negativas, sendo que o halo de inibicdo foi
proporcional ao aumento da concentracdo do produto (MOTOYAMA et al., 2003). E
importante salientar que devido a estrutura mais complexa e menos permeavel da
parede celular das bactérias Gram negativas, estas s&o mais resistentes aos
compostos ativos, comparadas as Gram positivas (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004), o que evidencia o potencial bactericida do Ecolife®.

Com relacéo ao Bion®, este € um produto analogo ao acido salicilico

utilizado como indutor de resisténcia sistémica em plantas que, no entanto, tem

° Profa Dra Amanda Gutierrez — Laboratério de Quimica — Universidade Tecnoldgica Fedral do
Parana — Campus Dois Vizinhos.
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apresentado efeito negativo contra muitos fitopatégenos (PEREZ et al., 2003; ZHU
et al., 2004), como para fungos, in vitro, (LaMONDIA, 2009) e em campo (PATRICIO
et al., 2007), para bactérias em campo (PATRICIO et al., 2007) e in vitro (ABO-
ELYOUSR; EL-HENDAWY, 2008). Entretanto, ndo ha na literatura, trabalhos que
abordam o efeito de Bion® sobre bactérias entomopatogénicas, sendo este o
primeiro estudo, no qual se verificou efeitos significativos inversos para as duas
técnicas avaliadas, com aumento de UFC/mL na aplicagdo conjunta e, reducao na
aplicagao separada (Tabela 3.2 e 3.3).

Os produtos Supermagro e Planta Clean aumentaram a formagéao de
UFC/mL na aplicagdo conjunta e nao diferiram da testemunha na aplicagcao
separada (Tabela 3.2 e 3.3). Para Supermagro, os resultados discordam dos obtidos
por Martinello (2009) em estudo semelhante com bioinseticida formulado, no qual se
verificou reducéo significativa nas médias de UFC/mL em diferentes concentragdes.

Os resultados obtidos neste estudo podem estar relacionados as
técnicas utilizadas, sendo que na aplicagao separada assim que o esporo germina a
célula entra em contato direto com os produtos, que podem agir sobre a membrana.
A variacao de resultados de acordo com a técnica utilizada foi discutida em estudos
referentes ao efeito de fungicidas (SILVA et al.,, 2006) e herbicidas (SILVA et al.,
2008) sobre Btk. De acordo com os autores os resultados variaram conforme a
concentragdo, técnica, tempo de contato e fase/estagio de desenvolvimento do
patdgeno, sendo que a técnica em meio liquido € a que mais expde o patégeno ao

maximo contato com produto.
3.4.2 Efeito dos Produtos Alternativos sobre os Cristais de B. thuringiensis subesp.
kurstaki
3.4.2.1 Efeito da toxicidade sobre A. gemmatalis
Os valores de CLsp (IC-95%) para a linhagem Btk S1905 e Btk HD-1

foram de 35 (31-39) yg/mL, (slope 3,02 + 0,39) e 31 (22-37) ug/mL, (slope 2,80 +

0,68), respectivamente, ndo havendo diferenga significativa entre as estirpes.
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No ensaio in vivo verificou-se que o efeito de Bion®, Planta Clean,
Ecolife® e 6leo de nim foi antagdnico a acdo das toxinas dos cristais, com
respectivas médias de mortalidade de 12,1%, 18,4, 23,7% e 18,9%, comparadas ao
BtK-S1905 e os produtos, isoladamente. Os valores de pH para os referidos
produtos variaram de &cido 2,90 (Ecolife® + BtK-S1905) a alcalino 9,77 (Planta Clean
+ BtK-S1905) (Tabela 3.4).

Estes resultados discordam dos observados por Martinello (2009)
que n3o verificou efeito de Ecolife® e 6leo de nim sobre a agdo das toxinas dos
cristais de Btk obtidos do bioinseticida Dipel PM®. No entanto, essa divergéncia pode
estar relacionada ao fato de que neste estudo utilizou-se a bactéria purificada, além
de uma concentragdo menor (CLsp) para os testes de toxicidade.

Os demais produtos apresentaram efeito aditivo sobre a toxicidade
das proteinas dos cristais, sendo que o extrato de Crisantemo e Pironin, isolados,
foram os produtos que causaram maior mortalidade com respectivas médias de
74,8% e 61,0%, diferindo significativamente do tratamento Btk-S1905 com
percentual de mortalidade de 51,3%. Ainda, quando os cristais e os produtos foram
misturados, verificou-se aumento na mortalidade, com respectivas médias de 89,6%

e 88,0% para extrato de crisantemo e Pironin (Tabela 3.4).



67

Tabela 3.4 — Porcentagem média (x EP) da mortalidade de lagartas A. gemmatalis por B. thuringiensis subesp. kurstaki linhagem
S1905 nos tempos 12, 24, 48 e 72 h e total observada, apds incubagao (30 + 2°C, 150 rpm, 2 h) com agua destilada
esterilizada e produtos alternativos, nas CR, em diferentes concentragdes e pH inicial e final.

TRAT Tempo % mortalidade pH

12h 24h 48h 72h Observada @ Esperada® X*© Interaggo  Oh  2h
TestAgua 0,0+0,00Ab  0,0+0,00Ac  0,0+0,00Ab  0,0+0,00Ab  0,0+0,00c - - - 8,20 6,93
TestEC  6,6+1,13Ba 10,6+0,99Bab 40,5+589Aa 17,2+212Ba  74,8+2,35a - - . 9,27 9,05
TestBtk  1,641,59Cab 3,1#1,55Cbc 32,8+11,66Aa 13,7+2,75Ba 51,3+10,06b . . . 7,38 7,42
EC+Btk 8,1+1,91Ba 12,9+216Ba 47,5+2,69Aa 20,7+4,07Ba 89,6+6,31a 87,72 0,2 Aditivismo 9,15 8,99
CV 1 (%)= 15,02 CV 2 (%)= 26,34 CV 3 (%) = 10,68
TestAgua 0,0+0,00Aa 0,0+0,00Ab  0,0+0,00Ac  0,0+0,00Ab  0,0+0,00b - - - 8,20 6,93
TestCS  2,5+1,28Aa 4,0£2,23Aab 13,3+1,12Aab 9,4+2,85Aa  29,3%5,60a - o - 10,80 9,15
TestBtk  1,641,59Ca 3,1+1,55BCab 32,8+11,66Aa 13,7+2,75ABa 51,3+10,06a o - - 7,38 7,42
CS+Btk 2,6+2,56Ba 8,2+2,22ABa 6,6+3,51ABbc 18,47,04Aa  35,7+5,88a 65,36 3,66 Aditivismo 10,87 9,28
CV1(%)= 47,94 CV 2 (%) = 41,03 CV 3 (%) = 18,51
TestAgua 0,0+0,00Aa 0,0+0,00Aa  0,0+0,00Ab  0,0+0,00Ab  0,0+0,00b - - . 8,20 6,93
TestBion  0,0+0,00Aa  0,0+0,00Aa  0,0+0,00Ab  0,0+0,00Ab  0,0+0,00b 8,82 6,67

Test Btk 1,6£1,59Ca 3,1+1,55Ca 32,8+11,66Aa 13,7+2,75Ba 51,3+10,06a 7,38 7,42
Bion + Btk  0,0+0,00Ba  0,0+0,00Ba 4,5+2,62ABb 7,6+4,01Aa  12,1+6,60b 51,78 5,51 Antagonismo 8,20 6,65

CV1(%)= 63,11 CV 2 (%) = 50,43 CV 3 (%) = 42,42
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TestAgua  0,0t0,00Aa  0,0£0,00Aa  0,0:0,00Ac _ 0,0:0,00Ab  0,0£0,00Db _ _ 8,20 6,93
Test BG 0,0¢0,00Aa  0,0+0,00Aa  0,0t0,00Ac  0,0+0,00Ab  0,0+0,00b . . 3,58 3,57
Test Btk 1,6£1,59Ba  3,1+1,55Ba  32,8+11,66Aa 13,7+2,75Ba 51,310,067 . . . 7,38 7,42
BG+Btk  0,0:0,00Ba  0,0+0,00Ba  9,74550Ab  7,9t4,20ABab 35,3%1522° 51,78 2,28 Aditivismo 3,67 3,89
CV 1 (%)= 54,73 CV 2 (%) = 58,45 CV 3 (%) = 37,47

TestAgua  0,0:0,00Aa  0,0£0,00Aa  0,0:0,00Ab  0,0:0,00Ab  0,0£0,00Db _ _ _ 8,20 6,93
Test MP 0,0¢0,00Aa  0,0+0,00Aa  0,0:0,00Ab  0,0:+0,00Ab  0,0+0,00b . . . 7,23 7,56
Test Btk 1,6¢1,59Ca  3,1#1,55Ca  32,8+11,66Aa 13,7¢2,75Ba  51,3+10,06° . . . 7,38 7,42
MP+ Btk  0,0£0,00Ca  3,8+1,91Ca  42,2+872Aa 18,8+2,23Ba  64,8t9,25* 51,78 1,81 Aditivismo 7,31 7,66
CV 1 (%) = 42,35 CV 2 (%) = 36,27 CV 3 (%) = 19,10

TestAgua  0,0t0,00Aa  0,0£0,00Aa  0,0:0,00Ac _ 0,00,00Ab  0,0£0,00Db _ _ _ 8,20 6,93
Test SM 0,0¢0,00Aa  0,0+0,00Aa  0,0+0,00Ac  0,0+0,00Ab  0,0+0,00b . . . 4,90 4,76
Test Btk 1,6¢1,59Ca  3,1#1,55Ca  32,8+11,66Ba 13,7+2,75Aa 51,3+10,06° . . . 7,38 7,42
SM+Btk  0,0¢0,00Ca  0,0+0,00Ca  12,6¢3,51Bb 26,2¢+3,57Aa  38,8+0,13° 51,78 1,80 Aditivismo 4,93 4,93
CV 1 (%)= 34,25 CV 2 (%) = 40,55 CV 3 (%) = 16,74

TestAgua  0,0:t0,00Aa  0,0£0,00Aa  0,0t0,00Ab  0,00,00Ab  0,0%0,00c _ _ _ 8,20 6,93
TestECO  0,0¢0,00Aa  1,5#1,52Aa  1,5¢1,52Ab  0,0£0,00Ab  3,0+3,00bc . . . 2,90 2,85
Test Btk 1,6¢1,59Ca  3,1+1,55BCa  32,8+11,66Aa 13,7+2,75ABa 51,3+10,06° o . - 7,38 7,42
ECO+Bt 4,9+3,05ABa  0,0:+0,00Ba  5,1+3,04ABb  13,6+8,92Aa 23,7¢9,41ab 52,76 4,0 Antagonismo 2,92 2,90
CV 1 (%)= 52,62 CV 2 (%) = 64,04 CV 3 (%) = 38,93




69

Tabela 3.4 Continuagao...

TestAgua  0,0:t0,00Ab  0,0£0,00Aa  0,0£0,00Ac _ 0,0:0,00Ab  0,0+0,00c _ _ _ 8,20 6,93
Test P 48,7+9,02Aa 2,5+1,26BCa  9,844,31Bb  0,0+0,00Cb  61,0£9,20ab . . . 3,33 3,24
Test Btk 1,6£1,59Bb  3,1+1,55Ba  32,8+11,66Aa 13,7+2,75Aa 51,3+10,06b . . . 7,38 7,42
PI + Btk 60,4t6,28Aa  6,5+1,56Ba  11,1#3,65Bb  10,1+3,50Ba  88,0+6,42° 810 0,7 Aditivismo 3,34 3,32
CV 1 (%)= 20,40 CV 2 (%) = 34,06 CV 3 (%) = 13,62

TestAgua  0,0:0,00Ab  0,0:0,00Aa  0,0:0,00Ab  0,0:0,00Ab  0,0£0,00c _ _ _ 8,20 6,93
Test PC 0,0¢+0,00Ab  0,0:0,00Aa  1,3+1,28Ab  0,0+0,00Ab  1,3%1,27c . . . 10,00 9,88
Test Btk 1,6¢1,59Cab  3,1+1,55BCa  32,8+11,66Aa 13,7+2,75ABa 51,310,062 . . . 7,38 7,42
PC+Btk  12,5+9,19Aa  0,0+0,00Ba  1,2+1,19ABb 4,7+0,80ABab 18,4+8450 51,92 4,65 Antagonismo 9,65 9,77
CV 1 (%) = 60,79 CV 2 (%) = 56,58 CV 3 (%) = 34,02

TestAgua  0,0:t0,00Aa  0,0£0,00Aa  0,0:0,00Ab  0,0:0,00Ab  0,0+0,00b _ _ _ 8,20 6,93
Test NE 10,6+6,44Aa  0,0¢+0,00Aa  6,6+4,16Ab  0,0+0,00Ab  17,2+8,68ab . . . 7,01 7,19
Test Btk 1,6£1,59Ca  3,1+1,55BCa 32,8+11,66Aa 13,7+2,75ABa 51,3+10,06° . . . 7,38 7,42
NE+Btk  7,1#2,96Aa  0,0¢0,00Aa  4,4+251Ab  7,4+3,86Aab 18,9+893ab 59,55 5,26 Antagonismo 6,65 6,76
CV 1 (%)= 53,99 CV 2 (%) = 57,63 CV 3 (%) = 44,13

Médias (+tEP) seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

(@) Porcentagem total de lagartas mortas ao longo de 72 horas.

®) mortalidade esperada (ME) foi calculada pela férmula ME= M1+M2(1-M1) sendo M1= mortalidade do entomopatégeno sozinho; M2= mortalidade do
produto fitossanitario sozinho.

© Mg - E*

— sendo X (tabelado) = 3,84, grau de liberdade = 1, P< 0,05; MO= mortalidade observada; ME= mortalidade esperada;

v m

CV 1 = Tratamento; CV 2 = Tempo; CV 3 = Mortalidade Total.
Legenda: Test= testemunha; Btk= B. thuringiensis subesp. kurstaki; EC= Extrato de Crisantemo; CS= Calda Sulfocalcica; Bl=Bion®; BG= Biogermex; MP=
Mattam Plus; SM= Supermagro; ECO= Ecolife®; PI= Pironin; PC= Planta Clean; NE= Natural Neem
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3.4.2.2 Morfologia e integridade dos cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki ao

Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

Nao foi identificada nenhuma alteragao morfoldgica nos cristais em
nenhum dos tratamentos analisados, evidenciando que nestas condicbes os
produtos alternativos ndo causaram quebra, nem degradagdo das proteinas do
cristal (Figura 3.1 e 3.2).

Foram observados cristais bipiramidais, cubdides e esféricos,
corroborando Medeiros et al. (2005), sendo os cristais bipiramidais estao
relacionados a presenca de proteinas do tipo Cry 1, ativas contra insetos da ordem
Lepidoptera e Coleoptera, e os cristais cubdides sdo associados a proteina Cry 2,
efetiva contra a ordem Diptera e Lepidoptera (HOFTE; WHITELEY, 1989; SILVA et
al., 2004). Esses diferentes tipos morfolégicos podem fornecer informagdes
importantes a respeito da atividade entomopatogénica das estirpes para as
diferentes ordens de insetos quando analisados em conjunto com a caracterizagéo
bioquimica e molecular (HABIB; ANDRADE, 1998; WHO, 1999).
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Figura 3.1 — Microscopia Eletronica de Varredura da mistura de esporos e cristais da
linhagem de B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 e produtos alternativos,
nas CR, apés incubagéao (30 + 2°C, 150 rpm, 2 h). 1- Testemunha; 2- Pironin;
3- Biogermex; 4- Ecolife®; 5- Extrato de Crisantemo; 6- Planta Clean. EP:
esporo; CB: cristal bipiramidal; CC: cristal cubodide; CE: cristal esférico.
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Figura 3.2 — Microscopia Eletrénica de Varredura da mistura de esporos e cristais de da
linhagem de B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 e produtos alternativos,
nas CR, apés incubacgédo (30 £ 2°C, 150 rpm, 2 h). 1- Testemunha; 2- Mattam
Plus; 3- Supermagro; 4- Calda Sulfocalcica; 5- Bion®. EP: esporo; CB: cristal
bipiramidal; CC: cristal cubéide; CE: cristal esférico.
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3.4.2.3 Integridade dos cristais de B. thuringiensis subesp. kurstaki por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A avaliagao em eletroforese nao identificou degradacgao de proteinas
com fragmentos de peso molecular acima de 10 kDa para nenhum dos tratamentos,
confirmando os resultados obtidos nas analises em MEV (Figura 3.3 e 3.4).

A solubilizacdo das proteinas do cristal pode ocorrer em meio com
pH alcalino acima de 8 (HABIB; ANDRADE, 1998), o que seria esperado para Calda
Sulfocalcica e Planta Clean. No entanto, os resultados obtidos neste estudo indicam
que o pH, isoladamente, ndo solubiliza os cristais da linhagem de B. thuringiensis
subesp. kurstaki S1905.

As proteinas encontradas nos tratamentos analisados apresentaram
dois polipeptideos principais de aproximadamente 130 e 65 kDa (Figura 3.3 e 3.4),
sendo que o perfil de 130 KDa é considerado padrao caracteristico de estirpes ativas
contra lepidopteros e coledpteros e o perfil de 65 kDa é caracteristico de estirpes
ativas contra lepidopteros e dipteros (MONNERAT; BRAVO, 2000).
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Figura 3.3 — Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) de proteinas
da linhagem de B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 e produtos alternativos,
nas CR, apés incubagao (30 £ 2°C, 150 rpm, 2 h): 1 — Marcador molecular, 2-
B. thuringiensi subesp. kurstaki HD-1, 3- Testemunha (agua), 4- Biogermex, 5-
Bion®, 6- Calda Sulfocalcica, 7- Extrato de Crisantemo, 8- Ecolife®.
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Figura 3.4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) de proteinas
da linhagem B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 e produtos alternativos,
nas CR, apés incubagao (30 + 2°C, 150 rpm, 2 h): 1 — Marcador molecular, 2-
B. thuringiensi subesp. kurstaki HD-1, 3- Testemunha (agua), 4- Matam Plus, 5-
Natural Neem, 6- Planta Clean, 7- Pironin, 8- Supermagro.

Varios fatores podem afetar a atividade inseticida de B. thuringiensis,
tais como a estrutura e funcionamento do intestino, a diversidade da toxina, a
estrutura e o processo de solubilizacdo da proteina, a interagdo entre as toxinas
(GILL, 1995), bem como a estrutura e processo de germinagao dos esporos (LIU et
al., 1998).

Diante do exposto e, de acordo com os resultados obtidos referentes
aos efeitos antagbnicos, a atividade das proteinas do cristal verificados para
Ecolife®, Planta Clean, dleo de nim e Bion® estdo relacionados aos compostos
constituintes desses produtos agindo no processo de solubilizagdo da proteina no
intestino do inseto e ou aos receptores especificos localizados na membrana
intestinal destes. Isto porque isoladamente, estes produtos nao tiveram efeito
significativo sobre os insetos, além das analises de MEV e eletroforese terem
refutado a possibilidade de alteragdes na proteina do cristal.

No caso do Ecolife®, além de outros compostos, possuem o0s
bioflavondides (BOLETIN TECNICO) enquanto o nim possui, dentre outras
substancias, o terpendide azadiractina (MARTINEZ, 2002; MOSSINI,
KEMMELMEIER, 2005). Ja o Planta Clean € um produto constituido de extratos

vegetais, acidos graxos e sais minerais da familia dos carbonatos, certificado para
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uso organico apresentado efeito fungicida e inseticida (PRETTO - informagao
verbal)®, enquanto Bion® é um produto, cujo principio ativo € analogo ao acido
salicilito, atuando como indutor de resisténcia sistémica em plantas que, no entanto,
tem apresentado efeito negativo contra muitos patégenos de plantas (PEREZ et al.,
2003; ZHU et al., 2004), sendo a sua agao direta sobre microrganismos, ainda
desconhecida.

Como ja mencionado, os flavondides, taninos e terpenodides sao
resultantes do metabolismo secundario das plantas (COWAN, 1999), com
capacidade de se ligarem com proteinas extracelulares e paredes celulares de
bactérias, inativando-as (TSUCHIYA et al., 1996).

O efeito de taninos sobre a toxicidade de B. thuringiesis subesp.
israelensis foi avaliado sobre larvas de Aedes aegypti e verificou-se que na mistura
de ambos, sem incubacgao prévia, houve reducdo na mortalidade larval com CLso de
233,0 ng/mL enquanto que para a testemunha a CLs, foi de 44,6 ng/mL. Entretanto,
quando a mistura foi incubada por 48 horas, obtiveram-se respectivos valores de
CLso de 140,6 ng/mL e 46,6 ng/mL (LORD; UNDEEN, 1990). De acordo com os
autores a ligacao dos taninos as enzimas proteoliticas presentes no intestino e nas
proteinas do cristais pode ter impedido a solubilizagdo destes, justificando o maior
valor de CLsp na avaliacdo sem incubacio. Porém, o menor valor de CLsg verificado
apoés o processo de incubacdo, provavelmente se deva a pequenas quantidades de
proteinas que podem ter sido liberadas do cristal, ligando-se aos taninos na solugao
e, consequentemente diminuindo a agao destes sobre a toxina do cristal.

Além disso, outros fatores podem estar relacionados a reducéo na
mortalidade larval em misturas de B. thuringiensis com outros compostos, como a
presenca de matéria particulada (IGNOFO et al., 1981; LORD; UNDEM, 1990),
solutos como acido fosférico e acido citrico que podem agir como extressores nos
insetos, reduzindo a ingestdo de alimento e consequentemente a ingestdo de
toxinas (LORD; UNDEM, 1990) além de cations, fatores fisicoquimicos e bioquimicos
como pH, forga ibnica e divalentes (TRAM et al.,, 2001), temperatura (VACHON,;
SCHWARTZ; LAPRADE, 2006) e a flora bacteriana do inseto (BRODERICK;
RAFFA; AHNDELSMAN, 2006).

® Fernando Pretto. fernando@ecoplanet.agr.br. xx 48-3244-8778. www.ecoplanet.agr.br
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Neste estudo, nao foi evidenciado o efeito do pH sobre as proteinas
do cristal e, consequentemente a mortalidade observada nos tratamentos que
apresentaram efeito antagbnico, nos quais os valores variaram de acido 2,90
(Ecolife®+ Btk $1905) a alcalino 9,77 (Planta Clean+ Btk S1905) (Tabela 3.4).

Resultados semelhantes foram obtidos em estudo sobre o efeito da
variacao do pH e do cloro sobre os bioinseticidas bacterianos Dipel SC e Thuricide
32B, verificando-se que ndo houve diferenga significativa na mortalidade para os
dois bioinseticidas, em diferentes tempos, independente da presenca ou nao do
cloro (NEISESS, 1980).

Com relacédo ao efeito do pH no intestino do inseto, em estudo, in
vitro, com duas proteinas de B. thuringiensis em células das microviliosidades
intestinais de Manduca sexta, verificou-se diferenca na atividade das proteinas de
acordo com variagao do pH, sendo que para a proteina Cry1Ca a maior eficiéncia na
formacgao de poros foi em pH 6,5; 7,5 e 8,5 enquanto a proteina Cry1Ac foi em pH
9,5 ou 10,5 (TRAM et al., 2001). Além disso, a formagdo de poros na membrana
intestinal de larvas de Manduca sexta esta relacionada a temperatura do meio, uma
vez que com a redugcao de temperatura houve diminuicdo na formacido de poros
(VACHON; SCHWARTZ; LAPRADE, 2006).

Ainda, em avaliagdo dos efeitos de sais inorgénicos sobre B.
thuringiensis, verificou-se que sodio e carbonato de calcio aumentaram a
mortalidade de larvas, podendo estar relacionado a natureza alcalina destes sais, o
que aumenta a solubilizagdo das proteinas do cristal (EL-MOURSY; SHARABY;
AWAD, 1993).

E importante salientar que a utilizacdo de produtos alternativos em
associagdo com a linhagem B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 €& uma
estratégia viavel, entretanto para a obtencéo e otimizacdo dos resultados devem-se
considerar os efeitos sobre esporos e cristais. Isto porque, os esporos também tem
acao na entomopatogenicidade da bactéria, uma vez que na parede celular séo
encontradas proteinas semelhantes as do cristal, conferindo-lhes toxicidade. Além
disso, desempenham papel fundamental nos insetos nos quais a suscetibilidade esta
relacionada a morte por septicemia (HABIB; ANDRADE, 1998).

A associacido de produtos constituidos por metabdlitos secundarios
pode ser uma estratégia fundamental para o manejo da resisténcia dos insetos a B.

thuringiensis, pois de acordo com Gill (1995) o intestino dos insetos desempenha um
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papel importante na detoxificagdo dos metabdlitos secundarios, sendo que as
toxinas da bactéria podem afetar a detoxificacdo destes compostos e,
consequentemente aumentar a suscetibilidade.

Dessa forma, embora as avaliagbes em laboratorio exponham o
patdbgeno a condigdes extremas de contato com os produtos, recomenda-se a
realizacado de estudos a campo com os produtos que apresentaram efeito toxico aos

esporos e cristais, para a confirmacao dos resultados obtidos in vitro.

3.5 CONCLUSAO

A associagdo de Biogermex, Calda Sulfocalcia, Ecolife®, Planta
Clean e 6leo de nim com a linhagem B. thuringiensis subesp. kurstaki S1905 pode
comprometer o entomopatdogeno uma vez que Biogermex, Calda Sulfocalcia,
Ecolife® reduziram a formagdo de UFC/mL tanto na aplicagdo conjunta quanto na
separada e, Ecolife®, Bion®, Planta Clean e 6leo de nim foram antagdnicos a
toxicidade do cristal.

Os produtos Matam Plus, Supermagro, Pironin e Extrato de
Crisantemo podem ser utilizados na aplicagdo conjunta com Btk-S1905, pois nao
afetaram negativamente a formacdo de UFC/mL e apresentaram efeito aditivo a

toxidade das proteinas do cristal.
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4 ARTIGO B: EFEITO DE PRODUTOS ALTERNATIVOS SOBRE Trichogramma
pretiosum Riley (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

4.1 RESUMO

A utilizagdo de produtos alternativos (PA) e Trichogramma pretiosum pode ser uma
estratégia viavel no manejo de pragas e doencgas. No entanto, tais produtos podem
afetar parametros bioldgicos destes insetos. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito de PA sobre parametros biolégicos de T.pretiosum em condi¢cdes de
laboratério. Foram utilizados os produtos Pironin, Biogermex, Ecolife®, Extrato de
crisantemo, Planta Clean, Mattam Plus, Natural Neem, Supermagro, Calda
Sulfocalcica e Bion®, nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes. Para tal,
os PA foram pulverizados sobre ovos de Anagasta kuehniella (Zeller) no pré e pos-
parasitismo e, em diferentes fases do desenvolvimento de T. pretiosum no
hospedeiro, sendo avaliado o numero de ovos parasitados, percentual de
emergidos, razao sexual, ciclo ovo-adulto e longevidade. Verificou-se que no pré-
parasitismo a maioria dos produtos causou repeléncia a oviposi¢cao e, apenas Calda
Sulfocalcia e Extrato de Crisantemo reduziram o numero de ovos parasitados.
Nenhum dos PA reduziu a porcentagem de emergéncia e alterou a razdo sexual. Por
outro lado, alguns produtos alteraram o ciclo ovo-adulto e a longevidade dos adultos,

no pré e pos-parasitismo, com valores inferiores a um dia.

Palavras-chave: Controle alternativo. Parasitdides de ovos. Controle bioldgico.

Controle associado. Agricultura alternativa.



84

EFFECT OF ALTERNATIVE PRODUCTS ON Trichogramma pretiosum Riley,
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE)

ABSTRACT

Alternative products (AP) are used with biological control agents, and thus there may
be variable responses of Trichogramma pretiosum to the utilization of AP. In this
context, the objective of the present research was to evaluate the effect of AP on
biological parameters of T. pretiosum under laboratory conditions. The following
products Pironin, Biogermex, Ecolife®, Chrysanthemum Extract, Planta Clean,
Mattam Plus, Natural Neem, Supermagro, Calda Sulfocélcica e Bion® were tested
using in the recommended concentration. To this end, the AP were applied on eggs
of the alternative host Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) before
and after parasitism and in different development phases of the parasitoid, being
evaluated the number of parasitized eggs, emergence percentage, sexy ratio, egg-
adult cycle and longevity. It was observed that the majority of the products were
repellent to parasitoid oviposition. Only Calda Sulfocalcia and Chrysanthemum
Extract reduced the number of parasitized eggs, when applied before parasitism.
None of the AP affected parasitoid emergence and sexual rate. On the other hand,
some products altered the cycle egg-adult and adult longevity in both application

strategies, with values being lower than one day.

Keywords: Alternative control. Parasitoids eggs. Biological control. Associated

control. Alternative agriculture.
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4.2 INTRODUGAO

Em virtude dos danos ambientais causados pelo uso intensivo,
excessivo e inadequado de produtos fitossanitarios sintéticos, os sistemas
alternativos de produgdo ganham cada vez mais espaco, focando-se em estratégias
como o controle biolégico de pragas e doencas e a utilizagdo de produtos
fitossanitarios alternativos. Além disso, € cada vez mais frequente a preocupagao
geral por alimentos mais “limpos” e saudaveis e a busca pela sociedade cientifica
por novas tecnologias que garantam a sustentabilidade agricola.

Nesse contexto, destacam-se os sistemas alternativos de producéao
apoiados em principios de protecdo e preservagao ambiental, com a oferta de
alimentos de melhor qualidade em uma relagao socialmente justa entre as pessoas
envolvidas no processo produtivo (PRIMAVESI, 1994; GLEISSMAN, 2005).

A utilizacdo de agentes de controle biolégico ocorre conjuntamente
com os produtos fitossanitarios, e no caso dos sistemas alternativos de producao,
aos produtos alternativos, como extratos vegetais, Oleos essenciais, caldas
fertiprotetoras, além de compostos para estabelecimento do equilibrio nutricional das
plantas (GALLO et al., 2002; PENTEADO, 2007).

Varios fatores podem afetar a utilizacdo de T. pretiosum, sendo um
dos principais a toxicidade dos produtos fitossanitarios (MOURA; CARVALHO;
RIGITANO, 2005). Estes podem interferir no processo de oviposi¢gao tanto na
localizacdo, quanto na qualidade do hospedeiro, como alterar coloracdo e textura
dos ovos do hospedeiro (VINSON, 1997), além de repelir ou inibir o comportamento
alimentar e reduzir a reprodugcdo e longevidade (DESNEUX; DECOURTYE;
DEUPUECH, 2007).

Alguns trabalhos referentes ao efeito de produtos alternativos sobre
T. pretiosum tém sido realizados com extratos aquosos de nim (GONCALVES-
GERVASIO; VENDRAMIM, 2004), com produtos comerciais a base de nim
(OLIVEIRA; PRATISSOLI; BUENO, 2003; MORANDI FILHO et al., 2006; KRAEMER,
2007), caldas fertiprotetoras (GRISA, 2005) e com extratos de diversas asteraceas
(TAVARES et al., 2009) sobre varios parametros biologicos desse parasitdide. Além
disso, outros estudos foram desenvolvidos avaliando-se o efeito de B. thuringiensis
sobre T. pratissolli (PRATISSOLI et al., 2006) e T. pretiosum (MORANDI FILHO et
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al., 2006) e fungos sobre T. pretiosum (BROGLIO-MICHELETTI; SANTOS;
PEREIRA-BARROS, 2006; POTRICH et al., 2009).

Entretanto, € importante salientar que o efeito dos produtos
alternativos sobre organismos benéficos pode variar conforme o organismo, a
cultura, dosagens, formas de aplicagdo, fatores climaticos entre outros, sendo,
portanto necessarios estudos mais especificos para cada cultura e organismos nao
alvo associados. Nesse sentido, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de PA

sobre parametros bioldgicos de T. pretiosum em condigdes de laboratorio.

4.3 MATERIAL E METODOS

Os produtos alternativos (PA), bem como sua classificagdo de uso
estdo listados na Tabela 4.1. Tais produtos foram obtidos em casas especializadas
em insumos para sistemas alternativos de produgdo, sendo avaliados nas

concentragdes recomendadas (CR) pelos fabricantes.
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Tabela 4.1 — Produtos alternativos e concentragdes utilizados nos experimentos.

, Conc.
Produto Uso Composicao 1
(mL 1007")
Bioflavonéides citricos (vitamina P),
fitoalexinas citricas, acido ascorbico
Biogermex IR e BIO (vitamina C), acido citrico, polipeptideos 200 mL
citricos, acido palmitico, acidos graxos
diversos, agucares, glicerideos e tocoferdéis.
Bion® IR acibenzolar-S-metil (ASM) 5g
Calclja. INS e FUN Enxofre e cal virgem 800 mL
Sulfocalcica
Ecolife® IR e BIO BloflaanO|QIes, flltqalexm,as., acidos 750 mL
ascorbico, latico e citrico.
E)_(trﬂato de INS Piretrinas e jasmolinas 1000 mL
Crisantemo
Matan Plus INS Enxofre e nitrogénio 1000 mL
Natural INS Oleo emulsificado de' sementes, extraido a 500 mL
Neem frio.
Planta FUN Extratos vegetalg, acmjos graxos e sais 2500 mL
Clean minerais.
Neem (folhas, tortas de sementes e 6leo);
Pironin INS piretro natural; extrato pirolenhoso de 600 mL
Eucalyptus sp.
Acido bérico, cloreto de calcio, molibdato de
sédio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre,
Supermagro BIO 400 mL

sulfato ferroso, sulfato de magnésio, sulfato
de manganés, sulfato de zinco.

Conc.= concentragdo
IR= Indutor de resisténcia; INS= inseticida; FUN= fungicida; BIO= Biofertilizante.
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4.3.1 Efeito dos Produtos Alternativos sobre parametros biolégicos de Trichogramma

pretiosum

4.3.1.1 Obtencao dos ovos e adultos de T. pretiosum

Os ovos esterilizados de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) e o parasitdéide T. pretiosum, linhagem L2, foram fornecidos pelo
Laboratério de Controle Bioldégico do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade

Estadual do Oeste do Parana — Unioeste, campus Marechal Candido Rondon, PR.

4.3.1.2 Preparacao dos bioensaios e pulverizacdo dos produtos alternativos

As caldas dos PA foram preparadas em frascos Erlenmeyers
contendo 50 mL de agua destilada esterilizada, nas concentragées recomendadas
Paralelamente, foram preparadas cartelas de 50 x 1,0 cm, contendo
aproximadamente 200 ovos de A. kuehniella, esterilizados e nao parasitados. Para a
pulverizagao as cartelas foram arranjadas em pares sobre a bancada e com o auxilio
de um aerdgrafo acoplado a uma bomba de pressdo regulada a 1,2 kgf/lcm? foram

aplicados 200 yL das caldas.

4.3.1.3 Teste com livre chance de escolha

Cada tratamento constou da pulverizagdo de 20 cartelas com agua
destilada esterilizada e 20 cartelas com as caldas dos PA. As cartelas foram
acondicionadas em tubos de vidro (10 cm x 2,5 cm), juntamente com uma fémea de
T. pretiosum com 24 h de emergéncia. Cada tubo (repeticdo) recebeu uma cartela
pulverizada com agua destilada esterilizada e uma pulverizada com a calda do PA,
totalizando 20 repeticbes para cada tratamento, conforme Gongalves-Gervasio;

Vendramim (2004). Os tubos foram vedados com filme de PVC e acondicionados em
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camara climatizada por 24 h a temperatura de 26 + 2°C, UR: 70 £ 10% e 14 h de
fotofase, sendo as fémeas retiradas em seguida. Para cada tratamento, foi a
avaliado a preferéncia de parasitismo entre as cartelas, quantificando-se o numero
de ovos parasitados, apos 96 h.

Os dados foram analisados quanto a varidncia pelo teste t, nao

paramétrico, utilizando-se o programa estatistico Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2003).

4.3.1.4 Teste sem chance de escolha — pré-parasitismo

Foram preparadas 20 cartelas com ovos de A. kuehniella,
esterilizados e ndo parasitados (repeticdes) e pulverizadas com as caldas dos PA.
Em seguida, as cartelas foram individualizadas em tubos de vidro (10 cm x 2,5 cm),
juntamente com uma fémea de T. pretiosum com no maximo 24 h de emergéncia,
sendo as condi¢gdes de acondicionamento e periodo de oviposicdo 0s mesmos
descritos no item 4.3.1.3.

Foram avaliados o numero de ovos parasitados, o percentual de
emergéncia, a razédo sexual, a durag&o do ciclo ovo-adulto e a longevidade. Como

controle foi pulverizado somente agua destilada esterilizada.

4.3.1.5 Teste sem chance de escolha - pés-parasitismo

Fémeas de T. pretiosum com no maximo 24 h de emergéncia foram
individualizadas em tubos de vidro (10 cm x 2,5 cm) com cartelas contendo os ovos
esterilizados de A. kuehniella, sendo os tubos acondicionados em camara
climatizada nas mesmas condigdes descritas no item 4.3.1.3. Em seguida as fémeas
foram retiradas e as cartelas pulverizadas com as caldas dos PA, sendo 20 cartelas
(repeticdes) por tratamento. Como controle foi pulverizado somente agua destilada
esterilizada.

As cartelas foram novamente individualizadas e acondicionadas em

camara climatizada nas mesmas condi¢des descritas no item 4.3.1.3.
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Os parametros avaliados e analise dos dados foram os mesmos
descritos no item 4.3.1.4.

Para ambos os itens 4.3.1.4 e 4.3.1.5 os dados foram analisados
quanto a variancia pelo teste Kruskal Wallis, ndo paramétrico e as médias
comparadas entre si pelo teste Student-Newman-Keuls, utilizando-se o programa
Bioestat 5.0° (AYRES et al., 2003).

Para a comparacédo das médias entre os bioensaios do pré e o pos-
parasitismo foi utilizado o teste de Mann Whitney (teste U), ndo paramétrico
utilizando-se o programa Bioestat 5.0° (AYRES et al., 2003).

4.3.1.6 Efeito dos produtos alternativos sobre o desenvolvimento de T. pretiosum

O mesmo procedimento descrito no item 3.1.1.5 foi utilizado, porém
com as cartelas foram pulverizadas com as caldas dos PA nos tempos de 24, 72,
144 e 168 h apds o parasitismo, correspondendo as fases de ovo-larva, pré-pupa,
pupa e emergéncia do parasitéide (CONSOLI; PARRA; HASSAN, 1998), utilizando-
se para cada tempo 20 cartelas. Para a testemunha, foi pulverizada somente agua
destilada esterilizada. Foram avaliados os mesmos parametros descritos no item
4.3.1.4.

Dentro de cada tempo, os dados foram analisados quanto a
variancia pelo teste Kruskal Wallis, ndo paramétrico e as médias comparadas entre
si pelo teste Student-Newman-Keuls, utilizando-se o programa Bioestat 5.0° (AYRES
et al., 2003).

Para a comparagao das médias entre os tempos foi utilizado o teste
de Mann Whitney (teste U) ndo paramétrico, utilizando-se o programa Bioestat 5.0°
(AYRES et al., 2003).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4 1 Teste com Livre Chance de Escolha

A maioria dos PA nao causou repeléncia na oviposicdao de T.
pretiosum, exceto, Pironin, Supermagro e Ecolife® que nao diferiram
significativamente da testemunha (Tabela 4.2).

Supermagro € um biofertilizante enriquecido com micronutrientes,
sendo um dos fertilizantes foliares mais utilizados na cultura de hortalicas
(PENTEADO, 2007). Os biofertilizantes possuem compostos bioativos resultantes da
biodigestdo de compostos organicos de origem animal e vegetal, como
microrganismos, metabdlitos e quelatos organominerais (MEDEIROS;
WANDERLEY; WANDERLEY, 2003). Estes agem como promotores de crescimento
nutricional e como elicitores na inducéo de resisténcia sistémica da planta, podendo
também proteger a planta contra o ataque de doengas, por antibiose, e contra o
ataque de pragas por acao repelente, fagoterrente ou afetar o seu desenvolvimento
e reprodugédo (MEDEIROS; WANDERLEY, 2003; PENTEADO, 2007).

Embora seja relatado o efeito repelente de biofertilizantes sobre
pragas, o mesmo né&o foi observado neste estudo para T. pretiosum. Da mesma
forma, em avaliagdes de campo nao foi verificado efeito do Supermagro para broca
pequena do fruto do tomateiro Neuleucinodes elegantalis em tomate (NUNES; LEAL,
2001) e o acaro branco Polyphagotarsonemus latus em pimenta (VENZON et al.,
2006).

Pironin é um inseticida natural, composto por nim, rotenona, piretro
natural e extrato pirolenhoso de eucalipto, atuando na repeléncia, inanicao alimentar,
interferéncia no controle hormonal e sistema reprodutivo (ALMEIDA — informagéao
verbal)’. Por sua vez, Ecolife® ¢ um produto composto por bioflavondides,
fitoalexinas citricas e acido ascérbico, que é empregado como biofertilizante e
indutor de resisténcia (BOLETIN TECNICO), com composicdo semelhante a do

Biogermex, que apresentou repeléncia significativa (Tabela 4.2).

7 Leandro de Almeida. leandro.biofarm@hotmail.com. BIOFARMCOMERCIO DE PRODUTOS
ORGANICOS LTDA. Rua Voluntarios de S&o Paulo, 3553. S&o José do Rio Preto — SP
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No caso do Ecolife® os resultados podem estar relacionados a
formulagcado do produto, cujos componentes nao apresentam efeito direto sobre T.
pretiosum. Ja para Supermagro e Pironin, embora tenham agéo de repeléncia sobre
os insetos, os resultados podem estar associados a concentragao utilizada, que nao
foi suficiente para repelir T. pretiosum ou entdo ter causado alteragdo na
sensibilidade olfativa do parasitéide na localizacdo do hospedeiro, uma vez que os
dois produtos possuem um forte odor, e na condicdo de avaliagdo nao houve
circulagao de ar.

Sabe-se que para a localizagao e o reconhecimento do hospedeiro a
curtas distancias estdo envolvidos estimulos visuais e olfativos (cairomdnios)
(VINSON, 1997), enquanto que a aceitacdo do hospedeiro esta condicionada a
estimulos visuais e gustativos (FATOUROS et al., 2005). Além disso, a possibilidade
da alteragao na sensibilidade olfativa pode ser reforcada pelo fato de no teste sem
chance de escolha nao ter havido reducéo significativa na oviposicado em relagao a

testemunha (Tabela 4.3).
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Tabela 4.2 — Preferéncia de parasitismo (+ EP) de T. pretiosum em ovos de A.
kuehniella tratados com produtos alternativos, nas CR, ou agua
destilada esterilizada pré parasitismo. Teste com livre chance de
escolha. Temp.: 26 + 2°C; UR: 70% = 10%; fotofase: 14 h.

Tratamento % de ovos Tratamento % de ovos
parasitados parasitados
Testemunha 62,6 + 9,63a Testemunha 84.8 + 7,25a
Pironin 37,4 £ 9,63a Planta Clean 15.2+7,25b
p 0, 2659 p 0, 0048
Testemunha 81,7 + 5,15a Testemunha 90.2 + 5,30a
Extrato Crisantemo 18,3 £ 5,15b Mattam Plus 9.8 +5,30b
p 0, 0007 p 0, 0010
Testemunha 78,2 + 8,74a Testemunha 82.3+7,13a
Natural Neem 21,8 £ 8,74b Bion® 17.7+£7,13b
p 0, 0231 p 0, 0084
Testemunha 70,6 £ 12,20a Testemunha 61,7 £ 10,78a
Supermagro 29,4 + 12,20a Ecolife® 38,3 £10,78a
p 0, 3216 p 0, 3464
Testemunha 98,4 + 1,58a Testemunha 79,8 +7,44a
Calda Sulfocalcica 1,6 + 1,58b Biogermex 20,2 £ 7,44b
p 0, 0251 p 0, 0051

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste t pareado (p < 0,05).

Da mesma forma, pode-se inferir que o efeito repelente observado
para os demais produtos, exceto para Calda Sulfocalcica e extrato de Crisantemo,
pode estar relacionado a sensibilidade olfativa, pois no teste sem chance de escolha
o0 numero de ovos parasitados nao diferiu significativamente da testemunha (Tabela
4.3).

O efeito repelente de nim sobre T. pretiosum também foi verificado
por Gongalves-Gervasio; Vendramim (2004). No teste com chance de escolha os
autores verificaram que o extrato aquoso de sementes de nim (10%) repeliu em
76,5% a oviposigao, comparando-se com a testemunha - percentual semelhante ao

observado neste estudo (Tabela 4.2).
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A Calda Sulfocalcica foi o produto que causou a maior repeléncia a
T. pretiosum, com 98,4% da oviposi¢gao ocorrendo nos ovos tratados somente com
agua (Tabela 4.2). Esta calda consiste de uma mistura de polissulfetos de calcio,
resultante de uma reacdo de auto-oxidacdo do enxofre na mistura com calcio
(GALLO et al.,, 2002). Os resultados observados podem estar relacionados a
alteragdo ocasionada na coloragao e provavelmente na textura dos ovos, uma vez
que apo6s a aplicagao do produto, os ovos adquiriram coloragdo amarelo escuro com
algumas regides esbranquigadas devido a precipitagdo do calcio.

Tais caracteristicas dos ovos podem ter interferido na identificagcao
do hospedeiro pelo estimulo visual, pois de acordo com Lobdell; Yong; Hoffmann,
(2005) a coloragédo do ovo é um dos fatores condicionantes da aceitacdo do
hospedeiro. Os autores ainda salientam que a rejeigdo da oviposigdo em ovos de
coloracao escura esta relacionada a uma adaptagao evolutiva, uma vez que ovos ja

parasitados ou mais velhos apresentam tal coloragao.

4.4 2 Teste sem Chance de Escolha — Pré e Pds-Parasitismo

Quando as fémeas de T. pretiosum foram confinadas com os ovos
tratados com os PA (pré-parasitismo), verificou-se que somente o extrato de
Crisantemo e a Calda Sulfocalcica reduziram significativamente o numero de ovos
parasitados em relagdo a testemunha. Por sua vez, no pds-parasitismo, nenhum
tratamento diferiu da testemunha, indicando ndo haver efeito ovicida destes
produtos, neste estudo, pois ndo impediram a formagéo da pupa (Tabela 4.3).

Para o extrato de Crisdntemo, no pré-parasitismo, a redugdo no
numero de ovos parasitados, provavelmente, tenha ocorrido devido efeito repelente
do inseticida, sem, no entanto, inviabilizar os ovos, uma vez que se verificou uma
meédia de 16,2 ovos parasitados.

Entretanto, para Calda Sulfocalcica, a média de ovos parasitados foi
de 0,7, indicando que a alteragdo no ovo hospedeiro pode ter impedido a oviposigao
de T. pretiosum (Tabela 4.3). Resultados semelhantes foram verificados por Grisa
(2005) com produtos a base de enxofre, incluindo-se a Calda Sulfocélcica e, também

por Kraemer (2007) com o extrato de Crisantemo, ambos avaliando apenas pré-
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parasitismo. Além disso, Grisa (2005) verificou o efeito residual da Calda
Sulfocalcica e enxofre elementar que causaram reducao do parasitismo até 72 h
apods a aplicacéo.

O efeito do piretro natural sobre o parasitismo de T. pretiosum
também foi observado por Morandi Filho et al. (2006), utilizando metodologia
pradronizada pela IOBC/WPRS (International Organization for Biological Control and
Integrated of Noxious Animals/ West Palaearctic Regional Section), na qual os
adultos do parasitéide entram em contato com residuos em outra superficie e ndo na
superficie dos ovos do hospedeiro. No referido estudo verificaram redugao de 98,6%
e 100% no parasitismo, para as respectivas dosagens de 250 mL e 500 mL/100L™",

diferindo significativamente da testemunha.
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Tabela 4.3 — Numero de ovos (x EP) de A. kuehniella parasitados por T. pretiosum
quando tratados com produtos alternativos, nas CR, ou agua destilada
esterilizada pré e pds-parasitismo. Teste sem livre chance de escolha.
Temp.: 26 + 2°C; UR: 70% = 10%; fotofase: 14 h.

Numero de ovos parasitados

Tratamentos Pré-parasitismo Poés-parasitismo p
Testemunha 27,5 + 1,98Aa 26,8 £ 2,57Aa 0, 8079
Pironin 18,9 + 2,86Ba 31,7 £ 2,66Aa 0, 0006
Extrato de Crisdntemo 16,2 £ 2,36Bb 29,8 £ 4,10Aa 0, 0016
Natural Neem 23,6 £ 3,30Aa 24,6 £ 2,10Aa 0, 6504
p 0, 0315 0, 0088
Testemunha 23,6 +. 0,93Aa 22,0 £ 1,73Aa 0, 0728
Planta Clean 17,5 £ 2,70Aa 20,7 £ 2,40Aa 0, 8237
Mattam Plus 21,0 £ 2,02Aa 22,0 £ 1,59Aa 0, 5741
Bion® 22,5+ 2,00Aa 22,9 + 2,06Aa 0, 8441
p 0, 4258 0, 3995
Testemunha 19,2 £ 2,28Aa 20,8 £ 3,09Aa 0, 5340
Ecolife® 17,6 + 2,16Ba 27,0 + 3,89Aa 0, 0253
Calda Sulfocalcica 0,7 £ 0,36Bb 27,4 £ 2,10Aa 0, 0001
p 0, 0001 0, 2018
Testemunha 28,1+ 3,11Aa 27,5 + 2,55Aa 0, 7764
Supermagro 26,4 + 3,72Aa 29,9 + 3,79Aa 0, 9471
Biogermex 24,7 £ 3,45Aa 28,2 £ 2,24Aa 0, 5885
p 0, 8802 0, 1015

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann
Whitney (teste U) (p<0,05).

Com relacao ao produto a base de nim, observou-se que ndo houve
diferencga significativa no numero de ovos parasitados (Tabela 4.3) e no percentual
de adultos emergidos (Tabela 4.4).

Tais resultados s&o semelhantes aos verificados por Oliveira;
Pratissoli; Bueno, (2003) para o Oleo de nim emulsionavel em diferentes

concentracdes. Da mesma forma, nao foi verificado reducdo no numero de ovos
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parasitados por T. pretiosum, no pré-parasitismo, para 6leo de nim e extrato
pirolenhoso (MORANDI FILHO et al., 2006). Por outro lado, em experimento com
meliaceas, o tratamento com extrato aquoso de sementes de nim (10%) reduziu
significativamente o numero de ovos parasitados e a emergéncia de adultos,
comparados as respectivas testemunhas (GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM,
2004). Com referéncia ao poder residual de nim, observou-se que na segunda
geragcdo de adultos de Trichogramma galloi em ovos de Diatraea saccharalis, a
capacidade de parasitismo dos adultos emergidos desses tratamentos foi totalmente
reduzida, quando os ovos foram tratados com diferentes concentragdes (0,33%,
0,53% e 1%) de 6leo emulsionavel de nim 24 h apds o parasitismo (BROGLIO-
MICHELETTI; SANTOS; PEREIRA-BARROS, 2006).

A variagédo observada nos resultados dos diferentes trabalhos com
nim pode estar relacionada ao tipo de produto (extratos ou éleos emulsionaveis), as
diferentes formulacdes e ou concentragdes, evidenciando a necessidade de estudos
especificos para cada cultura e praga, e consequentemente sobre os inimigos
naturais a elas associados.

Com relagao ao percentual de adultos emergidos nenhum PA afetou
tal parametro biologico, tanto no pré quanto no pés-parasitismo (Tabela 4.4),

comprovando que os referidos PA n&o possuem efeito ovicida.
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Tabela 4.4 — Porcentagem média (+ EP) de adultos de T. pretiosum emergidos de
ovos de A. kuehniella tratados com produtos alternativos, nas CR, e
agua destilada esterilizada pré e pds-parasitismo. Teste sem chance
de escolha. Temp.: 26 £ 2°C; UR: 70% = 10% + 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos Percentual de emergéncia’
Pré-parasitismo Poés-parasitismo p

Testemunha 97,9 + 5,60Aa 97,9 + 5,45Aa 0, 9418
Pironin 81,9 + 10,41Aa 87,8 £ 7,05Aa 0, 3661
Extrato de Crisdntemo 95,7 £ 14,34Aa 92,4 + 12,38Aa 0, 1827
Natural Neem 77,4 £ 11,39Aa 92,3 +6,81Aa 0, 7586
p 0, 1515 0, 1163
Testemunha 92,1 +7,74Aa 88,3 £ 3.73Aa 0, 3949
Planta Clean 82,4 +7,22Aa 80,9 £ 5,12Aa 0, 5800
Mattam Plus 84,6 + 6,08Aa 87,6 £ 5,67Aa 0, 7815
Bion® 88,9 + 3,90Aa 87,8 £ 2,90Aa 0, 4478
p 0, 6671 0, 5500
Testemunha 90,6 + 9,62Aa 83,3 £ 10.09Aa 0, 1331
Ecolife® 71,7 £ 8,48Aa 62,9 + 9,35Aa 0, 3681
Calda Sulfocélcica 83,3 + 18,44Aa 67,2 £ 5,63Aa 0, 8769
p 0, 2450 0, 7584
Testemunha 70,9 £ 3,71Aa 76,3 £ 2,62Aa 0, 3581
Supermagro 59,5 £ 8,75Aa 57,3 £ 7,10Aa 0, 4624
Biogermex 55,2 + 7,83Aa 68,8 £ 6,96Aa 0, 1539
Y 0, 4056 0, 0606

1Porcentagem média de emergéncia, obtida pela férmula: #¢ =_— % 100, onde Fs = Porcentagem de

emergéncia, T¢ = Total de emergidos, Tz = Total de ovos parasitados.

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann
Whitney (teste U) (p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

Os resultados sugerem que a acdo dos PA ocorre sobre o
comportamento das fémeas de T. pretiosum, impedindo ou ndo a oviposicdo. Porém,
uma vez ocorrida a oviposigao (pré-parasitismo) ou os PA sendo aplicados no poés-
parasitismo, o desenvolvimento do parasitdide ndao é afetado. Isto pode ser

evidenciado no tratamento com Calda Sulfocalcica e extrato de crisantemo, cujas
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médias de ovos parasitados foram respectivamente de 0,7 e 16,1, com respectivas
emergéncias de 83,3% e 95, 7% (Tabela 4.3).

Em estudo sobre o efeito de diferentes produtos sintéticos sobre
Trichogramma atopovirilla também nao foi verificado efeito ovicida do enxofre nas
diferentes fases do desenvolvimento do parasitéide, com emergéncia superior a 90%
(GIOLO et al., 2008). Da mesma forma, resultados semelhantes para a emergéncia
de T. pretiosum foram observados por Kraemer (2007) para extratos de alho (Allium
sativum), capim limao (Cymbopogon citratus), curcuma (Curcuma longa), crisantemo
(Chrysanthemum cinerariaefolium), Pironim e Planta Clean.

No que se refere a razdo sexual, nenhum PA afetou
significativamente este parametro dentro e entre os testes (pré e pos-parasitismo)
(Tabela 4.5) discordando do obsdervado por Grisa (2005) para Calda Sulfocalcica,
comparada a testemunha.

A razao sexual pode ser determinada em fungdo da qualidade do
hospedeiro, uma vez que para o desenvolvimento das fémeas sao necessarios ovos
com mais recursos nutricionais. Assim, as fémeas podem definir o sexo da progénie
antes da oviposi¢ao, dependendo da qualidade do hospedeiro, ou ovipositar um
macho e uma fémea, que competirdo entre si (VINSON, 1997).

Embora ndo sejam relatados estudos sobre o efeito de PA sobre a
razdo sexual de parasitdides, alguns trabalhos foram realizados com
microrganismos entomopatogénicos. Nesse sentido, Pratissoli et al. (2006) avaliaram
o inseticida a base de B. thuringiensis sobre T. pratissolii e verificaram razdo sexual
superior a 0,50. Da mesma forma obteve-se razdo sexual de 0,81 para T. atopovirilla
emergidos de ovos tratados com o fungo Lecanicilium lecanii (DALVI et al., 2007) e
acima de 0,68 para ovos tratados com Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

no pré e pos-parasitismo (POTRICH et al., 2009).
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Tabela 4.5 — Razdo sexual (x EP) de T. pretiosum emergidos de ovos de A.
kuehniella tratados com produtos alternativos, nas CR, e agua
destilada esterilizada pré e pos-parasitismo. Teste sem chance de
escolha. Temp.: 26 + 2°C; UR: 70% + 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos Razao sexual
Pré-parasitismo Poés-parasitismo p

Testemunha 0,64 + 0,02Aa 0,57 + 0,06Aa 0, 2300
Pironin 0,56 + 0,05Aa 0,55 + 0,06Aa 0, 7518
Extrato de Crisdntemo 0,65 + 0,06Aa 0,67 + 0,09Aa 0, 5704
Natural Neem 0,59 + 0,05Aa 0,47 £ 0,07Aa 0, 1625
p 0, 1501 0, 2411

Testemunha 0,73 £ 0,03Aa 0,64 + 0,04Aa 0, 2339
Planta Clean 0,61 + 0,06Aa 0,58 + 0,06Aa 0, 8345
Mattam Plus 0,65 + 0,05Aa 0,63 + 0,03Aa 0, 4794
Bion® 0,70 £ 0,03Aa 0,62 + 0,04Aa 0, 1763
p 0, 4973 0, 9121

Testemunha 0,64 + 0,06Aa 0,61 + 0,05Aa 0, 3238
Ecolife® 0,73 £ 0,04Aa 0,65 + 0,05Aa 0, 2690
Calda Sulfocalcica 1,0 £ 0,00a 0,79 £ 0,14a *

p 0, 0548 0, 2775

Testemunha 0,61 £ 0,04Aa 0,57 £ 0,04Aa 0, 4615
Supermagro 0,64 + 0,05Aa 0,57 £ 0,03Aa 0, 4070
Biogermex 0,64 + 0,06Aa 0,59 + 0,04Aa 0, 2248
p 0, 7221 0, 8300

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann
Whitney (teste U) (p<0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p<0,05).

* Nao foi possivel a analise estatistica devido ao numero insuficiente de repetigcdes.

De acordo com Navarro (apud PRATISSOLI et al.,, 2006) a razéo
sexual minima para T. pretiosum deve ser superior a 0,50, para a adequada
manutencdo da populagdo em campo. Nesse sentido, os resultados s&o
considerados satisfatorios para a maioria dos tratamentos, uma vez que a razao

sexual variou de 0,55 (Pironin — pds-parasitismo) a 0,73 (Ecolife® - pré-parasitismo),
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exceto para nim no pés-parasitismo (0,47) e Calda Sulfocalcica com valores de 1,00
e 0,79 no pré e pos- parasitismo respectivamente (Tabela 4.5).

Tanto a razdo sexual elevada, quanto demasiadamente baixa
poderiam ser prejudiciais para a manutenc¢ao da populagdo em campo. No primeiro
caso haveria o excesso de fémeas que levaria ao aumento da reprodugcao por
partenogénese (arrenoétoca), aumentando o numero de machos na populagao
seguinte. Ja a baixa razdo sexual diminuiria o0 numero de fémeas, sendo que em
ambos 0s casos haveria redug¢ao do parasitismo.

Excetuando-se os produtos Pironin, extrato de Crisantemo, Planta
Clean, Mattam Plus e Calda Sulfocalcica, os demais nao alteraram o ciclo ovo-
adulto. Verificou-se redugdo do ciclo de machos e fémeas emergidas de ovos
tratados com Mattam Plus tanto no pré, como no pés-parasitismo, e no ciclo de
machos com Calda Sulfocalcica, no pds-parasitismo, enquanto que houve aumento
no ciclo para machos e fémeas emergidos de ovos tratados com Pironin no poés-

parasitismo (Tabela 4.6).
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Tabela 4.6 — Ciclo ovo-adulto em dias (+ EP) de fémeas e machos de T. pretiosum criados em ovos de A. kuehniella tratados com
produtos alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada no pré e pos-parasitismo. Teste sem chance de escolha.
Temp.: 26 + 2°C; UR: 70% * 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos

Ciclo ovo-adulto fémeas

Ciclo ovo-adulto machos

Pré Pos P Pré Pos p
Testemunha 7,5+ 0,59Aa 7,9 £0,12Ab 0, 8792 7,8 £ 0,51Aa 8,1+£0,07Ab 0, 6441
Pironin 8,3 £0,13Aa 8,6 £0,11Aa 0, 1489 8,5+ 0,14Aa 8,6 £0,10Aa 0,4268
Extrato. de Crisantemo 8,2 £ 0,09Aa 8,0 £0,01Bb 0, 0015 8,4 + 0,14Aa 8,0 £0,07Ab 0, 0500
Natural Neem 8,1 £ 0,16Aa 7,9 £ 0,10Ab 0, 7003 8,3 £0,18Aa 8,0+£0,11Ab 0, 2482
p 0, 1836 0, 0013 0, 4371 0, 0014
Testemunha 8,0 £ 0,12Aa 7,9 £ 0,09Aa 0, 2875 7,9 £ 0,08Aa 79+0,12Aa 0, 8065
Planta Clean 7,7 £0,07Bab 8,1+0,11Aa 0, 0081 7,9 £ 0,12Aa 8,1+0,13Aa 0, 1530
Mattam Plus 7,4 £0,09Bb 7,8 £ 0,12Aa 0, 0258 7,4 £ 0,10Ab 7,4 +0,20Ba 0,0080
Bion® 7,9 £0,10Aa 7,9+ 0,11Aa 0, 9699 7,9 £ 0,09Aa 8,2+ 0,07Aa 0, 0963
p 0, 0045 0, 2952 0, 0072 0, 2456
Testemunha 8,9 £ 0,14Aa 8,7 £ 0,09Aa 0, 2936 8,7 £ 0,23Aa 8,7+0,15Aa 00,4134
Ecolife® 8,8 £ 0,28Aa 8,9 £ 0,15Aa 0, 9097 9,3 £0,23Aa 9,2+0,22Aa 0, 3913
Calda Sulfocalcica 9,5+0,5° 8,8+0,13a * 7,0 £0,00b 8,7 +£0,13a *
p 0, 4128 0, 7302 0, 0065 0, 3172
Testemunha 8,0+0,12 Aab 7,9Aa = 0,09 0, 4705 7,9 £ 0,10Aab 7,7+0,09Aa 0, 1237
Supermagro 7,9 +£0,07Ab 7,9 £ 0,20Aa 0, 9292 7,7 £ 0,08Ab 7,7+0,12Aa 0, 9616
Biogermex 8,2+0,11Aa 7,9 £ 0,08Aa 0, 2697 8,3+ 0,17Aa 8,0+£0,15Aa 0, 0922
p 0, 0106 0, 8751 0, 0106 0, 2107

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de Mann Whitney (teste U) (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
* Nao foi possivel a analise estatistica devido ao numero insuficiente de repeticoes.
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Essa variacdo no desenvolvimento pode estar relacionada ao
comprometimento da qualidade do hospedeiro com a aplicagao dos referidos PA.
Pois segundo Vinson (1997), o desenvolvimento do parasitdéide pode ser acelerado
ou retardado, dependendo da qualidade do hospedeiro. Além disso, quando
comparadas as duas estratégias de aplicagao, para fémeas, verificou-se aumento da
duracéao do ciclo no pré-parasitismo, no tratamento extrato de Crisantemo e reducéao
para Planta Clean e Mattam Plus e para machos, no pré-parasitismo, houve
aumento no tratamento Mattam Plus (Tabela 4.6).

Embora tenha ocorrido essa variagao significativa, os resultados
demonstram alteragdo de apenas algumas horas no ciclo, o que provavelmente nao
comprometeria a manutencdo da populagdo em campo. Tal diferengca pode estar
relacionada ao tempo de selegao do ovo para o parasitismo em funcao da presenca
dos produtos.

Resultados semelhantes foram observados para o parametro
longevidade, sendo que para maioria dos tratamentos, em ambas as estratégias de
aplicacdo, nao se verificou diferenga significativa. Para fémeas, houve redugédo da
longevidade somente para extrato de Crisantemo, nim e Calda Sulfocalcica, no pré-
parasitismo e, para machos, redugao no pré-parasitismo com Calda Sulfocalcia
(Tabela 4.7).
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Tabela 4.7 — Longevidade em dias (+ EP) de adultos (fémeas e machos) de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella
tratados com produtos alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada pré e pds-parasitismo. Teste sem chance
de escolha. Temp.: 26 £ 2°C; UR: 70% + 10% e fotofase: 14 h.

Longevidade Longevidade

Tratamentos

fémea macho
Pré Pds p Pré Pds p

Testemunha 14+010Aa 14 +0,08Ab 0, 6242 16+016Aa 1,5+0,07Aa 0, 8590
Pironin 1,4+0,07Aa 14 +0,11Ab 0, 4875 1,5+0,10Aa 1,4 +0,07Ab 0, 6441
Extrato de 1,5+0,08Aa 1,6 +0,04Bb 0, 0222 1,6 +0,09Aa 1,6 +0,06Aa 0, 6242
Crisantemo

Natural Neem 1,6+006Ba 1,9+0,05Aa 0, 0081 1,5+0,08Aa 1.8+0,05Aa 0, 0041
D 0, 0950 0, 0015 0, 9065 0, 0005

Testemunha 1,61+0,06Aa 1,54+ 0,08Aa 0, 4039 14+015Aa 16 +0,09Aa 0, 3823
Planta Clean 1,73+0,06Aa 1,50+ 0,11Aa 0, 1309 17+008Aa 1,8+0,06Aa 0,2100
Mattam Plus 1,49+ 0,10Aa 1,57 + 0,09Aa 0, 7324 1,5+0,12Aa 1,7+0,07Aa 0, 2751
Bion® 1,49 + 0,04Aa 1,50 + 0,09Aa 0, 8798 1,5+0,07Aa 1,7 +0,05Aa 0, 0312
D 0, 0810 0, 9260 0, 7161 0, 5145

Testemunha 1,0+0,08Aab 22+0,12Aa 0, 0587 25+013Aa 23+011Aa 0, 6304
Ecolife® 22+011Aa 2,0+0,11Aa 0, 0963 24+018Aa 2,0+0,15Aa 0, 1914
Calda Sulfocalcica 1,2+022Bb 2,2+0,05Aa 0, 0061 1,5+050Ba 2,1+0,14Aa 0, 2029
D 0, 0111 0, 0970 0, 2097 0, 2679

Testemunha 1,9+006Ab 22+0,13Aa 0, 0890 20+009Aa 21+009Aa 03643
Supermagro 1,7+ 0,08Ab 2,3+0,15Aa 0, 0034 22+0,07Aa 2,4+0,15Aa 0, 2207
Biogermex 22+0,06Aa 20+012Aa 0, 1736 23+009Aa 1,9+0,116Aa 0, 1208
D 0, 0003 0, 2938 0, 1107 0, 1587

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Mann Whitney (teste U) (p<0,05).
Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna néao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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4.4.3 Efeito dos Produtos Alternativos sobre o Desenvolvimento de Trichogramma

pretiosum

Quando os produtos foram aplicados em diferentes fases do
desenvolvimento de T. pretiosum nao houve reducédo do percentual de emergéncia
para a maioria dos PA, exceto para Planta Clean e Calda Sulfocalcica na fase de
emergéncia, corroborando Kraemer (2007) para emergéncia de ovos tratados com
Planta Clean. Esse efeito negativo no estagio de emergéncia pode ser atribuido a
maior quantidade de residuo, com efeito inseticida nesse tratamento. Contudo, é
importante salientar que n&o houve diferenga significativa entre as diferentes fases
do desenvolvimento (Tabela 4.8).

Resultados diferentes foram obtidos com extrato de nim (10%), com
reducdo de 70,1% no numero de ovos escurecidos, no pds-parasitismo,
evidenciando que o nim penetrou no ovo do hospedeiro, matando a larva do
parasitdide (GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2004). Além disso, os autores
verificaram reducdo de 36,7 %, 39,7 % e 65 % na emergéncia dos ovos tratados

com o extrato de nim, nos respectivos tempos de 24, 72 e 168 h.
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Tabela 4.8 — Porcentagem (+ EP) de adultos de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella tratados com produtos
alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada em diferentes etapas do desenvolvimento. Temp.: 26 + 2°C, UR:
70% = 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos 24 h ,72 h 144 h 168Ah . o
(ovo-larva) (pré- pupa) (pupa) (emergéncia)

Testemunha 87,6 £ 4,07Aa 92,4 + 2,58Aa 72,5 + 8,58Aa 91,6 + 3,79Aa 0, 4567
Ecolife® 78,8 + 5,44Aa 89,9 + 7,79Aa 58,3 + 7,04Aa 85,1 + 4,30Aa 0, 0527
Mattam Plus 72,9 £ 6,87Aa 87,9 + 4,35Aa 83,9 + 6,03Aa 86,2 + 4,02Aa 0, 3335
Bion® 95,4 + 2,57Aa 74,1 £ 10,67ABa 70,1 £ 6,59Ba 90,6 + 5,53Aa 0, 0432
Biogermex 78,5 £ 9,33Aa 90,6 £ 5,70Aa 69,9 + 10,96Aa 95,3 + 3,38Aa 0, 2765
Supermagro 74,4 + 13,01Aa 96,9 + 4,14Aa 75,6 £ 9,06Aa 77,5+ 7,87Aa 0, 1294
Natural Neem 64,8 + 7,29Aa 77,9 £12,77Aa 57,0 £ 14,72Aa 70,9 + 14,80Aa 0, 4114
p 0, 0781 0, 6073 0, 5227 0, 2902

Testemunha 91,7 £ 4,54Aa 90,3 £ 4,18Aa 88,9 + 6,56Aa 97,7 £ 1,69Aa 0, 4252
Planta Clean 96,9 + 6,49Aa 83,6 £ 4,13Aa 93,2 + 3,62Aa 81,9 + 6,08Ab 0, 2004
Calda Sulfocalcica 90,8 + 4,40Aa 95,0 + 6,02Aa 76,1 £ 6,15Aa 80,8 + 7,80Ab 0, 0668
Extrato de Crisantemo 92,2 + 4,09Aa 90,5 + 9,87Aa 77,3 £ 8,48Aa 94,7 + 0,95Aab 0, 4180
Pironin 87,1 £ 5,29Aa 97,9 £ 5,55Aa 84,8 + 8,39Aa 97,3 + 1,83Aa 0, 3348
p 0, 8725 0, 4157 0, 2457 0,0198

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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O efeito nos diferentes estagios imaturos pode variar conforme as
propriedades dos produtos, como toxicidade, persisténcia, concentragdo utilizada
além da espécie do parasitoide. Nesse sentido, em experimentos com inseticidas
tem-se verificado grande variagdo nos resultados sobre estagios imaturos de
parasitéides de ovos, com maior suscetibilidade no estagio de pupa para Trissolcus
basalis e no estagio de larva para T. pretiosum (FOERSTER, 2002).

Ainda, com relagdo ao efeito de inseticidas reguladores de
crescimento sobre as diferentes fases do desenvolvimento de T. pretiosum,
clorfenapir, imidaclopride, acetamipride, tiaclopride e tiametoxam foram mais toxicos
nos estagios de pré-pupa e pupa (MOURA; CARVALHO; RIGITANO, 2005). Por
outro lado, em estudo com outros grupos de inseticidas observou-se que a fase de
pupa foi a mais tolerante aos 18 produtos testados (CARVALHO; PARRA;
BAPTISTA, 2003).

Para os demais parametros, verificou-se que no geral, os PA néao
alteraram a raz&o sexual, ciclo ovo-adulto e longevidade nos ovos tratados em
diferentes fases do desenvolvimento (Tabela 4.9; 4.10 e 4.11), exceto Planta Clean
que reduziu a longevidade de fémeas, quando aplicado no estagio de pupa (Tabela
4.11).
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Tabela 4.9 — Razado sexual (x EP) de adultos de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella tratados com produtos

alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada em diferentes etapas do desenvolvimento. Temp.: 26 + 2°C; UR:
70% + 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos 24 h 72 h 144 h 168 h p
(ovo-larva) (pré-pupa) (pupa) (emrgéncia)

Testemunha 0,64 + 0,05Aab 0,56 + 0,08Aa 0,56 + 0,08Aa 0,59 + 0,07Aa 0, 5297
Ecolife® 0,76 + 0,04Aa 0,76 + 0,04Aa 0,69 £ 0,07Aa 0,71 £ 0,04Aa 0, 9475
Mattam Plus 0,55 + 0,06Aab 0,69 + 0,06Aa 0,56 + 0,12Aa 0,67 £ 0,03Aa 0, 5704
Bion® 0,53 £ 0,05Aab 0,61 + 0,08Aa 0,67 £ 0,04Aa 0,71 £ 0,04Aa 0, 1066
Biogermex 0,53 + 0,06Ab 0,59 + 0,08Aa 0,66 + 0,07Aa 0,63 £ 0,10Aa 0, 6547
Supermagro 0,72 + 0,03Aab 0,64 + 0,04Aa 0,64 £ 0,05Aa 0,60 £ 0,07Aa 0, 2772
Natural Neem 0,57 + 0,05Aab 0,65 + 0,03Aa 0,60 £+ 0,10Aa 0,69 £ 0,06Aa 0, 3978
p 0, 0081 0,4778 0, 7566 0, 4937

Testemunha 0,68 + 0,04Aa 0,65 + 0,05Aa 0,69 £ 0,10Aa 0,63 £ 0,04Aa 0, 5790
Planta Clean 0,69 £ 0,05Aa 0,67 + 0,04Aa 0,59 £ 0,07Aa 0,54 + 0,06Aa 0, 1567
Calda Sulfocalcica 0,67 + 0,03Aa 0,65 + 0,03Aa 0,66 + 0,07Aa 0,57 £ 0,07Aa 0, 5810
Extrato.de Crisantemo 0,48 + 0,10Aa 0,62 + 0,08Aa 0,55+ 0,11Aa 0,52 + 0,09Aa 0, 7927
Pironin 0,55 + 0,08Aa 0,67 + 0,04Aa 0,43 £ 0,10Aa 0,55 + 0,05Aa 0, 2093
p 0, 2335 0, 8840 0, 2014 0, 8710

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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Tabela 4.10 — Ciclo ovo-adulto em dias (x EP) de fémeas e machos de T. pretiosum em ovos de A. kuehniella tratados com
produtos alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada em diferentes etapas do desenvolvimento. Temp.: 26 +
2°C; UR: 70% = 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos Ciclo ovo-adulto fémeas
24 h 72 h 144 h 168 h p
(ovo-larva) (pré-pupa) (pupa) (emergéncia)

Testemunha 9,1+ 0,29Aa 8,5+ 0,07Aa 8,7+ 0,11Aa 8,5 + 0,24Aab 0, 1693
Ecolife® 9,0 £ 0,32Aa 8,7 £ 0,39Aa 8,0 £ 0,13Aa 8,6 + 0,44Aa 0, 0626
Mattam Plus 8,8 +0,21Aa 8,6 +0,17Aa 8,6 + 0,26Aa 8,6 + 0,08Aa 0, 6280
Bion 8,2 + 0,30Aa 8,8 + 0,34Aa 8,3 +0,31Aa 8,7 £ 0,22Aa 0, 4335
Biogermex 7,9 £ 0,31Aa 8,5+ 0,12Aa 8,7 £ 0,12Aa 8,3 £ 0,22Aab 0, 1899
Supermagro 8,7 £ 0,16Aa 8,8 + 0,06Aa 8,6 + 0,13Aa 7,8 £0,10Bb 0, 0095
Natural Neem 8,8 + 0,22Aa 8,4 +0,13Aa 9,0 £ 0,02Aa 8,3 + 0,19Aab 0, 1280
p 0, 1022 0, 6503 0, 0747 0, 0096

Testemunha 7,7 £ 0,35Aa 7,6 £0,42Aa 7,9 £ 0,33Aa 7,2 £ 0,09Aa 0, 7044
Planta Clean 7,0 £ 0,03Ca 7,1+ 0,05Ba 8,6 + 0,12Aa 8,5+ 0,77ABa 0, 0131
Calda Sulfocalcica 7,3+ 0,19Aa 7,2+ 0,11Aa 7,7 £ 0,20Aa 8,3 £ 0,52Aa 0, 1035
Extrato de Crisédntemo 7,8 £ 0,35Ba 7,2 £ 0,04Ba 9,4 £ 0,69Aa 7,9 £ 0,52ABa 0, 0157
Pironin 7,9 £ 0,59Aa 7,4 +0,13Aa 7,8+ 0,11Aa 7,9 +0,61Aa 0, 3992
p 0, 3290 0, 4026 0, 0954 0,4783
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Ciclo ovo-adulto machos

Tratamentos 24 h 72 h 144 h 168 h p
(ovo-larva) (pré-pupa) (pupa) (emergéncia)

Testemunha 8,9 + 0,12Aab 8,6 + 0,22Aa 8,7 £ 0,18Aa 8,7 + 0,08Aa 0, 3982
Ecolife® 9,1+ 0,25Aa 8,9 + 0,39Aa 8,3 + 0,35Aa 8,6 + 0,25Aa 0, 2976
Mattam Plus 8,8 £ 0,27Aab 8,8 £ 0,20Aa 8,5+ 0,21Aa 8,6 + 0,08Aa 0, 4484
Bion 8,0 £ 0,26Ab 9,3+0,47Aa 8,5 + 0,56Aa 8,5+ 0,19Aa 0, 1914
Biogermex 8,5+ 0,21Aab 8,3 £ 0,16Aa 9,1+0,07Aa 8,5+ 0,29Aa 0, 1125
Supermagro 9,2 + 0,20Aa 8,8 + 0,07Aba 8,9 + 0,20ABa 8,4 +0,22Ba 0, 0404
Natural Neem 9,2 +0,13Aa 8,3+ 0,10Ba 9,2 + 0,15Aa 8,3 +0,19Ba 0, 0239
p 0, 0100 0, 1454 0, 0961 0, 3509

Testemunha 7,3+ 0,12Aa 7,6 £ 0,33Aa 7,7 £ 0,25Aa 7,2 + 0,06Aa 0, 3687
Planta Clean 7,1+ 0,05Ba 7,3+ 0,14Ba 8,1+ 0,19Aa 7,3+0,18Ba 0, 0193
Calda Sulfocalcica 7,4 £ 0,20Aa 7,3 £ 0,23Aa 7,9 £ 0,14Aa 8,1 £ 0,50Aa 0, 1504
Extrato de Crisdntemo 7,6 £0,17Aa 7,1+ 0,07Ba 8,5 £ 0,62Aa 7,6 £0,13Aa 0, 0122
Pironin 7,9 £ 0,44Aa 7,5+ 0,18Aa 7,7 £ 0,26Aa 7,3 +0,15Aa 0, 7203
p 0, 0785 0, 3284 0, 7655 0, 1720

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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Tabela 4.11 — Longevidade (+ EP) de adultos (fémeas e machos) de T. pretiosum emergidos de ovos de A. kuehniella tratados
com produtos alternativos, nas CR, e agua destilada esterilizada em diferentes fases de desenvolvimento. Temp.:

26 + 2°C; UR: 70% * 10% e fotofase: 14 h.

Tratamentos Longevidade fémeas
24 h 72 h 144 h 168 h p
(ovo-larva) (pré-pupa) (pupa) (emergéncia)

Testemunha 1,7 £ 0,10Aa 1,4 £ 0,08Abc 1,5+ 0,15Aa 1,6 £ 0,12Aa 0, 0553
Ecolife® 1,7 £ 0,27Aa 1,6 £ 0,10Aab 1,3+ 0,12Aa 1,4 £ 0,04Aa 0, 4166
Mattam Plus 1,5 + 0,05Aa 1,7 £ 0,07Aa 1,5+ 0,05Aa 1,5+ 0,05Aa 0, 0680
Bion® 1,51+ 0,14Aa 1,6 £ 0,10Aab 1,4 £ 0,12Aa 1,4 £ 0,08Aa 0, 4465
Biogermex 1,5 £ 0,14Aba 1,3+ 0,10Bc 1,7 £ 0,10Aa 1,6 £ 0,04Aa 0, 0175
Supermagro 1,4 £+ 0,16Aa 1,5 £ 0,09Aabc 1,8 £ 0,12Aa 1,5 £ 0,08Aa 0, 0871
Natural Neem 1,4 £ 0,10Aa 1,3 £ 0,08Abc 1,4 + 0,49Aa 1,6 £ 0,05Aa 0,1714
p 0, 6933 0, 0097 0, 1529 0, 2314

Testemunha 2,1 £0,03Aa 2,2+0,14Ab 2,3+0,21Aa 2,3 +0,13Aa 0, 8870
Planta Clean 2,5+ 0,08Aa 2,7+0,11Aa 1,7 £ 0,06Bb 2,5+ 0,23Aa 0, 0220
Calda Sulfocalcia® 2,2 +0,10Aa 2,1+ 0,10Ab 2,3+ 0,19Aa 2,4 + 0,16Aa 0, 6191
Extrato de Crisantemo 2,2 +£0,32Aa 2,3 £ 0,03Aab 2,2 + 0,09Aa 2,4 +0,11Aa 0, 7933
Pironin 2,2 +0,10Aa 2,0 £ 0,04Ab 2,3+0,19Aa 2,6 + 0,05Aa 0, 0544
p 0, 3083 0, 0108 0, 0389 0, 4817
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Longevidade machos

Tratamentos 24 h 72 h 144 h 168 h p
(ovo-larva) (pré-pupa) (pupa) (emergéncia)

Testemunha 1,5+ 0,08Aa 1,5+ 0,12Aa 1,3+ 0,10Aa 1,7 £ 0,04Aa 0, 0994
Ecolife® 1,8 £ 0,09Aa 1,6 £ 0,11Aa 1,6 £ 0,16Aa 1,5+ 0,10Aa 0, 8066
Mattam Plus 1,5+ 0,11Aa 1,6 + 0,06Aa 1,6 £ 0,01Aa 1,6 £ 0,07Aa 0, 2543
Bion® 1,8 £ 0,15Aa 1,7 £ 0,11Aa 1,7 £ 0,16Aa 1,6 £ 0,10Aa 0,7179
Biogermex 1,7 £ 0,09Aa 1,4 £ 0,22Aa 1,9 + 0,04Aa 1,7 £ 0,13Aa 0, 1090
Supermagro 1,4 £ 0,14Aa 1,3 £ 0,05Aa 1,7 £ 0,23Aa 1,7 £ 0,10Aa 0, 0799
Natural Neem 1,4 £ 0,08Aa 1,6 £ 0,11Aa 1,7 £ 0,12Aa 1,6 £ 0,24Aa 0, 6911
p 0, 2470 0, 0874 0, 1050 0, 7592

Testemunha 2,5+ 0,09Aa 2,6 +0,12Aa 2,7 £ 0,14Aa 2,3+ 0,08Aa 0, 0766
Planta Clean 2,7 £ 0,13Aa 2,5+ 0,15Aa 2,0+ 0,13Ba 2,3+ 0,15Aa 0, 0393
Calda Sulfocalcia® 2,4 +0,16Aa 2,4 +0,13Aa 2,3 +0,09Aa 2,3+0,17Aa 0, 8449
Extrato de Crisdntemo 2,1 £ 0,25Aa 2,7 £0,12Aa 2,3+0,12Aa 2,3+ 0,14Aa 0, 1212
Pironin 2,5+0,11Aa 2,4 £ 0,09Aa 2,3 £ 0,20Aa 2,6 £ 0,12Aa 0, 4655
p 0, 1854 0, 2866 0, 0775 0, 5323

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (p<0,05).
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Embora a maioria dos produtos alternativos tenha repelido a
oviposicado de T. pretiosum no teste com chance de escolha, apenas o extrato de
Crisantemo e a Calda Sulfocalcica reduziram o numero de ovos parasitados quando
aplicados no pré-parasitismo, sem, no entanto, alterar o percentual de emergéncia e
a razao sexual. Da mesma forma, no teste pds-parasitismo, nenhum dos produtos
alterou a emergéncia e a razdo sexual do parasitdide, evidenciando nao haver efeito
ovicida destes produtos.

Com relacdo aos demais parametros avaliados os produtos Pironin,
extrato de Crisantemo, Planta Clean, Mattan Plus e Calda Sulfocalcica alteraram o
ciclo ovo-adulto, porém, em apenas algumas horas, 0 que, provavelmente, nao
comprometeria a eficiéncia do parasitdide em campo.

Na avaliagcdo dos produtos alternativos nas diferentes fases do
desenvolvimento, apenas Planta Clean e a Calda Sulfocalcica reduziram o
percentual de emergéncia no tempo de 168 h, sendo que os demais parametros nao
foram alterados exceto para Planta Clean que reduziu a longevidade de fémeas no
tempo de 144 h.

De maneira geral os produtos testados sdo compativeis para a
utilizagdo conjunta com T. pretiosum, uma vez que nos testes de laboratorio sao
exploradas condi¢des extremas, e que provavelmente ndo ocorreria em campo. No
entanto, é necessario considerar a adequacgdo das estratégias de aplicagao,
conforme o produto.

No caso do extrato de Crisdantemo e a Calda Sulfcalcica que
reduziram o percentual de emergéncia no pré-parasitismo, recomenda-se a
aplicagao, no minimo, 24 h apds a liberagao do parasitoide. Por outro lado, todos os
produtos podem ser utilizados até 6 dias apds a liberagdo do parasitdide sem causar
efeitos negativos para o parasitoide.

Entretanto, € importante salientar que para maior eficiéncia de
controle sdo necessario estudos em campo com super concentragdes, a toxicidade
sobre o adulto, além de avaliagdo sobre as possiveis implicagdes do efeito dos

produtos na geracgao F1.
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4.5 CONCLUSAO

Apenas o extrato de Crisantemo e a Calda Sulfocélcica reduziram o
numero de ovos parasitados quando aplicados no pré-parasitismo. Os demais

produtos nao foram afetados por nenhum produto
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5 CONCLUSOES GERAIS

Este estudo possibilitou identificar que os produtos alternativos
aspresentam efeitos diferenciados sobre a linhagem de B. thuringiensis subesp.
kurstaki S-1905 e T. pretiosum. Para a bactéria os resultados variaram de acordo
com a técnica utilizada, sendo que os produtos Matam Plus, Supermagro, Pironin e
extrato de Crisdantemo nao afetam negativamente a formacédo de UFC/mL e
apresentaram efeito aditivo a toxidade das proteinas do cristal. Por outro lado,
Biogermex, Calda Sulfocalcica, Ecolife® e Planta Clean sdo antagonicos a toxicidade
das proteinas do cristal, sendo, portanto ndo recomendada a utilizagdo conjunta com
Btk S1905. E, embora a maioria dos produtos sejam repelentes a oviposigao de T.
pretiosum apenas o extrato de Crisdntemo e a Calda Sulfocalcica reduziram o
numero de ovos parasitados no pré-parasitismo, ao passo que os demais
parametros nao foram afetados.

A Calda Sulfocalcica foi o unico produto apresentou efeito negativo
sobre esporos e cristais de Btk S1905 e T. pretiosum e, portanto nao indicada a sua

utilizacdo em sistemas de cultivo que empregam os dois agentes de controle.
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