UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

JORRANES FELICIANO SOUZA

COMPATIBILIDADE ENTRE O FUNGO FILAMENTOSO ENTOMOPATOGENICO
Aspergillus sp. NA01 COM INSETICIDAS USADOS NO MANEJO INTEGRADO DA
LAGARTA-ROSCA Agrotis ipsilon (HUFNAGEL, 1766)
(LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE)

JOAO PESSOA-PB
2020



Jorranes Feliciano Souza

COMPATIBILIDADE ENTRE O FUNGO FILAMENTOSO ENTOMOPATOGENICO
Aspergillus sp. NAOL COM INSETICIDAS USADOS NO MANEJO INTEGRADO DA
LAGARTA-ROSCA Agrotis ipsilon (HUFNAGEL, 1766) (LEPIDOPTERA,
NOCTUIDAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagédo
apresentado a Disciplina de Trabalho de Conclusdo de
Curso, do Curso Superior Bacharelado em
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba —
UFPB, como requisito para obtencdo do Titulo de

Biotecnologista.

Orientadora: Prof* Dr* Adna Cristina Barbosa de

Sousa

JOAO PESSOA-PB
2020



Catalogagdo na publicagéo

Segdo de Catalogagdo e Classificagédo

S5725¢c Sousa, Jorranes Feliciano.

Compatibilidade entre o fungo filamentoso
entomopatogénico aspergillus sp. NaOl com inseticidas
usados no manejo integrado da lagarta-roscaagrotis
ipsilon (hufnagel, 1766) (lepidoptera:noctuidae)/
Jorranes Feliciano Sousa. - Jodo Pessoa, 2020.

41 £. @ 1il.

Orientagdo: Adna Cristina Barbosa

de Sousa
TCC (Graduacéao) - UFPB/CBIOTEC.
1. Controle bioldgico. Efeito fungitéxico.
Inseticida.I. Sousa, Adna Cristina Barbosa. ITI.
Titulo

UFPB/CCEN CDU 60(043.2)




Jorranes Feliciano Souza

COMPATIBILIDADE ENTRE O FUNGO FILAMENTOSO ENTOMOPATOGENICO
Aspergillus sp. NAOL COM INSETICIDAS USADOS NO MANEJO INTEGRADO DA
LAGARTA-ROSCA Agrotis ipsilon (HUFNAGEL, 1766) (LEPIDOPTERA,
NOCTUIDAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) submetido ao Curso de Graduagdo em Biotecnologia
da Universidade Federal da Paraiba, como requisito parcial para obtencdo do Titulo de
Bacharel em Biotecnologia.

Aprovado em: de de

BANCA EXAMINADORA

Profd. Dr2. Adna Cristina Barbosa de Sousa (UFPB — CBIOTEC)
(Orientadora)

Prof2. Dr2. Andréa Farias de Almeida (UFPB — CBIOTEC)
(Examinadora)

Msc. Nathalia Souza Bezerra (Setor de Educacdo Ambiental - Parque
Zoobotanico Arruda Camara)
(Examinadora)



Dedico este trabalho a todas as pessoas que me acompanharam e me incentivaram na
jornada da graduacao, a todos os professores e professoras que me guiaram no aprendizado,
aos amigos que fiz, que me apoiaram e compartilharam dos momentos bons e ruins, e em

especial aos meus pais que providenciaram tudo para que eu pudesse fazer uma graduagao
que me fizesse feliz.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Prof* Dr* Adna Cristina Barbosa de Sousa, ao
Laboratorio de Genética Molecular e Biotecnologia Vegetal (LGM Biotec) e Ao Centro de

Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.



“Tudo bem ndo saber todas as respostas, ¢ melhor admitir ignorancia do que acreditar em
verdades que sdo falsas. Fingir saber de tudo fecha as portas para que a gente enxergue a

realidade da forma como ela é”.

Neil de Grasse Tyson



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 — Lagarta-rosca Agrotis ipSHON.........ccoiiiiiiieiere e 14
Figura 02 — Ciclo de vida da lagarta-rosca Agrotis ipSilon...........cccccvevveiiieiie i 15
Figura 03 — Dano de Agrotis ipsilon em lavoura de milho...........cccccooveiieiiiiccicce e, 17

Figura 04 — Mecanismo de infeccdo e patogenicidade de fungos entomopatogénicos do

GENETO ASPEIGITUS. ...ttt 20
Figura 05 — Estrutura quimica do Malathion..............cc.cccoiveiiiic i, 21
Figura 06 — Estrutura quimica do DIazinoN.............cccecveiieie i 22
Figura 07 — Estrutura quimica do FIPronil...........cccoveiiiiiiienr e 23

Figura 08 — Micrografia de Aspergillus sp. NAO1 no meio &gar-Sabouraud-dextrose. A-
Conidioforo; B- Vesicula; C- Fialides; D- Conidios; e E- Micélio cenocitico
Figura 09 — Aspecto macroscépico da colbnia de Aspergillus sp. NAO1 no meio agar-
Sabouraud-dextrose (Grup0 CONIOIE).....cuviiiiieiieie e e ens 30
Figura 10 — Aspecto macroscopico da col6nia de Aspergillus sp. NAO1 no meio agar-
Sabouraud-dextrose contendo o inseticida Malathion.............ccccviiiiii e 30
Figura 11 — Viabilidade dos conidios de Aspergillus sp. NAO1 produzidos no meio de cultura
agar-Sabouraud-dextrose contendo inseticidas. 1 — Controle positivo; 2 — Malathion; 3 -

FIPrONil € 4 — DIAZINON.......ciuiitiiieiieieee ettt bbbttt bt besbeeneas 30



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre o crescimento
vegetativo (mm) de Aspergillus Sp. NAODL........cooiiiiiiie et 28
Tabela 02 — Efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre a esporulacdo e
viabilidade dos conidios (%) de Aspergillus sp. NAOL.........cccooiiiiieiineneese s 30
Tabela 03 — Classificagdo dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon quanto a toxicidade

in vitro sobre de Aspergillus Sp. NAOL........ooiii e 32



SUMARIO

RESUMO ... ses s s s st s s en s es s s ensn s 09
ABSTRACT ..ottt 10
1. INTRODUGAOD ...ttt ses s 11
2. OBIETIVOS. ...ttt s s 13
2.1, ODJEEIVO GEIAL ... ettt 13
2.2. ODJEtIVOS ESPECITICOS. ....c.viiviiiieeieiie ettt et s re e sraesreanee s 13
3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA ..ottt 14

3.1 Aspectos bioldgicos da lagarta-rosca Agrotis ipsilon e seu impacto na agricultura..14

3.1.1. Ciclo de vida da lagarta-rosca Agrotis ipSioN..........ccccuevveiriiererenese e 15
K00 0 O T L o PSSP PP PP PR 16
B L L2, LIVA. ..ttt b e r e 16
00 O I T U - PRSPPI 16
T8 0 AN 1] o SR RSSPRSSSS 16
3.1.2. Habitos alimentares da lagarta-rosca Agrotis ipSilon............cccccvvveviiicvn v 17

3.2. Mecanismos de controle de insetos-praga e acdo entomopatogénica sobre os

NOSPEURITOS. ...ttt bbbttt bt 18
3.3. Manejo integrado de pragas Com iNSEtiCIdas.........cccccvvviviieiieiiieiie e 20
3.4. . Inseticidas utilizados no controle da Agrotis ipSilon...........cccccoieiiiniieneiiiece 21
4, MATERIAL E METODO ..ottt ettt sn sttt en s 24
5. RESULTADOS E DISCUSSAD..........coeieieeeieteesieeieseetssssesisss s s sssan s 27
5.1 Caracteristicas vegetativas e reprodutivas de Aspergillus sp. NAOL..........cccccuereeennen. 27

5.2 Efeito do Fipronil, Malathion e Diazinon sobre o crescimento vegetativo e

reprodutivo de Aspergillus SP. NAOL........cooiiiiiiee et 27

5.3 Andlise da esporulacéo e viabilidade dos conidios de Aspergillus sp. NA01 produzidos
nos meios de cultura contendo Fipronil, Malathion e Diazinon.............ccccccoceveiiniiinnne. 30



5.4 Classificacdo quanto a compatibilidade versus toxicidade in vitro, do Fipronil,
Malathion e Diazinon sobre Aspergillus sp. NAOL..........cccovieiiiie i 32

6. CONCLUSOES

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



SOUZA, Jorranes Feliciano. Compatibilidade entre o fungo filamentoso entomopatogénico
Aspergillus sp. NAOL1 com inseticidas usados no manejo integrado da lagarta-rosca Agrotis
ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae). Trabalho de Conclusdo de Curso
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RESUMO

Agrotis ipsilon é uma praga no Brasil capaz de danificar diversas espécies vegetais de
relevancia econdmica. Tendo em vista isso, ha interesse e procura por formas de controlar
esta praga com maior eficacia e seletividade, para que haja diminuicdo nas perdas da
produtividade, e também que ndo prejudique o ambiente. O manejo integrado de pragas é um
método promissor, pois utiliza inseticidas compativeis com fungos que promovem
patogenicidade em insetos. Sendo assim, o trabalho avaliou a fungitoxicidade de inseticidas
utilizados no controle da A. ipsilon sobre o fungo Aspergillus sp. NAOL. Para realizacdo das
analises, foram utilizados os inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon, utilizados em suas
concentrag0es subletais. Foram avaliados os pardmetros de crescimento vegetativo,
conidiogénese e viabilidade dos conidios. Para essas andlises foram utilizados o meio de
cultivo &gar-Sabouraud-dextrose com os inseticidas acrescidos de antibidtico e dois meios
contendo apenas agar-Sabouraud-dextrose mais antibiotico para o controle positivo e sem
antibiético para o controle negativo. O experimento foi avaliado durante 10 dias em
temperatura ambiente. Foi observado que ndo houve diferenca de crescimento entre 0s grupos
controles e o crescimento no meio contendo Diazinon. J& os inseticidas Malathion e Fipronil
apresentaram uma reducdo significativa no crescimento vegetativo. Para o teste de viabilidade
dos conidios, foi feita uma suspensdo de conidios em 40 mL de &gua destilada mais uma
concentracdo de 1x10* conidios/mL™, e desta suspensdo foi inoculado 20 pL em placas de
petri. Os trés inseticidas apresentaram uma reducdo na esporulacdo e na viabilidade quando
comparados com 0s grupos controles. Sendo essa reducdo mais expressiva observada no
inseticida Malathion (23.67 %). Foi observado que os inseticidas Fipronil e Diazinon
apresentaram uma viabilidade semelhante dos conidios de 54.10 % e 5590 %
respectivamente. Portanto, apenas o Fipronil e Diazinon foram considerados compativeis com
o isolado Aspergillus sp. NAO1 in vitro e possuem potencial para serem explorados no manejo
integrado para controle de A. ipsilon.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Efeito fungitoxico. Inseticida, Pesticida.



SOUZA, Jorranes Feliciano. Compatibility between the entomopathogenic filamentous
fungus Aspergillus sp. NAO1 with insecticides used in the integrated management of the
threadworm Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae). Course Completion
Work (Biotechnology) — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, 2020.

ABSTRACT

Agrotis ipsilon is a pest in Brazil capable of damaging several plant species of economic
relevance. In view of this, there is an interest and a search for ways to control this pest with
greater efficiency and selectivity, so that there is a decrease in productivity losses, and also
that it does not harm the environment where these methods are applied. Currently, a
promising method is the integrated pest management using insecticides that are compatible
with fungi that promote pathogenicity in insects, aiming to decrease their population and
incidence. Thus, the work evaluated the fungitoxicity of insecticides used to control A. ipsilon
on the fungus Aspergillus sp. NAOL. For the analysis, the insecticides Fipronil, Malathion and
Diazinon were used, used in their sublethal concentrations. Vegetative growth, conidiogenesis
and conidia viability parameters were evaluated. For these analyzes, the agar-Sabouraud-
dextrose culture medium was used with the insecticides plus antibiotics, and two control
medium containing only agar-Sabouraud-dextrose plus antibiotics for the positive control, and
without antibiotics for the negative control. The experiment was evaluated for 10 days at
room temperature. It was observed that there was no difference in growth between the control
groups and the growth in the medium containing Diazinon. The insecticides Malathion and
Fipronil showed a significant reduction in vegetative growth. For the conidia viability test, a
suspension of conidia was made in 40 mL of distilled water plus a concentration of 1x10*
conidia/mL™, and of this suspension 20 pL was inoculated. The three insecticides showed a
reduction in sporulation and viability when compared to the control groups. This reduction
being more expressive observed in the insecticide Malathion (23.67 %). It was observed that
the insecticides Fipronil and Diazinon showed similar conidia viability of 54.10 % and 55.90
% respectively. Therefore, only Fipronil and Diazinon were considered compatible with the
Aspergillus sp. NAO1 in vitro and has the potential to be explored in integrated management
to control A. ipsilon.

Kay words: Biological control. Fungitoxic effect. Insecticide. Pesticide.



1. INTRODUCAO

A lagarta-rosca Agrotis ipsilon € considerada uma praga no Brasil e ataca diversas
espécies vegetais de relevancia econdmica, tais como hortalicas, cana-de-agucar, milho,
algodao, alho, batata doce, feijdo, fumo, trigo além de algumas plantas daninhas. Atualmente,
uma das formas mais comuns de controlar este inseto é fazendo uso de inseticidas quimicos,
que pode proporcionar uma forma de selecdo natural, gerando insetos resistentes a esses
quimicos. Desta forma, hd necessidade de estudos visando o desenvolvimento de novas
estratégias e alternativas para 0 manejo destas pragas, que visem evitar a criacdo de pragas
mais resistentes (BENTO et al., 2007). Uma das alternativas para este problema ¢ a utilizacdo
de produtos fitossanitarios que possuam seletividade aos insetos-praga, e que sejam
compativeis a fungos entomopatogénicos, que promovam uma forma de controle que
possibilite a preservacdo dos inimigos naturais e, a0 mesmo tempo, promova o controle dos
insetos-praga (HUANES-CARRANZA; WILSON-KRUGG, 2016).

A seletividade/compatibilidade nos programas de manejo integrado de pragas € um
conceito importante no momento da escolha do inseticida ou da maneira de aplica-lo, visando
a preservacdo dos inimigos naturais, espécies inofensivas a cultura e a outros organismos
benéficos que convivem no agroecossistema. A aplicacdo de produtos fitossanitarios pode
afetar a populacdo de entomdfagos entre eles, os fungos, visto que varias espécies de fungos
atuam no controle da populacao de insetos que causam danos econdmicos as culturas. Dentre
esses micro-organismos, destacam-se 0s fungos entomopatogénicos como alternativa viavel
no controle de insetos no pais (SEYE et al., 2014; HUANES-CARRANZA; WILSON-
KRUGG, 2016).

Os fungos entomopatogénicos possuem a capacidade de controlar, naturalmente, as
populacOes de insetos, pois agem no alvo especifico, ndo deixam residuos nos alimentos, sao
seguros para o trabalhador rural, protegem a biodiversidade e preservam os polinizadores.
Estima-se que cerca de 80 % das enfermidades que acometem os insetos tém como agente
causal os fungos. As funcBes ecologicas desses fungos fazem deles agentes de extrema
importancia para a protecdo de diversos cultivares. Os fungos sdo organismos de morfologia
variavel, que podem ser unicelulares como as leveduras ou multicelulares, constituindo assim
um conjunto filamentoso conhecido como micélio. O género Aspergillus engloba mais de 200
espécies, algumas das quais sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios com grande



potencial entomopotagénico e entomotoxigénico (ROSSI-ZALAF et al., 2008,
MANTZOUKAS, 2020).

A utilizacao associada de produtos fitossanitarios e fungos entomopatogénicos para o
controle de pragas é capaz de auxiliar na reducdo da sua populacdo e incidéncia, devido a
capacidade dos produtos fitossanitarios de causar estresse nos insetos aumentando assim a
eficiéncia do fungo nestas pragas. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito de inseticidas utilizados no controle da A. ipsilon sobre o desenvolvimento do fungo

filamentoso entomopatogénico Aspergillus sp. NAO1.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de inseticidas utilizados no controle da A. ipsilon sobre o

desenvolvimento do fungo filamentoso entomopatogénico Aspergillus sp. NAOL.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre a germinagéo
dos conidios, crescimento vegetativo, reproducdo e esporulagdo (conidiogénese) de
Aspergillus sp. NAO1, in vitro;

v Auvaliar a viabilidade dos conidios produzidos por Aspergillus sp. NAO1 no meio

de cultura contendo os inseticidas;

v Classificar os trés inseticidas quanto a toxicidade sobre Aspergillus sp. NAO1, in

vitro de acordo com Alves, 1998;

v' Determinar se hd compatibilidade entre os inseticidas e Aspergillus sp. NAOL in

vitro, para uso no controle bioldgico da lagarta-rosca.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Aspectos bioldgicos da lagarta-rosca Agrotis ipsilon e seu impacto na agricultura

A lagarta-rosca é um inseto-praga de grande relevancia ao redor do mundo devido aos
seus habitos alimentares, ja que se trata de uma espécie que é altamente polifagica e se
alimenta de uma grande quantidade de espécies vegetais de relevancia econémica (Figura 01)
(BINNING et al., 2015).

E um inseto pertencente & ordem Lepidoptera da familia Noctuidae. E considerada
uma das pragas subterrneas prejudiciais a mais de 100 espécies vegetais. Entre elas
destacam-se: milho, trigo, algoddo, batata doce, soja, tomate, cebola, rdcula, chuchu, feijao,
entre outras (JOSHI et al., 2020). Em alguns casos, a producao de culturas como o milho pode
causar reducao de rendimento de até 7 % e prejuizos de 3,5 % até 6,25 % em plantacdes de
batata. A lagarta pode ser encontrada enterrada proximo as plantulas e pode corta-la junto a
base. Penetra no colmo criando galerias, que favorecem o tombamento, bem como o
aparecimento de estrias nas folhas, sintoma denominado de “coragdo morto”, ocasionando
diminuicao da produtividade e perfilhamento (NAKANO, 2011; MUNIB, 2018).

Figura 01: Lagarta-rosca Agrotis ipsilon.

Fonte: https://www.manejebem.com.br/doenca/praga-lagarta-rosca-agrotis-ipsilon



3.1.1. Ciclo de vida da lagarta-rosca Agrotis ipsilon

A. ipsilon é um inseto holometabolo, ou seja, possui varios estagios de
desenvolvimento durante seu ciclo de vida, sendo estes estagios: ovo, larva, pupa e adulto,
que pode compreender do inicio ao fim uma média 38 dias de vida (Figura 02) (BENTO et al.,
2007). O ciclo de vida completo do inseto possui uma importancia no seu impacto, pois cada
estagio de vida do inseto influencia no seu impacto a culturas economicamente importantes
(CAPINERA, 2007).

Figura 02: Ciclo de vida da lagarta-rosca Agrotis ipsilon.

ADULTO

Varios dias

PUPA
7al0dias ovo
Ja6 dias

Agrotis ipsilon
Duraciodo ciclo: 24a
38 dias

14222 diaze6
a7 instares

dezfoliadora

Fonte: Sementes Agroceres: Manual de pragas do milho, soja e algod&o, 2017.



3.1.1.1. Ovo

O ovo é o primeiro estagio e tem o intuito de desenvolver o individuo da fase de
embrido até a fase de larva. Geralmente sdo colocados sob as plantas que servem de alimento
para as lagartas, assim que elas se diferenciam. Os ovos sdo esféricos, possuem de 1 a 2 mm
de didmetro, coloragdo amarelada e ficam mais escuros a medida que o inseto se desenvolve
(MINAS et al., 2013). Podem ser colocados em grupos de 4 a 15 ovos por vez. Estes ovos
possuem um periodo de incubacdo de 3 a 6 dias, dependendo da temperatura (KRITI, DAR,
KHAN, 2014).

3.1.1.2 Larva

A fase larval é a fase responsavel pelos maiores danos aos plantios, e compreende 0
estagio de vida mais longo do inseto, podendo durar de 14 a 22 dias no qual a lagarta se
diferencia em até 7 instares. Trata-se da fase de vida do inseto onde o estilo de vida se baseia
em se alimentar vorazmente, com 0 objetivo de acumular o0 maximo de nutrientes 0 mais
rapido possivel, para que possa prosseguir as proximas fases de seu desenvolvimento.
Também se trata da fase de vida mais vulnerdvel do inseto, pois as lagartas possuem uma
movimentacao lenta, e um exoesqueleto menos espesso, tornando mais facil para predadores e
patogenos (KRITI, DAR, KHAN, 2014).

3.1.1.3 Pupa

Ao se preparar para entrar em estagio de pupa, a larva cria um casulo, ao redor de si
mesma. A pupa é a fase mais resistente do inseto e pode durar de 7 a 10 dias. E uma fase
imével onde o inseto ndo se alimenta, cujo objetivo é desenvolver o individuo adulto. Possui
uma coloracdo verde quando recém formada, e ao maturar, adquire uma coloracdo escura
(KRITI, DAR, KHAN, 2014).

3.1.1.4 Adulto

O estagio adulto é a ultima etapa da vida do inseto (mariposa). Esta fase possui o

Unico objetivo que € a reproducdo. Sao os adultos que sdo responsaveis pela disseminacdo da



praga em termos geogréficos, ja que a mesma fémea pode colocar ovos em diversas plantas ao
longo de vastas areas da plantacdo (KRITI, DAR, KHAN, 2014). Os adultos possuem habitos
noturnos, alimentam-se de néctar e possuem longevidade de aproximadamente 12 dias,
podendo colocar em média mais de 1000 ovos (BENTO et al., 2007).

3.1.2 Habitos alimentares da lagarta-rosca Agrotis ipsilon

A. ipsilon é uma espécie que possui habitos noturnos, permanecendo abaixo do solo
durante o dia, imovel e sai para se alimentar a noite. Durante este tempo, a lagarta ataca
plantas em nivel de solo, cortando a planta ainda em estado muito jovem, algumas vezes
levando a planta cortada para o subsolo para se alimentar com maior seguranca. Em apenas
uma noite, esta lagarta pode cortar diversos brotos, causando elevada perda as plantacdes
(SHOWERS, 1997).

A maior parte do dano causado deve-se ao fato de que a lagarta tende a ndo consumir a
planta inteira e sim atacar brotos em sequéncia, e também, a natureza do dano varia de acordo
com o tamanho da lagarta, onde lagartas menores escalam as plantas e fazem pequenos
buracos nas folhas, e lagartas maiores tendem a cavar tuneis dentro da planta, tanto na parte

superior, quanto no subsolo da planta (Figura 03) (JOSHI et al., 2020).

Figura 03: Dano de Agrotis ipsilon em lavoura de milho.

Fonte: Ivan Schuster, 2017.



3.2. Mecanismos de controle de insetos-praga e acgdo entomopatogénica sobre o0s

hospedeiros

Umas das formas de controle de pragas mais utilizadas no mundo sdo os inseticidas
quimicos, que geralmente sdo compostos sintetizados de maneira artificial, que possuem o
objetivo de causar um controle imediato da praga alvo (GALLO et al., 2002, VON
NOWAKONSKI, 2014). Podem agir de diversas maneiras no organismo alvo, podendo
desregular o metabolismo celular da praga, até mesmo atacar o sistema nervoso central de
pragas como insetos (TINGLE et al., 2020).

Isso gera um maior interesse das industrias pelo uso destes defensivos agricolas devido
a sua acdo rapida, contudo, tal uso pode levar a uma série de danos a longo prazo. Ferrari
(1985) cita que os principais efeitos colaterais causados pela agricultura quimica podem ser a
contaminacdo de produtos alimenticios, contaminacdo de rios, aceleracdo do processo de
desertificacdo, prejuizos ou extin¢do de populacdes tanto de animais quanto vegetais nativas
as regibes de implementacdo, além de causar danos a satde dos agricultores que usam estes
quimicos.

Atualmente existe uma preocupacéo crescente com o uso de inseticidas quimicos. Tal
preocupacdo deve-se ao fato de que diversos destes compostos sdo de natureza sintética, e
muitos tem sido proibidos de serem comercializados devido a comprovagdes de seus danos a
salde humana e ao meio ambiente em longo prazo. Tendo em vista essa preocupacao,
buscam-se alternativas para uso destes quimicos, sendo assim, uma das alternativas é o
biocontrole de pragas das plantagdes utilizando fungos entomopatogénicos. Os fungos agem
de forma natural, pois ja estdo presentes no ambiente, e assim, ndo representam riscos ao
ambiente como os inseticidas quimicos fazem (TINGLE et al., 2020).

Aspergillus € um género de fungos que compreende cerca de 200 espécies descritas, e
possui espécies de interesse econémico. Os fungos deste género possuem diversos estilos de
vida, sdo mais conhecidos por causar deterioracdo de alimentos, contudo algumas espécies de
Aspergillus possuem acdo entomopatogénica, podendo levar a morte dos insetos hospedeiros
(SEYE et al., 2014).

A patogenicidade dos fungos pode ser afetada por diversos fatores, entre eles a espécie
do fungo e a viruléncia. Algumas espécies entomopatogénicas de Aspergillus sdo utilizadas
para biocontrole de pragas, como Aspergillus flavus e A. clavatus que possuem acdo

comprovada contra o pulgdo das ervilhas, Acyrthosiphon pisum (SEYE et al., 2014) e também



linhagens de Aspergillus foram eficazes contra a mosca do mel&do Bactrocera cucurbitae (YE
YANG et al., 2015).

O mecanismo de acdo dos fungos entomopatogénicos nos hospedeiros inicia com a
infeccdo, ou seja, quando o esporo do fungo entra em contato com a cuticula do inseto e adere
a cuticula utilizando de moléculas sintetizadas pelo fungo conhecidas como adesinas (Figura
04). Estas moléculas estdo intimamente relacionadas com a viruléncia do fungo, ja que
linhagens de fungos como Metarhizium anisopliae que ndo sintetizavam estas moléculas
apresentaram menor viruléncia (PAVA-RIPOLL et al., 2011). Ap6s a adesdo, 0 esporo
aguarda até que as condigdes como temperatura, umidade estejam favoraveis para que ocorra
a germinacdo. Ao germinar, o conidio produz um tubo germinativo que posteriormente forma
um apressorio, que é a estrutura responsavel pela infeccdo do hospedeiro (HAJEK;
DELALIBERA, 2010). Este apressorio penetra a cuticula e acessa a hemocele do inseto, para
que assim o fungo possa extrair os nutrientes do hospedeiro e causar a infec¢do. Para isto,
essa estrutura utiliza de enzimas que auxiliam a degradacdo da cuticula, facilitando assim, a
passagem do fungo, e fornecendo nutrientes para continuar o trajeto até o interior do
hospedeiro (VEGA et al., 2010). Uma vez dentro da hemocele, o fungo precisa lidar com o
sistema imune do organismo, para lidar com este problema, sé@o produzidas toxinas que
possuem a fungdo de suprimir as respostas imunes, além de realizar mudancas
conformacionais na parede celular, que evita que o fungo seja reconhecido pelo sistema
imune do inseto, além de contar com a ajuda de mais alguns tipos de proteases que degradam
a resposta humoral do inseto (Lectinas, proteinas e peptideos de defesa). Tendo superado os
desafios do sistema imune do inseto, o fungo inicia o processo de absor¢do de nutrientes para
se desenvolver e completar a infeccdo (MORA, CASTILHO, FRAGA, 2018). Uma vez que
0s nutrientes do inseto hospedeiro tenham se esgotado, em especial as fontes de nitrogénio, e
as condicOes de umidade e temperatura estejam favoraveis, as hifas crescem em direcdo a
regido exterior do inseto, geralmente &reas onde a cuticula possua menor espessura, ou
estruturas como os espiraculos. Apds emergir do inseto, o fungo inicia dentro de 24 a 48 horas
0 processo de esporulacdo, dando continuidade ao ciclo de vida do fungo (SRIVASTARA et
al., 2009).



Figura 04: Mecanismo de infeccdo e patogenicidade de fungos entomopatogénicos do género
Aspergillus.
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Fonte: Autor, 2020.
3.3. Manejo integrado de pragas com inseticidas

Nos ultimos anos, 0 uso indiscriminado de inseticidas quimicos tem gerado grande
preocupacdo em relacdo a saude publica e a geracdo de insetos mais resistentes. Para
contornar esse problema, surgiu o conceito de Manejo Integrado de Pragas (MIP) que se trata
de um conjunto de técnicas que visam suprimir populacbes de pragas economicamente
impactantes, tendo como principal intuito a preservacdo do meio natural onde estas técnicas
sdo empregadas (JUNIOR, 2019; DA MOTA et al, 2020).

O conceito de MIP ndo é novo, foi incialmente abordado no décimo segundo
Congresso Internacional de Entomologia, Londres (KOGAN, 1998). Uma das caracteristicas
atuais do MIP € a sua natureza holistica, sendo assim, ndo é uma técnica que vem pronta para
utilizacdo imediata, mas requer um estudo detalhado tanto do agricultor quanto do consultor
agricola sobre as condi¢des da agricultura local, as técnicas a serem aplicadas, e a viabilidade
destas técnicas, para que possa ser aplicado o conjunto mais adequado e viavel para lidar com
a praga alvo.

O uso de inseticidas quimicos em conjunto com fungos entomopatogénicos € um
conceito j& estudado em algumas culturas economicamente importantes, como exemplo o
trabalho de Batista Filho e colaboradores (2003), onde foi avaliado a toxicidade de inseticidas
utilizados no controle da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Hubner) sob espécies de
fungos entomopatogénicos que afetam este inseto.

A utilizagdo conjunta desses fungos com inseticidas tem mostrado resultados
promissores, que resulta em uma maior integridade do conceito de MIP. Diversos autores

relatam sucesso, e maior eficiéncia quando as duas formas de combate sdo utilizadas em



conjunto. Ahmed et al. (2020) mostraram que utilizar isolados fungicos de Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae em conjunto com inseticidas para realizar o controle do
inseto Oxycarenus hyalinipennis mostrou uma maior eficiéncia do que o uso individual das
duas técnicas (Costa, 2020). Purwar e Sachan (2006) demonstraram que B. bassiana em
conjunto com o inseticida endosulfan mostraram ser mais letais a Spilarctia oblique. A acdo
de produtos fitossanitarios sobre entomopatogenos pode variar desde a inibicdo do
crescimento vegetativo e da conidiogénese, até a ocorréncia de mutagdes genéticas, alterando
sua viruléncia. Ao se considerar a estratégia do controle associado, deve-se atentar para 0s
possiveis efeitos fungitoxicos dos produtos fitossanitarios a serem utilizados (ALVES et al.,
1998).

3.4. Inseticidas utilizados no controle da Agrotis ipsilon

Devido a gama de plantas que a A. ipsilon ataca, diversos inseticidas sdo aplicados
para realizar seu controle. Dentre estes compostos, destacam-se os organofosforados (OF),
piretréide e metilcarbamato de oxima cujo o uso depende da cultura alvo (AGROFIT, 2019).
Os inseticidas da classe organofosforados sdo quimicos que derivam dos &cidos, fosforico,
fosfonico ou fosfinico, e sdo a classe de inseticidas mais utilizadas na agricultura. Contudo, o
uso exacerbado destes quimicos tem causado grande poluicdo a0 meio ambiente, aos animais
e a0 homem (ABDOLLAHI, 2004; TERRY, 2012; SHAH e IQBAL, 2010).

Dentre os inseticidas OF, um dos mais utilizados é o Malathion (Fosforoditionato de
0,0-dimetil-S-1,2bis-(etoxicarbonil)-etila) (Figura 05) devido a sua baixa toxicidade em
mamiferos e alta eficiéncia no combate as pragas, comparados a outros quimicos da classe dos
OFs.

Figura 05: Estrutura quimica do Malathion.
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Fonte: BURATTI et al., 2004.



Ao ser absorvido pelo corpo, o Malathion é degradado, por exemplo, em malaoxon por
enzimas do citocromo P-450 no figado, sendo que o malaoxon é o principal metabdlito
responsavel pelos efeitos toxicos causados ao organismo (BURATTI et al., 2004).

O principal sintoma da contamina¢do do organismo de animais € a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) havendo assim, uma hiperestimulacao dos receptores colinérgicos,
(muscarinicos e nicotinicos) tanto no sistema nervoso central quanto no periférico, levando
assim a conhecida “sindrome colinérgica”, que causa sintomas como: ndusea, vOmito,
lacrimejamento, salivacdo, bradicardia, miose e podendo levar a morte por ocorrer faléncia
respiratéria quando absorvido em doses elevadas (SANTOS, 2013).

Outro inseticida amplamente utilizado no controle da A. ipsilon, utilizado tanto na
agricultura quanto na horticultura, ¢ o Diazinon (0,0-dietol-0-[2-isopropil-6-metil-4-
pirimidinil] fosforotiotato) (Figura 06), composto pertencente a familia dos OFs, sendo assim,
seus efeitos colaterais sdo altamente similares aos outros quimicos da familia. Possui seu
efeito ligado a inibi¢do irreversivel da AChE, causando a “sindrome colinérgica”, além de

interferir no sistema do citocromo P450 no figado humano (SAMS et al., 2003).

Figura 06: Estrutura quimica do Diazinon.
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Em torno dos anos de 1980, alguns grupos de insetos vinham desenvolvendo
resisténcia a grupos de inseticidas como os OFs e piretréides, o que levou tanto a um aumento
no uso dos inseticidas, quanto a utilizacdo de outras classes de inseticidas (ALYOKHIN et

al., 2008). Uma das classes de inseticidas adotados que possui amplo uso até os dias atuais é a


https://www.lgcstandards.com/

classe dos fenilpirazois, onde nesta classe se destaca o Fipronil (5- amino- 1- (2, 6-dicloro- a,
a, a- trifluoro- p- tolil)- 4-trifluorometilsulfinilpirazol-3- carbonitrila) (Figura 07), que é um
dos fenilprazois mais utilizados e que permite uma gama de aplicacdes. O Fipronil, assim
como os inseticidas da classe dos neonicotinoides sdo moléculas relativamente pequenas e
altamente solUveis em agua, que ao serem aplicados na planta, o quimico e seus metabolitos
circulam pelo xilema da planta, que permite que se dispersem pelos outros tecidos, sendo
assim, o quimico permanece por um periodo de tempo provendo protecdo contra qualquer
praga que entre em contato com a seiva da planta (MAGALHAES et al., 2009).

Figura 07: Estrutura quimica do Fipronil,

F
F
Cl
H,N F
A
\ N
s—
— P e
FF

Fonte: https://www.lgcstandards.com

O fipronil é um inseticida que apresenta alta toxicidade a diversas classes de insetos,
além de ser pouco toxico aos invertebrados. Contudo, o Fipronil tem sido associado a
genotoxicidade e citotoxicidade em peixes, devido ao seu amplo uso em plantacdes de arroz,
que precisam ser mantidas submersas, contaminando assim, a agua com o inseticida (ABD EL
HAKIM, 2019). O mecanismo de acdo do Fipronil é descrito por Simon-Delso et al. (2015)
como sendo um antagonista de um canal de cloro mediado por GABA, levando o organismo a
sofrer de insuficiéncia neuroldgica, e posteriormente levando a morte do individuo, além de
ser relacionado com a quebra de processos enzimaticos relacionados com a fosforilagcdo
oxidativa nas mitocondrias (VIDAU et al., 2011).



4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética Molecular e
Biotecnologia Vegetal (L G M Biotec), Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Campus I, Jodo Pessoa, Paraiba, no ano de 2020.

4.1. Produtos fitossanitarios: foram testadas trés formulacdes comerciais de inseticidas
registrados para o controle A. ipsilon: Fipronil (Regent 800 WG, Rhodia Agro Ltda),
Malathion (100 mL, DIPIL, Agroline) e Diazinon (40 PM, Agener Unido). Considerando-se a
utilizacdo de concentracbes de 0,3 g/L e 0,8 g/L do inseticida comercial Fipronil, 3 mL/L do
Malathion e 0,25g/L do Diazinon dos inseticidas para associacdo com fungos
entomopatogénicos no controle de A. ipsilon, as formulagdes foram testadas na concentracédo

média recomendada.

4.2. Origem do isolado fungico: foi utilizado um isolado fungico de Aspergillus sp. NAO1,
pertencente a colecédo de cultura do L B M Biotec/UFPB/CBIOTEC.

4.3. Meio de cultura e manutengdo da cultura fungica: &gar-Sabouraud-dextrose 2 % (5
g/L de peptona de carne, 20 g/L de glicose, 5 g/L de peptona de caseina e 15 g/L de agar
bacteriologico. pH 5,6 + 0,1 a 25 °C). As amostras foram repicadas para tubos de ensaio
contendo meio agar-Sabouraud-dextrose 2 %, onde as culturas foram mantidas a temperatura

ambiente de 10 a 15 dias e, em seguida, sob refrigeragéo a 4 °C.

4.4. Exame microscopico do isolado fungico: foi utilizada a metodologia descrita por Lopes
et al. (2008), adaptada. Indculo da cultura fungica foi transferido para placas de Petri
contendo meio agar-Sabouraud-dextrose e coberto com laminulas previamente flambadas. As
placas foram mantidas a temperatura ambiente e as laminulas com micélio aderido foram
retiradas sucessivamente, nos periodos de 24 — 48 — 96 — 120 horas ap6s o inicio do
experimento, colocadas invertidas sobre uma lamina esterilizada, coradas com lactofenol,

identificadas e analisadas ao microscépio optico.

4.5. Avaliacdo do efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre o
crescimento vegetativo e esporulacdo de Aspergillus sp. NAOL: a metodologia utilizada

baseou-se no trabalho de Rashid et al. (2012). O meio de cultura dgar-Sabouraud-dextrose 2



% (p/v) foi autoclavado a 121 °C durante 20 minutos, aproximadamente. Apds esfriar por
alguns minutos em temperatura ambiente, foi adicionado ao meio o antibi6tico penicilina. Os
inseticidas foram previamente filtrados utilizando-se filtros de 0,22 um de diametro com o
intuito de remover os contaminantes. Os frascos contendo os meios agar-Sabouraud-dextrose,
penicilina e os inseticidas foram agitados manualmente durante um minuto para
homogeneizagdo desses componentes e, depois, foram vertidos em placas de Petri
esterilizadas. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram mantidas em refrigerador a
temperatura de 4 °C durante 24 horas e, posteriormente, foram inoculadas com o isolado
fangico com o auxilio de uma alca de platina (um ponto por placa). O controle negativo foi
feito cultivando-se o isolado em meio &gar-Sabouraud-dextrose e o controle positivo foi feito
cultivando-se o isolado em meio agar-Sabouraud-dextrose mais penicilina, sem os inseticidas.
Os experimentos foram realizados em triplicata e as placas foram mantidas a temperatura de
25 £ 2 °C durante 10 dias. Ao final, foi avaliado o diametro das col6nias fungicas com o
auxilio de uma régua milimetrada e foi feita a contagem do nimero de conidios produzidos

por col6nia em camara de Neubauer ao microscopio optico.

4.6. Teste de viabilidade dos conidios produzidos no meio de cultura contendo os
inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon: os conidios produzidos no meio agar-
Sabouraud-dextrose contendo Fipronil, Malathion e Diazinon foram diluidos em tubos falcon
contendo 40 mL de agua destilada atingido uma concentracio de 1x10* MI™. A partir desta
suspensao, foi inoculado 20 pL em placas de Petri contendo meio agar-Sabouraud-dextrose
em triplicata e posteriormente incubadas por 18 horas (T = 29 + 1 °C). Apds este periodo de
incubacdo, foi realizada a contagem das colénias em microscopio optico (ampliagdo de 400x).
Para o teste de viabilidade dos conidios, um grupo controle foi preparado pela cultura dos
isolados em meio agar-Sabouraud-dextrose com (controle positivo) e sem (controle negativo)

0 antibiotico, sem os inseticidas.

4.7. Classificacdo dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon quanto a toxicidade
sobre Aspergillus sp. NAO1: para a classificacdo dos inseticidas quanto a toxicidade sobre
Aspergillus sp. NAO1 in vitro foi utilizado o modelo proposto por Alves (1998), onde: T =
valor corrigido do crescimento vegetativo e esporulagéo para classificagédo do produto; CV =
porcentagem de crescimento vegetativo com relacdo a testemunha; ESP = porcentagem de
esporulacdo com relacdo a testemunha (T=20(CV) + 80(Esp)/100). A partir do valor de T, o



produto quimico é classificado como muito téxico (0 a 30), tdxico (31 a 45), moderadamente

toxico (46 a 60) ou compativel (> 60).

4.8. Anédlises estatisticas: Os dados foram analisados quanto a variancia (ANOVA), seguido

do teste de variacdo multipla de Ducan, onde P < 0,05.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracteristicas vegetativas e reprodutivas de Aspergillus sp. NAO1
Aspergillus sp. NAO1 em meio de cultura 4gar-Sabouraud-dextrose apresentou as

estruturas vegetativas e reprodutivas caracteristicas do género fungico (Figura 08).

Figura 08: Micrografia de Aspergillus sp. NAO1 no meio agar-Sabouraud-dextrose. A-
Conidioforo; B- Vesicula; C- Fialides; D- Conidios; e E- Miceélio cenocitico.

Fonte: Sousa, A. C. B. (2018).

As espécies de Aspergillus geralmente apresentam conidiéforo cenocitico, conectado a
uma hifa vegetativa. O conidioforo estende-se até a vesicula, onde as celulas conidiogénicas
sdo formadas, originando conidios globosos, hialinos, unicelulares e que se apresentam
dispostos em cadeias (COSTA et al., 2014)

5.2. Efeito do Fipronil, Malathion e Diazinon sobre o crescimento vegetativo e

reprodutivo de Aspergillus sp. NAO1

O crescimento micelial de Aspergillus sp. NAO1 foi avaliado a cada 3 dias durante 10

dias em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose contendo os inseticidas Fipronil, Malathion



e Diazinon (Tabela 01). Foi observado que ndo houve diferenga no crescimento de
Aspergillus sp. NAO1 entre os grupos controles e o crescimento no meio contendo Diazinon.
Contudo, houve diferenca estatistica entre 0s grupos controle, e 0s grupos contendo 0s
inseticidas Malathion e Fipronil, os quais apresentaram reducdo no crescimento vegetativo e

reprodutivo.

Tabela 01: Efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre o crescimento
vegetativo (mm) de Aspergillus sp. NAOL.

Tratamentos Crescimento Reducéo do
vegetativo (mm) crescimento vegetativo (%)

Controle negativo* 8,50+ 0,45a 0,00£0,00 a

Controle positivo** 8,50+1,34a 0,00£0,00 a

Fipronil 6,13+0,99b 2,37+£0,10b

Malathion 6,55+0,19b 195+£0,78b

Diazinon 840+110a 0,1+0,10a

*Controle negativo (meio de cultura dgar-Sabouraud-dextrose sem antibi6tico mais o fungo),
**Controle positivo (meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose com antibi6tico mais o fungo).
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de variagdo maltipla de Duncan
(P<0,05).

Macroscopicamente, a col6nia de Aspergillus sp. NAO1 em meio de cultura agar-
Sabouraud-dextrose apresentou uma coloracdo branca na fase inicial de desenvolvimento,
sendo que sua parte reprodutiva (conidiéforos e conidios) apresentou uma massa de conidios
amarelo esverdeado. Essa caracteristica foi observada nos grupos controle de forma uniforme,
porém nos meios contendo os inseticidas foi observada uma massa de conidios da mesma
coloracdo, porém mais escasso (Figuras 09 e 10). Isto comprova que houve reducdo na

diferenciacdo da parte vegetativa em reprodutiva.



Figura 09: Aspecto macroscopico da coldnia de Aspergillus sp. NAO1 no meio agar-
Sabouraud-dextrose (Grupo controle).

Fonte: Autor, 2020.

Figura 10: Aspecto macroscopico da colonia de Aspergillus sp. NAO1 no meio agar-
Sabouraud-dextrose contendo o inseticida Malathion.

Fonte: Autor, 2020.



5.3. Andlise da esporulacdo e viabilidade dos conidios de Aspergillus sp. NAO1

produzidos nos meios de cultura contendo Fipronil, Malathion e Diazinon

A esporulacdo e viabilidade dos conidios foram testadas ap6s raspagens na parte superior
das colonias e os dados estdo expressos na Tabela 02. Os trés inseticidas testados
apresentaram uma reducdo na esporulacdo e na viabilidade quando comparados com 0s
grupos controles. Sendo essa reducdo mais expressiva observada no inseticida Malathion. Foi
observado que os inseticidas Fipronil e Diazinon apresentaram uma viabilidade semelhante
dos conidios, 54.10 % e 55.90 %, respectivamente. Ja o Malathion apresentou uma reducao

bastante acentuada, possuindo apenas 23.67 % dos conidios viaveis.

Tabela 02: Efeito dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon sobre a esporulacdo e
viabilidade dos conidios (%) de Aspergillus sp. NAO1.

Tratamentos Esporulaggo (1x 10’ Viabilidade (1x 10’
conidios/mL.) (%) conidios/mL.) (%)
Controle negativo* 10.50+0.18 a 92,35+ 1,56 a
Controle positivo** 10.10+2.11a 9557+201a
Fipronil 525+1.93b 54,10+0,99b
Malathion 2,90+ 1,01 bc 23,67 +1,01 bc
Diazinon 555+0,98b 55,90+ 0,94 b

*Controle negativo (meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose sem antibiotico mais o fungo),
**Controle positivo (meio de cultura agar-Sabouraud-dextorse com antibiético mais o fungo), Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de variacdo multipla de Duncan (P<0,05).

O comportamento e viabilidade dos conidios de Aspergillus sp. NAOL produzidos no
meio agar-Sabouraud-dextrose contendo os trés inseticidas estdo expostos na Figura 11. As
diferencas estatisticamente comprovadas na esporulacdo e na viabilidade dos conidios
sugerem que os inseticidas, se forem aplicados no campo acima da concentracdo permitida,
pode comprometer a viabilidade dos conidios. Esse comprometimento pode ocasionar redugdo
na diferenciacdo morfoldgica da parte vegetativa do fungo em estruturas reprodutivas, com
consequente reducao da producéo de conidios e germinacdo dos mesmos.

Aspergillus sp. € considerado um fungo eucarpico (ALEXOPOULOQOS et al., 1996). As

estruturas reprodutivas surgem apenas em uma parte das estruturas somaticas, sendo a parte



restante, a forma vegetativa. O comportamento (crescimento e esporulacdo) € uma resposta a
composi¢do do meio de cultivo. No entanto, a variagdo na concentragdo de alguns nutrientes,
pode justificar as diferentes respostas no desenvolvimento vegetativo in vitro do fungo, nos

substratos contendo os inseticidas.

Figura 11: Viabilidade dos conidios de Aspergillus sp. NAO1 produzidos no meio de cultura
agar-Sabouraud-dextrose contendo inseticidas. 1 — Controle positivo; 2 — Malathion; 3 -
Fipronil e 4 — Diazinon.

Fonte: Autor, 2020.

A esporulacdo e viabilidade dos conidios estdo intimamente ligadas a disseminagdo do
fungo em ambiente natural, ja que os conidios ndo possuem uma forma de ir diretamente ao

alvo, dependem de agentes como vento e agua para que possam se espalhar no ambiente.



Sendo assim, para que o fungo consiga infectar propriamente os insetos alvo no manejo
integrado de pragas, é necessario que apresentem uma boa esporulacdo e capacidade de
germinacdo. Além disto, se faz necessaria uma boa viabilidade dos conidios produzidos, ja
que os conidios que chegam a entrar em contato com o inseto precisam germinar para que
haja o desenvolvimento e colonizacdo na praga alvo (MORA, CASTILHO, FRAGA, 2018).

5.4. Classificacdo quanto a compatibilidade versus toxicidade in vitro, do Fipronil,

Malathion e Diazinon sobre Aspergillus sp. NAO1

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 03, os inseticidas Fipronil e
Diazinon apresentaram valores de “T” acima de 60 (78 e 87, respectivamente),
caracterizando-os como compativeis ao fungo Aspergillus sp. NAOLl. Ja& o Malathion

apresentou um valor de “T” igual a 15, classificando assim o inseticida como toxico ao fungo.

Tabela 03: Classificacdo dos inseticidas Fipronil, Malathion e Diazinon quanto a toxicidade
in vitro sobre de Aspergillus sp. NAO1.

Tratamentos Valores de “T” Classificacdo*
Fipronil 78 Compativel
Malathion 15 N&o Compativel
Diazinon 87 Compativel

*Classificacdo em conformidade com Alves, 1998.

A avaliacdo de diferentes inseticidas e seus efeitos em diferentes fungos
entomopatogénicos se faz indispensavel para que se possa ter um melhor conhecimento de
quais técnicas utilizar para o MIP de qualquer praga utilizando simultaneamente os inseticidas
e os fungos. Tal importancia se faz evidente quando se detecta o efeito negativo do inseticida
com fungo, como evidenciado no presente estudo. O Malathion teve um impacto negativo no
desenvolvimento do Aspergillus sp. NAO1. Um estudo realizado por Pinto (2016) mostrou
que isolados de Metharizium anisopliae demonstraram sensibilidade a diversos inseticidas

testados, menos ao Malathion, que se mostrou compativel ao fungo.

Outro problema relacionado ao uso de inseticidas quimicos como Unica forma de

combate a pragas € o0 prejuizo as espécies locais inofensivas as lavouras, e em alguns casos,



prejudicando até espécies que realizam o controle natural das pragas, como aves e mamiferos.
Tingle et al. (2003) mostra essa problematica abordando o fato de que diversas espécies de
aves tiveram suas populacdes reduzidas em areas onde inseticidas como o Malathion foram
aplicados. Estes dados auxiliam a sustentar a ideia de que o MIP se faz necessario, pois 0 uso
constante apenas do método quimico de controle pode além de causar danos as populacdes de
animais que naturalmente controlam a populagéo da praga (LOCKWOOD et al, 1997), podem
causar danos a fungos entomopatogénicos diminuindo seu potencial reprodutivo e a
viabilidade de seus conidios, reduzindo assim, a taxa de viruléncia do fungo.

Apesar da toxicidade de alguns inseticidas com fungos entomopatogénicos, estudos
mostram que a combinagdo de fungos e inseticidas pode trazer uma maior eficiéncia para o
combate de pragas (QUINTELA; MCCOQY, 1998). Um estudo feito por Ahmed et al. (2020),
mostrou que o uso integrado de inseticidas com isolados de M. anisopliae, Isaria fumosorosea
e Beauveria bassiana causaram uma maior mortalidade do inseto praga, Oxycarenus
hyalinipennis. Hiromori e Nishigaki (2001) demonstraram que M. anisopliae possui uma
maior taxa de contaminacdo no inseto Anomala cuprea quando administrado em conjunto
com inseticidas Fenitrothion.

Apesar de estudos comprovarem a eficiéncia do uso conjunto de fungos com os mais
variados tipos de inseticidas, ainda se faz necessario o estudo da compatibilidade destes
fungos com os respectivos inseticidas, para que se possa ter uma maior eficiéncia na
implantacdo da técnica (AHMED et al., 2020) . No presente estudo, foi detectado que para o
isolado Aspergillus sp. NAO1, o Malathion ndo foi compativel, podendo levar a resultados
nada satisfatorios se ambos forem usados em conjunto no campo. O estudo também revelou o
resultado positivo da compatibilidade do fungo com os inseticidas Diazinon e Fipronil,
abrindo assim, espaco para outros estudos de avaliacdo da atividade conjunta destes
inseticidas com Aspergillus sp. NAO1 para controle da A. ipsilon.

O inseticida Diazinon é um dos inseticidas mais utilizados na agricultura, inclusive no
controle da lagarta-rosca. Contudo, estudos mostram que a sua utilizagdo excessiva esté ligada
a sua presenca tanto em aguas de superficie quanto subterraneas (SAEIDI, NAEIMI,
KOMEILI, 2016). Tal contaminacdo tem gerado uma crescente preocupacdo com relacdo a
intoxicacdo devido a seus efeitos adversos no organismo humano, envolvendo danos ao
sistema nervoso e atividade enzimatica (DEHGHANI et al, 2018). O estudo aqui presente
mostra que o Diazinon é compativel com o fungo Aspergillus sp. NAO1, sendo assim, 0 uso

conjunto destes pode tanto ajudar a aumentar a eficiéncia do fungo, quanto diminuir a



quantidade de inseticida utilizado, minimizando assim os efeitos colaterais do uso do mesmo.
Tal afirmacéo leva como base os estudos prévios realizados que comprovaram a eficiéncia de
fungos entomopatogénicos combinados com inseticidas aplicados nas diferentes lavouras
(QUINTELA; MCCQY, 1998; HIROMORI; NISHIGAKI, 2001; AHMED et al., 2020; VON
NOWAKONSKI, 2014; GHOSH, PAL, 2015). Entretanto, 0 sucesso de programas de
controle, utilizando fungos entomopatogénicos, depende da sobrevivéncia dos conidios no
meio ambiente que pode ser alterada por fatores climaticos, bioldgicos ou por produtos
quimicos. A deteccdo de isolados compativeis com compostos quimicos de diferentes grupos
é fundamental, pois o estabelecimento de enzootias, em populagdes de artrépodes a campo, sé
se estabelecera se ndo houver inibigdo de crescimento vegetativo do agente entomopatogénico
que ¢ a etapa inicial do processo de controle (ALVES; MOINO JUNIOR; ALMEIDA, 1998).



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas condicdes estabelecidas e avaliadas neste estudo,
conclui-se que dos trés inseticidas testados, o Malathion apresentou uma toxicidade mais
acentuada contra o fungo Aspergillus sp. NAO1, levando em consideracdo os pardmetros de
crescimento vegetativo, reprodutivo e viabilidade dos conidios. Os inseticidas Diazinon e
Fipronil apresentaram reducdo no crescimento vegetativo e reprodutivo, mas foram
considerados compativeis com o isolado Aspergillus sp. NAO1 in vitro e tém potencial para

serem explorados no MIP para controle de A. ipsilon.
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