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RESUMO

A viruléncia de Cordyceps javanica foi determinada em ovos e estdgios ninfais de Aleurodicus
cocois, em folhas de cajueiro, em casa telada. Foram realizados quatro bioensaios com
concentracdes de 1x107, 1x10% 5x107 e 5x10® conidios mL™!' em ovos e ninfas 1° a 4° de A.
cocois, adultos eclodidos do ultimo tratamento também foram avaliados. A viruléncia do fungo
foi expressa e comparada em termos de percentual de mortalidade, mortalidade confirmada e
estimativa do tempo letal (TLso). A maior concentracao de C. javanica pdde reduzir a eclosdao
dos ovos em até < 4%. A mortalidade de ninfas de 1° instar variou entre > 60% e < 87%, em 2°
instar > 61% e <77% e em 3° instar > 51% e < 74%. A emergéncia de adultos foi reduzida em
< 24% em todos os tratamentos. Ninfas tratadas com C. javanica também apresentaram valores
de confirmacdo de mortalidade, em todas as avaliacdes. Valores de TLso foram expressos em
ninfas de 1° a 3° instar e na confirma¢dao de mortalidade de ninfas de 4° instar. O fungo C.
Jjavanica causou mortalidade confirmada nos estddios avaliados e em adultos emergidos, de
ninfas de 4° instar tratadas pelo fungo. A compatibilidade in vitro de C. javanica foi avaliada
com a maior dose de inseticidas: Acetamiprido + Etofenproxi; Deltametrina; Espinetoram;
Flupiradifurona e fungicidas: Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazol e Azoxistrobina +
Difenoconazol registrados para o cajueiro, bem como a eficiéncia de C. javanica em 5 x 10’
conidios/mL! pulverizado sozinho ou em combinagio com fungicidas a ninfas de 2° instar A.
cocois em folhas de cajueiro. A Compatibilidade in vitro foi investigada quanto a germinagao
de conidios, crescimento vegetativo, conidiogénese e unidades formadoras de colonia (UFC).
A eficécia das pulverizacdes foi expressa percentual de mortalidade, mortalidade confirmada e
estimativa do tempo letal (TLso) para as ninfas avaliadas. As combina¢des com o inseticida
Flupiradifurona e o fungicida M. alternifolia ndo alteraram o desenvolvimento de C. javanica.
O crescimento vegetativo de C. javanica ndo foi afetado pelas combina¢des com inseticidas e
as combinacdes com M. alternifolia e Sulfur. A conidiogénese nao foi afetada pela maioria das
combinacdes com inseticidas, mas foi por todas as combinacdes com fungicidas. Na contagem
de UFC apenas a combinagdo com M. alternifolia nao diferiu da testemunha. A maioria das
combinagdes com fungicidas teve um impacto negativo na capacidade de infec¢do de C.
Javanica em ninfas de A. cocois. As pulveriza¢des que utilizaram apenas o entomopatogénico
causaram uma mortalidade > 78% em ninfas e em combina¢do com M. alternifolia. A
Confirmacgdo de mortalidade foi observada, em C. javanica + Difenoconazol: > 3,9%; + Sulfur:
> 10,9%; + M. alternifolia: > 65,1%. O TLso foi determinado para mortalidade e sua

confirmacao em apenas C. javanica e sua combinagdo com M. alternifolia.



Palavras-chave: Anacardium occidentale; controle microbioldgico; compatibilidade quimico-

microbioldgico.



ABSTRACT

The virulence of Cordyceps javanica was determined on eggs and nymphal stages of
Aleurodicus cocois on cashew leaves in a screened house. Four bioassays were conducted with
concentrations of 1x107, 1x10%, 5x107, and 5x108 conidia mL™! on eggs and Ist to 4th instar
nymphs of A. cocois, with adults emerging from the latter treatment also evaluated. Fungal
virulence was expressed and compared in terms of percentage mortality, confirmed mortality
and estimated lethal time (LTso0). The highest concentration of C. javanica could reduce egg
hatching by < 4%. Mortality of 1st instar nymphs ranged between > 60% and < 87%, in 2nd
instar > 61% and < 77%, and in 3rd instar > 51% and < 74%. Adult emergence was reduced by
< 24% 1n all treatments. Nymphs treated with C. javanica also showed mortality confirmation
values in all assessments. LTso values were expressed in 1st to 3rd instar nymphs and in
mortality confirmation of 4th instar nymphs. The fungus C. javanica caused confirmed
mortality in the evaluated instars and in emerged adults of 4th instar nymphs treated by the
fungus. The in vitro compatibility of C. javanica was evaluated with the highest dose of
insecticides: Acetamiprid + Etofenprox; Deltamethrin; Spinetoram; Flupyradifurone, and
fungicides: Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazole; and Azoxystrobin +
Difenoconazole registered for cashew trees, as well as the efficacy of C. javanica at 5 x 10’
conidia/mL! sprayed alone or in combination with fungicides on 2nd instar A. cocois nymphs
on cashew leaves. In vitro compatibility was investigated regarding conidial germination,
vegetative growth, conidiogenesis, and colony-forming units (CFU). The efficacy of sprays was
expressed as percentage mortality, confirmed mortality, and estimated lethal time (LTso) for the
evaluated nymphs. Combinations with the insecticide Flupyradifurone and the fungicide M.
alternifolia did not alter the development of C. javanica. The vegetative growth of C. javanica
was not affected by combinations with insecticides, and combinations with M. alternifolia and
Sulfur. Conidiogenesis was not affected by most combinations with insecticides but was by all
combinations with fungicides. In CFU counting, only the combination with M. alternifolia did
not differ from the control. Most combinations with fungicides had a negative impact on the
infectivity capacity of C. javanica on A. cocois nymphs. Sprays using only the
entomopathogenic caused mortality > 78% in nymphs, both alone and in combination with M.
alternifolia. Mortality confirmation was observed in C. javanica + Difenoconazole: > 3.9%; +
Sulfur: > 10.9%; + M. alternifolia: > 65.1%. LTso was determined for mortality and its

confirmation in C. javanica alone and in combination with M. alternifolia.



Keywords: Anacardium occidentale; microbiological control; chemical-microbiological

compatibility.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale) originario do Brasil, atualmente € cultivado em todas
as dreas tropicais (Jeyavishnu et al. 2021). Esse clima favorece o crescimento da arvore,
tolerante a periodos de seca (estiagem), com temperatura mais favordvel entre 21 e 28°C
(Azam-ali & Judge, 2001). Em 2021, a 4rea plantada dessa cultura no Brasil foi de 427 mil
hectares e a producdo de castanha-de-caju alcancou 110 mil toneladas, sendo o Ceard o maior
produtor e exportador do Brasil, de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2022).

Entre os fatores bidticos que afetam a produgdo dessa cultura, os insetos pragas emergem
como limitadoras dos ganhos de produtividade ao longo do ciclo de cultivo. Esses estresses
fitossanitdrios do cajueiro ndo apenas acarretam perdas significativas na produgdo,
ultrapassando os 30%, mas também comprometem a qualidade dos produtos, incluindo a
améndoa e o pedinculo (Araudjo, 2013). Além disso, contribuem para a diminui¢do da vida util
dos pomares (Cardoso et al., 2013; Mesquita e Braga, 2013).

No Brasil, entre os insetos-praga destaca-se a mosca-branca-do-cajueiro, Aleurodicus
cocois (Hemiptera: Aleyrodidae) (Saraiva et al. 2022). Esta praga confere danos diretos a
cultura ao perfurar as folhas durante a alimentacdo, resultando em anomalias ou desordens
fisiolégicas evidenciadas pelo amarelecimento de folhas e ramos, além de promover o
desenvolvimento de fumagina (Capnodium sp.), resultando em prejuizos substanciais a
fisiologia da planta (Liu et al., 2012; Goiana et al., 2017).

Na tentativa de mitigar os prejuizos ocasionados por esse inseto, os cajucultores no Brasil
tém recorrido extensivamente ao uso de pesticidas sintéticos, com aplicagdes indiscriminadas.
Na plataforma Agrofit (2023) ainda € escasso o registro de pesticidas para essa cultura, somado
a isso ndo ha adequacdo as dosagens e nem ao alvo recomendados. Estas pulverizacdes de
pesticidas sintéticos no controle de moscas-brancas, podem resultar em problemas como a
selecdo de insetos resistentes, contaminacdo ambiental, mortalidade de inimigos naturais,
(Chagnon et al., 2015) e ainda gerar aumento nos custos de produgao.

Uma estratégia adicional de controle, especialmente no ambito do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) para a mosca-branca-do-cajueiro, € o controle biolégico. No entanto, ndo ha
registro de nenhum produto bioldgico para o controle da mosca-branca-do-cajueiro (Agrofit,
2023). Existem inimigos naturais desta praga e estudos promissores com o uso dos fungos

entomopatogénicos — Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith 1957 e Verticillium
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lecanii (Zimmerman, 1892) e do predador — Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae)
(Nuiiez et al., 2008; Saraiva et al., 2023).

Fungos entomopatogénicos podem infectar uma ampla gama de artrépodes no ecossistema
e tém sido utilizados como alternativas sustentaveis aos pesticidas quimicos para o controle de
pragas (Qu & Wang, 2018). Esses fungos causam infec¢des ao penetrar em seus hospedeiros,
via cuticula externa (Vega et al., 2012). Sob condi¢des adequadas e disponibilidade de
nutrientes, seus esporos podem germinar na cuticula do inseto, rompé-la, absorver nutrientes,
produzir toxinas e, por fim, eventualmente resultar na morte do inseto (Silva et al., 2010; Wang
& Wang, 2017; Qu & Wang, 2018). Esses organismos, predominantemente, desempenham o
papel de agentes patogénicos, sendo responsdveis por mais da metade das doengas que afetam
os insetos (Mantzoukas & Eliopoulos, 2020) e assim, candidatos promissores ao controle
bioldgicos de pragas.

A espécie Cordyceps javanica (Frieder & Bally) Kepler, B. Shrestha & Spatafora
(anteriormente conhecida como Isaria javanica), se apresenta como candidata promissora para
o controle bioldgico de pragas da familia Aleyrodidae (Boaventura et al., 2021). Essa espécie
pode ter acdo como um agente essencial no controle das populagdes de A. cocois, devido sua
especificidade para grupos de insetos sugadores, infectividade a diferentes estagios de vida das
pragas, baixo impacto ambiental, compatibilidade com outras praticas de controle, potencial
para controle a longo prazo e eficdcia de produgdo em larga escala (Santos et al., 2018; Wang
et al., 2021; Behle et al., 2022).

A investigacdo sobre a utilizacdo de fungos entomopatogénicos em combina¢ao com outros
agentes de controle, visando potencializar sua eficicia, representa uma drea de estudo em
constante expansdo (Mascarin et al., 2014; Santos et al., 2018; Atrchian & Mahdian, 2022).
Insetos que normalmente seriam menos suscetiveis a entomopatégenos podem ser infectados
com sucesso quando submetidos a algum tipo de estresse (Quintela et al., 2013). Nessa situacao,
os mecanismos de defesa do inseto s@o parciais ou completamente inibidos, favorecendo a acdo
do patégeno (Hiromori & Nishigaki, 2001, Quintela & McCoy, 1998). Contudo, € crucial
observar a compatibilidade entre as moléculas inseticidas e os fungos entomopatogénicos. A
falta de compatibilidade pode inibir a germinagdo, o crescimento micelial e a reproducao do
fungo (Novais et al., 2017).

O aumento da eficiéncia do fungo, na presenga da molécula sintética, pode apresentar um
efeito aditivo ou sinérgico, ao passo que o antagonismo surge quando a presenca de um agente
de controle sintético afeta negativamente o entomopatogeno (Sharma et al., 2002). Pragas da

familia Aleyrodidae também danificam as plantas indiretamente, devido ao grande volume de
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mela (substancia acucarada) excretada durante a alimentacdo, o que favorece a incidéncia de
um fungo denominado fumagina (Capnodium sp.) (Santos et al., 2021). Este fungo reduz a
capacidade de fotossintese do vegetal, comprometendo sua produtividade. A combinacdo de
fungicidas com agentes entomopatogénicos pode gerar resultados favordveis ou nao ao controle
da praga e doenca, quando presentes em conjunto.

Compreender a expressdo da viruléncia de C. javanica em A. cocois amplia o leque de
potenciais hospedeiros e oferece oportunidades para aproveitar a adaptabilidade desse fungo
em diversos ambientes. A aplicacdo combinada desse fungo entomopatogénico com pesticidas
quimicos pode reduzir os impactos ambientais adversos, minimizando a pressao seletiva para
evitar o aparecimento de individuos resistentes.

A pesquisa com C. javanica e sua viruléncia a A. cocois relatada neste trabalho, foi
conduzida em condic¢des de laboratdrio e em casa telada com plantas de cajueiro, tendo como
objetivos determinar:

1. A viruléncia de C. javanica a ovos e estagios ninfais de A. cocois em folhas de cajueiro

em casa telada;

2. A compatibilidade in vitro de C. javanica com pesticidas (inseticidas e fungicidas)

registrados para a cultura do cajueiro;

3. A eficiéncia de C. javanica sozinho ou em combina¢do com a maior concentracao

recomendada de fungicidas (extrato de Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazol e

Azoxistrobina + Difenoconazol) a ninfas de A. cocois em folhas de cajueiro.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aleurodicus cocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Sternorrhyncha: Aleyrodidae)

A mosca-branca-do-cajueiro, Aleurodicus cocois (Curtis, 1846) (Hemiptera: Aleyrodidae),
¢ um inseto sugador de seiva, que causa prejuizos diretos as lavouras ao perfurar as folhas
durante o processo de alimentacdo (Liu et al., 2012). Seu nome advém da presenca de secrecao
de cera pulverulenta nos corpos e asas de adultos (Ochaeta & Palmieri, 2023). Este artropode €
categorizado como uma praga-chave do cajueiro (Anacardium occidentale L.), exercendo,
contudo, uma influéncia prejudicial em diversas espécies frutiferas, incluindo abacate (Persea
americana Mill.), manga (Mangifera indica Linn.), damasco (Prunus armeniaca Linn.), goiaba
(Psidium guajava Linn.), roma (Punica granatum Linn.), maracuja (Passifora incarnata Linn.),

além de algumas espécies ornamentais presentes no Chile e no Peru (Nufiez, 2008).
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Esse inseto se caracteriza por ter desenvolvimento hemimetdbolo, passando por estigios
distintos, compreendendo ovos, ninfas (com subdivisdes nos estdgios ninfais do primeiro ao
quarto instar) e adultos (Goiana et al., 2017). A definicdo completa de todo o ciclo biolégico
foi descrita recentemente por Ochaeta & Palmieri (2023). Segundo os autores, o primeiro
estdgio ninfal, € mével por um curto periodo pois precisa escolher um local de alimentagdo e €
capaz de percorrer curtas distancias sobre a planta hospedeira. Os segundo e terceiro estagios
sa0 sésseis. O quarto € comumente chamado de "pupa", também séssil, mas na realidade ¢ uma
pseudopupa, pois, excepcionalmente em relacdo a outros estdgios, ndo ocorre muda, o imago
(adulto) se desenvolve no interior da estrutura cuticular. Finalmente, o adulto emerge
diretamente da cuticula, deixando uma exudvia (muda) frequentemente chamada de "estojo
pupal".

Ao colonizar o cajueiro, sua preferéncia recai sobre a superficie abaxial das folhas, onde
sua atividade alimentar provoca danos que desencadeiam anomalias no metabolismo da planta
(Saraiva et al., 2022). Além disto, como consequéncia indireta, A. cocois libera substincias
acucaradas que se acumulam na superficie foliar do cajueiro, propiciando o desenvolvimento
do fungo fuliginoso, popularmente chamado fumagina (Capnodium sp.), o qual compromete a
eficiéncia fotossintética da planta (Goiana et al., 2017).

As espécies dessa familia ndo eram, em regra, consideradas pragas primadrias, apesar de
surtos ocasionais, como o dos citricos —Aleurothrixus floccosus (Maskell 1895), em 1954, 1962
e 1967 (Soto & Garcia, 2002), no algoddo —Bemisia tuberculata (Bondar 1929) em 1956, 1962,
1970 e 1988 (Blatta, 2001), no tabaco — Bemisia tabaci (Gennadius 1889) em 1989, 1995, 1997-
98 (Blatta, 2001) e a mosca-das-frutas gigante, que causou danos nas frutas de coqueiro em
1984 e 1997-1998 (Nuiiez, 1998). Nas ultimas duas décadas, essas espécies emergiram como
pragas-chave em diversas culturas, exercendo um impacto significativo em colheitas de grande
relevancia econdmica, incluindo hortalicas, cucurbitaceas, leguminosas, algodao, arroz e frutas
(Nufiez, Iannacone & Goémez, 2008).

O aumento dos surtos de mosca-branca nessas culturas € associado a pratica da monocultura
em extensas areas e a utilizagdo exacerbada de pesticidas organossintéticos (Valencia, 2000).
A fim de reduzir os danos causados por A. cocois, os pesticidas quimicos sintéticos t€m sido
amplamente utilizados pelos produtores de caju (Saraiva et al., 2022). Aplicagdes repetidas da
mesma substancia ativa quimica para controlar mosca-branca em agroecossistemas podem
induzir a selecao de insetos resistentes (Horowitz & Ishaya, 2014). Para prevenir maiores graus
de danos e impedir surtos dessa praga nos cajueiros, torna-se fundamental desenvolver novas

estratégias para seu manejo no pomar.
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2.2 Fungo entomopatogénico — Cordyceps javanica

Os fungos entomopatogénicos sdo organismos capazes de induzir doencgas ou a morte em
insetos (Fontes & Valadares-Inglis, 2020). Uma das vantagens desse agente de controle é o fato
de que, depois de matar o inseto, o fungo se desenvolve, se reproduz e finaliza o seu ciclo de
vida liberando esporos, que podem infectar e germinar novamente no corpo de outras pragas
(Wolfart, Vogt & Gabriel, 2022). Esses fungos geralmente secretam uma variedade de enzimas
hidroliticas, como proteases, quitinases e lipases, para facilitar a penetracdo na cuticula
(Schrank & Vainstein, 2010). Em seguida, adentram o hemocelo, absorvem nutrientes, liberam
toxinas, destroem as células hospedeiras e, por fim, causam a morte do hospedeiro (Thomas &
Read, 2007). A infec¢do comumente ocorre através do tegumento do hospedeiro, permitindo
seu uso eficaz contra estdgios ndo alimentares, como ovos e pupas (Souza et al., 2022).

Artropodes de importincia agricola podem ser considerados alvos desses agentes de
controle, como por exemplo: pulgdes — Aphididae (Wu et al., 2021), moscas-brancas —
Aleurodicinae (Boaventura et al., 2021), tripes — Terebrantia (Bara & Laing, 2020), e dcaros—
Acari (Konopicka et al., 2021) que possuem aparelho bucal perfurador-sugador, utilizado para
se alimentarem da seiva das plantas hospedeiras. Embora insetos sugadores reduzam a
probabilidade de infec¢do por microrganismos ingeridos, como bactérias e virus, os fungos
entomopatogénicos conseguem colonizar esses hospedeiros, oferecendo uma abordagem eficaz
no controle biolégico de pragas (Fontes & Valadares-Inglis, 2020).

Dentre os entomopatogé€nicos, as espécies do género Cordyceps destacam-se pelos seus
6timos resultados. Um exemplo notavel € o fungo Cordyceps javanica (Frieder. & Bally)
Kepler, B. Shrestha & Spatafora (anteriormente conhecida como Isaria javanica), pertencente
ao geénero Cordyceps (Ascomycota, Sordariomycetes, Hypocreales, Cordycipitaceae e
Cordyceps) conforme descrito por Kepler et al. (2017). O processo de infec¢do desse fungo tem
inicio com a fixacdo de conidios a cuticula do hospedeiro, seguido pelo crescimento e
penetracdo através do tegumento. O desenvolvimento do C. javanica resulta no bloqueio dos
sistemas digestivo e circulatério do hospedeiro, ao mesmo tempo em que a producio de toxinas
contribui para o desencadeamento do 6bito (Wraight et al., 2007; Wu et al., 2014).

A espécie C. javanica destaca-se como uma candidata altamente promissora para o controle
bioldgico de moscas-brancas (Boaventura et al., 2021). Sua relevancia como regulador natural
das populagdes dessas pragas, em conjunto com sua capacidade de desencadear epizootias
naturais, alta viruléncia, resisténcia a estresses abidticos, facilidade de produ¢do em meios

s6lidos ou liquidos e a compatibilidade com outros métodos de controle, ressaltam sua eficicia
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potencial como uma ferramenta valiosa no manejo sustentdvel dessas pragas (Mascarin et al.,
2018; Santos et al., 2018; Wu et al., 2021).

Compreender como a viruléncia do C. javanica se expressa em diversas espécies de insetos
ou artropodes, incluindo A. cocois, ndo apenas amplia o leque de hospedeiros potenciais, mas
também oferece oportunidades para aproveitar sua adaptabilidade em ambientes diversos. Essa
flexibilidade adaptativa pode ser explorada no desenvolvimento de estratégias de controle
sustentdveis para lidar com essa praga especifica. Com essa abordagem pode se explorar o
potencial regulador desse agente em uma ampla gama de pragas, adaptando-se a diferentes
contextos ambientais, promovendo assim, uma visdo mais abrangente no campo do controle

bioldgico.

2.3 Compatibilidade entre fungos entomopatogénicos e pesticidas

Os pesticidas sdo compostos quimicos empregados para exterminar pragas, incluindo
insetos, desempenhando um papel crucial na satde publica e na agricultura ao controlar vetores
de doencas e pragas que ameacam as colheitas, de acordo também com dados da Organizagdo
Mundial da Satde (OMS, 2020; Teixeira et al., 2022). Na década de 1990, a busca por pesticidas
mais especificos e ecologicamente amigdveis conduziu ao desenvolvimento dos Reguladores
de Crescimento de Insetos (Mulla et al., 1989). Esta geracdo de inseticidas, exemplificada por
Metopreno, Fenoxicarbe e Piriproxifeno, destaca-se pela sua baixa toxicidade a mamiferos e
eficdcia no controle de diversas espécies de artropodes (Mulla, 1995).

Com base em seus mecanismos de acdo, os inseticidas sao categorizados em quatro classes
distintas: (1) aqueles que afetam o sistema nervoso e muscular, destacando-se os inibidores da
colinesterase (organofosforados e carbamatos) como os mais amplamente empregados,
seguidos por ativadores dos canais de sddio (piretroides), inibidores dos canais de sddio
(carbazonas e piperidinas), miméticos de acetilcolina (neonicotindides), bloqueadores dos
canais de cloreto (avermectinas) e ativadores dos canais de calcio (diamidas); (2) aqueles que
interferem na produc¢ao de energia, como agentes alquilantes (brometo de metila), inibidores da
glicolise (arsenicais) e agentes mitocondriais (rotenona); (3) aqueles que visam o crescimento
e desenvolvimento, incluindo inibidores da sintese de quitina e reguladores de crescimento; (4)
uma categoria diversificada, que pode apresentar compostos com modo de a¢do desconhecido
ou até mesmo incerta (Gupta et al., 2019).

A introdugdo de pesticidas bioldgicos especificos e ndo téxicos apresenta um avango
significativo, nos dltimos anos. Apesar da crescente consciéncia ambiental, o processo de

registro desses produtos tornou-se mais exigente, e a inovagdo € crucial diante de recursos
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limitados. Contudo, no Brasil, apesar da biodiversidade abundante, hd uma significativa
dependéncia de pesticidas quimicos, inclusive os proibidos internacionalmente, devido a
relutncia do setor agricola em adotar mudangas e ao desinteresse da industria (Santos &
Bernardes, 2018). Para salvaguardar o meio ambiente e organismos ndo alvo, torna-se
imperativo revitalizar os inseticidas tradicionais, explorando alternativas ecologicamente
sustentdveis, como os biopesticidas, embora ainda persista a necessidade continua de
compreender o comportamento desses produtos no ambiente.

A combinagdo de fungos entomopatogénicos com inseticidas quimicos sintéticos, pode ser
uma alternativa para protecdo ambiental e manejos cada vez mais eficazes. Além disso, a unido
dessas técnicas no Manejo Integrado de Pragas (MIP), pode amplificar a mortalidade de pragas,
agindo como "estressores" que potencializam a eficdcia dos entomopatogenos. Essa abordagem
ndo apenas reduz o impacto ambiental associado aos inseticidas sintéticos, mas também mitiga
a pressdo de selecdo para o desenvolvimento de populagdes resistentes (Santos et al. 2018).

Dentre os estudos do fungo C. javanica em mistura com inseticidas quimicos, observou-se
um efeito sinérgico na taxa de mortalidade entre distintas cepas de C. javanica e de baixas doses
de dinotefurano contra Sogatella furcifera (Zhou et al., 2023). Em investiga¢des envolvendo
isolados de C. javanica, Santos et al. (2018) avaliaram a bioeficdcia do fungo em conjunto com
spiromesifen e buprofezina, tanto individualmente quanto em combinag¢do, visando controle de
ninfas de B. tabaci. Em condi¢bes de campo Avery et al. (2021) buscaram determinar a eficicia
e a persisténcia da cepa C. javanica isolada ou mistura com 6leo branco em um pomar de citros
em comparacdo com o spinetoram para o controle de Diaphorina citri.

Por outro lado, alguns produtos agroquimicos podem impactar o crescimento vegetativo, a
viabilidade e a conidiogénese dos fungos entomopatogénicos, possivelmente modificando sua
composi¢do genética e influenciando na capacidade de infec¢do dos mesmos (Alves & Lopes,
2008). Fungicidas, em especial, exercem inibicdo significativa no processo de germinagdo dos
esporos dos fungos, resultando na redu¢do do potencial de inéculo (Whang et al., 2021). De
acordo com Silva et al. (2005) as intera¢des, devem ser consideradas nos programas de MIP,
pois, quanto mais seletivo e compativel for o produto quimico mais eficiente serd a conservagao

e eficdcia do entomopatdgeno.
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CAPITULO 1
EFICIENCIA DE CONTROLE Cordyceps javanica (HYPOCREALES:
CORDYCIPITACEAE) A Aleurodicus cocois HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) EM
CAJUEIRO



30

RESUMO

A pulverizacdo de Cordyceps javanica pode resultar uma reducao significativa na populagdo
de Aleurodicus cocois. Portanto, procurou-se determinar a viruléncia de C. javanica a ovos e
estdgios ninfais de A. cocois em folhas de cajueiro em casa telada. Foram realizados quatro
bioensaios com concentracdes de 1x107, 1x108 5x107 e 5x108 conidios mL™' em ovos e ninfas
1° a 4° de A. cocois, adultos eclodidos do ultimo tratamento também foram avaliados. A
viruléncia do fungo foi expressa e comparada em termos de percentual de mortalidade,
mortalidade confirmada e estimativa do tempo letal (TLso). A maior concentracdo de C.
Jjavanica pdde reduzir a eclosdo dos ovos em até < 4%. A mortalidade de ninfas de 1° instar
variou entre > 60% e < 87%, em 2° instar > 61% e <77% e em 3° instar > 51% e < 74%. A
emergéncia de adultos foi reduzida em < 24% em todos os tratamentos. Ninfas tratadas com C.
Jjavanica também apresentaram valores de confirmagdo de mortalidade, em todas as avaliacdes.
Valores de TLso foram expressos em ninfas de 1° a 3° instar e na confirmacdo de mortalidade
de ninfas de 4° instar. O fungo C. javanica causou mortalidade confirmada nos estddios
avaliados e em adultos emergidos, de ninfas de 4° instar tratadas pelo fungo. A pulverizacao de
C. javanica isolado BRM 27666 em A. cocois resultou em uma reducao significativa da praga,

impactando sua biologia.

Palavras-chave: Controle Microbioldgico; Fungo Entomopatogénico; Viruléncia.
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ABSTRACT

The spraying of Cordyceps javanica may result in a significant reduction in the population of
Aleurodicus cocois. Therefore, efforts were made to determine the virulence of C. javanica
against eggs and nymphal stages of A. cocois on cashew leaves in a screened house. Four
bioassays were conducted with concentrations of 1x107, 1x10® 5x107 e 5x10® conidia mL"! on
eggs and Ist to 4th instar nymphs of A. cocois, with adults emerged from the latter treatment
also evaluated. The fungus's virulence was expressed and compared in terms of percentage
mortality, confirmed mortality and estimation of lethal time (LTs0). The highest concentration
of C. javanica could reduce egg hatching by up to < 4%. The mortality of st instar nymphs
ranged between > 60% and < 87%, in 2nd instar > 61% and < 77%, and in 3rd instar > 51% and
< 74%. Adult emergence was reduced by < 24% in all treatments. Nymphs treated with C.
Jjavanica also showed mortality confirmation values in all evaluations. LTso values were
expressed in 1st to 3rd instar nymphs and in the mortality confirmation of 4th instar nymphs.
The spraying of isolated C. javanica BRM 27666 on A. cocois resulted in a significant reduction
of the pest, impacting its biology. The fungus C. javanica caused confirmed mortality in the

evaluated instars and in emerged adults of 4th instar nymphs treated by the fungus.

Keywords: Microbiological Control; Entomopathogenic Fungus; Virulence.
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4 INTRODUCAO

A drea de cultivo de cajueiro (Anacardium occidentale L.) no Brasil atingiu a marca de 427
mil hectares e a producdo de castanha-de-caju alcancou 110 mil toneladas em 2021, sendo o
Ceard o estado com maior produgdo e exportacdo, de acordo com dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica IBGE, 2022). Nessa cultura, as pragas representam um dos principais
desafios para a producdo. As infestagdes da mosca-branca-do-cajueiro (Aleurodicus cocois
(Curtis)) (Hemiptera: Aleyrodidae), em particular, ttm um impacto significativo, podendo
resultar em perdas expressivas que alcangam até 90% da produtividade em pomares de cajueiro
(Carneiro et al., 2006). Tal ameaca destaca a necessidade de estratégias eficazes de manejo de
pragas para proteger a produgdo e garantir a sua sustentabilidade.

A mosca-branca-do-cajueiro forma coldnias na superficie abaxial das folhas, na qual sua
atividade alimentar causa danos que culminam em anomalias no metabolismo vegetal (Saraiva
et al., 2022). Como dano indireto, ao sugar a seiva da planta, essa praga libera substincias
acucaradas pelos seus excrementos que sdo depositadas na superficie foliar do vegetal
promovendo o desenvolvimento de patogenicidades de natureza fuingica como a fumagina
(Capnodium sp.), comprometendo a fotossintese das plantas e potencialmente sua produgdo
(Goiana et al., 2020).

Os efeitos provocados por essa praga sao visiveis em todas as etapas de seu
desenvolvimento (Goiana et al., 2017), o controle em todas essas fases se torna necessario. Para
evitar surtos dessa praga e minimizar danos significativos aos cajueiros, torna-se crucial
desenvolver novas estratégias para o seu manejo efetivo no pomar. A utilizacdo de um produto
a base de fungos entomopatogénicos t€ém demonstrado eficicia na supressdo e controle de
outras espécies de mosca-branca, como Bemisia tabaci Biotipo B, tanto em condi¢Oes de casa-
de-vegetacdo quanto em campo (Boaventura et al., 2021; Souza et al., 2022).

O complexo do género Cordyceps, incluindo C. javanica sdo as espécies que mais atacam
espécies de moscas-brancas em agroecossistemas em todo o mundo (Lacey et al., 2008). Esse
fungo apresenta resisténcia ao estresse osmotico e oxidativo, resiliéncia ao UV-B (radiagdo
ultravioleta B), alta viruléncia, producao de conidios e tolerincia ao calor (Mascarin et al.,
2018). Muitos estudos relatam a eficiéncia desse fungo no controle de mosca-branca e a
persisténcia de seus conidios (Sain et al., 2021; Domingues et al., 2022; Lopes et al., 2023).
Entender o impacto da viruléncia de C. javanica em A. cocois, amplia o espectro de hospedeiros

potenciais e abre oportunidades para aproveitar sua adaptabilidade em diferentes ambientes.
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Ensaios laboratoriais demonstraram viruléncia de cepas de C. javanica em diferentes
espécies de moscas-brancas (Wraight et al., 1998, Scorsetti et al., 2008; Tian et al., 2016; Wu
et al.; 2021;). Posteriormente, também foi evidenciado em experimentos em casa telada
(Boaventura et al., 2021) e campo (Wu et al., 2023). Em A. cocois e eficiéncia de fungos
entomopatogénicos foi evidenciada apenas em estudos feitos em laboratério, por Nufez,
lannacone & Gomez (2008). Nenhum tipo de pesquisa relacionando C. javanica a praga A.
cocois tinha sido elaborada, até o presente estudo.

Considerando a eficdcia reconhecida de C. javanica no controle de insetos-praga e a
adaptabilidade desse fungo em diferentes ambientes, acredita-se que a pulverizacdo desse fungo
em A. cocois resultard em uma reducgdo significativa na populagdo da praga. Portanto, procurou-
se determinar a viruléncia de C. javanica a ovos e estdgios ninfais de A. cocois em folhas de

cajueiro em casa telada.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Criacao de insetos e cultivo de plantas

A criacdo de A. cocois teve inicio com individuos adultos coletados de cajueiros na estacao
experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, Pacajus — CE (4° 10" 35" S; 38° 28" 19" W;
79 m de altitude).

Colonias dessa praga foram estabelecidas em plantas de cajueiro do clone CCP 76, mantidas
em condicdes de telado, sob condi¢des ambientais de temperatura média de 35 + 10 °C,
umidade relativa de 50 + 30%. A escolha desse clone foi baseada em testes preliminares de
resisténcia das plantas a praga, onde genétipo CCP 76 foi considerado como suscetivel a mosca-
branca (Goiana et al., 2020).

Com a coldnia estabelecida, mudas de cajueiro do mesmo gendtipo, enxertadas hd seis
meses € com quatro a seis folhas, foram introduzidas na criacio da mosca-branca para
infestacdo. Essas mudas permaneceram na criagdo por um periodo de 48 horas, a fim de
assegurar a oviposi¢cao. Posteriormente as mudas foram transferidas para gaiolas de madeira e
tela de tecido voile (1 m x 1 m x 1 m).

As mudas com insetos nos instares necessarios para os bioensaios, foram progressivamente
separadas de acordo com os estdgios do inseto a serem utilizados para as aplicacdes do fungo.
Os dados referentes as concentracdoes testadas, a viabilidade dos conidios, periodos
experimentais, dias de avaliacdo, médias de temperatura e umidade relativa estdo detalhados na

Tabela 1.
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5.2 Preparacao fiingica para os bioensaios

No experimento foi utilizado o produto comercial Lalguard Java contendo o fungo C.
javanica isolado BRM 27666 na concentracdo de 1 x 10'° conidios vidveis/g e formulacdo p6
molhdvel (WP). As suspensdes de esporos foram agitadas vigorosamente por trés minutos até
que os aglomerados de conidios estivessem separados e completamente homogeneizados. As
concentracdes de conidios foram determinadas utilizando um microscépio com contraste de
fase no aumento de 400x.

Foram realizados quatro bioensaios para avaliar a viruléncia de C. javanica aos estagios de
desenvolvimento de A. cocois. As concentragdes para o tratamento (Tabela 1) foram diluidas
em trés séries a partir da suspensao original, utilizando dgua destilada estéril. A viabilidade dos
conidios foi avaliada antes da instalacdo de cada experimento. Para isso, uma aliquota de 100
puL da suspensdo foi transferida para placas de Petri (60 x 15 mm) contendo meio BDA ¢
incubadas a 26 °C. Apdés 16 h foi realizada a contagem de conidios germinados e nao
germinados (200 conidios placa') em um microscépio éptico com contraste de fase a 400x
segundo metodologia de Lacey (2012) e Boaventura et al., (2021). O conidio foi considerado
germinado quando o tubo germinativo era maior que o diametro do conidio. A viabilidade dos

conidios foi acima de 99% para todos os experimentos.

5.3 Viruléncia de C. javanica a ovos e ninfas

A avaliagdo da eficiéncia do fungo sobre ovos de A. cocois foi realizada a partir da
viabilidade desses ovos, utilizando uma lupa manual (Stemi 305/508 — 5:1). Ovos invidveis,
sem eclosdo de ninfas até o final da dltima avaliacdo, 10 dias apds pulveriza¢do (DAP), foram
considerados mortos por C. javanica. Conforme os dados de biologia da praga descritos por
Goiana et al. (2017), a eclosdo das ninfas ocorre a partir do sétimo dia apds a oviposi¢do. Para
confirmar a mortalidade dos ovos pelo fungo, no 10° DAP, as folhas tratadas foram retiradas
das plantas e colocadas em camara imida (placas de Petri de 90 mm) com algoddo umedecido
com &gua destilada adicionado ao peciolo) por cinco dias. As placas foram transferidas para
camara de crescimento BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) mantida a 26 °C, 70-80% de
umidade relativa, com fotoperiodo de 12 horas. Os ovos marcados como mortos e que
apresentavam crescimento hifal post mortem foram considerados infectados pelo fungo.

Quando as ninfas estavam nos estdgios de 1°, 2°, 3° 4° instar, as concentracdes foram
aplicadas na parte abaxial das folhas primérias de plantas de cajueiro utilizando-se um micro

pulverizador (agulha de 0,3 mm, aerdgrafo Paasche® tipo H-set) conectado a uma bomba a
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vacuo e calibrado para 400 pl (microlitros) por folha, garantindo uma cobertura uniforme. O
tratamento controle foi pulverizado com dgua destilada estéril com mesma calibracdo das
aplicagdes fingicas. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com dez repeti¢des, sendo cada uma composta por uma folha contendo pelo
menos 15 ovos ou ninfas por folha.

As folhas tratadas foram examinadas para avaliagdo da mortalidade das ninfas utilizando
uma lupa (Stemi 305/508 — 5:1) em diferentes datas (tabela 1). A determinagao da mortalidade
seguiu a metodologia descrita por Boaventura et al. (2021). Ninfas que apresentaram
desidratacdo ou sintomas amarelados com crescimento micelial ou conidial em seu caddver
foram consideradas mortas devido a acdo de C. javanica. A confirmagdo da mortalidade das
ninfas pelo fungo foi igual a avaliacdo de ovos descrita acima.

Para as ninfas de 4° instar foi avaliada também a mortalidade dos adultos que emergiram
das ninfas tratadas. Em cada data de avaliagdo, as folhas tratadas foram inspecionadas para
verificar a emergéncia de adultos a partir das ninfas. Para isso, também foi utilizando uma lupa.
Ninfas que ndo eclodiram até o término das avaliacOes (20 dias apds tratamento) foram
consideradas mortas devido a acdo de C. javanica. Conforme Goiana et al. (2017), em
laboratdrio, as ninfas do 4° instar comecam a eclodir a partir do 8° dia. Para garantir uma
contagem precisa e evitar a perda de adultos, as folhas tratadas foram colocadas em placas de
Petri (90 mm) contendo algoddo umido adicionado ao peciolo, do 6° até o 20° dia apds a
aplicacdo do fungo nas ninfas de 4°. instar. Essa incubacdo ocorreu em uma camara de
crescimento (BOD) mantida a 26 °C, 70-80% de umidade relativa, com fotoperiodo de 12 horas.

As ninfas que ndao morreram pelo fungo e, consequentemente, os adultos emergiram e
permaneceram sobre a folha tratada e incubada. Esses adultos tiveram sua mortalidade avaliada
por sete dias. Os adultos mortos que exibiram crescimento hifal eram considerados infectados

pelo fungo.

5.4 Anadlises estatisticas dos dados

A viruléncia das concentragdes do fungo foi expressa e comparada em termos de percentual
de mortalidade, mortalidade confirmada (percentual de caddveres de insetos com micose
fingica) e estimativa do tempo letal (TLso) para as fases de vida da praga avaliadas.

As analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software R na versao 4.3.2, conforme
indicado pelo R Core Team (2023), utilizando o pacote DRC. Para estimar a viabilidade de
ovos, mortalidade de ninfas, emergéncia de adultos e tempo letal (TLsp) em ninfas, foram

ajustados modelos nao lineares (Log-logistico, logistico e Weibull) (Ritz et al 2015).
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Para a andlise de curvas em experimentos, tais como ovos eclodidos, mortalidade em
diferentes instares e emergéncia de adultos, utilizou-se o pacote DRC. Nesse contexto, foi
identificado um modelo nao linear apropriado, escolhido dentre as op¢des disponiveis no pacote
DRC (Ritz et al, 2015). Apds o ajuste do modelo, procedeu-se a verificagdo do comportamento
das curvas ao longo do periodo avaliado sobre sua semelhanca (Dette et al., 2018). A partir
dessa andlise é possivel observar uma estatistica de teste (matriz D2) comparada com uma
distribui¢io qui-quadrado (¥*) com 1 grau de liberdade. Se for o caso, fixou a a 5% e foi
considerado a decisdo com base no P — valor, onde P < 0,05 para significincia (Dette et al.,
2018).

Os TLso foram determinados a partir das curvas ajustadas. Os intervalos de confianca dos
TLso construidos com base nos valores encontrados, em que foi considerado semelhantes
quando tais intervalos se entrecruzavam. Para expressar a confirmacdo da mortalidade de
adultos, um Modelo Generalizado Linear (GLM) foi aplicado com funcdo de distribuicao

binomial e link logit.

6 RESULTADOS

6.1 Viruléncia de C. javanica na viabilidade de ovos

A pulverizacdo de concentracdes do fungo C. javanica influenciou a taxa de eclosdo dos
ovos ao longo do tempo (Fig. 1). Todas as curvas das concentracdes do fungo diferiram em
relacdo ao controle (Tabela 2). Uma diferenca estatistica foi observada quando comparadas as
menores concentragdes (1x107 e 5x107 conidios mL"), com valores de eclosdo < 40% e < 31%
em relacdo as maiores (1x10% e 5x10® conidios mL™'), com eclosio < 5% e < 4%,
respectivamente (Tabela 2).

Todas as concentracOes pulverizadas de C. javanica apresentaram confirmagdo de
mortalidade nos ovos de A. cocois, at¢ 20 DAP (Fig. 2). As menores concentracdes
apresentaram > 51% e < 56% e a maiores > 83% e < 88%, respectivamente (Fig. 2). A maioria

das concentragdes demonstraram diferenca estatistica entre si, com exce¢ao a comparagdo entre

as concentraggdes 5x107 conidios mL ™! e 1x107 conidios mL™!, com valor de P = 0,2 (Tabela 4).

6.2 Viruléncia de C. javanica para 1°,2° e 3° instar
A pulverizacdo de concentracdes do entomopatogénico C. javanica influenciou na

mortalidade de ninfas de 1°, 2° e 3° instar de A. cocois ao longo do tempo (Tabela 2). Nesses
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trés instares, todos os tratamentos diferiram de seus respectivos controles, que também nao
apresentou mortalidade confirmada de ninfas (Tabela 4).

As concentragdes pulverizadas com C. javanica em ninfas de 1° instar, apresentaram
diferencas estatisticas, quando comparadas, em sua maioria, exceto entre as concentracdes de
5x107 e 1x10® conidios mL! (Tabela 2). Todas as concentracdes testadas apresentaram
porcentagem de mortalidade entre > 60% e < 87% (Fig. 3 A).

Observagdes sobre as curvas de mortalidade em ninfas de 2° predominam semelhangas entre
as concentragdes pulverizadas (Tabela 2). Entretanto, diferencas estatisticas foram observadas
somente na maior concentracio (5x10% conidios mL™') em relacdo as duas concentracdes
inferiores para o 2° instar (Tabela 2). Nesse instar a mortalidade dos tratamentos variou entre >
61% e <77% (Fig. 3B).

Essa predominancia também ocorre em tratamentos de ninfas em 3° instar (Tabela 4). As
diferencas foram identificadas apenas entre as duas concentragdes mais elevadas e a maior
concentra¢io em comparacio com a menor (1x107 conidios mL™') (Tabela 4). A mortalidade
nesse instar com as concentracdes pulverizadas variou entre > 51% e < 74% (Fig. 3C).

Ao se avaliar o TLso todas as concentragdes ocasionaram 50% de mortalidade para esses
trés instares avaliados (Tabela 3). Em ninfas de 1° instar, as menores concentragdes se
encontram em intervalos iguais, enquanto a concentracdo 1x10® conidios mL™! difere de todos
os tratamentos (Tabela 3). Nesse instar, a maior concentracao além de apresentar um TLso
significativamente menor e com diferenca em comparacdo com 0S outros tratamentos,
apresentou um TLso extrapolado de 2,3 DAP, valor fora do intervalo quando comparado com
os demais resultados (Tabela 3).

Ninfas de 2° instar tratadas com C. javanica ndo apresentaram nenhuma diferenca no TLs
entre todas as concentragdes pulverizadas (Tabela 3). Ja os tratamentos em ninfas de 3° instar
nao apresentaram diferenca no TLso na suscetibilidade a C. javanica entre as concentragdes
1x107 conidios mL! e 1x10® conidios mL! e entre 5x107 conidios mL! e 1x107 conidios mL"
! (Tabela 3).

Todas as concentracdes apresentaram mortalidade confirmada nos trés instares avaliados
(Fig. 4). Ninfas de 1° instar apresentaram mortalidade confirmada > 34% e < 73%, Ninfas de
2° instar > 38% e < 60% e em ninfas de 3° instar > 29% e < 53%, nas concentragoes
pulverizadas (Fig. 4). Diferencas significativas foram vistas apenas nos tratamentos em ninfas

de 1° instar e na concentragdo 1x10® conidios mL' em ninfas de 3° instar tratadas com C.

Jjavanica (Tabela 4).
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6.3 Viruléncia de C. javanica para o 4° instar e emergéncia de adultos

Todas as pulverizacdes de C. javanica em ninfas de 4° instar de A. cocois, influenciaram a
emergéncia de adultos ao longo do tempo, reduzindo-a entre < 24% e < 15% com as
concentragdes (Fig. 5). Todas as concentracdes diferiram do controle e este, ndo apresentou
confirmacao de mortalidade nas ninfas (Fig. 6). A maioria dos resultados nesse instar exibiu
semelhanca, com excec¢do da maior concentragdo em comparagdo com as duas concentracdes
de 1x10 conidios mL™' (Tabela 3).

Em todas as concentracdes testadas de C. javanica, nesse instar, a confirmacdo de
mortalidade apresentou > 67% de ninfas com sinais fungicos, nesse periodo (Fig. 6 A). Todas
as concentracdes demonstraram diferenca em comparacdo com o controle (Tabela 4). As
distin¢des estatisticas entre as curvas de mortalidade, em 4° instar, foram notaveis apenas entre
a maior concentragdo e as duas menores (Tabela 3). As estimativas de LTso para essas
pulverizagdes apresentaram, na maior concentragcdo, valores fora dos intervalos das demais
(Tabela 3).

Adultos emergidos dos tratamentos em ninfas de 4° instar, apresentaram mortalidade
confirmada por esporulacio do fungo em 25 DAP, enquanto os adultos da testemunha
continuaram a ndo demonstrar sinais fungicos (Fig. 6 B). Os valores mostraram diferencas

significativas entre as maiores e menores concentragdes (Tabela 4).
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7 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo envolvendo C. javanica e A. cocois. Os resultados da pesquisa
evidenciaram a eficicia do entomopatogénico em todos os bioensaios avaliados quando
comparados aos seus respectivos controles. Nessa pesquisa o produto a base de C. javanica
BRM27666 demonstrou alta viruléncia contra A. cocois e sinais de infec¢do fungica,
produzindo in6culo nos caddveres de insetos pulverizados. Este isolado foi selecionado a partir
do estudo conduzido por Boaventura et al. (2021), no qual demonstrou a alta capacidade de
infecc@o nos estdgios de 1° a 3° instar de B. tabaci, resultando em niveis significativos de
mortalidade em condi¢des de peneira, acompanhado de um maior crescimento post-mortem das
hifas, tornando-o mais evidente.

E comumente documentado na literatura que ovos de moscas-brancas possuem baixa
suscetibilidade a pulverizacdo com fungos entomopatogénicos (Negasi, A., Parker, B. L., &
Brownbridge, M., 1998; Lacey et al., 1999; Gindin et al., 2000; Ramos et al., 2000; Mascarin
et al., 2013). No entanto, neste estudo, foi observada uma alta mortalidade de ovos de A. cocois
tratados com o 1solado BRM27666. Enquanto os ovos ndo pulverizados apresentaram uma taxa
de eclosdo > 94,8% aos 15 DAP, os ovos pulverizados com a maior concentra¢do do produto
reduziram essa taxa < 4% no mesmo periodo. Essa caracteristica também foi apresentada por
Mascarin et al. (2013), os autores observaram uma baixa mortalidade de ovos de B. tabaci
tratados com diferentes isolados de C. javanica.

Algumas pulverizacdes com BRM27666 em ninfas de A. cocois mostraram algumas
diferencas significativas, quanto a viruléncia e o TLso, principalmente quando comparadas
maiores e menores concentracoes. Aspectos de morfologia da praga, como o seu tamanho em
comparagdo com B. fabaci ser maior, concentracdes maiores podem causar um efeito maior e
mais rdpido. Nao foram observadas diferencas na suscetibilidade aos isolados de Cordyceps sp
nos experimentos de Boaventura et al. (2021) entre ninfas de 1° a 3° instares em termos de TLso.
Todas as pulverizagdes com o produto BRM27666 foram altamente infecciosos para 1° a 4°
instares de A. cocois. A espécie C. javanica também demonstrou alta mortalidade, porém
apenas em ninfas de 1° a 3° instares de B. tabaci no experimento de (Boaventura et al., 2021)
sob as mesmas condicdes desse experimento.

O tempo médio de desenvolvimento e sobrevivéncia dos estdgios de vida de A. cocois
certamente foi um fator determinante para o alto poder de infeccao de C. javanica nessa praga.
Geralmente, as ninfas do 4° instar de B. tabaci sdao menos suscetiveis a infec¢gdes fungicas do

que seus instares mais jovens (Osborne et al., 1990; James et al., 2003; Cabanillas & Jones,
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2009; Zhang et al., 2018; Boaventura et al., 2021). Uma maior mortalidade nesse instar
evidenciada nas pulverizacdes em 4° instar de A. cocois pode ser atribuido ao seu maior tempo
de desenvolvimento em comparagcdo com B. tabaci. Na pesquisa de (Goiana et al., 2017) A.
cocois tem um ciclo até chegar na sua fase adulta em média de 33 dias, sob a temperatura de
28° C. Para a espécie B. tabaci esse ciclo foi reduzido em uma média de 24 dias sob a
temperatura de 24° C, nos estudos de (Chandi, Kataria & Fand, 2021). Uma pesquisa de
microscopia eletronica de varredura (MEV) conduzida por Tian et al. (2015) demonstrou que
os conidios de C. fumosorosea comecaram a germinar € formar apressorios em 24 horas,
enquanto as hifas penetraram na cuticula e invadiram B. fabaci a partir de 48 horas. O processo
de infec¢@o desse fungo comecga com a fixagdo dos conidios a cuticula do hospedeiro, seguido
pelo crescimento e penetracdo através do tegumento. Assim, as ninfas que levam mais tempo
para se desenvolver t€m um periodo maior para a penetracido dos apressorios fingicos, o que
diminui suas chances de sobrevivéncia.

Outro fator que pode ter contribuido de forma geral para a alta viruléncia do fungo em todos
os instares de A. cocois avaliados seria a presenca de secrecdo de cera pulverulenta nos corpos
e asas de adultos. Essa cera pode contribuir auxiliando na fixacdo e penetracdo dos conidios de
C. javanica. Logo apdés emergirem, os adultos permanecem imdveis até, em média, trés dias,
quando se recobrem com uma camada dessa cera pulverulenta e comecam a visitar outras folhas
para se alimentar e ovipositar (Goiana et al., 2017). A partir disso, as fémeas das espécies de
Aleurodicus depositam seus ovos em espiral na face inferior das folhas, cobrindo toda a folha
atacada com essa cera de cor branca (Boughton et al., 2015). Essa cera, a principio funciona
como protecdo, mas ao aplicar o entomopatogénico pode ser porta de entrada de penetracio
fingica e assim infec¢@o de ninfas. Além disso, cera infectada com C. javanica pode ser levada
pelos adultos para outras folhas com ataque da praga e assim, gerar mais infeccdo do fungo
nesses insetos.

Os resultados também demonstraram crescimento de hifas post mortem (mortalidade
confirmada) de C. javanica em todos os bioensaios tratados. A infeccao dos ovos da praga ou
dos instares ninfais segundo Bohata et al. (2023) indica que uma nova geracio de conidios do
fungo que se desenvolvem nos cadaveres pode se espalhar pelas lavouras e infectar individuos
sauddveis. Esses autores também afirmam que a transmissdo horizontal resultante pode
diminuir a frequéncia de pulverizacdo das suspensdes flingicas contra pragas nocivas. Esse
aspecto também foi relatado pela pesquisa de Boaventura et al. (2021), as hifas BRM 27666
rapidamente cobriram os hospedeiros mortos, estenderam-se por varios milimetros ao redor das

ninfas infectadas e produziram grandes quantidades de conidios. Essa atividade também foi
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evidenciada em adultos que emergiram de ninfas de 4° instar tratadas. Esses adultos ao
emergirem de ninfas infectadas, irdo flutuar sobre a drea de cultivo, garantindo a disseminagdo
desses conidios sobre o agroecossistema e futuras infec¢des de insetos-praga.

O produto a base de C. javanica BRM2766 é um bom candidato para testes de campo no
manejo de moscas-brancas. Estudos futuros poderdao direcionados para avaliar a eficicia de
campo e a persisténcia pds-pulverizacdo desta cepa para o manejo de populacdes de mosca-
branca em cajueiro. Essa espécie pode se destacar como um agente essencial no controle das
populacdes de A. cocois, devido sua especificidade para grupos de insetos sugadores,
infectividade a diferentes estdgios de vida das pragas, baixo impacto ambiental,
compatibilidade com outras praticas de controle, potencial para controle a longo prazo e eficicia

de producao em larga escala (Santos et al., 2018; Wang et al., 2021; Behle et al., 2022).

8 CONSIDERACOES FINAIS

A pulverizacdo de C. javanica em A. cocois resultou em uma redugao significativa da praga,
impactando sua biologia. Concentragdes do fungo de 1x107, 5107 1x10” e 5x10% conidios mL-
! reduziram a viabilidade de ovos eclodidos e causaram mortalidade em 1°, 2° e 3° instar ao
longo do tempo. A emergéncia de adultos foi inibida por todas as concentra¢des do fungo em
ninfas de 4° instar. O fungo C. javanica causou mortalidade confirmada nos estadios avaliados

e em adultos emergidos, de ninfas de 4° instar tratadas pelo fungo.
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Tabela 1 Concentragdes testadas, viabilidade dos conidios, datas de pulverizacdo, dias de avaliacdo e condicdes
ambientais dos experimentos conduzidos em diferentes datas com pulverizacdes de C. javanica em ovos, ninfas
de 1° a 4° estddio de A. cocois em casa telada

Condicoes ambientais

Concentracao Viabilida
Es-t 4810 testada (conidios de d 08 Datz.is do Dla.s df Temperatura UR média (%)
do inseto ~ conidios experimento avaliaciao L1 o ,
mL™) média °C (min. -
(%) max.) (min. - max.)
27 de setembro — 5.7 10 39,7 65,3
Ovos 99 13 de outubro ’ 1’5 ’
(2023) (29,7—45,2) (43,6 —83,9)
1 x 107
1° .
5 x 107 28 de junho — 3510 40,3 67,8
2° 99,5 . 7
’ 1 lh
1 x 108 8 de julho 15,20 (29,2 —43,2) (40,4 — 84.3)
30 (2023)
5 x 108
27 de setembro — 5.7 14 423 66,4
4° 99 31 de outubro ’ 2’0 ’
(2023) (29,9 - 46,8) (39,6 - 81,5)
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Tabela 2 Valores de P (P< valor) das comparacdes das curvas de mortalidade para ninfas de A. cocois ap6s
tratamento com C. javanica em diferentes concentragdes (conidios mL™') em casa telada. Foi aplicado o Modelo
Generalizado Linear (GLM) com fungdo de distribui¢@o binomial para o célculo dos valores de P. As curvas foram
consideradas significativamente diferentes em P<0,05

Mortalidade ninfal
Ovos
Tratamentos Controle 1x107 5x107 1x108
1x107 <0,0001 - - -
5%107 <0,0001 0,3509 - -
1x108 <0,0001 0,0028 0,0331 -
5x108 <0,0001 0,0020 0,0265 0,9203
1° Instar
Controle 1x107 5%107 1x108
1x107 <0,0001 - - -
5%107 <0,0001 0,0296 - -
1x108 <0,0001 0,0259 0,6985 -
5x108 <0,0001 <0,0001 0,0062 0,0122
2° instar
Controle 1x107 5%107 1x108
1x107 0,0004 - - -
5%107 <0,0001 0,4385 - -
1x108 <0,0001 0,1463 0,1244 -
5%x108 <0,0001 0,0363 0,0455 0,4884
3° instar
Controle 1x107 5%107 1x108
1x107 0,0001 - - -
5%107 <0,0001 0,3009 - -
1x108 0,0001 0,9203 0,2986 -
5%108 <0,0001 0,0147 0,1102 0,0131
4° instar
Controle 1x107 5%107 1x108
1x107 0,0001 - - -
5%107 <0,0001 0,3009 - -
1x108 0,0001 0,9203 0,2986 -
5%108 <0,0001 0,0147 0,1103 0,0131
4° instar — Confirmacao
Controle 1x107 5%107 1x108
1x107 <0,0001 - - -
5%107 <0,0001 0,5376 - -
1x103 <0,0001 0,0773 0,2116 -
5%108 <0,0001 0,0062 0,0298 0,2856
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Tabela 3 Estimativas dos pardmetros de modelos ndo lineares e tempo letal médio (TL>°) de ovos € ninfas de A.
cocois tratadas com C. javanica em diferentes concentragdes (conidios mL™') em casa telada.

Tratamentos Modelo Pardmetros do modelo * TLso ¢ (C195%)
B C d e f
Ovos
Controle -9,94 0,12 0,95 4,67 2,24 -C
1x107 -15,71 0,00 0,40 6,71 222 -
5%107 Log-logistico -18,18 0,00 0,31 7,59 1,19 -
1x108 -22,67 0,00 0,05 6,77 1,15 -
5%x108 -15,67 0,00 0,04 7,07 1,48 -
1° instar
Controle -1,70 0,01 0,01 3,82 0,74 -
1x107 -1,56 0,00 0,85 458 2,51 11,6 (9,5 -13,7)
5%107 Weibull -6,28 0,00 0,74 6,55 0,50 6,4 (9,5-13,7)
1x108 -3,39 0,04 0,82 6,28 0,82 6,5(5,9-17,1)
5x108 -1,97 0,20 0,89 2,84 0,90 2,3% (1,6 — 2,8)
2° instar
Controle -0,01 0,00 0,04 7,11 -b -
1x107 0,63 -0,63 0,74 3,70 - 9,0 (7,4-10,8)
5%x107 Weibull 2,29 -0,03 0,73 6,51 - 7,0 (6,2-79)
1x108 1,02 -0,09 0,67 3,62 - 5,4(4,5-63)
5x108 1,44 0,11 0,78 4,97 - 4,6 (3,9 -5,3)
3° instar
Controle -0,07 0,02 -0,01 6,37 - -
1x107 -1,09 0,16 0,77 8,77 - 14,4 (12,9 - 15,9)
5%x107 Weibull 23,11 0,00 0,56 3,87 - 7,8 (7,4-28,3)
1x108 -0,85 0,05 0,82 6,99 - 14,6 (14,3 — 14,8)
5%108 -1,11 0,00 0,88 3,01 - 5,1 (4,6 -5.,5)
4° instar
Controle -11,70 0,18 0,93 8,12 0,23 -
1x107 -3,25 0,00 0,32 10,72 2,36 -
5%107 Log-logistico -8,67 0,00 1,12 31,75 0,36 -
1x10% -7,59 0,00 0,20 15,02 145 -
5x108 -3,38 0,00 0,39 24,39 0,88 -
4° instar — Confirmagdo
Controle - - - - - -
1x107 -0,29 0,13 1,19 18,94 - 16,8 (13,5 -20,1)
5%x107 Logistico -0,27 0,14 0,84 15,72 - 15,9 (13,4 -18,4)
1x10% -0,33 0,24 0,86 14,03 - 13,0 (13,0-13,1)
5%x108 -0,21 0,13 0,82 8,68 - 9,3(7,5-11,1)

non,

2 Parametros do modelo: B = B € o fator de inclinagdo em torno do pardmetro "e"; C = € a assimetria mais baixa
da curva; d = € a assimetria mais alta da curva; e = é o ponto de inflexao da curva; f = parametro de referéncia de
simetria relacionado a hormese.

b ParAmetro néo faz parte do modelo.

¢ TL® ndo avaliado.
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Tabela 4 Proporcdo de mortos confirmados levando em consideracdo a mortalidade acumulada na tltima data de
avaliacdo em ovos (15 DAP), 1°, 2° e 3° instar (20 DAP) e adultos (25 DAP) de A. Cocois ap6s tratamentos com
diferentes concentragdes de C. javanica em casa telada. Modelagem segundo modelo GLM com distribuicio
binomial e Pardmetro do modelo ndo linear e parametro P (P < wvalor). As curvas foram consideradas
significativamente diferentes em P < 0,05.

Confirmacao de mortalidade

Viabilidade de ovos
Estimativa ¢ Erro padrio Valor de T Valor de P
Controle * - - - -
1x107 -0,6711 0,0572 -11,735 <0,0001
5x107 0,0912 0,0771 1,182 0,245
1x108 0,4897 0,4896 7,79 <0,0001
5x108 0,5472 0,0610 8,971 <0,0001
Ninfas de 1°, 2° e 3° instar P
Estimativa ¢ Erro padrdo Valor de T Valor de P
1x107:1° instar -1,0660 0,1153 -9,246 <0,0001
5x107:1° instar 0,4836 0,1394 3,470 0,0008
1x108:1° instar 0,5809 0,1329 4,372 <0,0001
5x108:1° instar 0,7556 0,1258 6,005 <0,0001
1x107:2° instar 0,0968 0,1572 0,616 0,5392
5x107:2 instar -0,1843 0,1937 -0,952 0,3435
1x108:2 instar -0,3757 0,1926 -1,951 0,0537
5x103:2 instar -0,2935 0,1785 -1,644 0,1031
1x107:3° instar -0,1605 0,1735 -0,925 0,3571
5x107:3 instar -0,2553 0,2196 -1,163 0,2476
1x108:3 instar -0,4604 0,2204 -2,088 0,0391
5x108%:3 instar -0,1662 0,1971 -0,843 0,4011
Adultos Emergidos
Estimativa ¢ Erro padrio Valor de T Valor de P
Controle * - - - -
1x107 -0,3388 0,0577 -5,875 <0,0001
5x107 0,1832 0,0687 2,668 0,0114
1x108 0,0109 0,0808 0,135 0,8932
5x108 0,0818 0,0758 1,079 0,2877
2 Tratamento sem resposta de confirmagdo de moralidade.
®Modelo GLM em fatorial.

¢y = ex (fungdo exponencial ).
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Figura 1. Viabilidade de ovos de A. cocois apds tratamento com C. javanica as concentragdes 1x107, 5x107, 1x108
€ 5x108 conidios mL"!. Experimento conduzido em casa telada. As curvas foram ajustadas de acordo com modelos
nio lineares Log-logistico.
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Figura 2. Confirmacdo de mortalidade em ovos de A. cocois com C. javanica s concentragdes de 1x107, 5x107,
1x10% e 5x10% conidios mL"' em experimentos conduzidos em casa telada. Os percentuais de confirmagio de

mortalidade foram ajustados com modelagem segundo modelo GLM com distribui¢do binomial.



A
100
O Comntrole * 1x10%
o 1x10 & 5x10° _____0____.._.._..—-—¢
__ 80 q asx10 ________._—--"'-"'"_- T
g g e T
L - - P
e .,’5. 'ﬂ-—
£ WA ’ﬁ’:»"' .-
o . -
2 ‘.;-".--" ._--""’,
20 IR ST - *E
r.-'=-':"-:':—-‘—
0 g = = £
T T T T
3 5 10 15
B Log (Dias apos tratamento)
100 %
O Controle * 1x10
o 1x10] ¢ sx10f
~ 80 4 4asxI0 R
< e —— .------"'"§
- - - —
2 60 B et -
g e T - i
= - = L . . -
bl - . -
T‘E 40 ] %:‘:_‘::-f’.ﬂ f.‘,’.:' ;=
g P %
2 20 g
A
o4 O3 = B £l
T T T T
3 5 10 15
Log (Dias apos tratamento)
C
100 :
O Controle ¥ 1x10
o 1x107 & sx10°
. 80 4 & 5x10° e
\S. ._-.____..——
< Y =
) i ——
'E‘.' 6 _’_‘__,..--"""" R LA
= _ a8 AT %
E 40 + — A,--"-. - -
— — - o
§ & Let e
20 _.::_:;:,.-r.«'-m-v.-—-‘*'
A--‘ [ | fm |
0 4 D 1= = _B
T T T |
3 5 10 15

Log (Dias apés tratamento)

50

Figura 3. Mortalidade de ninfas de 1° (A), 2° (B) e 3° instar (C) de A. cocois com C. javanica as concentragdes de

1x107, 5%107, 1x10% e 5x10® conidios mL"! em experimentos conduzidos em casa telada. As curvas foram ajustadas

de acordo com modelos ndo lineares Log-logistico (A) e Weibull (B e C)
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Figura 4. Confirmacgao de mortalidade de ninfas de 1° (A), 2° (B) e 3° instar (C) de A. cocois com C. javanica as
concentragdes de 1x107, 5x107, 1x108 e 5x108 conidios mL™! em experimentos conduzidos em casa telada, aos 20
DAP. Os percentuais de confirmagio de mortalidade foram ajustados com modelagem segundo modelo GLM com

distribui¢do binomial
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Figura 5. Emergéncia de adultos de A. cocois tratados com C. javanica as concentragdes 1x107, 5x107, 1x10% e
5x10® conidios mL!. Experimento conduzido em casa telada. As curvas foram ajustadas de acordo com modelos

nao lineares Log-logistico.



52

_
o P
S

Mortalidade confirmada (%)

T T I

14 20
B Log (Dias ap6s tratamento)

100

80 —
=
@
o
o
2 60
[}
©
(=]
£
L]
=]
(=]
i 40 —
£
E
o
=]
o

20 —

0
1=107 5x107 1x108 5x10°

Concentragdo conidios mL-'

Figura 6. Confirmacdo de mortalidade de ninfas de 4° instar, aos 20 DAP (A) e adultos, aos 25 DAP (B) de A.
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conduzidos em casa telada. Os percentuais de confirmacdo de mortalidade foram ajustados com modelagem
segundo modelo GLM com distribui¢do binomial



CAPITULO 2
COMPATIBILIDADE DE Cordyceps javanica ( HYPOCREALES:
CORDYCIPITACEAE) COM INSETICIDAS E FUNGICIDAS IN VITRO E EM
NINFAS DE Aleurodicus cocois
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RESUMO

A compatibilidade in vitro de Cordyceps javanica foi avaliada com a maior dose de inseticidas:
Acetamiprido + Etofenproxi; Deltametrina; Espinetoram; Flupiradifurona e fungicidas:
Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazol e Azoxistrobina + Difenoconazol registrados
para o cajueiro, bem como a eficiéncia de C. javanica em 5 x 107 conidios/mL"! pulverizado
sozinho ou em combinagdo com fungicidas a ninfas de 2° instar Aleurodicus cocois em folhas
de cajueiro. A Compatibilidade in vitro foi investigada quanto a germinacdo de conidios,
crescimento vegetativo, conidiogénese e unidades formadoras de coldnia (UFC). A eficacia das
pulverizagdes foi expressa percentual de mortalidade, mortalidade confirmada e estimativa do
tempo letal (TLso) para as ninfas avaliadas. As combina¢des com o inseticida Flupiradifurona
e o fungicida M. alternifolia ndo alteraram o desenvolvimento de C. javanica. O crescimento
vegetativo de C. javanica nio foi afetado pelas combinagdes com inseticidas e as combinagdes
com M. alternifolia e Sulfur. A conidiogénese ndo foi afetada pela maioria das combinacdes
com inseticidas, mas foi por todas as combina¢des com fungicidas. Na contagem de UFC
apenas a combinacdo com M. alternifolia ndo diferiu da testemunha. A maioria das
combinacdes com fungicidas teve um impacto negativo na capacidade de infec¢ao de C.
Jjavanica em ninfas de A. cocois. As pulveriza¢des que utilizaram apenas o entomopatogénico
causaram uma mortalidade > 78% em ninfas e em combinacdo com M. alternifolia. A
Confirmagdo de mortalidade foi observada, em C. javanica + Difenoconazol: > 3,9%; + Sulfur:
> 10,9%; + M. alternifolia: > 65,1%. O TLso foi determinado para mortalidade e sua
confirmacao em apenas C. javanica e sua combinagdo com M. alternifolia.

Palavras-chave: Combinacdes de pesticidas; Controle microbiolégico; Fungo

entomopatogénico; Tempo letal.
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ABSTRACT

The in vitro compatibility of Cordyceps javanica was assessed with the highest dose of
insecticides: Acetamiprid + Etofenprox; Deltamethrin; Spinetoram; Flupyradifurone, and
fungicides: Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazole; and Azoxystrobin +
Difenoconazole registered for cashew trees, as well as the efficacy of C. javanica at 5 x 107
conidia/mL! sprayed alone or in combination with fungicides on second instar Aleurodicus
cocois nymphs on cashew leaves. In vitro compatibility was investigated regarding conidial
germination, vegetative growth, conidiogenesis, and colony-forming units (CFU). The efficacy
of sprays was expressed as percentage mortality, confirmed mortality, and estimated lethal time
(TLso) for the evaluated nymphs. Combinations with the insecticide Flupyradifurone and the
fungicide M. alternifolia did not alter the development of C. javanica. The vegetative growth
of C. javanica was not affected by combinations with insecticides and combinations with M.
alternifolia and Sulfur. Conidiogenesis was not affected by most combinations with insecticides
but was by all combinations with fungicides. In CFU counting, only the combination with M.
alternifolia did not differ from the control. Most combinations with fungicides had a negative
impact on the infectivity capacity of C. javanica on A. cocois nymphs. Sprays using only the
entomopathogenic caused mortality >78% in nymphs, both alone and in combination with M.
alternifolia. Mortality confirmation was observed in C. javanica + Difenoconazole: >3.9%; +
Sulfur: >210.9%; + M. alternifolia: >65.1%. The TLso was determined for mortality and its
confirmation in C. javanica alone and in combination with M. alternifolia only.

Keywords: Microbiological control; Entomopathogenic fungus; Lethal time; Pesticide

combinations.
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10 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.), ¢ uma arvore perene pertencente a familia de
plantas Anacardiaceae. Essa espécie € origindria do Brasil (Jeyavishnu et al. 2021) com
destaque para a sua presenca no Nordeste do pais (Alabi et al., 2023). O cultivo estende-se por
mais de seis milhdes de hectares em mais de trinta paises, sendo a segunda castanha comestivel
mais relevante economicamente (Savaddi et al., 2022). Dentre os elementos bidticos que
exercem influéncia na producdo dessa cultura, as pragas surgem como fatores que
consideravelmente limitam os ganhos de produgdo ao longo dos periodos de plantio.

Dentre as pragas pode se citar (Aleurodicus cocois (Curtis)) (Hemiptera: Aleyrodidae),
praga-chave do cajueiro e que estd disseminada em todas as dreas de cultivo do nordeste do
Brasil (Saraiva et al., 2022). Esse inseto se surge em surtos esporadicos, mas intensos, causando
perdas de produtividade de at€é 90% (Carneiro et al., 2006). A mosca-branca-do-cajueiro € um
inseto sugador de seiva que causa danos diretos as plantacdes durante a alimentacdo, ainda
provoca danos indiretos ao promover a proliferacdo de fungos (Capnodium sp.) (Goiana et al.
2020).

O controle da mosca-branca nas plantacdes de caju € um desafio devido as caracteristicas
intrinsecas desta praga, tais como sua alta capacidade de dispersao e alto potencial reprodutivo
(Alfaia et al., 2018). O cajueiro € suscetivel tanto a pragas como a uma série de doengas, como
antracnose, mofo preto, mancha angular, gomose e oidio, que afetam a produtividade e a
qualidade de seus produtos (Wonni et al., 2017). Estratégias integradas de manejo podem ser
alternativas para em conjunto diminuir esses diferentes danos.

O uso de fungos entomopatogénicos podem ser encarados como uma opg¢ao dentro do
manejo dessa praga (Souza et al. ,2022). A combinacdo de métodos de controle com outras
taticas emerge como uma alternativa para aprimorar estratégias de manejo mais eficazes. Os
inseticidas podem atuar como estressor, enfraquecendo a cuticula do inseto, reduzindo a
mobilidade ou interferindo na remogao de conidios pelo comportamento de limpeza dos insetos,
tornando-o mais vulnerdvel a fixacdo e entrada dos entomopatdgenos fingicos (Kumar et al.,
2018). Diferentemente dos inseticidas, a maioria dos fungicidas, independentemente da
formulacao utilizada, exercem quase sempre efeito toxico sobre os entomopatdgenos fingicos
(Kouassi, et al., 2003; Shah et al., 2009; Celar & Kos, 2016).

Dado que a agricultura continua a depender significativamente de pesticidas para mitigar
problemas relacionados a pragas e doengas, torna-se essencial compreender o impacto de cada

um desses pesticidas nos entomopatégenos quando utilizados (Khun et al., 2021). Acredita-se
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que a interacdo entre C. javanica e alguns pesticidas pode potencializar a eficidcia no manejo de
moscas-brancas-do-cajueiro.

O objetivo deste estudo foi avaliar a compatibilidade in vitro de C. javanica com pesticidas
(inseticidas e fungicidas) registrados para a cultura do cajueiro, bem como a eficiéncia de C.
Jjavanica sozinho ou em combinagdo com a maior concentragdo recomendada de fungicidas
(extrato de Melaleuca alternifolia; Sulfur; Difenoconazol e Azoxistrobina + Difenoconazol) a

ninfas de A. cocois em folhas de cajueiro.

11 MATERIAL E METODOS

11.1 Criacao de insetos e cultivo de plantas
A formacao de populagdes de A. cocois e cultivo de mudas de cajueiro seguiu a metodologia

descrita no capitulo 1 — Criacdo de insetos e cultivo de plantas.

11.2 Pesticidas e preparacao fliingica para os bioensaios

A formulagdo comercial dos pesticidas utilizados nos experimentos, estio citadas (Tabela
5). Todos os tratamentos seguiram a maior dose recomendada para a cultura do cajueiro (A.
occidentale) segundo recomendacdes dos fabricantes (Agrofit 2023).

Especificagdes do produto comercial e sua preparacdo para os bioensaios seguiram

conforme a metodologia do artigo 1 — Preparacdo flingica para os bioensaios.

11.3 Compatibilidade in vitro entre C. javanica e pesticidas

O impacto dos pesticidas em suas concentracdes mais elevadas de ingrediente ativo
registradas para a cultura do cajueiro foi investigado quanto a germinacdo de conidios,
crescimento vegetativo, conidiogénese e unidades formadoras de colonia (UFC) de C. javanica
em condic¢des in vitro. Cada concentra¢io do pesticida foi incorporada a 50 mL de suspensdo
fiingica contendo 5 x 107 conidios/mL™! em dgua destilada estéril, utilizando frascos Erlenmeyer
de 100 mL.

O controle consistiu em conidios suspensos em agua destilada estéril e, para aplicacOes in
vivo, outro controle com apenas dgua destilada estéril. Cada combinacao de conidios fingicos
com inseticidas ou fungicidas, foi constituido por trés repeticdes. Para simular a mistura em
tanque de conidios flingicos e pesticidas, as combinacdes foram agitadas em vortice por dois

minutos e mantidas em agitacdo constante em um agitador rotativo a 25°C, com 250 rpm,
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durante duas horas antes da amostragem, seguindo a metodologia descrita por Silva et al.
(2013).

Para avaliar a germinacdo dos conidios, uma aliquota de 25 pL (microlitros) foi aplicada
em placas de Petri (60 mm) contendo cinco mL de meio Batata Dextrose Agar (BDA) utilizando
uma micropipeta. Apds a inoculacio dos conidios, as placas foram colocadas em cdmaras de
crescimento a uma temperatura de 26 + 1°C, umidade relativa de 70 £ 10%, com um fotoperiodo
de 12 horas. A andlise da germinacdo dos conidios teve inicio apds 16 horas de incubagio.
Foram observados 200 conidios aleatdrios por placa, utilizando um microscopio de contraste
de fase com uma ampliagcdo de 400x. Considerou-se que os conidios haviam germinado quando
o tubo germinativo ultrapassava o didmetro do préprio conidio. Nos casos em que ndo ocorria
o desenvolvimento do tubo germinativo, foram realizadas avaliagdes adicionais em periodos de
quatro horas. As andlises foram concluidas quando uma porcentagem superior a 90% de
germinacdo foi alcancada. Para os tratamentos que ndo atingiam essa porcentagem a contagem
foi encerrada ap6s 48 horas.

Para avaliar o crescimento micelial e a producdo de conidios, foram inoculados 10 pl de
cada suspensdo original de conidios misturada com cada concentragdo de pesticida, conforme
descrito anteriormente, no centro de uma placa de Petri (90 mm) contendo BDA (dez ml por
placa). As placas foram dispostas em uma camara de crescimento a 26 = 1°C, com 70 £ 10%
de umidade relativa e um fotoperiodo de 12 horas. O crescimento radial do fungo na coldnia
foi determinado durante trés, cinco, sete e dez dias, usando um paquimetro digital de 150mm -
6 Pol. (KINGTOOLS-502-150BL). No décimo dia, toda a colonia foi recortada e transferida
para um tubo de centrifuga de 50 mL contendo dez mL de dgua destilada autoclavada +
Tween 80 (0.01% v/v) e agitada vigorosamente por trés minutos, de modo a desalojar os
conidios do BDA. Em seguida, foram realizadas dilui¢cbes sucessivas até obter-se uma
suspensdo adequada para a contagem de conidios que foi feita por meio de uma camara de
Neubauer em microscopio de contraste de fase com uma ampliacdo de 400x. A producgado de
conidios foi registrada e expressa como o nimero de conidios por drea da colonia (cm?).

Além disso, a concentracdo de unidades formadoras de colonias (UFC) de C. javanica
também foi testada. Cada concentracdo de pesticida foi incorporada a 30 mL de suspensio
fingica contendo 1 x 10° conidios/ml em dgua destilada estéril, utilizando tubos Falcon de 50
mL. A simulagcdo da mistura em tanque de conidios flingicos e pesticidas também foi realizada.
Para avaliar as unidades coloniais, uma aliquota de 50 pL foi aplicada em placas de Petri (90
mm) contendo 10 ml de meio BDA, utilizando uma micropipeta. Apds a inoculagdo dos

conidios, as placas foram colocadas em camaras de crescimento a uma temperatura de 26 +
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1°C, umidade relativa de 70 £ 10%, com um fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco dias, as
colonias individuais foram contadas. Os resultados foram expressos como o nimero de

unidades formadoras de colonias (UFC).

11.4 Interacao entre C. javanica e fungicidas sobre ninfas de A. cocois

Um experimento em condi¢des de telado foi conduzido, pulverizando uma mistura de C.
javanica a uma concentracdo de 5 x 107 conidios/mL!, juntamente com todos fungicidas dos
tentes in vitro em suas concentragdes mais elevadas de ingrediente ativo, conforme registradas
para a cultura do cajueiro. Esse ensaio teve o propdsito de avaliar possiveis alteracdes nos
efeitos de mortalidade nas ninfas de 2° instar de A. cocois, além disso, foram realizadas
aplicacdes apenas com fungicidas em nivel de comparacdo. Também, foi simulada a mistura
em tanque de conidios fungicos e pesticidas. Um tratamento de controle consistindo na
aplicacdo apenas de dgua destilada estéril foi incluido em todos os bioensaios.

As aplicagdes foram realizadas na face inferior das folhas contendo ninfas de segundo
instar, dado a mobilidade das ninfas de 1° instar, consideradas no primeiro capitulo dessa
dissertacdo, mais susceptiveis. Para pulverizagao foi utilizando um microsprayer (agulha de 0,3
mm, aerdgrafo Paasche® tipo H) conectado a uma bomba de vacuo, calibrado para 250 pl por
folha, garantindo cobertura uniforme. As plantas tratadas foram mantidas em telado. As
condi¢des microcliméticas foram registradas usando um registrador de dados. A temperatura
variou de 37,9 a 47,3°C (média de 40,10°C), e a umidade relativa (UR) variou de 51,7 a 81,5%
(média de 60,9%) durante o experimento.

As cinco repeti¢des (tubetes) por tratamento continham uma planta de cajueiro cada uma,
com 180 dias de idade e pelo menos quatro folhas cada. A sobrevivéncia das ninfas foi
registrada aos trés, cinco, sete, dez e 15 dias apds a pulverizacdo, contando-se ninfas mortas e
vivas sob uma lupa (Stemi 305/508 — 5:1).

A determinacdo da mortalidade seguiu a metodologia descrita por Boaventura et al. (2021),
as ninfas que apresentaram desidratagdo ou sintomas amarelados com crescimento micelial ou
conidial foram consideradas mortas devido a acdo de C. javanica. As folhas foram incubadas
em placas de Petri (90 mm) com um algodao umido adicionado ao peciolo por 10 dias em uma
camara de crescimento (BOD) a 26 °C, 70-80% de umidade relativa, com fotoperiodo de 12
horas. As ninfas marcadas como mortas e que apresentavam esporulacdo foram também

consideradas infectadas pelo fungo, sendo utilizadas para confirmar a mortalidade.
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11.5 Analise estatistica dos dados

Para o experimento in vitro, varidveis continuas: conidios por coldnia, crescimento micelial
e UFC, foram conduzidas andlises de variancia (ANOVA). Os testes de normalidade dos
residuos (Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade de variincia (Levene's) foram utilizados
para seguir as pressuposicdes necessdrias para a andlise estatistica. Com isso, teste de
compara¢do de média (LSD Fisher) foi utilizado para verificar diferenga entre os tratamentos.
O parametro de germinacao foi ajustado por meio de um Modelo Linear Generalizado (GLM)
devido a auséncia de normalidade. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o
software R na versao 4.3.2, conforme indicado pelo R Core Team (2023).

A eficédcia das pulverizacdes in vivo foi avaliada e comparada a partir da viruléncia das
concentracoes do fungo aplicadas em ninfas de 2° instar. As andlises estatisticas foram
conduzidas utilizando o software R na versdo 4.3.2, conforme indicado pelo R Core Team
(2023), utilizando o pacote DRC. Para isso foi expresso percentual de mortalidade, mortalidade
confirmada (percentual de caddveres de insetos com micose flingica) e estimativa do tempo
letal (TLso) para as ninfas avaliadas, com ajuste de modelos ndo lineares (Gompertz e Weibull)
(Ritz et al 2015).

Ap0s o ajuste do modelo, procedeu-se a verificagdo do comportamento das curvas ao longo
do periodo avaliado sobre sua semelhanca (Dette et al., 2018). A partir dessa andlise € possivel
observar uma estatistica de teste (matriz D2) comparada com uma distribuicdo qui-quadrado
(x> com 1 grau de liberdade. Se for o caso, fixou o a 5% e foi considerado a decisdo com base
no P — valor, onde P < 0,05 para significancia (Dette et al., 2018).

Os TLso foram determinados a partir das curvas ajustadas. Os intervalos de confianca dos
TLso construidos com base nos valores encontrados, em que foi considerado semelhantes
quando tais intervalos se entrecruzavam. Para expressar a confirmacdo da mortalidade de
adultos, um Modelo Generalizado Linear (GLM) foi aplicado com funcdo de distribui¢do

binomial e link logit.

12 RESULTADOS

12.1 Compatibilidade in vitro entre C. javanica e pesticidas
12.1.1 Germinagdo
As combinacdes com o inseticida Flupiradifurona (P = 0,73) e o fungicida M. alternifolia

(P = 0,09) nao alteraram o desenvolvimento de C. javanica (Fig. 7). Nos demais tratamentos,
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as combinagdes com os inseticidas Acetamiprido + Etofenproxi (P = 0,02) e Espinetoram (P =
0,0024) e o fungicida Difenoconazol (P = 0,004) diferiram estatisticamente do tratamento
controle (Tabela 6).

A germinagdo foi afetada e ndo ocorreu o desenvolvimento de tubos germinativos de C.
javanica com as combinacOes com o inseticida Deltametrina e fungicidas Azoxistrobina +

Difenoconazol e Sulfur (Fig. 7).

12.1.2 Crescimento vegetativo

O crescimento micelial de C. javanica ndo foi afetado pelas combina¢des com inseticidas
(C. javanica: cm? = 1,86; Acetamiprido + Etofenproxi: cm? = 1.89; Deltametrina cm? = 1,74;
Espinetoram cm? = 1,80; Flupiradifurona cm? = 1,91).

Essa caracteristica favordvel ao fungo também foi exibida em alguns tratamentos em
misturas com fungicidas (fig. 8A). As combina¢des (M. alternifolia: cm? = 1,51; Sulfur cm? =
1,37) ndo diferiram estatisticamente do fungo (C. javanica: cm? = 1,52). Os demais tratamentos
reduziram a drea de crescimento de C. javanica (Fig. 8B). Esse decréscimo foi observado em

(Difenoconazol cm? = 1,096; Azoxistrobina + Difenoconazol: cm2 = (,75).

12.1.3 Conidiogénese

A produgio de conidios por coldnia de C. javanica (4,02 x 10° ml") ndo foi afetada pela
maioria das misturas com inseticidas (Fig. 9A). Os resultados das concentragdes foram —
Acetamiprido + Etofenproxi: (3,6 x 10° ml'!); Espinetoram (3,5 x 10° ml!'); Flupiradifurona
(3,8 x 10° mI'"). Apenas a mistura com Deltametrina afetou essa producdo de conidios (3,2 x
10°ml™).

Todas as misturas com fungicidas apresentaram diferenca estatistica entre si e em
comparagdo com a producdo de conidios da testemunha (Fig. 9B). A producdo de conidios do
entomopatogénico quando tratado com fungicidas sofreu decréscimos significativos: C.
javanica (4,02 x 10° ml"); M. alternifolia (2,9 x 10° ml'"); Sulfur (2,3 x 10° ml");

Difenoconazol (1,5 x 10° ml'!); Azoxistrobina + Difenoconazol (0,8 x 10° m1™).

12.1.4 Unidades formadoras de colonia
Na contagem de UFC combinagdes com inseticidas, a testemunha apresentou resultados de
UFC mais alta em comparac¢ido com todos os outros tratamentos (Fig. 10B). A combinac¢do com

Deltametrina apresentou um decréscimo na produ¢dao de UFC, enquanto os tratamentos com
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Acetamiprido + Etofenproxi, Espinetoram e Flupiradifurona formaram um grupo homogéneo
com valores mais baixos (Fig. 10A).

As combinagdes com fungicidas, o tratamento com M. alternifolia nao diferiu da
testemunha (Fig. 10B), enquanto os demais (Difenoconazol, Sulfur e Azoxistrobina +
Difenoconazol) também formaram outro grupo estatistico com menores valores de UFC (Fig.

10B).

12.2 Interacao entre C. javanica e fungicidas sobre ninfas de A. cocois

A maioria das combinac¢des com fungicidas teve um impacto negativo na capacidade de
infecgio da concentracdo de C. javanica 5 x 10’ ml"! em ninfas de 2° instar de A. cocois (Fig.
11A). As pulverizagdes que utilizaram apenas o entomopatogé€nico causaram uma
mortalidade > 78% em ninfas, em 15 DAP, uma porcentagem que também foi alcancada na
combinacdo de C. javanica + M. alternifolia, o Gnico tratamento sem diferenca estatistica em
relacdo ao fungo pulverizado sozinho (Tabela 7).

A combinacido com Sulfur também resultou em mortalidade, atingindo mais de 22,5% de
ninfas mortas em 15 DAP (Figura 11A). Os tratamentos que receberam pulverizacOes apenas
com fungicidas ndo demonstraram valores expressivos de mortalidade, todos semelhantes
estatisticamente ao tratamento controle (sem C. javanica) (Tabela 3).

Os sinais de infeccdo flingica (confirmacdo de mortalidade) foram observados apenas nas
combinagdes com Sulfur e M. Alternifolia (Fig. 11B). A confirmacdo de mortalidade, em 20
DAP, apresentou resultados nas combinagdes de C. javanica + Difenoconazol: > 3,9%; +
Sulfur: > 10,9%; + M. alternifolia: > 65,1%, sendo esta udltima a tunica semelhante
estatisticamente a pulverizacdo apenas do fungo: > 64,4% (Tabela 8).

O TLso foi determinado para mortalidade e sua confirmagdo em apenas dois tratamentos
(Tabela 8). A pulverizagdo realizada apenas com C. javanica apresentou TLso 6,5 e 15,2,
enquanto a combinagdo com M. alternifolia mostrou TLso de 6,3 e 11,9, respectivamente

(Tabela 8).

13 DISCUSSAO

Com essa pesquisa foi possivel demonstrar que inseticidas quimicos testados in vitro, ndo
alteraram em sua maioria o efeito entomopatogénico de C. javanica, podendo estabelecer uma
alternativa em conjunto de controle. Em todos os tratamentos, a maior dose registrada do

inseticida foi utilizada, certamente as doses mais altas causaram maior variacdo nesses
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resultados. Nos estudos por Santos et al., (2018) a germinacdo de conidios, crescimento micelial
e producdo de conidios de C. javanica ndo foram afetados pelas concentragdes de spiromesifen
testadas em seus experimento, embora a producdo de conidios tenha sido significativamente
reduzida a medida que a concentracdo de buprofezina aumentava.

Esses resultados apresentaram certa variacao quanto a combinagdo com Deltametrina. Esse
inseticida foi testado com Beauveria bassiana (Forlani et al. 2014) quanto a possiveis
mecanismos de desintoxicacdo do inseticida. Os autores observaram que a exposicao induziu
dois genes pertencentes a fase de desintoxicacdo e do sistema antioxidante, sugerindo ativagcao
mecanismos de defesa em resposta aos efeitos deletérios da Deltametrina. Estudos futuros,
podem se concentrar em demonstrar o potencial uso de C. javanica em combinac¢ido com todos
os inseticidas testados em doses reduzidas, com a visdo de aumentar a mortalidade de pragas
em concentracdes subletais.

Muitos insetos sugadores, além de pragas, também sdo vetores de doencas (Rani et al.,
2020). Os efeitos de compatibilidade in vivo de C. javanica com fungicidas sintéticos, também
foram testados e todas demonstraram efeitos significativos, diferindo e ndo apresentando a
capacidade entomopatogénica do fungo, quando pulverizado sozinho. Fungicidas aplicados em
altas taxas de aplicacdo com ativos inerentemente prejudiciais a germinagdo e crescimento
fingicos representam risco para a introdu¢do bem-sucedida de fungos entomopatogénicos em
programas de protecdo de culturas Khun et al., (2021). O efeito de detrimento em outras
espécies do género Cordyceps em mistura com fungicidas foi igualmente observado por alguns
autores (D'Alessandro et al., 2011; Demirci et al., 2011; Demirci & Denizhan, 2010).

Os fungicidas triazdlicos tém efeitos mais diversos sobre fungos entomopatogénicos
(Litwin et al., 2020). A azoxistrobina teve um efeito adverso em todos os bioensaios realizados.
Mesmo com semelhancga estatistica, é possivel ver melhorias em suas caracteristicas fungicas
quando combinado apenas com difenoconazol. Essa substancia apresentou reducdo no
crescimento e na esporulacdo de B. bassiana e Metarhizium anisopliae, sendo altamente
prejudicial para a producdo e crescimento de conidios de C. fumosorosea (D'Alessandro et al.
2011; Fiedler e Sosnowska 2017).

Ao ser combinado com enxofre, C. javanica apresenta certa viruléncia, ndo chegando,
porém, a niveis semelhantes ao controle. A mortalidade nesse tratamento resultou em < 22,5%
aos 15 DAP e uma confirmacao < 11% aos 15 DAP. Estudos realizados com B. bassiana
tiveram resultados semelhantes quanto a viruléncia e confirmacao de mortalidade (Dara, 2017).

Espécies do género Cordyceps geralmente sdo sensiveis a fungicidas (Avery et al. 2013).

Na tentativa de driblar esse efeito antagénico Khun et al., (2021) sugerem realizar estudos de
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degradacdo de residuos para determinar os intervalos adequados entre a aplicacdo desses
tratamentos e quaisquer aplicagcdes subsequentes de entomopatdgenos. Com essas informacdes
serd possivel conduzir estudos mais abrangentes sobre como pragas, respondem a tratamentos
sequenciais ou combinados de pesticidas e entomopatdgenos.

A descoberta do uso combinado entre C. javanica com extrato de M. Alternifolia, surge
como alternativa para o controle em conjunto de problemas futuros em agroecossistemas, para
reduzir em conjunto populagdes de pragas — insetos e doengas. Esse 6leo essencial é
caracterizado por uma riqueza em monoterpenos € tem sido objeto de investigacdo como um
agente antimicrobiano alternativo (Carson et al., 2006; Costa Gonsalves et al., 2023; Rocha

Neto et al., 2019; Zhang et al., 2018).

14 CONSIDERACOES FINAIS

A combinagdo entre os inseticidas e C. javanica, em sua maioria, ndo causaram efeitos
negativos ao desenvolvimento do fungo. No entanto, observou-se um impacto negativo na
formacdo de Unidades Formadoras de ColOnia dessas combinacdes. Por outro lado, as
combinagdes envolvendo fungicidas sintéticos demonstraram efeitos prejudiciais tanto na
producdo in vitro quanto na capacidade de infeccdo de C. javanica em ninfas de A. cocois. A
combinacdo com M. alternifolia ndo comprometeu a capacidade entomopatogénica de C.

javanica.
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Tabela 5 Grupos quimicos de pesticidas, ingredientes ativos, concentragdes e maior dose registrada para

Concentracio de

Maior Dose registrada

uso no cajueiro
Grupo quimico Ingrediente Ativo ingrediente ativo
Inseticidas
Neonicotinoide + Acetamiprido +
Piretréide Etofenproxi 167 g/l + 300 g/l S0 mL/ha
Piretréide Deltametrina 200 mL/ha
Espinosina Espinetoram 120 g/ha
Butenolida Flupiradifurona 1 L/ha
Fungicidas
Estrob'llurma + Az.ox1strob1na + 200 + 125 g/L 400 ml/ha
Triazol Difenoconazol
Triazol Difenoconazol 12 mL/ha
Enxofre Sulfur 600 g/ha
Oleo essencial Melaleuca alternifolia 1,5 L/ha
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Tabela 6 Germinac@o de conidios de C. javanica com concentragdo 5 x 107 conidios mL"! sozinho ou combinado
com pesticidas com modelagem segundo modelo GLM com distribui¢do binomial, Pardmetro do modelo nio linear
e parametro P (P < valor). Consideracéo significativamente diferentes em P < 0,05.

Germinacio de conidios

Ingrediente Ativo Estimativa  Erropadrio  Valorde T  Valor de P
Inseticidas
C. javanica * -0,0017 0,0033 -0,511 0,6230
2 4+ Acetamiprido + Etofenproxi -0,0135 0,0046 -2,909 0,0196
2 4 Deltametrina® - - - -
4+ Espinetoram -0,0202 0,0046 -4,375 0,0024
2 + Flupiradifurona -0,0017 0,0046 -0,362 0,7267
Fungicidas
a -0,00167 0,0072 -0,233 0,8239
2 4+ Azoxistrobina + Difenoconazol ® - - - -
2 + Difenoconazol -0,0709 0,0102 -6.926 0,0004
a4 Sulfur® - - ; -
a4+ M. alternifolia -0,02024 0,0102 -1.990 0,0938

*Testemunha positiva.
b Tratamento sem resposta de germinagdo.
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Tabela 7 Valores de P (P< valor) das comparagdes das curvas de mortalidade para ninfas de 2° instar de A. cocois ap6s tratamento com C. javanica e/ou misturas com fungicidas
na concentragdo 5 x 107 conidios mL™!' em casa telada. Foi aplicado o Modelo Generalizado Linear (GLM) com fung@o de distribui¢fio binomial para o célculo dos valores de P. As
curvas foram consideradas significativamente diferentes em P<0,05.

2° instar
Mortalidade ninfal
M.
Tratamentos Controle C. javanica® alternifolia * + M. alternifolia Sulfur * + Sulfur Difenoconazol * + Difenoconazol Azoxistrobina + Difenoconazol
C. javanica ° <0,0001 - - - - - - - -
M. alternifolia 1,0000 <0,0001 - - - - - - -
2+ M. alternifolia <0,0001 0,7773 <0,0001 - - - - - -
Sulfur 0,5323 <0,0001 0,5120 <0,0001 - - - - -
4 + Sulfur 0,0466 <0,0001 0,0429 <0,0001 0,1703 - - - -
Difenoconazol 0,8415 <0,0001 0,8875 <0,0001 04166  0,0293 - - -
 + Difenoconazol 0,6468 <0,0001 0,6242 <0,0001 0,8415 0,1245 0,5169 - -
Azoxistrobina + Difenoconazol 0,8875 <0,0001 0,9203 <0,0001 0,4543  0,0343 1,0000 0,5598 -
* 4+ Azoxistrobina + Difenoconazol  0,8875 <0,0001 0,9203 <0,0001 0,4503  0,0341 1,0000 0,5598 1,0000
Confirmacio de Mortalidade
M.
Tratamentos Controle C. javanica® alternifolia * + M. alternifolia Sulfur * + Sulfur Difenoconazol * + Difenoconazol Azoxistrobina + Difenoconazol
C. javanica * <0,0001 - - - - - R R ]
M. alternifolia 1,0000 <0,0001 - - - - - - -
2+ M. alternifolia <0,0001 0,2713 <0,0001 - - - - - -
Sulfur 1,0000 <0,0001 1,0000 <0,0001 - - - - -
4 4+ Sulfur 0,2815 0,0001 0,2815 <0,0001 0,2815 - - - -
Difenoconazol 1,0000 <0,0001 1,0000 <0,0001 1,0000 0,2815 - - -
4 + Difenoconazol 0,7184 <0,0001 0,7184 <0,0001 0,7184  0,4751 0,7184 - -
Azoxistrobina + Difenoconazol 1,0000 <0,0001 1,0000 <0,0001 1,0000 0,2815 1,0000 0,7184 -
4 + Azoxistrobina + Difenoconazol 1,0000 <0,0001 1,0000 <0,0001 1,0000 0,2815 1,0000 0,7184 1,0000

2Testemunha positiva.
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Tabela 8 Estimativas dos parAmetros de modelos ndo lineares e tempo letal médio (TL?) de ninfas de 2° instar de
A. cocois ap6s tratamento com C. javanica e/ou em misturas com fungicidas na concentragfo 5 x 107 conidios mL-

''em casa telada.

Tratamentos Modelo Pardmetros do modelo ? TLso (C195%)
B C d e
Mortalidade

Controle 7444  706,7 19,16 -5,31 x 10" -d

C. javanica ° -572,3 43,35 782,9 5185,00 6,5(3,6-9,3)
M. alternifolia 5942 571,5 15,57 4,221 x 10" -

2+ M. alternifolia -355,6 -6,4 805,1 4184,0 6,3(12,7-9,9)
Sulfur Gompertz -2101,0 -0,02 81,84  3910,0 -
2 + Sulfur -609,5 -0,4 232,8 3732,0 -
Difenoconazol ® - - - - -
2 + Difenoconazol -322,6 -530,6 75,11 -3517,0 -
Azoxistrobina + Difenoconazol 2122 238,33 6,45 2,43x10% -
2 + Azoxistrobina + Difenoconazol 2053 230,8 624 4,05x10Y -

Confirmacio
Controle® - -c - - -
C. javanica ° -2,09 0,89 11,63 15,2 (13,7 - 16,6)
M. alternifolia® - - - - -
A+ M. alternifolia -1,85 0,76 7,48 11,9 (10,6 - 13,2)

Sulfur ® . - - - - -
* 4 Sulfur Weibull 75 013 132 -
Difenoconazol ® - - - - -
2 + Difenoconazol 1,45 0,05 7,71 -

Azoxistrobina + Difenoconazol ®
2 + Azoxistrobina + Difenoconazol ®

2 Pardmetros do modelo: B = B é o fator de inclinag@o em torno do pardmetro "e";

"o,

C = € a assimetria mais baixa

da curva; d = € a assimetria mais alta da curva; e = é o ponto de inflexdo da curva; f = parAmetro de referéncia de

simetria relacionado a hormese.
*Testemunha positiva.

®Valor nio identificado.

¢ Parametro néo faz parte do modelo.
4TLso ndo identificada.
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Figura 7. Germinagdo in vitro de C. javanica na concentragdo 5 x 107 conidios/ml’!, em mistura com inseticidas
(A) e fungicidas (B), apés 16h. Os percentuais de Germinagdo foram ajustados com modelagem segundo modelo
GLM com distribui¢do binomial
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Figura 8. Crescimento micelial (cm?) in vitro de C. javanica na concentra¢do 5 x 107 conidios/ml™!, em mistura
com inseticidas (A) e fungicidas (B), apds 10 dias. As médias de crescimento micelial (cm?) foram avaliadas pela

ANOVA, pelo teste de homoscedasticidade de variancias e comparadas pelo teste LSD Fisher
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Figura 9. Conidios por coldnia in vitro de C. javanica na concentragdo 5 x 107 conidios/ml!, em mistura com
inseticidas (A) e fungicidas (B), ap6s 10 dias. As médias de conidios por col6nia foram avaliadas pela ANOVA,
pelo teste de homoscedasticidade de variincias e comparadas pelo teste LSD Fisher
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Figura 10. Unidades formadora de colonia (UFC) in vitro de C. javanica na concentragdo 5 x 107 conidios/ml,
em mistura com inseticidas (A) e fungicidas (B), apds 5 dias. As médias de Unidades formadora de col6nia (UFC)
foram avaliadas pela ANOVA, pelo teste de homoscedasticidade de variancias e comparadas pelo teste LSD Fisher



76

A
100 Controle
A C javanica
v M aliernifolia
/‘c'\ 80 = ® Cjavanica + M aliernifolia
&~ A Sulfur
Tet O C javanica + Sufur
,.8 60 14 0 Difenoconazol
< * € javanica + Difenoconazol
B & Azousstrobina + Difenocenazol
Tﬁ 40 _| % C javanica + Azoxistrobina + Difenoconazol
=
Q
2 20 -
0 —
I T I I I
3 5 7 10 15
B Log (DAP)
— - Cenirole
S0 ¢ ot
— v M alternifolia
Fg w  Cjavanica = M alternifolia
& Sulfur
= 5073 sy
# O javarica + Difenoconazol
.':'. + Azoxistrobina + Difenoconazol
t'lE 60 - . javarica + Azoxistrobina + Difenoconazol
o
Q
(0]
- 40 ]
[~
=
—
% 20
O &————————_———— ———— . — — — — —
= S — imizie S

Log (DAP)

Figura 11. Mortalidade (A) e confirmago de mortalidade (B) de ninfas de 2° instar A. cocois com aplica¢des de
C. javanica em concentragio de 5x107 conidios mL-!' em experimentos conduzidos em casa telada. As curvas foram

ajustadas de acordo com modelos ndo lineares Gompertz (A) e Weibull (B)
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