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Resumo

SUMBULEIRO, Arminda Davane. Prospeccao de iscas toxicas para o controle de
Gryllus assimilis (Orthoptera: Gryllidae). Orientador: Flavio Roberto Mello Garcia.
2024. 66f. Dissertacdo (Mestra em Ciéncias) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas, 2024.

As plantacdes de eucalipto, assim como qualquer ambiente de monocultura, podem
sofrer ataques de pragas, uma vez que estes ambientes proporcionam condi¢bes
favoraveis ao desenvolvimento e permanéncia de doencas e insetos, que dependendo
do nivel populacional podem atingir o status de praga. Dentre os insetos-pragas
associados as florestas de eucalipto, destaca-se Gryllus assimilis (Fabricius, 1775)
(Orthoptera: Gryllidae), que causa danos as plantulas e mudas de eucalipto até o
segundo ano de plantio. Para Eucalyptus, ndo existe recomendacdo de uso de
inseticidas quimicos sintéticos para o controle de grilos. O presente trabalho objetivou
prospectar em laboratério iscas toxicas para o controle de Gryllus assimilis
(Orthoptera: Gryllidae), com destaque a substancias menos prejudiciais aos
ecossistemas, como 0leos essenciais e fungos entomopatogénicos. Primeiramente,
foram realizados testes de preferéncia alimentar de G. assimilis em quatro tipos de
farinhas vegetais: aveia, trigo, milho e mandioca . A farinha de milho acrescida a
solucdo aquosa com melado de cana mostrou ser mais atrativa aos grilos,pelo teste
de Wilcoxon (W): 3,00 e p=0,0098 . Em seguida foi feita a avaliacdo da eficacia de
quatro cepas de fungos entomopatogénicos presentes nos produtos: Boveril cana®
(Beauveria bassiana IBCB 66), Boveril WP® (Beauveria bassiana PL63), Metarril®
(Metarhizium anisopliae E9)e Chalenger® (Isaria fumosorosea 1296). Os testes foram
feitos tanto por ingestao tanto por contato. A maior porcentagem de mortalidade de G.
assimilis por ingestdo foi observada sete dias apos o tratamento com M. anisopliae
0,15g que causou mortalidade de mais da metade dos insetos. A maior mortalidade
foi observada 24 horas apoés tratamento com Boveril Wp® na concentracéo de 30g que
causou a morte de 88% de ninfas e 57% de adultos. Posteriormente foi avaliada a
eficacia dos 6leos essenciais de neem, cravo- da-india, cedro e geranio tendo sido
verificado que o 6leo de cravo da india nas concentracdes de 15 e 20% causou
mortalidade acumulada de 85 e 78% respetivamente; o 6leo de geranio 10, 15 e 20%
provocou mortalidade acumulada de 90%, 71% e 82% respetivamente. O 6leo de
Neem em concentracdo de 20% causou mortalidade acumulada de 80%, 95% de
mortalidade acumuladad foi observada com aplicacdo , e o 6leo de cedro na
concentracéo de 20% provocou nortalidade acumulada de 95%.

Palavras-chave: bioformulacdes; controle de insetos; preferéncia alimentar,
Microbiologicos, bioformulacdes, inseticidaes biolégico, controle de insetos.



Abstract

SUMBULEIRO, Arminda Davane. Prospecting toxic baits to control Gryllus
assimilis (Orthoptera: Gryllidae). Advisor: Flavio Roberto Mello Garcia. 2024. 66.f.
Dissertation (Master” of Science) —Graduate Program in Plant Health. Federal
University of Pelotas. Pelotas, 2024.

Eucalyptus plantations, as well as any monoculture environment, can suffer pest
attacks, since these environments provide favorable conditions for the development
and persistence of diseases and insects, which, depending on the population level,
can reach pest status. Among the insect pests associated with eucalyptus forests,
Gryllus assimilis (Fabricius, 1775) (Orthoptera: Gryllidae) stands out, which causes
damage to eucalyptus seedlings until the second year of planting. For Eucalyptus,
there is no recommendation to use synthetic chemical insecticides to control crickets.
The present work aimed to prospect in the laboratory for toxic baits to control Gryllus
assimilis (Orthoptera: Gryllidae), with emphasis on substances that are less harmful to
ecosystems, such as essential oils and entomopathogenic fungi. Firstly, food
preference tests of G. assimilis were carried out on four types of vegetable flours: oats,
wheat, corn and cassava. Corn flour added to an aqueous solution with sugarcane
molasses proved to be more attractive to crickets, according to the Wilcoxon test (W):
3.00 and p=0.0098. Next, the effectiveness of four strains of entomopathogenic fungi
present in the products was evaluated: Boveril cana® (Beauveria bassiana IBCB 66),
Boveril WP® (Beauveria bassiana PL63), Metarril® (Metarhizium anisopliae E9) and
Chalenger® (Isaria fumosorosea 1296). The tests were done both by ingestion and by
contact. The highest percentage of G. assimilis mortality due to ingestion was
observed seven days after treatment with M. anisopliae 0.15g, which caused mortality
in more than half of the insects. The highest mortality was observed 24 hours after
treatment with Boveril Wp® at a concentration of 30g, which caused the death of 88%
of nymphs and 57% of adults. Subsequently, the effectiveness of Neem, clove, cedar
and geranium essential oils was evaluated and it was found that clove oil at
concentrations of 15 and 20% caused accumulated mortality of 85 and 78%
respectively; geranium oil 10, 15 and 20% caused accumulated mortality of 90%, 71%
and 82% respectively. Neem oil at a concentration of 20% caused an accumulated
mortality of 80%, 95% of accumulated mortality was observed with application, and
cedar oil at a concentration of 20% caused an accumulated mortality of 95%.

Keywords: Food preference, Microbiologicals, bioformulations, biological insecticides,
insect control.
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1. Introducéao Geral

O Brasil é referéncia mundial na produtividade florestal com enfoque ao
Eucalyptus. Em 2020, a area total de arvores plantadas com Eucalyptus foi de 7,47
milhdes de hectares, correspondente a cerca de 78% do total de areas com arvores

plantadas no pais (Iba, 2021).

As plantacdes de eucalipto, assim como qualquer ambiente de monocultura,
podem sofrer ataques de pragas, uma vez que estes ambientes proporcionam
condicBes favoraveis ao desenvolvimento e permanéncia de doencas e insetos, que

dependendo do nivel populacional pode atingir o status de praga (Mafia et al., 2018).

Muitos insetos se alimentam das plantas cultivadas pelo homem e tém vindo a

criar enormes perdas com a alimentacéo, assim como refagio (Borror et al., 1981).

As ninfas pré-adultas e adultos de grilos, causam danos em uma grande
variedade de vegetais podendo se alimentar de toda ou qualquer parte de certas
plantas, incluindo raizes, caules, folhas, flores e sementes em desenvolvimento das
plantas de trigo, aveia, cevada, centeio, linho, trevo doce e milho. Os frutos do
tomateiro, meldo, melancia, abdbora, ervilha, feijdo e morango também servem de
alimento para os grilos. As raizes da beterraba e da cenoura podem ser atacadas,

assim como os tubérculos da batata (Severin, 1926).

Beck e Skinner, (1926) relatam que os grilos danificam gravemente 0s campos
de milho matando mudas, causando assim reducdes acentuadas, no estande de

plantas.

Os grilos causam danos em plantacdes florestais de eucalipto, dentre os quais
pode-se destacar a espécie G. assimilis (F. 1775) (Orthoptera: Gryllidae), cujos
individuos causam danos as plantulas em viveiro e mudas até o segundo ano de
plantio (Lemes; Zanuncio, 2021). Estes também atacam hortalicas, em viveiros e no
campo, podem ocorer esporadicamente em culturas como algodao, arroz, milho, soja,
girassol e pastagens. Adultos e ninfas préadultas podem provocar danos que exigem
o replantio das mudas, uma vez que, ao possuirem aparelho bucal mastigador, séo
capazes de causar o desfolhamento, a quebra de coleto por anelamento e a raspagem
de coleto e raizes, 0 que geralmente pode levar a morte das mudas (Andal6 et al,
2018; Masson et al., 2020).
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Para a cultura de eucalipto, ndo existe recomendacgéo de uso de inseticidas
quimicos sintéticos para o controle de grilos, sendo que atualmente j& ocorre o uso de
inseticidas botanicos e microbioldgicos (Agrofit, 2022). Os produtos naturais extraidos
de plantas se tém se constituido como uma alternativa importante para o programa de
controle de pragas, por serem mais seletivos e menos danosos ao meio ambiente
(Vendramim, 2000, Spletozer et al, 2021)

Os efeitos dos inseticidas botanicos sobre os insetos sdo variaveis, podendo
ser toxicos ou repelentes, causar esterilidade, modificar o comportamento, o

desenvolvimento ou reduzir a alimentacdo (Arnason et al., 1990; Bell et al., 1990).

A azadiractina por exemplo apresenta diversos efeitos enddcrinos, sendo o
maior a modificacao dos niveis de ecdisterdides na hemolinfa, por agir sobre os sitios
de producao destes hormdnios, como as células da epiderme e 0s oendcitos. Diversos
outros efeitos da azadiractina podem ser observados em insetos, como: a alteracéo
na diferenciacdo de tecidos (por exemplo, os omatideos e discos marginais das asas)
e a melanizacao da cuticula(Moreira et al, 2001)

A atividade inseticida do neem foi reportada para mais de 400 espécies de

insetos, das quais 100 destas tém ocorréncia no Brasil (Penteado, 1999)

Os produtos a base de azadiractina, encontrados principalmente nas sementes
de neem, estdo entre 0s principais métodos alternativos para o controle de pulgdes e
outros insetos (Mordue; Nisbet, 2000). A utilizacdo de extratos obtidos de plantas com
potencial inseticida e a utilizacdo de suas substancias como modelo para a obtencao
de compostos sintéticos, tem se tornado alvo de estudos com objetivo de desenvolver
alternativas mais seletivas e menos prejudiciais ao meio ambiente (SPLETOZER et al,
2021).

Os efeitos da azadiractina sobre insetos incluem repeléncia, deterréncia
alimentar, interrupcdo do crescimento, interferéncia na metamorfose, esterilidade e
anormalidades anatémicas (Mordue; Nisbet, 2000, Martinez; Emden, 2001; Santos et
al., 2004; Venzon et al., 2007).

Outra forma de controle promissora € com o uso de fungos entomopatogénicos,
como o Metarhizium anisopliae e Beaveria bassiana. A sua eficacia é provada durante

anos de pesquisa, além do fato de nao existir qualquer relato de resisténcia (Halder
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et al.,, 2017). Estes sdo usados para manejar insetos, incluindo Orthoptera, na
agricultura e plantacdes florestais (Soliman et al. 2019, Jordan et al. 2021, Khun et al.
2021, Domingues et al. 2022).

O controle microbiano com o uso de entomopatdgenos, principalmente fungos,
tem se destacado devido a sua ocorréncia, em condi¢cdes naturais, e tem sido, no
Brasil e em outros paises, um fator importante na reducéo de popula¢cfes de insetos
(Alves et al., 2008).

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

e Prospectar em laboratorio iscas téxicas para o controle de Gryllus assimilis
(Orthoptera: Gryllidae), com destaque a substancias menos prejudiciais aos

ecossistemas, como 6leos essenciais e fungos entomopatogénicos.

2.2. Objetivos especificos:

e Avaliar atrativos alimentares do G. assimilis em laboratério.
e Avaliar a eficacia de fungos entomopatogénicos na mortalidade de G. assimilis
em laboratério.

e Avaliar o efeito de 6leos essenciais no controle de G assimilis em laboratorio.
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3. Capitulo 1. AVALIA(;AO DE ATRATIVOS ALIMENTARES PARA Gryllus
assimilis (Orthoptera: Gryllidae) EM LABORATORIO

RESUMO

O grilo do campo, Gryllus assimilis (F. 1775) (Orthoptera: Gryllidae), pode ocasionar
danos em hortas e mudas de eucalipto. O controle desse inseto é feito a base de iscas
toxicas. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar alguns atrativos alimentares
que podem aumentar a eficiéncia do uso destas iscas. Foi utilizado o teste de
comparacdo de grupos usando quatro farinhas vegetais: aveia, trigo, milho e
mandioca. Para os testes, foi utilizada uma arena de acrilico que consiste em uma
camara de teste e um disco rotatorio preso a arena através de um eixo, que abriga 0s
alimentos. A camara de teste possui dois orificios que ddo acesso aos recursos
alimentares. Foram feitas seis combinacfes, compostas por duas farinhas em cada
combinacgao, e oferecidas aos insetos individualmente. O tempo de alimentagdo em
cada farinha foi contabilizado, e posteriormente, convertido em indice de preferéncia
alimentar. Os resultados obtidos mostraram que, na primeira etapa, houve diferencas
significativas para as combinac6es milho-mandioca (combinacdo 2) e milho-trigo
(combinacao 4). Na segunda etapa, a farinha de milho foi acrescida a uma solucéo de
agua e melado de cana e, novamente, submetida aos grilos, mostrando diferencas
significativas em teste de Wilcoxon [(W): 3,00 e P=0,0098]. Apss as duas etapas da
pesquisa, concluiu-se que houve preferéncia alimentar pela farinha de milho. A farinha
de milho acrescida a solucédo aguosa com melado de cana mostrou ser mais atrativa
aos grilos. Sendo assim, sugere-se que seja substituido o farelo de trigo das iscas
toxicas para o controle de G. assimilis pela farinha de milho.

Palavras chave: comportamento; farinhas vegetais, iscas, preferéncia alimentar.
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ABSTRACT

The field cricket, Gryllus assimilis (F. 1775) (Orthoptera: Gryllidae), can cause damage
to vegetable gardens and eucalyptus seedlings. This insect is controlled using toxic
baits. Therefore, the objective of this study was to evaluate some food attractants that
can increase the efficiency of using these baits. The group comparison test was used
using four vegetable flours: oats, wheat, corn and cassava. For the tests, an acrylic
arena was used, consisting of a test chamber and a rotating disc attached to the arena
through an axis, which houses the food. The test chamber has two holes that provide
access to food resources. Six combinations were made, consisting of two flours in each
combination, and offered to the insects individually. The time spent eating each flour
was recorded and subsequently converted into a food preference index. The results
obtained showed that, in the first stage, there were significant differences for the corn-
cassava combinations (combination 2) and corn-wheat (combination 4). In the second
stage, the corn flour was added to a solution of water and sugarcane syrup and, again,
submitted to the crickets, showing significant differences in the Wilcoxon test [(W): 3.00
and P=0.0098]. After the two stages of research, it was concluded that there was a
dietary preference for corn flour. Corn flour added to the aqueous solution with
sugarcane syrup proved to be more attractive to crickets. Therefore, it is suggested

that wheat bran in toxic baits for the control of G. assimilis be replaced by corn flour.

Keywords: behavior; Vegetable flours, baits, food preference.
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3.1. INTRODUCAO
O género Gryllus inclui 104 espécies vélidas, com ampla distribuicdo mundial.

O grilo do campo, Gryllus assimilis (F. 1775) (Orthoptera: Gryllidae), € proveniente da
Jamaica e, por esta razdo, também €& conhecido como grilo jamaicano (Weissman et
al. 2009; Masson et al. 2020). Sua distribuicdo engloba o sul da regido Neartica e a
maior parte da regido Neotropical, principalmente entre os tropicos (Cigliano et al
2024).

Em alguns paises africanos, como Angola e Mogambique, algumas espécies
de Gryllus fazem parte da alimentacéo e do folclore dos nativos, sendo notaveis nos
campos africanos por causa de seu canto de chamado, que é audivel a longa distancia
(Magara 2021).

Os grilos sao onivoros (Walker e Masaki, 1989; Vilela, 2018), e se alimentam
de grande variedade de materiais de origem animal, bem como vegetais, como milho,
mandioca, trigo, abdboras entre outros (Salvadori et al., 2022; Okweche et al., 2022).
Deste modo, pressupde-se que, sendo grilos de serapilheira florestal, eles tém acesso
a diversas fontes de recursos alimentares de origem vegetal ou animal, assim como
material vivo ou morto (Bolnik et al., 2003).

O controle de grilos é realizado, basicamente, através do uso de iscas toxicas,
as quais oferecem o melhor custo beneficio e uso ecologicamente correto dos
inseticidas (Blank et al., 1984; Severin, 1926). Além do ingrediente ativo, os atrativos
e estimulantes alimentares utilizados nas iscas toxicas sdo fundamentais para a

eficiéncia das mesmas (Kepner e Yu, 1987; Hertl et al., 2005).

O presente estudo visa avaliar a preferéncia alimentar de G. assimilis por
quatro tipos de farinhas vegetais. A farinha preferida podera servir como alimento
atrativo na formulacao de iscas toxicas para o controle dos grilos.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Criacao de Gryllus assimilis

Os insetos utilizados neste experimento foram oriundos da criagdo mantida no
Biotério de Invertebrados Terrestres do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Os insetos, foram mantidos em sala
climatizada (27 £ 1 °C, UR 70 + 10%) e fotoperiodo constante (12 L:12 D). Os grilos
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foram alimentados ad libitum com racdo comercial para gatos (Golden, PremieRpet ®
,Sao Paulo, Brasil) cujo os componentes sao: farinha de visceras de frango, farinha
de salméo, farelo de gluten de milho, gluten de trigo, proteina isolada de suino, milho
integral moido, quirera de arroz, polpa de beterraba, gordura de frango, 6leo de peixe
e levedura de cerveja, desde a eclosao dos ovos e tiveram acesso a agua em algodao

humido ad libitum, renovado diariamente.

3.2.2. Teste de preferéncia

Foram avaliadas quatro farinhas vegetais: aveia (Avena sp., Poaceae), trigo
(Triticum sp., Poaceae), milho (Zea mays, Poaceae) e mandioca (Manihot esculenta,
Euphorbiaceae). Foram utilizadas farinhas industrializadas de milho(granulagéao
média), de trigo, mandioca (as trés da marca -TORDILHO ®) e farinha de aveia (-

Natural Hepy Life©), quanto a preferéncia de G. assimilis.

Foi utilizada uma arena formada por placas de acrilico opaco (3 cm de
espessura) coladas com cloroférmio formando uma camara de teste medindo 25 cm
de comprimento x 15,5 cm de largura x 7 cm de altura e um disco rotatério que se
encontra por baixo e fica preso a arena através de um eixo. A camara de teste possui
dois orificios os quais dao acesso aos recursos alimentares (Matsumoto e Mizunami,
2000).

Adaptado de MATSUMOTo e MIZUNAMI, (2000)
A- Alimento A; M- alimento B; E- eixo e D- disco rotatorio.

Para o teste, foram disponibilizados trés recursos de alimento, em uma
combinacgao dois a dois na arena, para cada inseto, sendo dois recursos de alimento
A e um recurso de alimento B. Os recursos alimentares, foram alocados em

recipientes cilindricos de plastico presos ao disco rotatorio (4 cm diametro e 4 cm de
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altura) sendo os mesmos trocados de posicdo 5 minutos apos alimentacdo. Na
primeira etapa, foram utilizadas fémeas adultas da mesma coorte, com um a trés dias
apos a muda pré- imaginal, em seis grupos experimentais (n=10). Foram utilizadas
apenas fémeas pelo fato de que estas se alimentam mais em relacdo aos machos,
elas necessitam de mais alimento para a produgcdo dos ovos. Os grupos foram
submetidos a testes com seis combina¢gbes de alimento, sendo: aveia e trigo
(combinacédo 1), aveia e milho (combinacédo 2), milho e mandioca (combinacédo 3),
milho e trigo (combinacédo 4), aveia e mandioca (combinacdo 5) e trigo e mandioca
(combinacdo 6). Ao todo, foram utilizados 60 grilos, alocados individualmente na
camara de teste com combinac¢des dos recursos alimentares. Foi estabelecido um
intervalo de tempo de quinze minutos (900 segundos) para cada inseto, dos quais
osprimeiros cinco minutos (300 segundos) foram para habituacdo ou exploracdo do
ambiente da camara de teste, e os 10 minutos (600 segundos) restantes, foram para
alimentacdo. Para garantir rapido acesso aos alimentos os insetos foram submetidos

a jejum de 24 horas antes dos testes.

Os recursos alimentares testados foram selecionados com base no seu baixo
preco atual no mercado, alta disponibilidade no Brasil, e uso histérico em dietas de
insetos ou ragdes para animais em geral. Os dados obtidos na primeira etapa foram
utilizados para estimar a preferéncia alimentar pelos grilos. Na segunda etapa foi
selecionado o recurso alimentar que se destacou entre os demais, ao qual foi
adicionado melado de cana e novamente submetido aos grilos. Foi feita uma solucao
a partir da diluicdo de 10g de melado de cana em 50 mL de agua destilada, sendo que
desta foi retirado 1 mL de solucéo para 5 g de alimento. Foram igualmente utilizadas

fémeas adultas de um a trés dias ap6s a muda imaginaria.

Em paralelo, foi realizado um experimento montado em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial do tipo 4x2 (4 farinhas: aveia, milho,
trigo e mandioca e 2 doses de melado de cana: 0 e 2ml) totalizando 8 tratamentos
com quatro repeticbes cada. Foram alocadas 32 fémeas adultas com 3- 7 dias apos a
muda pré-imaginal em copos plasticos descartaveis contendo as farinhas. Foram
efetuadas pesagens 24 horas apOs exposicdo dos insetos as farinhas e,
posteriormente, pesagens de 12 em 12 horas até 72 horas. Portanto, a variavel

testada foi o peso de alimento consumido, que consistiu na diferenga entre o peso
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inicial do alimento (antes da exposicdo) e 0 peso apos transcorridas 24 horas de

contato dos animais com o alimento.

3.2.3. Andlise de dados

Foi realizado o teste de comparacéo por grupos, sendo a preferéncia medida
como indice de Preferéncia definido por tp/(tp+tv) x 100 onde tp corresponde ao tempo
gasto explorando o alimento A e tv o tempo gasto explorando o alimento B. Foi
utilizado o teste de Wilcoxon (WCX test) para comparar a preferéncia.

Para o experimento em paralelo, inicialmente os dados de preferéncia
alimentar foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto
a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Quando ndo atenderam aos
critérios de normalidade, foram transformados em Vx + 0,5 para comtemplar as
premissas da ANOVA, pelo teste de F com risco de erro de tipo I, a = 0,05, para
verificacdo das hipoteses de igualdade de tratamento. Em seguida, as médias obtidas
nos diferentes tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando software
R (R Development Core Team, Verséo 4.2.3, 2023).

3.3. RESULTADOS

Os resultados mostram que, na primeira etapa, ndo houve diferencas
significativas entre as combinacdes aveia-trigo (combinagédol), aveia-milho
(combinacdo 3), aveia-mandioca (combinacdo5) e trigo-mandioca (combinagéo 6)
com com os resultados do teste de Wilcoxon (W): sendo 13,0; [p=0,1602], 25,0;
[p=0,8457], 12,0; [p= 0,2119] e 22,5; [p= 0,625] respectivamente (Figura 1).

Houve, contudo, diferencas significativas para as combina¢des milho-mandioca
(combinacédo 2) com Wilcoxon (W):4,0; [p= 0,0137] e milho-trigo (combinagéo 4) com
Wilcoxon (W): 0,00;[ p= 0,0019] (Figura 2).
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Figura 1. indices de preferéncia alimentar de Gryllus assimilis em laboratorio: A-
combinac¢des 1(aveia-trigo); B- combinacéo3 (aveia- milho); C-combinacao

5(aveia - mandioca); e D-combinacao 6 (trigo-mandioca).



20

Wilcoxon (W): 4.0; p = 0.0137
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Figura 2. indices de preferéncia alimentar de Gryllus assimilis em laboratério: E-
Combiagéo 2 (milho-mandioca) e F- combinag&o 4 ( milho-trigo).

Wilcoxon (W): 3.00; p = 0.0098
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Figura 3. Indice de preferéncia alimentar de Gryllus assimilis em laboratério,
combinacao milho com e sem melado de cana.

Na segunda fase, com a adi¢cdo de solugcdo aquosa de melado de cana, os
resultados mostraram diferencas significativas para milho com melado de cana,

Wilcoxon (W): 3,0; [p= 0,0098] (Figura 3).
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Tabela 1. indices de preferéncia alimentar (IPA) de Gryllus assimilis em seis combinagdes envolvendo farinhas vegetais de aveia,
trigo, milho e mandioca.

indices de preferéncia alimentar?

12 Combinacao 22Combinacao 3aCombinacéo 4aCombinagdo 52Combinacao 6 2 Combinacao
Aveia Trigo Milho Mandioca Aveia Milho Milho Trigo  Aveia Mandioca Trigo Mandioca
74,29 25,71 93,33 6,67 0,00 100,00 100,00 0,00 26,78 73,22 96,77 3,23
100,00 0,00 18,56 81,44 65,02 34,98 100,00 0,00 49,35 50,65 36,06 63,94
100,00 0,00 65,22 34,78 100,00 0,00 100,00 0,00 55,56 44,44 0,00 100,00
65,03 34,97 100,00 0,00 71,71 28,29 100,00 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00
74,92 25,08 68,91 31,09 53,98 46,02 93,83 6,17 0,00 0,00 36,36 63,64
0,00 100,00 100,00 0,00 46,06 53,94 95,60 4,40 88,24 11,76 87,44 12,56
100,00 0,00 100,00 0,00 90,62 9,38 100,00 0,00 0,00 100,00 0,00 100,00
88,76 11,24 100,00 0,00 100,00 0,00 60,00 40,00 100,00 0,00 67,11 32,89
8,70 91,30 100,00 0,00 0,00 100,00 63,83 36,17 81,25 18,75 100,00 0,00
100,00 0,00 73,33 26,67 0,00 100,00 100,00 0,00 87,50 12,50 32,64 67,36
71,17 28,83 81,94 18,06 52,74 47,26 91,33 8,67 58,87 31,13 45,64 54,36

YPA= (Tempo de alimentagdo em uma das farinhas /o tempo total da combinacg&o) x100].



Tabela 2. Valores médios em gramas do consumo de Gryllus assimilis de quatro farinhas vegetais (aveia, trigo, milho e mandioca,
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com e sem melado de cana) em diferentes periodos (24h, 36h, 48h, 60h e 72 h).

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Tratamento 24 h 36 h 48 h 60 h 72 h

Aveia 0,74+0,01b 0,73+0,00b 0,72+0,00 a 0,72+0,00 a 0,73+0,00 a
Trigo 0,73+£0,00b 0,74+0,01b 0,75+ 0,00 a 0,74+0,01 a 0,74+ 0,00 a
Milho 0,74+0,02b 0,73+0,00b 0,73+0,00 a 0,74+0,01 a 0,73+0,00 a
Mandioca 0,73+£0,01b 0,73+0,00b 0,72+ 0,00 a 0,72+ 0,00 a 0,73+0,01 a
Aveia + mel 0,90 £0,05 ab 0,78+ 0,02 b 0,75+0,01 a 0,75+0,01 a 0,74+0,01 a
Trigo + mel 0,91 +£0,03 ab 0,82+0,01 a 0,75+0,01 a 0,72+0,00 a 0,72+0,00 a
Milho + mel 0,95+0,09 a 0,81 +0,00 a 0,77 +0,02 a 0,76 £ 0,01 a 0,73+0,01 a
Mandioca + mel 0,87 £0,00 ab 0,75+0,00b 0,74+ 0,00 a 0,72+0,00 a 0,75+ 0,00 a
CV % 10,12 3,35 3,24 3,32 2,92

F 5,17 7,50 1,80 1,86 0,63

P < 0,0001 < 0,0001 0,1345 0,1206 0,7280
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3.4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento diferem dos encontrados por Morales-
Ramos et al. (2020), que estudaram a selecdo de ingredientes alimentares e
subprodutos agricolas pelo grilo doméstico Acheta domesticus os autores verificaram
gue os grilos tiveram preferéncia pelas dietas que continham farelo de trigo, enquanto
que G assimilis tem prederéncia por farinha de milho, principalmente quando
incorporado ao melado de cana. Isto pode ter sido pelo fato de os grilos serem
omnivoros, com a sele¢do de alimentos pelos mesmos sendo um processo complexo
gue envolve sinais visuais, olfativos e nutricionais (Kuo; Fisher, 2022; Runyambo et
al, 2023). Assim, provavelmente as farinhas apresentam melhor situacao olfativa em

relacdo aos sub produtos agricolas.

Apesar de nao haver diferencas significativas nas combinagdes descritas na
seccdo de resultados, € possivel observar, através dos indices de preferéncia
alimentar apresentados na Tabela 1, que houve uma tendéncia favoravel para aveia
nas combinacdes em que ela fez parte, excetuando-se a combinacao aveia-milho, na

qual a preferéncia foi praticamente de 1/2 para ambos alimentos.

Gryllus assimilis mostrou preferéncia pela farinha de milho, quando a mesma
foi testada conjuntamente as farinhas de mandioca. Para entender a preferéncia
alimentar , € preciso considerar que as médias de consumo e utilizacdo de
determinado alimento, sdo influenciadas pela fisiologia e o comportamento de selecéo
da dieta. Além disso, o consumo e utilizacdo de alimentos séo relacionados a
qualidade do alimento consumido e com seu efeito no crescimento e desenvolvimento
de insetos (Parra et al. 2009). Considerando que os individuos utilizados nos testes
foram fémeas adultas, deve-se considerar que nesta etapa os 6rgaos reprodutivos
encontram-se amadurecidos e por tanto necessitam de niveis acrescidos de proteina
para a manutencédo dos ovos (crescimento e desenvolvimento). Nutricionalmente, o
milho fornece, em média, 75-82% da energia metabolizavel e 20% da proteina (Boen
et al. 2007; Silva et al. 2023; Batista et al. 2023). Estes niveis sdo consideravelmente

altos em relagéo aos demais alimentos utilizados no teste (Tabelal).

A farinha de trigo mostrou ser a menos preferida por G. assimilis de entre as

demais. A farinha de mandioca possui alto valor energético, rico em amido, contém
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fibras e alguns minerais como potassio, calcio, fésforo, sodio e ferro, obtido pela ligeira
torragcdo da raladura das raizes de mandioca previamente descascadas. No entanto,
0 processamento, com alta temperatura e carga no forno de secagem, a intensidade
da prensagem e a fermentacdo da mandioca antes da secagem, fazem com que os
seus componentes nutricionais sejam perdidos tornando-se assim menos atraente
(Dias e Leone, 2006).

3.5. CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel concluir que o G. assimilis em condi¢cdes
de laboratdrio, tem preferéncia alimentar pela farinha de milho, em especial quando
adicionada a solucéo aquosa de melado de cana, apresenta melhores resultados dado
ao fato de o melado de cana ser um fagoestimulante. Desta forma ela pode ser
utilizada como atrativo alimentar para a producéo de iscas toxicas para o controle de

grilos Apresentar na seccao de discussao
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4. Capitulo 2. Eficacia de fungos entomopatogénicos para uso em iscas
toxicas visando o controle de Gryllus assimilis (Orthoptera: Gryllidae)

RESUMO

Os fungos entomopatogénicos sdo importantes agentes de controle biolégico e vem
sendo objeto de pesquisa em todo o mundo a mais de 100 anos. O controle biolégico
usando entomopatdgenos, incluindo os fungos entomopatogénicos, oferece uma
alternativa relativamente adequada para o manejo de pragas. Sabe-se que os fungos
entomopatogénicos infetam e causam epizootias em uma ampla gama de ordens de
insetos, incluindo Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Hymenoptera. O
fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae) tem
ocorréncia na natureza, parasitando insetos em varios locais por todo o pais, e seu
usocomo agente de controle biologico em areas infestadas pelas pragas tem se
tornado bastante comum. O fungo entomopatogénico Beaoveria bassiana, tem sido
cada vez mais utilizado para conter surtos de insetos e tem sido frequentemente
relatado como um agente de controle bioldgico eficaz de inseto. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a eficacia dos fungos entomopatogénicos Metarrizium anisopliae,
Boveria bassiana e Isaria fumosorosea sobre a mortalidade de Gryllus assimilis
(Ortoptera: Gryllidae) em ambiente de laboratério. Os testes foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado, com 4 repeticbes. Foram avaliadas duas
cepas de B. bassiana e uma cepa cada de M. anisopliae e |. fumosorosea. A maior
porcentagem de mortalidade de G. assimilis foi observada 7 dias apds o tratamento
com M. anisopliae 0,15g que causou mortalidade de mais da metade dos insetos.

Palavras chaves: biocontrole, bioformulag@es, insetos, microbiolégicos.
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi are important biological control agents and have been the
subject of research around the world for more than 100 years. Biological control using
entomopathogens, including entomopathogenic fungi, offers a relatively suitable
alternative for pest management. Entomopathogenic fungi are known to infect and
cause epizootics in a wide range of insect orders, including Hemiptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, and Hymenoptera and Orthoptera. The fungus Metarhizium
anisopliae (Metsch) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae) occurs in nature,
parasitizing insects in various locations throughout the country, and its use as a
biological control agent in areas infested by pests has become quite common. The
entomopathogenic fungus Beaoveria bassiana has been increasingly used to contain
insect outbreaks and has been frequently reported as an effective insect biological
control agent. The objective of the present study was to evaluate the effectiveness of
the entomopathogenic fungi Metarrizium anisopliae, Boveria bassiana and Iséria
fumosorosea on the mortality of Gryllus assimilis (Ortoptera: Gryllidae) in a laboratory
environment. The tests were carried out in a completely randomized design, with 4
replications. Two strains of B. bassiana and one strain each of M. anisopliae and I.
fumosorosea were evaluated. The highest percentage of G. assimilis mortality was
observed 7 days after treatment with M. anisopliae 0.15g, which caused mortality in
more than half of the insects.

Key words: biocontrol, bioformulations, insects, microbiological.
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4.1. INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos sdo importantes agentes de controle biolégico e
vem sendo objeto de pesquisa em todo o mundo a mais de 100 anos. Os primeiros
testes com fungos entomopatogénicos foram realizados pelo russo Metschnikoff no
seculo XIX, qguando avaliou o potencial de Metarhizium anisopliae para o controle de

uma espécie de besouro (Faria e Magalhdens, 2001; Vega et al., 2012).

O manejo de pragas nas areas de producdo depende principalmente do uso de
pesticidas sintéticos (quimicos), sendo este um dos métodos mais conhecidos para
controlar pragas agricolas e melhorar a producéo (Anani et al., 2020). No entanto eles
interferem de forma negativa na atividade dos microrganismos do solo, limitando seus
servicos bioldgicos na producéo de certas caracteristicas promotoras do crescimento
das plantas, como sideréforos, nitrogénio, indol-3-acético, entre outros (Kumar
e Kumar, 2019). Os pesticidas sintéticos chegam ao meio ambiente através de
diferentes meios, como movimentos de vapor, descarte indiscriminado, deriva de
goticulas, erosao e lixiviagdo. Com isso, algumas plantas ndo-alvo sdo encontradas,
resultando em um declinio na capacidade fotossintética da planta e na producao de
sementes (Hashimi et al., 2020). Alem disso, o acumulo de pesticidas nos corpos de
agua, pode ser uma forma de transposicdo da vida aquatica para os animais e
humanos, e sua biomagnificacdo pode resultar em doengas mortais, como cancer,
doencas renais, erupcdes cutaneas, diabetes, entre outras (Sabarwal et al.,
2018 ; Manfo et al., 2020). Portanto, é importante a utilizacédo e o desenvolvimento de
estratégias alternativas que sejam favoraveis ao ambiente, econdmicas, fiaveis e

sustentaveis (Tupe et al. 2017).

O controle biolégico wusando entomopatégenos, como o0s fungos
entomopatogénicos (EPF), oferece uma alternativa relativamente adequada para o
manejo de pragas (Rodrigues et al., 2002; Tupe et al., 2017). Sabe-se que os EPF
infectam e causam epizootias em uma ampla gama de ordens de insetos, incluindo
Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e Hymenoptera (Shah, Pell 2003; Islam
2021)

Esses fungos desenvolveram estilos de vida parasitarios que podem ser

explorados no controle biologico de pragas e doencgas, e sdo a causa mais comum de
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doencas microbianas em invertebrados. Além disso, compdem um grupo bastante
mais diversificado, com quase 1.000 espécies, que desempenham um papel
fundamental como fatores naturais de mortalidade de insetos e aracnideos
(carrapatos e acaros) (Humber, 2008 ; Boomsma et al. 2014; Stone et al., 2020 ). Ao
contrario dos virus, protozoarios e bactérias, que requerem vias especificas de infecao
(isto é, através da ingestdo), a maioria dos fungos entomopatogénicos infetam os
artropodes pela penetracdo direta na cuticula do hospedeiro e, portanto, funcionam
principalmente como patégenos de contato(Mascarin et al 2016).

Apesar do modo geral de infecdo ser através do tegumento, ha evidéncias de
que B. bassiana pode infetar insetos por ingestdo, particularmente insetos com
aparelhos bucais mastigadores (Feng et al. 1994), como por exemplo o0 besouro da
batata do colorado, Lepitinotarsa decemlineata a formiga de fogo, Solenopsis invicta
Buren (Siebeneicher et al, 1992); a lagarta do pinheiro, Dendrolimus punctata Walker
(Long, Du, 1988); a barata alema, Blattella germanica (L.) (Cai, Liu, 1988); a broca
menor do milho, Elasmopalpus Hgnosellus (Zeller) (Mcdowell et al, 1990); a falca
medideira do repolho, Trichoplusia ni (Hibner) (Ignoffo et al, 1982); o bicho-da-seda
da amoreira, Bpmyx- mori L. (HUANG, 1988).

O fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. (Ascomycota: Clavicipitaceae)
tem ocorréncia na natureza, parasitando insetos em varios locais por todo o pais. Tem
se tornando bastante comum o uso desse agente de controle biol6gico em areas
infestadas pelas pragas ( Almeida et al., 2020)

Os fungos entomopatogénicos sao considerados importantes agentes
bioldgicos de controle de pragas (Sharma et al, 2023). Sdo organismos capazes de
colonizar uma grande variedade de pragas e podem causar epizootias (doencgas que
podem causar a morte ou interferir na alimentacéo e reproducéo de insetos e acaros)
(Rohrig, 2021). Geralmente infectam os insetos pela penetracdo ativa através da
cuticula, sendo capazes de iniciar a invasdo do hospedeiro independentemente de
seus habitos alimentares. Uma vez que a cuticula do inseto é a primeira barreira
encontrada pelos fungos, eles sintetizam uma grande variedade de enzimas
extracelulares envolvidas na degradacdo de proteinas, quitina e lipidios que sdo os
principais componentes da cuticula do inseto (PEDRINI et al., 2007; VEGA et al.,
2012)
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4.2. ATERIAL E METODOS

4.2.1. Criacao de Gryllus assimillis

As matrizes que deram origem a criagdo na Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL), séo provenientes do Biotério de Invertebrados Terrestres do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A criacdo de G.
assimillis foi realizada no Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), seguindo os protocolos de Limberger et al. (2021), em
temperatura controlada de (25 + 2 °C), humidade relativa 65 +10% e fotoperiodo
constante de (12 L: 12D). Para a alimentacao, os grilos tiveram acesso ad libitum da
racdo comercial para gatos (Golden, PremieRpet® Sdo Paulo Brasil) desde a eclosédo

de ovos, e tiveram acesso a agua em algodao humido renovado diariamente.

4.2.2. Formulagdes e tratamentos dos produtos bioinseticidas

Foram utilizadas formulagbes compostas pelos seguintes inseticidas
microbiolégicospreparadas a partir de concentrados emulsionaveis (CE) e pos
molhaveis (WP) de: (i) Boveril® Cana 30 g/kg (Koppert do Brasil Holding Ltda.,
Piracicaba/Sao Paulo, Brasil), contendo concentracéo de 30% do ingrediente ativo (1A)
Beauveria bassiana cepa IBCB 66 (1,5 x10° UFC/g); (ii) Boveril® WP 50 g/ kg (Koppert
do Brasil Holding Ltda, Piracicaba/S&o Paulo, Brasil), contendo concentracdo de 50%
do IA B. bassiana, (Bals.) Vuill., cepa PL63 (1 x 108 conidios viaveis/g; (iii) Metarril®
WP E9 50gkg (Piracicaba/S&o Paulo, Brasil), contendo concentragédo de 50% do IA
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok cepa E9 (1,39 x 108 conidios viaveis/qg). e (iv)
Challenger® EC 85,0g/L (Piracicaba/Sdo Paulo, Brasil), contendo concentragdo de
85,0% do IA Isaria fumosorosea, CEPA ESALQ 1296 (2,5 x 10° conidios viaveismL)

(Tabela 1). Os fungos foram doados pela empresa Koppert Brasil Holding Ltda.
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Tabela3. Inseticidas microbiologicos comerciais utilizados nos bioensaios
laboratoriais contra Gryllus assimillis.
Ingrediente Ativo Dose  Nome comercial Grupo quimico
(c.p)®
Beauveria bassiana CEPAIBCB66 1,2g/L  Boveril® Cana Inseticida
30 WP Microbiolbgico
Beauveria bassiana CEPA PL 63 1,2g/L  Boveril® 50 WP Inseticida
PL63 Microbioldgico
Metarhizium anisopliae (Metsch.) 1,2g/L  Metarril® 50 Inseticida
Sorok. cepa E9 WP E9 Microbiolégico
Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1,2mL/L Challenger® Inseticida
1296 85,0 EC Microbioldgico

aDose, g ou mL de c.p. (produto comercial)/l litro de agua. IBCB: Instituto Brasileiro de Controle
Biolégico; CE: Concentrado Emulsionavel e WP: P6 Molhavel.
Tabela.

4.2.3. Bioensaio

4.2.3.1. Efeito de fungos entomopatogénicos na mortalidade de adultos

de Gryllus assimilis por ingestéo

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizados com 13 tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 52 unidade experimentas
(UEs). Os produtos utilizados foram quatro Fungos Entomopatogénicos (Boveril®
Cana (30 WP); Boveril® (50 WPPL63); Metaril® WP E9 (50 WP) e Challenger® (85,0
(EC), com as seguintes concentracbes em cada fungo: (5%, 10% e 15%) e agua
destilada como control negativo. Cada UE consistiu de recipiente plastico de 700 mL,
perfurado na lateral de 1 cm de diametro, coberto com Tempa, com copo plastico
descartavel no interior (cortado a uma altura de 4 cm a partir da base) (4cm de
didmetro), contendo 5 g de racdo comercial e as concentragbes de cada produtos
misturados. Foram colocados 4 adultos de G. assimillis ndo sexados de sete a dez

dias apds a muda préimaginal em cada UE, totalizando 208 individuos. Para promover
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rapido acesso ao alimento, os adultos foram submetidos a jejum por um periodo de
24 horas.

Para o preparo das solugdes primeiramente foi efetuada a pesagem e medicao
dos produtos na ordem de 0,05 g, 0,10 g e 0,15 g utilizando uma balanca de precisao
e 0,05ml, 0,1 ml e 0,15 ml para os po6s molhaveis e emulsdo concentrada
respectivamente. Em seguida foi feita a diluicdo dos respetivos produtos em 50 ml de
agua destilada. As soluctes foram aspergidas sobre a superficie da dieta na razao de
2 ml de solucéo para 5 g de alimento, a qual foi de seguida submetida aos insetos. As

avaliacdes foram realizadas diariamente durante um periodo de 8 dias.

4.2.3.2. Efeito de fungos entomopatogénicos na mortalidade de ninfas e
adultos de Gryllus assimilis por contato.

Este experimento foi conduzido com delineamento inteiramemte casualizado
em esquema fatorial do tipo 2x4x2 (dois intares de insetos, ninfas pré adultas e
adultos, quatro cepas de fungos entomopatogéncos, duas concentracoes de cada
formulacdo de produto), alem de testemunha, compondo-se 18 tratamento e 4
repeticdes. Ao todo foram 72 UEs. As UEs foram constituidas de recipientes plasticos
de 700ml com tampa perfurados na lateral superior para permitir arejamento. No
interior dos recientes foram alocados 4 insetos toalizando 256 individuos dos quais
128ninfas pré adultas e 128 adultos. As ninfas utilizadas no experimento foram
utilizados quatro Fungos Entomopatogénicos (Boveril® Cana (30 WP); Boveril® (50
WPPL63); Metaril® WP E9 (50 WP) e Challenger® (85,0 (EC), com as concentracdes
de: 20g e 30g. Para o preparo das solucoes seguiram-se 0S mesmos critérios do
experimento anterior na pesagem e na deluicdo dos produtos. As suspencdes foram
pulverizadas sobre os insetos usando 2 ml de suspencdo em cada unidade

experimental. As avaliacoes foram realizadas durante 6 dias.

4.2.3.3. Analise dos dados

As avaliacdes foram realizadas até um periodo de oito dias apds tratamento no
primeiro experimento, e até seis dias apds o tratamento no segundo experimento.

Inicialmente os dados de mortalidade foram analisados quanto a normalidade pelo



32

teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett.
Quando n&o atenderam aos critérios de normalidade, foram transformados em Vx +
0,5 para comtemplar as premissas da ANOVA para cada periodo de avaliacdo ap6s
tratamento, os dados de mortalidade acumulada de G. assimillis foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), pelo teste F, identificando-se as possiveis interacdes
entre os fatores (produtos e concentracdes). Posteriormente, os dados foram
submetidos a regressdo polinomial, utilizando o software R (R Development Core
Team 2023).

4.4. Resultados

4.4.1. Efeito de fungos entomopatogénicos na mortalidade de adultos de

Gryllus assimilis por ingestdo em laboratoério

Um dia ap6s o tratamento (DAT), ndo houve interacao significativa entre o
tratamento com Boveril® cana e suas concentracbes (F = 1,14, Fstar = 1,10, p =
0,3034),contudo observou-se interagdes significativas entre o tratamento com Boveril
WP® e suas concentracoes (F = 6,47, Fstat = 13,08, p = 0,024402); entre o tratamento
com Metarril® e suas concentracdes (F = 8,34, Fsaat = 4,53, p = 0,01269), e entre o
tratamento com Challenger® e suas concentragdes (F =11,29, Fstat = 6,99, p =
0,005116). Em especial a cepa Challenger® na concentragcdo 10% apresentou
mortalidade de G. assimilis com 18,75%, sendo o maior valor observado. A relacao
entre a mortalidade de G. assimilis para o tratamento Challenger® 10% foi ajustada
pelo modelo quadratico de regressédo, com coeficiente de determinagdo (R?) igual a
0,98 (Figura 4A).

Aos dois DAT, n&o houve interagéo significativa entre tratamento com Boveril®
cana e suas concentracdes (F = 1,16, Fstat = 1,12, p = 0,3000). Porém, novamente
houve interacdo significativa entre os tratamentos com Boverii WP® e suas
concentracdes, (F = 154, 84, Fstat = 84,39, p < 0,0001), entre o tratamento com
Metarril® e suas concentragbes (F = 5,22, Fstat =15,82, p = 0,039756); e entre o
tratamento com Challenger® e suas concentracdes (F =9,28, Fstat = 5,04, p =

0,00935). O maior valorpara a mortalidade de G. assimilis, igual a 25%, foi observado
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para a concentracdo 5% de Metarril® e para aconcentracdo 10% de Challenger®
(Figura 4B).

Aos trés DAT, como paara os dias anteriores, ndo houve interacao significativa
entre o tratamento com Boveril cana® e suas concentragdes (F = 3,44, Fstat = 2,509,
p = 0,08607), sendo observadas interagdes significativas entre o tratamento Boveril®
e as concentracdes (F = 0,82, Fstat = 72,29, p = 0,03814), entre o tratamento Metarril®
e as concentracoes (F = 9,77, Fstat=18,94, p = 0,00801); e entre o tratamento com
Challenger® e suas concentragdes (F =53,56, Fstaat = 29,18, p < 0,0001), neste dia
amaior mortalidade foi observada para o tratamento com Boveril® 5% sendo a
mortalidade igual a 37,5%. Os tratamentos com Challenger 5% e Metarril® 15%
tambem apresentaram mortalidades significativas, com cerca de 31,25%.
respectivamente. A analise de regressao se ajustou significativamente aos dados de
mortalidade nas concentracfes de 5% e 15% pelo modelo quadratico de regressao
com coeficientes de determinagdo (R?) de 0,85 e 0,98 respetivamente. No geral, a

mortalidade aumentou com o aumento das concentracgdes (Figura 4C).

Aos quatro DAT, houve interacdo significativa entre os tratamentos Boveril®
cana e suas concentragdes (F = 4,75; Fstat = 4,75; p = 0, 02102), entre Metarril® e
suas concentracbes (F = 20,2; Fsta = 16,88; p = 0, 00123) e Challenger e as
concentracdes (F = 35,56; Fstat = 65,29; p < 0,0001), sendo que o tratamento com
Boveril cana® e Boveril WP®, nas concentracdes 10% e 15%, respetivamente,
apresentaram a maior porcentagem de mortalidade, com cerca de 37,5%. Em
contraste ndo houve interacédo entre o tratamento Boveril WP® e suas concentracdes
(F = 0,5103; Fstat = 44,95; p = 0, 4876) (Figura 4D).

Aos cinco DAT, houve interacgdes significativas entre tratamentos Boveril cana®
e as concentragdes (F = 9,86; Fstat = 6,27; p = 0, 0078), entre Metarril® e suas
concentracdes (F = 9,75; Fstat = 8,57; p = 0, 008549), e entre o Challenge® r e as
concentracdes (F = 51,83; Fsat = 28,23; p < 0,0001), ndo havendo interacdo entre
Boveril WP® e suas concentragbes (F = 0,5578; Fstat = 49,13; p = 0,4684). O
tratamento com Boveril cana® (10%) apresentou maior porcentagem de mortalidade
de G. assimilis, com 43,75%, seguido do tratamento com Boveril WP® (15%) com

37,5% de mortalidade. A analise de regresséao se ajustou significativamente aos dados
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de mortalidade nas concentracdes de 10% e 15% pelo modelo quadratico de

regressdo com coeficientes de determinacéo (R?) de 0,77 e 0,90. (Figura 4E).

Aos seis DAT, as interagOes foram significativas para os tratamentos com
Boveril cana® e suas concentracdes (F = 9,74; Fstat = 6,204; p = 0, 0080889), com
Metarril® e suas concentracdes (F = 24,55; Fstat = 16,73; p = 0, 000263), e com
Challenger® e suas concentracdes (F = 24,27; Fstat = 47,28; p < 0,0001). Nao houve
interacao significativa entre o tratamento com Boveril WP® e asus concentragdes (F
= 0,49; Fstat = 58,59; p = 0,4962). O tratamento com Boveril WP® na concentracéo
(15%) apresentou 43,75% de mortalidade de G. assimilis, sendo o maior valor
observado, seguindo Metarril® e Challenger® na concentracao de 5% com 37,5%
de mortalidade, respectivamente. A analise de regresséo se ajustou significativamente
aos dados de mortalidade nas concentracdes de 5 %, 15% pelo modelo quadratico de

regressdo com coeficiente de determinacéo (R?) de 0,95 e 0,96 (Figura 4F).

Aos sete DAT, houve interacdes significativas entre o tratamento Boveril cana®
e as concentragbes (F = 26,52; Fstat = 15,68; p = 0, 0001567), entre o tratamento
Boveril WP® e as concentracdes (F = 6,67; Fsiat = 31,1; p = 0, 0227356), entre o
Metarril® e as concentracbes (F = 10,55; Fstat = 24,43; p = 0, 005815) e entre o
tratamento Challenger e as concentracdes (F = 46,42; Fstat = 27,35; p < 0,0001), sendo
gue o Metarril® na concentragédo 15% apresentou maior porcentagem de mortalidade
com 56,25%. A andlise de regressdo se ajustou significativamente aos dados de
mortalidade na concentracdo de 15% pelo modelo quadratico de regressdo com

coeficiente de determinacéo (R?) de 0,84 (Figura 4G).

Aos oito DAT, houve interagdo significativa entre o tratamento Boveril cana®
(F = 23,85; Fstat =12,83; p = 0, 0002962), entre Boveril cana® e as concentracdes (F
=11,95; Fstat = 16,5; p = 0, 0042406), entre Metarril® e as concentracdes (F = 10,85;
Fstat = 24,43; p = 0, 004815) e entre Challenger® e as concentra¢des. O tratamento
Metarril® na concentracdo 10% apresentou porcentagem de mortalidade igual a
37,33% (Figura 4H).
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Figura 4. Mortalidade diaria de adultos de Gryllus assimilis submetidos a diferentes concentracdes de Boveril cana, Boveril WP,
Metarril® e Chalanger® (5%, 10% e 15%) em condicdes de laboratério durante sete dias apos tratamento.
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Figura 5. Mortalidade acumulada (média EP)de adultos de Gryllus assimilis
submetidos a diferentes concentracées de Boveril cana®, Boveril WP®,
Metarril®, Challenger® (5%, 10% e 15%) em condicdes de laboratério até oito

dias apos tratamento.

Para os tratamentos com Metarril e Challenger, os resultados mostram uma
diminuicdo gradual no numero de insetos de G. assimilis ap6s a aplicacdo dos
produtos. No final do experimento, foi observado um percentual de mortalidade >
50%, para os tratamentos com Mertarril® e Boveril®. Para o tratamento com
Challenger® com a terceira maior percentagem de mortalidade, foram observados
43,75% de mortalidade. Na concentracdo 0,15 g do tratamento com Metarril®, houve
uma reducdo total do numero de insetos vivos, de aproximadamente 43,75% no
namero médio de insetos vivos, enquanto para a mesma concentragdo, para o

tratamento com Boveril cana®, houve uma redugdo média de 68,75 % ( Figura 5).
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oito dias em condicfes de laboratorio.
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4.4.2. Efeito de fungos entomopatogénicos na mortalidade de ninfas e

adultos de Gryllus assimilis por contato

Ninfas

Um dia ap0s o tratamento a mortalidade de ninfas diferiu significativamente
entre os tratamentos (F=15,10; p=0,0001) A cepa Boveril Wp® a 20g apresentou
mortalidade de ninfas de G assimilis superior de 50% com 88% seguida das cepas
de Boveril® cana na concentragdo de 30g e de Challenger® 20g, com 57% e 51%
respectivamente. As menores mortalidades foram apresentadas por Boveril Wp® e
Challenger® 30g, com 39% e 48% respectivamente. A cepa Boveril cana® na
concentracdo 20g e Metarril® nas quantidades de 20 e 30 gramas n&o causaram
mortalidade (Tabela 4).

Aos dois DAT, houve diferencas significativas na mortalidade de ninfas de
G assimilis (F=4,51; p<0,00). A cepa Boveril WP® na concentracéo de 20g causou
uma mortalidade de 13% em detrimento das demais cepas que ndo causaram

mortalidade (Tabela 4).

Aos trés dias apos a aplicacdo os tratamentos ndo mostraram diferencas
significativas entre si ( F= 3,38; p=0,29927) (Tabela 4).

Aos quatro dias ap0s aplicacdo os tratamentos apresentaram diferencas
significativas ( F= 5,66; P< 0,0002) sendo que a cepa Boveril cana® 20g causou
mortalidade acima de 50% na ordem de 58% em relacdo as demais cepas . as
cepas Metarril® 20g Challenger® 30ge Boveril Wp® 20g causaram mortalidade
inferiores a 50% (Tabela 4).

Aos cinco dias ap0s a aplicacao dos produtos os tratamentos ndo mostraram
diferencas significativas ( F=0,75; P=0,6479) (Tabela 5). Aos seis dias apos a
exposicdo aos fungos entomopatogénicos houve diferencas significativas entre os
tratamentos (F= 3,54; P= 0,006). A cepa Challenger 20g causou a maior
mortalidade 22% seguida de Metarril 20g e Chalenger 30g com 13% (Tabela 4).
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Adultos

Um dia apés a aplicacdo dos produtos, os resultados mostram que houve
diferencas significativas entre os tratamentos (F=4, 89; P<0,0008). A maior
mortalidade superior a 50% de adultos de G. assimilis foi causada pela cepa Boveril
WP® 30. As cepas Boveril cana® e Boveril WP® 30g, causaram mortalidade de 26%
e 22% respetivamente. A cepa Chalenger® na quantidades de 20g e 30g causou
mortalidade de cerca de 13% de adultos de G. assimilis. Boveril cana® 20g e
Metarril® ndo causaram mortalidade (Tabela 5).

Aos dois DAT, os resultados mostraram diferencas significativas (F=3,54 ;
P<0,006), sendo a cepa Boveril WP® 20g a que causou a maior mortalidade, de
13% de adultos (Tabela 5).

Aos quatro dias apos a aplicacdo, novamente houve diferencas significativas
(F=4,39 ; P<0,001 ) sendo que a maior mortalidade foi observada no tratamento
Boveril cana® 30g que chegou a 51%. Em comparacgédo, as mortalidades com
Boveril cana® 20g e metarril 20g foram de cerca de com 26% e com Boveril WP® e

Metarril® 30g foram de cerca de com 13% de mortalidade.

Aos cinco dias apds a aplicacdo, verificaram-se diferencas significativas
(F=7,05; P<0,001). A cepa Metarril®, na concentracdo de 20g, causou a
mortalidade de 22% dos adultos, enquanto a cepa Chalenger® na concentragdo de
20g causou mortalidade de 26% (Tabela 5.)

Aos seis dias tambem foram observadas diferencas significativas (F= 3,10 ;
P<0,019). A cepa Challenger na concentracdo 30g causou mortalidade de 35%,
Metarril na concentracdo de 30g e Boveril WP® 20g causaram a mortalidade de
cerca de 26% e 13% de mortalidade de adultos de G. assimilis foi causada pelas
cepas Chalenger® na concentracdo de 20g, Metarril na concentracdo de 20g e

Boveril cana® na concentragéo de 30g (Tabela 5).
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Tabela 4.Ninfas de Gryllus assimilis mortos e porcentagem de mortalidade (M%) em bioensaio de contato tratada com inseticidas

microbioldgicos em diferentes periodos ap0s a exposicao.

Tratamento Concentracdo  Dia 1l Mc Dia 2 Mc Dia 3 Mc
Boveril Cana 20 0,71 +£0,00c 0 0,71+0,00 b 0 0,71+ 0,00 a 0
30 1,27+0,08ab 57 0,71+0,00b 0 0,84+0,12 a 13
Boveril Wp 20 1,09+0,07bc 39 0,84 £ 0,06 a 13 0,84+£0,09 a 13
30 158+0,19a 88 0,71+£0,00 b 0 0,71+£0,00 a 0
Metarril 20 0,71+0,00 c 0 0,71+0,00 b 0 0,71+ 0,00 a 0
30 0,71+0,00 c 0 0,71+0,00 b 0 0,84 £ 0,06 a 13
Chalenger 20 1,21+0,10ab 51 0,71+£0,06 b 0 0,71+£0,00 a 0
30 1,18+ 0,03 b 48 0,71+£0,00 b 0 0,71+ 0,00 a 0
control 30 0,71+0,00 c 0 0,71+£0,00 b 0 0,71+ 0,00 a 0
gl 8,27 8,27 8,27
F 15,10 4,51 3,38
p < 0,0001 < 0,001 0,29927
Tratamento Concentracdo  Dia 4 Mc%! Dia 5 Mc %!? 6 dias Mc %?
Boveril Cana 20 1,34+0,17 a 0 0,84 £ 0,06 a 13 0,71+£0,00 b 0
30 0,81+0,06b 13 0,71+0,00 a 0 0,71+£0,00 b 0
Boveril WP 20 0,97+£0,06ab 26 0,71+ 0,06 a 0 0,71£0,00 b 0
30 0,71+£0,00 b 0 0,71+£0,00 a 0 0,71+£0,00 b 0
Metaril 20 1,12+0,16 ab 42 0,84 £ 0,06 a 13 0,84+0,06ab 13
30 0,84+0,06b 13 0,71+0,00 a 0 0,71£0,00 b 0
Challenger 20 0,71+£0,00 b 0 0,84 +£ 0,06 a 13 0,93+0,10 a 22
30 0,97+0,06ab O 0,71+£0,00 a 0 0,84+0,06ab 13
Controle 0,71+£0,00 b 0 0,71+0,00 a 0 0,71+£0,00 b 0
gl 8,27 8,27 8,27
F 5,66 0,75 3,54
P < 0,0002 0,64798 < 0,006

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, letras mindsculas nas colunas, pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade
de erro tipo I. *Mortalidade corrigida em relagdo ao controle pela férmula de Schneider-Orelli (1947): Ma=100x(Mt-Mc)/(100-Mc), onde Ma=mortalidade
corrigida, Mt=mortalidade no tratamento inseticida, Mc = mortalidade no controle. ?Mortalidade acumulada.



Tabela 5- Adultos de Gryllus assimilis mortos e porcentagem de mortalidade (M%) em bioensaios de contato tratados com inseticidas

microbiol6gicos em diferentes periodos de exposicéo.

Tratamento Concentracdo  Dial Mc%? Dia 2 Mc%! Dia 3 Mc%o?

Boveril Cana 20 0,71+0,00b 0 0,72+0,00 b 0 0,71+£0,00 b 0
30 0,93+0,10ab 22 0,71+0,00 b 0 0,712+0,00 b 0

Boveril WP 20 0,97+£0,06ab 26 0,84+0,06ab 13 0,84 £ 0,06 a 13
30 1,27 £ 0,20 a 57 0,71+0,00b 0 0,712+£0,00 b 0

Metarril 20 0,71+0,00b 0 0,93+£0,10 a 22 0,712+£0,00 b 0
30 0,71+0,00 b 0 0,71+0,00 b 0 0,71+0,00 b 0

Challenger 20 0,84+0,06b 13 0,84+£0,06ab 13 0,712+£0,00 b 0
30 0,84+£0,06b 13 0,72+0,00 b 0 0,712+£0,00 b 0

Controle 0,71+0,00 b 0 0,71+0,00 b 0 0,71+0,00 b 0

gl 8,27 8,27 8,27

F 4,89 3,54 4,51

p < 0,0008 < 0,006 < 0,001

Tratamento Concentracdo Dia 4 Mc%? Dia 5 Mc%o? 6 dias Mc%

Boveril Cana 20 0,93+£0,01ab 26 0,71+0,00b 0 0,71+0,00 b 0
30 1,21 +0,10 a 51 0,71+0,00b 0 0,84+£0,06b 13

Boveril WP 20 0,84+0,06b 13 0,71+0,06 b 0 0,97+0,06ab 26
30 0,84+0,06b 13 0,71+0,00 b 0 0,84+0,06b 13

Metarril 20 0,97+0,14ab 26 0,93+0,21a 22 0,84+£0,06b 13
30 0,72+0,00 b 0 0,72+0,00 b 0 0,97+0,06ab 26

Challenger 20 0,84+0,06b 13 0,97 £ 0,06 a 26 0,84+0,06b 13
30 0,72+0,00 b 0 0,72+0,00 b 0 1,05+ 0,13 a 35

Controle 0,71+0,00b 0 0,72+0,00 b 0 0,712+£0,00 b 0

gl 8,27 8,27 8,27

F 4,39 7,05 3,10

P < 0,001 < 0,001 <0,0129
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, letras mindsculas nas colunas, pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro

tipo I. *Mortalidade corrigida em relagéo ao controle pela formula de Schneider-Orelli (1947): Ma=100x(Mt-Mc)/(100-Mc), onde Ma=mortalidade corrigida,
Mt=mortalidade no tratamento inseticida, Mc = mortalidade no controle. ?Mortalidade acumulalada
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Figura 7. Mortalidade acumulada de nifas pré adultas e adultos de Gryllus assimilis
sob aplicacéo de quatro cepas de fungos entomopatogéncos (Boveril cana®,
Boveril WP®, Metarril® e Challenger®) em duas quantidades 20g e 30g em
oito dias de avaliacao.
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Figura 8. Ninfas de Gryllus assimilis vivas em bioensaio de contato tratadas com
microbiologicos em diferentes periodos apds a exposi¢do. Os valores
apresentam as médias (+SE) de quatro repeticoes.
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Figura 9. Adultos de Gryllus assimilis vivos em bioensaiode contato tratatdos com
inseticidas microbiolégicos em diferentes periodos apds a exposicao. 0s

valores representam as médias (+SE) e quatro repeticdes.

45. Discussao

Quatro inseticidas microbiolégicos a base de FEPs foram testados em
diferentes concentracdes. As curvas de mortalidade registradas ao longo do tempo
em funcéo das concentracfes, para os adultos de G. assimilis tratados com FEPs €,

geralmente, polinomial.

Os resultados apresentados mostram que os produtos a base de fungos
entomopatogénicos sdo promissores como inseticida bioldgico contra grilos. A mistura
de alimento (ra¢do) com conideos desses fungos causou a morte de adultos de G.

assimilis em condic¢des de laboratorio.

Os inseticidas microbiolégicos a base dos fungos M. anisopliae e B. bassiana
sao eficazes, no controle de insetos-praga. Sdo dois dos agentes de controle
microbiano mais promissores, especialmente para insetos que habitam no solo.
Segundo Feng e colaboradores (1994), B. bassiana é um agente microbiolégicos
natural do solo que é patdgeno para mais de 200 espécies de insetos (El-Garhy,
Sayed et al., 2012). A grande parte do sucesso deste FEP depende de sua
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persisténcia no micro-ambiente em que a praga é encontrada e do direcionamento

adequado do hospedeiro por uma cepa especifica (EL-GARHY, SAYED et al., 2012).

Konar e Paul (2005), em seus trabalhos avaliando a eficacia de alguns
inseticidas granulares e biopesticidas contra o grilo-toupeira, Gryllotalpa spp
(Orthoptera: Gryllotapidae) na batata cv. em campo, relataram que a pulverizacéo
dos biopesticidas M. anisopliae, a 1,8x10° esporos por ml por 50 g/ha e B. bassiana,
com contagem de 108 esporos por 1000 g/h4, tiveram os melhores resultados em

relacdo ao controle.

Os resultados obtidos neste experimento mostram que 0os maiores valores de
mortalidade foram obtidos através da ingestdo de racdo com conideos de M.
anizopliae na concentracdo de 15%, seguida de B. bassina na concentracdo 15%.
Resultado semelhante foi encontrado por Pelizza e colaboradores (2019) estudando
o efeito da aplicacdo de Beauveria bassiana, utilizando diferentes iscas, para o
controle do gafanhoto praga Dichroplus maculipennis em condi¢cdes de gaiola em
campo, neste estudo observou-se que isca composta por farelo de trigo e conidios
causaram mortalidade em gafanhotos. Estes resultados demonstraram que as
misturas formadas a partir de (Boveril cana WP®, Boveril WP®, Metarril®, Chalenger®)

com racao, podem servir como isca toxica, causando mortalidade de G. assimilis.

Sari e colaboradores (2018), em seu estudo sobre o tema, observaram que p6
de grilo adicionado a um meio de crescimento fornece nutricdo para o fungo
patogénico de insetos Metarhizium majus. Da mesma forma, os meios adicionados
com po de grilo apresentaram maior viabilidade do que aqueles sem, sendo a maior
viabilidade o farelo de arroz enriquecido com pé de grilo (83,38%). As menores
viabilidades foram encontradas na borra de cha, sendo de 51,43% e 62,09% sem e
com p6 de grilo respetivamente. Estes dados coroboram com as observacdes
referentes a viruléncia e a patogenicidade de M. anisopliae aos grilos feitas em nosso

estudo.

Os fungos entomopatogénicos a base de B. bassiana CEPA IBCB 66 (Boveril
Cana®); B. bassiana CEPA PL 63 (Boveril WP®); M. anisopliae (Metsch.) Sorok. cepa
E9 (Metarril®) e Isaria fumosorosea CEPA ESALQ 1296 (Challenger®) infectam
insetos de quase todas as ordens, as mais comuns sendo Hemiptera, Coleoptera,

Lepidoptera, Orthoptera e Hymenoptera (Ramanujam et al., 2014; Maina et al., 2018).
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Eles possuem agdao comprovada sobre Cosmopolites sordidus, Germar (Coleoptera:
Curculionidae), Dalbulus maidis, DeLong and Wolcott (Hem"iptera: Cicadellidae),
Gonipterus scutellatus, Gyllenhal, 1833 (Coleoptera: Curculionidae), Mahanarva
fimbriolata (Hemiptera: Cercopidae), Diatraea saccharalis Fabricius, 1794
(Lepidoptera: Pyralidae), Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787) (Acari: Ixodidae)
e Helicoverpa armigera, Hibner 1805 (Lepidoptera: Noctudae) entre outros artropodes
(Lopes et al. 2007; Koppert, 2023).

A taxa de mortalidade, em geral, aumentou com a aplicacdo de maiores
concentracfes dos produtos utilizados. As médias de consumo dos alimentos
apresentaram diferengcas significativas entre os tratamentos em relagdo as
concentracfes. Assim, os conidios do isolado de M. anisopliae (Metsch.) Sorok. cepa
E9 (Metarril®50WP E9) utilizados em nosso estudo ndo foram repelentes a G.
assimilus. A reducdo da quantidade de inseto no ensaio realizado esta assim
relacionada a alimentacdo da isca, associada a concentracdo de produtos utilizados
(maior dose de conidios de M. anisopliae (Metsch.) Sorok. cepa E9) (Figura 8) por

causar a mortalidade de mais de 50% de G. assimilis.

Podemos observar que os conidios dos produtos a base de B. bassiana e M.
anisopliae ndo foram repelentes a G. assimils e podem, portanto, ser facilmente

adicionados a iscas para o controle deste inseto.

A maior mortalidade foi provocada pelo fungo M. anisopliae em relacédo a B.
bassiana durante o maior espac¢o de tempo de observacdo. Os produtos comerciais,
Boveril® cana, Boveril®Wp, Metarril® e Challenger nas concentracdes de 5%, 10% e
15%, causaram mortalidade em adultos de G. assimilis por acdo de ingestdo que
variando entre 6 a 56%. Os resultados destes produtos (Boveril®cana, Boveril®Wp)
sdo semelhantes aos observados por Rocha e colaboradores (2012), com registro de
50% de mortalidade confirmada de adultos de Metamasius hemipterus (Coleoptera:

Curculionidae) pelo produto Boveril®, exceto Metarril® que causou mortalidade = 50%.

A eficiéncia mostrada pelo uso de, Metarril® em laboratdrio para o controle de
G. assimilis tendo causado a mortalidade de mais de 50% da populacdo, pode ser
atribuida a especificidade do fungo (cepa ou linhagem) a determinadas ordens de
insetos e as condicdes em que este estudo foi realizado, alem das concentracoes, e

dos substrato utilizados (iscas).
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4.6. Concluséao

Os resultados apresentados neste capitulo mostram que os fungos
entomopatogénicos M. anisopleae, B. bassiana e |I. Fumosorosea constituem de
importante alternativa e que podem ser utilizados em iscas toxicas para uso no
controle de G assimilis. Considerando o fato de que os grilos possuem abito noturno,
durante o dia permanecem escondidos de baixo de trocos, cascas de arvores,
serrapilheira etc. esta mostra-se uma excelente alternativa de controle que seria

ambientalmente favoravel.

5. Capitulo 3. Avaliacdo do efeito de 6leos essenciais no controle de
Gryluus assimilis em condi¢des de laboratorio

Resumo

Os grilos sdo uma das diversas pragas que atacam a cultura de Eucaliptus (Mirtacea),
comendo raizes, folhas e caules tenros de mudas em viveiro e em plantacdes jovens
até o segundo ano de vida. Ainda ndo existem recomendacdes de produtos para o
seu controle, deste modo, olhando para alternativas de controle que sejam
sustentaveis e que nao prejudiquem o meio ambiente, 0 uso de 6leos essenciais para
o controle de Gryllus assimilis pode ser uma alternativa viavel. Foi realizado um
experimento em delineamento inteiramente casualizado, com desoito tratamentos e
quatro repeticdes, totalizando 72 Unidades Expeerimentais (UE), utilizando quatro
6leos essenciais a base de cravo da india (Syzygium aromaticum); geranio
(Pelargonium graveolens); neem (Azadiratcha indica) e cedro (Juniperus virginiana).
Para cada Oleo Essecnial (OE), foram utilizadas trés concentracdes sendo: 10%, 15%
e 20%. Foi utlizada agua destilada e tween como controle. Em cada UE foram
alocados 5 insetos adultos sendo trés fémeas e dois machos. Para o preparo das
solucgdes, primeiramente foi efetuada a medicédo dos produtos na ordem de 0,05mL,
0,1mL e 0,15mL. Em seguida, foi feita a diluicdo dos respectivos produtos em 50 mL
de agua destilada e de seguida foi extraida dois ml de solucdo e aspergida e 5g de
racao e oferecidas aos insetos. Apos o periodo de avaliacdo de 264h, observou-se
gue o OE de cedro & 20% causou maior mortalidade acumulada de maior de 90% de
adultos, seguida do OE de cravo da india tendo causado mortalidade de mais de 80%
da populacéo de G. assimilis.

Palavras chaves: grilo, inseticidas biol6gicos, metabolitos secundarios, controle.
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Abstract

Crickets are one of several pests that attack Eucalyptus (Mirtacea) crops, eating roots,
leaves and tender stems of seedlings in nurseries and in young plantations up to their
second year of life. There are still no product recommendations for its control,
therefore, looking at control alternatives that are sustainable and do not harm the
environment, the use of essential oils to control Gryllus assimilis may be a viable
alternative. An experiment was carried out in a completely randomized design, with
eight treatments and four replications, totaling 72 Experimental Units (EU), using four
essential oils based on clove (Syzygium aromaticum), geranium (Pelargonium
graveolens), neem (Azadiratcha indica) and cedar (Juniperus virginiana). For each
Essential Oil (EO), three concentrations were used: 10%, 15% and 20%. Distilled water
and tween were used as controls. In each UE, 5 adult insects were allocated, three
females and two males. To prepare the solutions, the products were first measured in
the order of 0.05mL, 0.1mL and 0.15mL. Then, the respective products were diluted in
50 ml of distilled water and then two ml of solution was extracted and sprinkled and 5g
of food was offered to the insects. After the 264h evaluation period, it was observed
that the cedar EO at 20% caused greater accumulated mortality of more than 90% of
adults, followed by the Indian clove EO having caused mortality of more than 80% of
the G. assimilis population.

Key words: cricket, biological insecticides, secondary metabolites, control
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5.1. Introducéo

Dentre as diversas pragas que atacam a cultura do eucaliptos, pode-se
destacar o Gryllus assimilis (Fabricius 1775)(Orthoptera: Grilidae), que causa danos
em viveiros em campo, apos o plantio, até o segundo ano de vida. Os grilos comem
as raizes, folhas e caules tenros (Salvadori, 1999). O ataque é marcado por ser
aleatorio, e ndo em reboleira como fazem as lagartas-rosca. Também sao capazes de

perfurar embalagens (Gallo et al., 2002).

Os sintomas dos danos causados por grilos em mudas de eucalipto podem ser
caracterizados por raspagem, mastigacao ou corte das mudas na regido do coleto.
Esta mastigacdo pode ser em apenas um ponto ou em pontos dispersos da muda,
com a destruicdo da casca e, as vezes, o cambio, dando o aspecto de um anel na

parte atacada(Queiroz et al, 2021).

Na agricultura, o controle de pragas é realizado, extensivamente, por meio de
insumos sintéticos, devido a sua eficiéncia e praticidade. Todavia, a continua
utilizacdo do controle quimico com agrotoxicos ndo seletivos, sem a rotacdo de
produtos, pode causar desequilibrios, mediante a eliminacdo de insetos benéficos,
explosGes populacionais de pragas e, principalmente, a perda de eficacia de
inseticidas mediante a selecao natural de linhagens de insetos resistentes a esses
compostos quimicos. Acrescenta-se, ainda 0S aspectos negativos relativos a
contaminacdo do meio ambiente (solo, 4gua, atmosfera e seres vivos), danos
acidentais ocasionados pela ma utilizacdo de agrotéxicos e elevados

custos(Marangoni et al, 2012).

O uso excessivo de agroquimicos, ocasiona a selecdo de individuos resistentes
nas diferentes espécies de insetos (Oliveira et al, 2023). E necessario assim encontrar
alternativas para o controle de insetos que sejam sustentaveis e amigas do ambiente

como por exemplo, a aplicacdo de 0leos essenciais.

Os oleos essenciais (OEs), também conhecidos como 0leos volateis, 6leos
etéreos ou esséncias, sdo misturas complexas de compostos naturais extremamente
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. S&o constituidos por

componentes em diferentes concentracdes, pertencendo a varias classes quimicas,
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entre eles: alcoois simples e terpénicos, éteres ou 6xidos, aldeidos, cetonas, ésteres,
aminas, amidas, fendis, heterociclicos, cumarinas e principalmente os terpenos
( Heinzmann et al., 2016; Santos, 2019; Maleck et al., 2021).

Os efeitos dos inseticidas botanicos sobre os insetos pode ser variavel, sendo
toxico ou repelente, causando esterilidade, modificando o comportamento ou o

desenvolvimento, ou reduzindo a alimentacdo (Arnason et al., 1990; Bell et al., 1990).

A azadiractina, por exemplo, apresenta diversos efeitos endocrinos. O maior
efeito € a modificacdo dos niveis de ecdisterdides na hemolinfa, por agir sobre os
sitios de producado de ecdisterdides, como as células da epiderme e 0s oendcitos.
Diversos outros efeitos da azadiractina podem ser observados em insetos como, por
exemplo a alteracdo na diferenciacdo de tecidos (como os omatideos e discos
marginais das asas) e a melanizacao da cuticula (Moreira et al, 2001).

Os OEs sao um grupo complexo, produzidos a partir do metabolismo especial
das plantas, apresentando uma constituicdo quimica complexa de monoterpenos,
triterpenos e fenilpropandides (Santos, 2019; Gomes et al., 2018; Rabib et al., 2019).
Estudos de caracterizacéo bioldgica com OEs, em especial com ac¢éo inseticida, sao
amplamente realizados em todo o mundo. A riqueza de resultados obtidos em ensaios
antibacterianos traz otimismo aos pesquisadores para o desenvolvimento de novas
biomoléculas volateis capazes de se equiparar aos antibacterianos sintéticos
atualmente no mercado (Maleck et al., 2021). A utilizacdo de 6leos essenciais no
controle de insetos tem aumentado por todo o globo, inclusive no Brasil, onde esses
estudos tém se desenvolvido amplamente, principalmente por se tratar de um pais
com uma flora muito rica e diversa. Diversos estudos ja evidenciaram a eficacia dos
Oleos essenciais como alternativa no controle de insetos, especialmente mosquitos.
Isso se deve, principalmente, porque esses apresentam compostos biodegradaveis e
nao toxicos, principalmente para espécies ndo-alvo, representando uma opgao segura
no controle desses vetores (Aciole, 2009). Neste contexto, este trabalho teve o
objetivo de avaliar o efeito de 6leos essenciais no controle de Gryllus assimilis

(Orthoptera Grylidae) em condi¢Ges de laboratério.
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5.2. Materiais e métodos

5.2.1. Criacao de Gryllus assimillis

As matrizes que deram origem a criacdo na Universidade Federal de Pelotas
(UFPEL), séo provenientes do Biotério de Invertebrados Terrestres do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Rio Grande (FURG). A criacdo de G.
assimillis foi realizada no Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPEL), seguindo os protocolos de Limberger e
colaboradores (2021), em temperatura controlada de 25+2 °C, humidade relativa
65+10% e fotoperiodo constante (12 L: 12D). Para a alimentacéo, os grilos tiveram
acesso ad libitum a racdo comercial para gatos (Golden, PremieRpet® S&o Paulo
Brasil) desde a eclosdo dos ovos e tiveram acesso a agua em algodao humido

renovado diariamente.

5.2.2. Bio-ensaio: Efeito de 6leos essenciais no controle de Gryllus

assimilis (Orthoptera: Grilidae) em laboratério

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética (DEZG) do Instituto de Biologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizados, com 18 tratamentos e 4 repeticbes, totalizando 72 unidades
experimentas (UEs). Os produtos (tratamentos) utilizados foram quatro Oleos
essenciais a base de: cravo da india (Syzygium aromaticum); geranio (Pelargonium
graveolens); neem (Azadiratcha indica) e cedro (Juniperus virginiana); com as
concentracbes de 10%, 15% e 20% para cada OE. O controle negativo para cada

teste foi composto de tween e agua destilada.

Cada UE consistiu de um recipiente plastico de 700 mL, perfurado na lateral
para gerar um orificio de 1cm de diametro, coberto com Tempa, com copo plastico
descartavel no interior (cortado a uma altura de 4cm a partir da base) (4cm de
diametro), contendo 5g de racdo comercial e as concentragbes de cada produto
misturado. Foram colocados 5 adultos de G. assimillis ndo sexados, de sete a dez

dias apds a muda préimaginal em cada UE, totalizando 360 individuos. Para promover
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rapido acesso ao alimento, os adultos foram submetidos a jejum por um periodo de
24 horas.

Para o preparo das solucbes, primeiramente foi efetuada a medicdo dos
produtos na ordem de 0,05mL, 0,21mL e 0,15mL. Em seguida, foi feita a diluicdo dos
respectivos produtos em 50 mL de agua destilada. As solucdes foram aspergidas
sobre a superficie da dieta na razéo de 2 mL de solucéo para 5g de alimento, a qual
foi em seguida oferecida aos insetos. As avaliagdes foram realizadas diariamente

durante um periodo de 8 dias.

5.3. Analise dos dados

Inicialmente, os dados de mortalidade e de insetos vivos foram analisados
quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homogeneidade das
variancias pelo teste de Bartlett. Quando ndo atenderam aos critérios de normalidade,
foram transformados em Vx + 0,5, para comtemplar as premissas da ANOVA, pelo
teste de F com risco de erro de tipo I, a = 0,05, para verificacdo das hipéteses de
igualdade de tratamento. Em seguida, as médias obtidas nos diferentes tratamentos
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados de
mortalidade dos tratamentos foram utilizados para calcular a mortalidade corrigida em
relacdo ao controle pela formula de Schneider-Orelli (1947): Ma=100x(Mt-Mc)/(100-
Mc), onde: Mc=mortalidade corrigida, Mt=mortalidade no tratamento, Mc =
mortalidade no controle. Essas analises foram realizadas no software R (R

Development Core Team, Versao 4.2.3, 2023).

5.4. Resultados

Foram testados 4 oOleos essenciais, a base de cravo, geranio, neem e cedro,
nas concentragdes de 10%, 15% e 20% para cada 0Oleo. De acordo com a analise de
variancia, observou-se que, apos as primeiras 24 horas houve efeito de interacéo
entre o tipo de Oleo e a concentracdo em relacdo a mortalidade de G. assimilis
(F=5,24; P<0,0001).
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Foi observado que somente o0 6leo de cedro ndo causou mortalidade de adultos
de G. assimillis nas primeiras 24 horas apos exposi¢ao (HAE), atingindo a mortalidade

méxima acumulada apds 264 HAE (Tabela 6).

Setenta e duas horas apés a aplicacdo dos 6leos, observou-se diferencas
significativas, embora tenha se verificado que a eficiéncia de controle foi baixa. O 6leo
essencial de geranio a 10% apresentou mortalidade méxima acumulada somente as
264 HAE (Tabela 7) e nesse mesmo periodo, enquanto o OE de cravo gerou um total

de 64% de mortalidade, uma eficiéncia de controle inferior aos demais (Tabela 7).

Os tratamentos correspondentes ao uso de 15% dos 6leos de neem e de cedro
apresentaram a menor mortalidade acumulada de G. assimilis com 45 e 50%,

respectivamente (Tabela 7).

O OE decravo a 15% foi 0 Unico capaz de causar mortalidade acumulada >
80% no final do biensaio (264 HAE) (Tabela 7) resultado semelhante foi encontrado
por Soares e colaboradores, avaliando a acao inseticida de 6leos essenciais sobre a
lagarta Thyrinteina arnobia (Stoll) (Lepidoptera: Geometridae) em que observaram o
OE de cravo causou 80% de mortalidade das lagartas a 5,0%, e 100% de mortalidade
na concentracdo de 10,0% do 6leo essencial. O OE cedro a 20%, as 264 HAE,
apresentou maior mortalidade com 43%, atingindo a mortalidade acumulada 290% de

adultos de G. assimilis (Tabela?7).



Tabela 6. Quantidade de insetos mortos e porcentagem de mortalidade (M%) em bioensaios de ingestdo em dieta (racao

comercial) tratada com 6leos essenciais em diferentes periodos apos a exposicao.

Tratamento Concentragcoes 24 Mc%!? 72 Mc% 120 Mc%
Cravo 10% 0,71+0,00b 12 0,96+0,02ab 13 0,83+0,05ab O
15% 0,71+0,00b 12 0,83+£0,05bc O 1,00+0,12a 17
20% 0,71+0,00b 12 0,83+£0,05bc O 1,00+0,02a 17
Geranio 10% 0,71+£0,00b 12 1,00+0,05a 17 1,00+0,05a 17
15% 0,71+£0,00b 12 0,71+£0,00 c 12 0,71+£0,05b 12
20% 0,71+£0,00b 12 0,83+£0,05bc O 0,71+£0,05b 12
Neem 10% 0,71+£0,00b 12 0,71+£0,00c 12 0,71+£0,00b 12
15% 0,71+£0,00b 12 0,83+£0,05bc O 0,71+£0,00b 12
20% 0,71+£0,00b 12 0,71+£0,00c 12 0,71+£0,00b 12
Cedro 10% 0,71+£0,00b 12 0,83+£0,05bc O 0,83+0,05ab O
15% 0,83+0,05a O 0,83+£0,05bc O 0,96+0,14ab 13
20% 0,83+0,05a O 1,00+0,04a 17 0,83+0,12ab O
Testemunha agua 0,83+x0,05a O 0,83+0,05bc O 0,83+0,05ab O
Tween 80% 0,71+ 0,00 12 0,96 +0,02ab 13 1,05+0,05a 22
al CV=6.53% CV=987% CV=1645%
F 5,24 8,10 4,92
P <0,0001 0,0007 0,0022
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, letras minasculas nas colunas, pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro
tipo I. Mortalidade corrigida em relagdo ao controle pela formula de Schneider-Orelli (1947): Ma=100x(Mt-Mc)/(100-Mc), onde Ma=mortalidade corrigida,

Mt=mortalidade no tratamento inseticida, Mc = mortalidade no controle. 2Mortalidade acumulada



Tabela 7. Quantidade de adultos de Gryllus assimilis mortos e porcentagem de mortalidade (M%) em bioensaio de

ingestdo em dieta (Racao comercial) tratada com éleos essenciais em diferentes periodos apds a exposi¢ao.

Tratamento Concentra 168 Mc% 216 Mc% 264 Mc% M.A.%%
coes !

Cravo 10% 1,05+ 0,09 ab 0 0,71+0,00b O 1,10+0,05 ab 39 64
15% 0,71+0,00b 34 0,71+0,00b O 0,92+0,06 ab 21 85
20% 1,20+ 0,15a 15 0,83+0,05ab 12 0,92+0,05 ab 21 78

Geranio 10% 0,83+0,12b 22 0,71+0,00b O 0,92+0,05 ab 21 90
15% 0,71+0,00b 34 0,71+0,00b O 0,71+0,00 b 0 71
20% 0,87+0,05b 18 0,71+0,00b O 1,10+0,05 ab 39 82

Neem 10% 1,05+ 0,05 ab 0 0,71+0,00b O 1,00+0,02 ab 29 66
15% 1,05+0,12 ab 0 0,71+0,00b O 0,92+0,02 ab 21 45
20% 0,83+0,05b 22 0,71+0,00b O 0,92+0,05 ab 22 80

Cedro 10% 0,71+0,00b 34 0,71+0,00b O 0,93#0,05 ab 22 69
15% 1,09 +0,12 ab 4 0,83+0,12ab 12 0,92+0,05 ab 21 50
20% 0,93+0,02b 12 0,93+0,02a 22 1,14+0,25 a 43 95

Testemunha agua 1,05+0,05ab 0 0,71 + 0,00b 0 0,71+0,00 b 0 0

Tween 80% 0,83+0,12 22 0,71+0,00b O 0,71+0,00 b 0 70

gl CV=18.97% CVv=10.21% CVv=17.84%

F 5,04** 2,62** 3,19**

p < 0,0001 0,0007 0,0022

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, letras minlsculas nas colunas, pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade de erro tipo I.tMortalidade corrigida em relagéo ao controle pela formula de Schneider-Orelli (1947): Ma=100x(Mt-Mc)/(100-Mc), onde
Ma=mortalidade corrigida, Mt=mortalidade no tratamento inseticida, Mc = mortalidade no controle. 2Mortalidade acumulada.



59

= Cravo 10% =@ Cravo 15% =@ Cravo 20% Geranio 10%
=== Geranio 15% =@ Geranio 20 % -k Neem 10% =@ Neem 15%
=@ Neem 20% =@ Cedro 10% =@ Cedro 15% =@ Cedro 20%
= {i= Testemunha Tween 80%

dio insetos vivos
N
L

7

ero me

7

Num

24 72 120 168 216 264
Tempo apos tratamentos (hora)

Figura 10. Quantidade de adultos de G. assimilis vivos em bioensaios de ingestdo em
dieta (racdo comercial) tratada com inseticidas botanicos em diferentes
periodos apos a exposicdo. Os valores representam as meédias ( SE) de

4 repeticoes.
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5.5. Discusséao

Os resultados observados mostram uma diminui¢do gradual no niamero
de individuos vivos de G. assimilis em diferentes periodos apds a exposicao.
As 24h (Tabela 5), o nimero de individuos vivos foi maior na testemunha em
relagdo aos tratamentos com diferentes concentragbes, mas mostrou uma

reducédo nos tratamentos utilizando OE de cedro a 15 e 20% e na testemunha.

O OE de cravo-da-india tem como constituinte majoritario o eugenol, um
fenilpropandide muito utilizado na odontologia, sua atividade inseticida também
foi relatada contra pragas de grédos armazenados (HUANG et al., 2002). Ao
longo do periodo de exposicdo, observou-se uma diminuicao de insetos vivos
de G. assimilis quando expostos a concentracdo de 10% el5% deste 6leo,
sendo que no final de experimento (264 HAE), o OE de cravo 20% apresentou
menor nimero médio de insetos vivos. As 264 HAE, nos tratamentos com OE
de cravo (10, 15 e 20%) e de cedro (10, 15 e 20%), foi observado diminuig&o
do insetos vivos durante a exposicdo, e influenciada pelas concentracoes

aplicadas (Figura 10).

Alves, (2018) estudando a Identificacdo de moléculas com potencial
biotecnoldgico a partir das interacfes naturais: parasitoide-hospedeiro e
interacdo insetoplanta, observou que o OE de cedro foi o mais toxico para
Ceratitis capitata tanto para os machos quanto para as fémeas. Em nosso
estudo verificamos que os 6leos de cravo e de cedro foram 0s que
demonstraram maior atividade no bioensaio, com ambos exibindo maior
mortalidade. O OE de Cravo é relatado como um dos compostos com atividade
para causar morte de insetos por toxicidade aguda, alem de provocar
repeléncia, reducdo de alimentacéo (deterréncia), inibicdo do crescimento e
limitacdes no desenvolvimento e reproducéao (Jairoce, 2016). O dleo de cravo

e relatado como eficaz, com toxicidade para diversos insetos.

Como observado em outros casos, 0 aumento da toxicidade Oleo de
cravo da india e do 6leo de cedro para os grilos pode ser devido a duas

propriedades:
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(a) sdo compostos saturados, (contendo ligagbes simples carbono-
carbono fora do anel de benzeno); e

(b) a presenca de compostos que funcionam como grupos hidroxila
(Rice, Costa, 1994; Philips , Sims, 2010; Gaire et al., 2017).

Estas propriedades podem ter permitido que os 6leos de Cravo da india e de
Cedro penetrassem repidamente no interior dos insetos através da cuticula e
gue estes sofressem uma desintoxicacao lenta e interagissem de forma eficaz

com os seus locais alvo (Rice, Costa, 1994; Philips , Sims, 2010).

5.6. Conclusao

Com os resultados apresentados no presente capitulo conclue-se que
0s oleos essenciais de cravo da india e de Cedro possuem propriedades
toxicas que causam mortalidade de G. assimis, desta forma estes podem
ser utilizados para o desenvolvimento de iscas toxicas para uso alternativo

no controle de grilos.

6. Consideracgdes finais

De acordo com o trabalho realizado, no capitulo 1, avaliando atrativos
alimentares para G. assimilis com vista em uso no desenvolvimento de iscas
toxicas, observou-se que o grilo do campo G. assimilis tem preferéncia pela
farinha de milho, principalmente quando esta € incorporada a melado de cana.

No capitulo 2 avaliou-se a eficacia de fungos entomopatogéncos na
mortalidade de ninfas pre-adultas e adultos de G. assimilis onde foi observado
gue o Metarrizium anisopleae apreenta a maior viruléncia na mortalidade de
adultos de G. assimilis em relagédo aos demais fungos.

No capitulo 3. Avaliou-se o efeito de 6leos essenciais sobre o G. assimilis, onde
foi observado que os 6leos essenciais de cravo da india e de cedro possuem
propriedades téxicas para os grilos causando a morte dos mesmos.

Podemos considerar que misturando farinha de milho incorporada a melado de
cana, com conideos de Metarrizium anisopliae ou Oleos essenciais de cravo
da India e de cedro pode compor uma isca toxica que pode ser utilizada para
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controlar grilos, esta seria uma optima alternativa de controle de grilos, uma
vez que estes tem habito noturno, sendo que, durante o dia eles ficam
abrigados de baixo de troncos e folhas de arvores e em galerias subterraneas
e saem durante a noite a busca de alimento.
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